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RESumMO

Esta dissertacdo investiga materiais microestruturados com suscetibilidade magnética
baseados em polipirrolidona (PPD ou PA4), com e sem impressdao molecular de albumina do
soro bovino (Bovine Serum Albumin, BSA). Utilizando um método inovador de polimerizacao
aniénica ativada por abertura do anel (Activated Anionic Ring-Opening Polymerization,
AAROP) que funcionou a 40°C, foram sintetizadas de forma reprodutiva trés amostras com
impressao molecular de BSA (PPD MIP) e trés amostras sem impressdao molecular (PPD NIP).
Estas amostras foram caracterizadas morfologicamente por microscopia ética e microscopia
eletrénica de varrimento. A estrutura quimica 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 adsor¢do de proteina alvo BSA e
também sobre estudos de seletividade dos MIPs. Os estudos da cinética de adsorcdo
comprovaram que os MIPs sintetizados tém uma capacidade de adsor¢do maior comparada
com a dos respetivos NIPs sendo o fator de impressdo entre 1.20-1.25. Os estudos das
isotérmicas de adsorc¢do indicaram que as amostras com impressdao molecular (i.e., os MIPs)
obedecem ao modelo de Langmuir e sdo influenciadas pelo pH do meio, enquanto as amostras
sem impressdao molecular (NIPs) obedecem ao modelo de Freundlich independentemente do
pH do meio. Os estudos de seletividade efetuados com trés proteinas diferentes,
nomeadamente BSA, Ovalbumina (OVA) e Citocromo-C (Cyt.C) comprovaram a vantagem das
amostras MIP em relagdo com a proteina alvo BSA. Foi também comprovado que esta
seletividade depende fortemente do pH do meio.

Os resultados desta dissertacao foram resumidos num artigo ja publicado (Anexo X) e

ainda mais dois artigos encontram-se em varias fases da publicacao.

Palavras chave: Polipirrolidona, poliamida 4, MIPs, microparticulas magnéticas, adsor¢ao de
proteinas, isotérmicas de adsor¢ao, adsorc¢ao seletiva, polimerizacao anidnica ativada por

abertura do anel.






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°C, 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,

adsorption isotherms, adsorption selectivity, activated anionic ring-opening polymerization
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1 INTRODUCAO

Atualmente a variedade de materiais poliméricos disponiveis no mercado mundial é
enorme, sendo que o aparecimento de materiais cada vez mais especializados para diversas
aplicacdes tem vindo a crescer e a suscitar um maior interesse por parte dos investigadores.
Contudo, é na area dos novos materiais micro e nano estruturados “inteligentes”, (smart
materials), que se tem verificado uma enorme expansao [1]. A utilizacdo dos mesmos em
distintas areas possibilita uma grande capacidade de resposta as necessidades crescentes e
desafios de uma sociedade moderna cada vez mais exigente para um desenvolvimento
sustentavel.

Neste contexto, a presente dissertacdo pretende sintetizar de uma maneira
relativamente simples, rapida e sustentavel microparticulas (MP) porosas, de poliamida (PA),
gue possibilitem a impressao molecular de proteinas, e que as mesmas possam ser utilizadas
em diferentes aplicacdes. Os sistemas de poliamida em pd podem ser preparados por meio
de métodos fisicos como a precipitacdo de solugGes de poliamida com ndo solventes, ou por
moagem apos homopolimerizacdo em massa. No presente estudo foi escolhida a outra
abordagem possivel, i.e., a preparacao das MP através de uma polimerizacdo 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 polimerizagao anidnica ativada por
abertura do anel (AAROP) da lactama 2-pirrolidona (2PD) em que n3do é necessdrio agente
reticulante, solvente, ou temperaturas superiores a 40 °C como se verifica na maioria dos
estudos relacionados com a tecnologia de impressdao molecular (Molecular Imprinting
Technology - MIT).

O desenvolvimento desta metodologia inovadora de produzir microparticulas de PPD
impressas molecularmente com BSA (Molecularly Imprinted Particles- MIP), solicitou a
elaboracdo de distintos testes de modo a caraterizar a sua morfologia e propriedades.
Caraterizacbes morfoldgicas como Microscopia Eletrénica de Varrimento (MEV) e anadlise
granulométrica, caraterizacbes térmicas como calorimetria diferencial de varrimento
(Differencial Scanning Calorimetry - DSC) e analise termogravimétrica (Thermogravimetric
Analysis — TGA) e caraterizagcbes quimicas como espetroscopia de infravermelhos por
transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR) sdo alguns dos testes

realizados. Outras carateristicas foram avaliadas através dos estudos da cinética de adsorcao

25



das MIP relativamente a BSA, proteina impressa molecularmente nas MP, a andlise de
isotérmicas de adsorcdo para diferentes valores de pH e ainda os estudos da seletividade de
adsorcdo das MIP a outras proteinas como o caso da Citocromo C (Cytochrome C - Cyt.C) e da
Ovalbumina (Ovalbumin - OVA). Em todas as andlises foi feita uma comparagao com as
respetivas particulas sem impressdao molecular (Non-Imprinted Particles- NIP). No final, foi
apresentada a avaliacdo da capacidade de adsorcao seletiva de proteinas pelas MIP e tiraram-
se as respetivas conclusdes sobre as possiveis aplicagdes dos novos processos e sistemas

poliméricos.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 Principios Gerais

A tecnologia de impressdao molecular (MIT) é a técnica de sintese de polimeros com
impressdao molecular (MIPs). Estes polimeros possuem sitios de ligacdo 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 especifica, os MIPs tém sido estudados numa ampla
gama de aplicagdes em diferentes areas cientificas [1,3-5].

Desde os tempos do estudo pioneiro do Polyakov dos anos 1930 em que foi utilizada
uma matriz de silica para preparar os primeiros MIPs [6] até aos tempos modernos, houve
sempre um desenvolvimento constante ndo sd na prdpria tecnologia MIT, mas também na
area das aplicacGes. O grande interesse da comunidade académica e da industria pela MIT e
MIPs resultou num nimero elevado de estudos cientificos [7-10], artigos de revisdo [3, 11-16]
e monografias [17,18].

Comparados a outros sistemas de reconhecimento, os MIPs possuem trés vantagens
importantes: especificidade na a¢do, previsibilidade na estrutura e uma grande universalidade
nas aplicagdes. Por isso, existem muitas areas de aplicagdo com potencialidade, como por
exemplo purificagdo e separagao de liquidos e gases, sensores na quimica e bioquimica,
anticorpos artificiais, libertacdo controlada de farmacos, catalise heterogénea, entre outras
[12]. AFig. 1 representa um esquema com algumas das aplicagcdes mais importantes dos MIPs.

Relativamente a tecnologia/processo da impressdao molecular referido anteriormente
0 mesmo encontra-se esquematizado na Fig. 2.

De forma geral, a sintese dos MIPs tem trés etapas [4,15]. Na primeira etapa de criagao
de MIPs ocorre a formagcdo de um complexo entre a molécula modelo escolhida e o
mondmero funcional. Assim, os grupos quimicos do mondmero funcional s3o posicionados
em pontos complementares aqueles provenientes da molécula modelo, permitindo a
formacdo de ligacdes covalentes ou ndo covalentes (tipo ligacdes de hidrogénio, interagbes

eletroestaticas etc).
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Figura 2. Representagdo esquematica da impressdao molecular ndo covalente.

Segue a segunda etapa de polimerizagdo in-situ deste monémero, podendo esta acontecer

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

insoltuvel. Na etapa final ocorre a remocao seletiva do modelo do suporte polimérico, criando

assim neste ultimo, zonas com uma notdvel capacidade de reconhecimento e adsorgao

seletiva do modelo.

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

nomeadamente modelo, mondémero funcional, etapa de formacdo de ligacdes entre eles, o

processo da polimerizacdo e a elimina¢do seletiva do modelo com a formacgado das cavidades

ativas serdo considerados abaixo de forma mais pormenorizada.
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2.2 Elementos e processos basicos de preparag¢ao de MIPs

2.2.1 Molécula modelo

Para a escolha da molécula modelo, que serd utilizada em MIT, hd requisitos minimos
gue a mesma tem de satisfazer de forma a cumprir o objetivo final da impressdao molecular.
Assim, a mesma devera: incluir grupos funcionais que ndo impecam a polimerizacao,
apresentar uma boa estabilidade quimica no decorrer da reacdo de polimerizacdo e incluir
grupos funcionais que consigam produzir complexos de automontagem molecular (self-
assembly) com o monémero funcional [12].

Até a data, a MIT foi testada em muitas dreas de aplicacdo, mas é de salientar que as
melhores realizacdes foram obtidas na impressdo de moléculas pequenas, com baixa massa
molecular, como por exemplo herbicidas, ides metalicos, aminoacidos etc. A impressao
molecular de macromoléculas e, particularmente, de biomacromoléculas (proteinas, enzimas,
células, virus, etc.) continua a ser um grande desafio [19]. Existindo vérias raz6es que explicam
este desafio. Primeiro, devido a sua estrutura sensivel e solubilidade em 4&gua, as
biomacromoléculas impdem grandes exigéncias na escolha de mondmero funcional. Segundo,
os bio-modelos sdo dificilmente removidos dos suportes poliméricos por causa da sua massa
molecular elevada. Terceiro, o préprio bio-modelos possui inUmeros grupos funcionais que
podem interagir com o mondmero funcional e causar a adsorgao nao especifica e indesejavel,
diminuindo assim a seletividade [15,19-20]. Para ultrapassar estes problemas, varias
tecnologias estao em desenvolvimento, por exemplo impressdo superficial, impressao de
fragmentos do bio-modelo (“epitope”), etc [21]. No entanto, a impressdao molecular de
proteinas continua a ser uma questao problematica o que impede a introdug¢dao de MIT e MIPs
nas biotecnologias.

Na presente dissertacdo, foi escolhida uma biomacromolécula para desempenhar o
papel de modelo. A mesma pertence as albuminas do soro. Estas sdo bastante abundantes no
sistema circulatério e desempenham fungdes fisioldgicas [22] fundamentais no mesmo.

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

bastante utilizada em biotecnologia. A mesma é constituida por 604 aminoacidos e tem como

31



peso molecular um valor de 66462 g/mol [23]. Esta proteina apresenta um ponto isoelétrico®
entre 4.7-5.0 [24-25] dependendo da literatura exibindo carga positiva para pH<5 e carga
negativa para pH>5 [26].

Relativamente as suas propriedades fisico-quimicas sabe-se que esta ndo é carregada

uniformemente em toda a sua estrutura primaria como se pode confirmar na Fig. 3.
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Figura 3. Modelo de preenchimento espacial da molécula de BSA com residuos basicos identificados em azul, residuos
acidos a vermelho e residuos neutros a amarelo. A) vista frontal, B) vista traseira, C) lado esquerdo e D) lado direito
(adaptada de [23]).

2.2.2 Mondmero funcional

O mondmero funcional é constituido por dois tipos de unidades: a) a unidade de
reconhecimento; e b) a unidade polimerizdavel. Uma das carateristicas evidentes de um
mondmero funcional é a capacidade do mesmo interagir com a molécula modelo pré-definida
de maneira a criar complexos de pré polimerizacdo como por exemplo dadores/recetores do
tipo anticorpo/antigénio. Na interacdo entre o mondmero funcional e o modelo, o
fornecimento de grupos funcionais especificos por parte do monémero é fundamental [27].
Entre os mondmeros funcionais estudados, em diferentes investigagdes MIPs, os mondémeros
vinilicos sdo os mais usuais [4,28].

Dos mondmeros vinilicos, o metacrilato de metilo (Methacrylic Acid- MAA) [29] é um
dos mais utilizados em MIT. Este possui uma ligacdo C=C facilmente polimerizdvel por
polimerizagdo radicalar e conta com um grupo éster -C(O)OCHs que podera formar ligagdes
por pontes de hidrogénio com variadissimos modelos. Além disso, o MAA copolimeriza
facilmente com mondmeros de dimetacrilato que servem como agentes de reticulagao.

Apesar destas vantagens o MAA nado é soluvel em agua, apenas em solventes organicos
o que limita o seu uso em alguns tipos de MIPs. Além disso, ao utilizar-se um processo de

polimerizacao radicalar para sintetizar MIPs sera necessario utilizar temperaturas >60-70°C o

10 ponto isoelétrico de uma molécula é o pH em que esta é eletricamente neutra.
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gue, na maioria dos casos, se torna destrutivo para uma biomacromolécula [27]. De forma
geral, os mondmeros vinilicos ndo possuem os grupos funcionais mais adequados para se
ligarem com os modelos bioldgicos.

Assim, a possibilidade de usar na tecnologia de impressao molecular outros mondmeros
funcionais como por exemplo acidos carboxilicos, diaminas ou lactamas torna-se bastante
interessante sendo estes os mondmeros utilizados para sintese de poliamidas.

As poliamidas sdo polimeros semi-cristalinos que contém, na sua cadeia principal,
grupos funcionais como: amina (—NH3), carboxilo (—COOH), e grupos amida (—C(O)-NH-). Os
grupos amida sdo muito comuns nas unidades principais de polimeros naturais, um exemplo
disso sdo os polipeptideos (proteinas). Isto determina a possibilidade de variadissimas
interacOes entre poliamidas e moléculas modelo bioldgicas.

Pela informacao recolhida, existem tentativas de utilizar microparticulas de poliamida 6
(PAB) para os fins de imobilizacdo de proteinas [26]. No entanto, até a data apenas foi
encontrado um artigo publicado no qual se estuda a possibilidade de usar PA6 em impressao
de proteinas [30]. Contudo, neste estudo o MIP é formado por métodos fisicos, ou seja, usa-
se PAG6 sintetizada anteriormente, em que a mesma é sujeita a dissolucdo/precipitacdo, em
solventes organicos altamente agressivos. Por outro lado, a PA6 ndo é biodegradavel o que é
um fator negativo para usos médicos.

Muito pelo contrdrio, a biocompatibilidade e a biodegradabilidade em condigGes
ambientais de PA4, recentemente sintetizado de forma direta em microcdpsulas através de
polimerizagdao anidnica em suspensao de polipirrolidona (2PD) a temperaturas baixas de 40 °C
[31] sdo carateristicas que suscitam um real interesse para a utilizacdo de 2PD como
mondmero funcional em MIPs. Alem disso, a PA4 possui uma grande densidade de grupos
funcionais -CO-NH- e uma estrutura quimica muito parecida a das proteinas. Por estas razoes,

nesta dissertacao foi escolhido o 2PD como mondmero funcional.

2.2.3 Self- assembly

A sintese de MIPs envolve uma auto-organizacdo (self-assembly) de mondémeros
funcionais em torno da molécula do modelo formando assim o complexo mondmero
funcional/molécula modelo ainda antes da polimerizacdo. Neste processo sdo envolvidas

interagdes quimicas ou fisicas entre o mondmero funcional e a molécula modelo [5].
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Na concecdo de MIPs conhecem-se dois tipos de impressdo, um com interacoes
covalentes entre o modelo e 0 mondmero funcional e outro com interacdes nao covalentes
[1, 3-5].

Relativamente ao primeiro tipo de impressdao, os mondmeros funcionais e o modelo
formam ligacBes quimicas covalentes. Este é considerado um método menos flexivel uma vez
gue as reacoes de condensacado reversiveis sdo limitadas. Além disso, é muito dificil alcancar
o equilibrio termodinamico, visto que as fortes interacdes covalentes resultardo em ligacoes
e dissociacoes lentas [5]. Assim, tudo isto poderd dificultar o processo de remocdo do modelo
e a propria impressao molecular nas MP.

O segundo tipo de impressdo, no qual resulta de intera¢cdes ndo covalentes, é o mais
usual em MIT ndo sé devido a simplicidade do processo, mas também a rapidez de ligacdo e
remoc¢do do modelo. Neste caso esta impressdo baseia-se em interacées fisicas como:
interacOes idnicas, ligacOes por pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals e interagGes
-1, sendo estas ligacdes mais fracas quando comparadas com as ligacOes covalentes. Assim,
na presenca de solventes especificos, o complexo mondmero-modelo que se mantém no
sistema MIP-modelo podera ser desfeito de forma seletiva para produzir o MIP na sua forma

de aplicacgdo.

2.2.4 Polimerizacao

Na etapa de polimerizagao alguns cuidados devem ser tidos em conta, pois caso o
modelo utilizado em MIT seja uma biomacromolécula, como por exemplo uma proteina, sera
necessario utilizar baixas temperaturas de processo de modo a ndo desnaturar a estrutura
peptidica tercidria e quaternaria da proteina. A etapa de polimerizacdao tem de ser capaz de
criar uma estrutura MIP 3D, em que a mesma seja mais a0 menos porosa. Esta porosidade
serd essencial para que se consiga remover, com sucesso, a molécula modelo do MIP.
Normalmente, a porosidade criada nos MIPs advém da presenca de solvente ou outros
compostos especificos 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 esta relacionado com a etapa de eliminagao

seletiva da molécula modelo do MIP final.
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Também o agente reticulante é um elemento fundamental na sintese de MIPs. Este
ndo sé participa na criacdo de poros dos mesmos, como também torna o mondmero funcional
insoluvel criando uma rede tridimensional em solventes orgéanicos se for o caso [27].

Até agora, a maior aplicacdo na sintese dos MIPs esta ligada a polimerizacdo dos
mondémeros vinilicos [1]. No entanto, outros métodos como policondensacdo por etapas
foram também desenvolvidos [33]. Sendo que é mais comum produzir os MIPs através de
polimerizacdo radicalar em massa de mondmeros vinilicos [1-2, 34-35] seguido por processos
de moagem no qual se obtém materiais em pd com particulas irregulares. Em muitas
aplicacdes a falta da uniformidade das particulas é uma desvantagem, assim sendo foram
desenvolvidos outros métodos para preparacdao de granulos poliméricos, utilizando a
polimerizacdo em suspensao em meios aquosos ou organicos [36-39]. De acordo com este
método, a polimerizacdo decorre em goticulas formadas pela mistura polimérica ativada
numa fase continua — dgua ou solvente organico. Em MIT sdo usados também métodos de
polimerizacdo em emulsdo [40-42] e por precipitacdo [43-44]. Estes métodos produzem MIPs
em particulas o que é uma vantagem em comparag¢ao com polimerizagao em massa.

Entre todos os métodos que produzem MIPs em forma de particulas, o mais vantajoso
€ a polimerizacdo por precipitacdo, uma vez que produz microparticulas MIPs com tamanhos
uniformes. A razdo é que as cadeias poliméricas sdo formadas e crescem individualmente, sem
coalescéncia. Depois de se atingir uma certa massa molecular, a particula polimérica precipita
e a reagao quimica termina.

Nesta tese foi escolhido como método sintético a polimerizagdo anidnica ativada por

abertura do anel de 2PD, feita como polimerizagao por precipitacao.

2.2.5 Remocdo da molécula modelo

Apds a polimerizacdo, é necessdrio a remocdao da molécula modelo [1,3,5,27]. A
facilidade com que o mesmo é removido vai depender da ligagao criada entre o mondmero
funcional e a molécula modelo. Caso seja uma interagdo nao-covalente, a remog¢ao do mesmo
sera mais facil visto que estao presentes ligagdes mais fracas quando comparadas a interagdes
covalentes. Note-se que o facto de as interagdes nao-covalentes serem mais fracas nao
significa que o MIP existente ndo tenha uma estrutura coesa. O facto das ligacdes se repetirem

inimeras vezes nao deixa que o MIP seja considerado uma estrutura pouco consistente [1]. O
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processo de remocdo da molécula modelo sé fica concluido quando ha certeza de que toda a
molécula modelo foi removida, pois sé assim é que se criam zonas com capacidade de

adsorcdo seletiva [45-46].

2.3 Polimeros impressos com modelos macromoleculares

Nos ultimos anos, os MIPs sintetizados na presenca de modelos macromoleculares
(>1500 Da), sdo os que tém suscitado um maior interesse por parte da comunidade cientifica,
sobretudo a partir de 2005. Esta importancia traduz-se assim num aumento nos estudos
relativos ao uso de proteinas, enquanto moléculas modelo, na impressao macromolecular
[47]. Ainda assim, a impressdo de proteinas, enzimas e outras biomacromoléculas, apresenta
alguns desafios. Estes sdo relacionados com a estrutura complexa das biomoléculas [48]. Uma
vez que foi decidido fazer impressao molecular com um modelo proteico, i.e., BSA, a seguinte
parte da dissertacdo expOe as carateristicas de um modelo proteico tal como a importancia

delas no uso basico dos respetivos MIPs, ou seja, a adsorcao seletiva.

2.3.1 Estrutura das proteinas

Antes de efetuar qualquer estudo com proteinas é pertinente compreender a
composicdo bdsica e a estrutura de uma proteina com os seus diferentes niveis de
organizagao.

As proteinas sao copolimeros complexos, constituidos por sequéncias de aminoacidos
especificos, unidos por ligagGes peptidicas. As proteinas tém quatro niveis estruturais de
organizagao: primaria, secunddria, tercidria e quaternaria conforme a Fig. 4.

A estrutura primaria de uma proteina refere-se a uma sequéncia linear constituida por
varios aminodcidos. Esta sequéncia linear é conseguida por ligacGes covalentes entre os
aminoacidos no qual a jungdo de varios aminodacidos da origem a uma cadeia polipeptidica.

Por sua vez, as cadeias de proteinas rearranjam-se entre si de maneira a otimizar a
geometria das ligac¢des intra e intermoleculares, que sdo estabelecidas por liga¢gdes do tipo

pontes de hidrogénio, originando assim a estrutura secundaria da proteina.
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Figura 4. Diferentes niveis de organiza¢do de uma proteina.

Este rearranjo dentro e entre as cadeias proteicas provoca a formacdo de estruturas de duas
dimensdes denominadas por “hélices a” e “folhas B”. A estrutura terciaria das proteinas 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 proteinas
podem ainda exibir uma estrutura quaternaria que associa duas ou mais cadeias de
polipeptideos criando assim um emaranhado tridimensional [49].

As fungbes mais importantes das proteinas dependem diretamente das morfologias
de trés dimensdes, i.e., das estruturas tercidria e quaternaria. As mesmas sao indispensaveis
no controlo das fungbes enzimaticas, na regulagcdo metabdlica, armazenamento, transporte e

defesa celulares [26].

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

Apesar das inUmeras vantagens no desenvolvimento dos sistemas MIP, existem ainda
desafios na impressao de modelos macromoleculares que incluem as proteinas. As mesmas
apresentam propriedades inerentes como: grande tamanho molecular, extrema

complexidade estrutural, solubilidade especifica e instabilidade conformacional, entre outras.

37



Tudo isto limita ou impossibilita o uso das proteinas em multiplas aplicacdes dos MIPs

tradicionais.

e Tamanho molecular

As proteinas exibem uma elevada massa molecular que pode conduzir ao
aprisionamento das mesmas nas estruturas poliméricas reticuladas criadas apods
polimerizacado, dificultando assim a eliminacdo completa da molécula modelo no processo de
preparacdo de MIP. Por outro lado, a presenca da molécula modelo, ndo eliminada, nos MIPs

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

e Complexidade

As moléculas modelo de maior dimensdao, como por exemplo o caso das
biomacromoléculas, exibem um enorme nimero de possiveis locais de reconhecimento numa
area consideravelmente grande, quando comparados a moléculas modelo em que a sua
dimensdo ndo é tdo significativa. As distintas zonas existentes na estrutura de uma proteina
apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas. Assim, a complexidade das proteinas faz
com gue as mesmas construam diversas interacdes fracas ndo especificas o que pode diminuir

a probabilidade de obter MIPs com caracteristicas de reconhecimento seletivo [27].
e Solubilidade

A maioria das vezes a impressao molecular é realizada em solventes organicos. No
entanto, existem moléculas modelo em que os solventes organicos apolares ndo podem ser
utilizados. E o caso das proteinas que sdo sollveis em dgua e tém solubilidade insuficiente em
solventes organicos [35]. Porém, a 4gua ndao é um bom solvente para a tecnologia de
impressao molecular isto porque por um lado poucos monédmeros sado solUveis em dgua e por
outro a dgua pode acabar por interferir nas ligagdes por pontes de hidrogénio, entre o
monomero 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 flexiveis dos mesmos. As proteinas podem ser facilmente desnaturadas (Fig. 5)

com perda de estruturas tercidrias e quaternarias durante uma sintese de um MIP que decorra

38



a temperaturas superiores a >60-70 °C [27,50]. Por outro lado, estas temperaturas podem
levar a concecao de conformacdes ou agregados que ndo sejam os adequados para impressao
molecular afetando a seletividade do polimero impresso.

Note-se que a proteina quando esta desnaturada a mesma sofre uma alteracdo da sua
estrutura 3D sem que seja necessario existir qualquer tipo de rutura das suas ligacOes

peptidicas [51].

Desnaturagio
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Figura 5. Esquema representativo da desnatura¢do de uma proteina (adaptada de [52]).

2.3.3 Propriedades da superficie polimérica

As propriedades das proteinas ndo sdo as Unicas a influenciar na interacdo entre
proteina e o MIP na etapa da sua aplicagdo como adsorvente seletivo. Também as
propriedades da superficie do polimero impresso molecularmente intervém nesta interagao.
Assim, a geometria e as propriedades quimicas e elétricas dos MIPs s3o algumas das
carateristicas que possuem um fator de impacto neste assunto. Quanto maior a drea do MIP,
ou a sua porosidade, ou a densidade dos grupos funcionais relevantes, espera-se que ocorra
uma maior interacdo entre o MIP e a molécula-alvo da adsorgdo seletiva. Por exemplo,
superficies que contenham ranhuras ou poros, quando comparadas a superficies lisas, espera-
se que possuam uma maior intera¢ao devido a area superficial ser maior [53].

Em relacdo a composicdo quimica, esta determinara os grupos funcionais e a
densidade deles na superficie do suporte polimérico disponiveis para interagirem com as
proteinas alvo. No caso do MIP baseados em poliamidas os grupos funcionais como aminas,
carboxilos, carbonilos ou amidas podem estar presentes na superficie.

Por fim, as propriedades elétricas das proteinas tém um papel preponderante na

interacdo entre a proteina e a interface do MIP. As propriedades elétricas dependem do ponto
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isoelétrico da proteina modelo, do pH do meio de polimerizacdo, da forca e molaridade da
propria solugdo tampao utilizada no processo da sintese dos MIPs, etc. Os mesmos fatores
influenciam o uso dos MIPs como adsorventes seletivos. O potencial zeta exibido na superficie
do MIP também influencia a estrutura e composicdo da solucdo eletrolitica adjacente ao MIP.
Portanto, a interacdo na interface entre o MIP e a proteina alvo vai depender n3o sé dos
efeitos combinados dos ides de dgua como das moléculas e o potencial de superficie da rede

[53].

2.4 MIPs inteligentes- importancia e suas possiveis aplica¢oes

A indUstria ndo s6 exige uma adsorc¢ao seletiva por parte dos MIPs como impde outras
propriedades para estes materiais. Com o desenvolvimento continuo da MIT tem sido possivel
a producdo de polimeros capazes de responder a estimulos externos (stimuli responsive
polymers). Estes tipos de polimeros sdo conhecidos por MIPs inteligentes ou mais conhecidos
por SMART MIPs [16]. Estes podem ser classificados em varios tipos dos quais os mais
relevantes para aplicacOes bioldgicas parecem ser os MIPs sensiveis a estimulos. Os mesmos
conseguem ser suscetiveis a diferentes estimulos, tais como campos magnéticos externos
[54], temperatura [55], luz [56], ides [57] ou a variagOes de pH [58].

Por exemplo, com a incorporagao de elementos magnéticos, como o caso de
microparticulas de Fe ou nanoparticulas de Fe30s em MIPs é possivel modifica-los, ficando
estes sensiveis a um campo magnético externo. Assim sendo, os mesmos transformam-se em
MIPs inteligentes capazes de serem extraidos da zona de reagdo sem que seja necessario
efetuar uma centrifugacao ou filtracdo destes [54,59]. Ou seja, quando introduzidos num
campo magnético externo, os mesmos mostrardao um movimento direcional o que acaba por
separar de uma forma rapida e eficiente as particulas magnéticas do meio da rea¢do [54].

De referir que as particulas magnéticas inseridas nos respetivos MIPs apresentam-se
como sendo pouco téxicas, biocompativeis, suscetiveis a um campo magnético e ainda tém a
capacidade de apresentar tamanhos desejaveis a partir de técnicas sol-gel ou de co-
precipitacdo [60]. Tais MIPs magnéticos atraem a atencao dos investigadores, uma vez que
tém a possibilidade de ser separados e reutilizados, e também, a incorporacao das particulas

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

MIPs inteligentes (smart MIPs) com sensibilidade magnética conforme é exibido na Fig. 6.
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Figura 6. Figura representativa referente ao estimulo magnético a que o MIP reage (adaptada de [62]).

2.5 Aplicagoes dos MIPs como adsorventes

Pelo facto de os MIPs terem “impressos” especificos das moléculas do composto que
foi utilizado como modelo, durante a sintese dos MIPs, os ultimos apresentam posteriormente
uma maior capacidade de adsorver este composto alvo em relacdo aos adsorventes
convencionais. Assim, os MIPs exibem inUmeras vantagens e apresentam um papel
importante no avancgo de distintos campos no qual esta propriedade seja essencial. Uma vez
gue a avaliagdao dos MIPs como adsorventes seletivos passa por ensaios de adsorg¢ao, torna-

se pertinente apresentar de forma concisa a teoria desta area cientifica.

2.5.1 Adsorcao

A adsorgao pode ser definida como um processo em que o material denominado por
adsorvato) percorre de uma fase gasosa ou liquida e cria uma camada superficial sobre uma
fase condensada sélida ou liquida denominada por substrato.

Este processo esta associado a uma quantidade de processos industriais com bastante
interesse pratico. Estando também relacionado a diversos sistemas fisicos, quimico naturais
ou sistemas bioldgicos. Por exemplo, em determinados processos cataliticos a adsorcao é a
primeira fase a executar-se. A mesma esta também inserida em aplicagGes em que se torna
necessario separar misturas realizadas em laboratdrio ou em indUstrias, assim como, em areas
em que é necessario a remocao de distintos poluentes que possam existir nas mais diversas
matrizes ambientais [63].
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A adsorcdo é um processo fisico-quimico de natureza espontanea. Este pode decorrer
em distintos sistemas: gas-liquido, liquido-liquido, sélido-sélido, sélido-liquido e sélido-gasoso
consoante o tipo de fases em contato [63]. Assim, chama-se adsorvente a superficie sdlida
em que ocorre a adsorcdo e adsorvato a substancia adsorvida pelo sélido [64].

Nas superficies sélidas, entre as quais os MIPs, existem forgas intermoleculares que
atraem ou repelem as moléculas existentes na interface solido liquido. Relativamente a
ligacdo criada durante esta atracdo, entre adsorvente e adsorvato, a adsorcdo pode ser
reversivel ou irreversivel dependendo do tipo de forcas de interacdo em causa. Em funcdo dos
tipos de atracdo entre o adsorvente e o adsorvato podem estar presentes processos fisicos
(adsorgao fisica) ou quimicos (adsorcdo quimica) [65].

Em adsorc¢ao fisica, entre o adsorvente e o adsorvato estabelecem-se interacdes
intermoleculares como por exemplo ligacGes por ponte de hidrogénio ou Van der Waals, etc.
ou seja, interacdes consideravelmente fracas. A adsorcao fisica é auxiliada por um decréscimo
na energia livre devido a um aumento na entropia do sistema de adsorcdo. 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, ha formagao de multicamadas a partir
das moléculas adsorvidas [63,65]. Mais ainda, na adsorcdo fisica, a molécula/target adsorvida
ndo sofre nenhuma alteracdo na sua ligacdo quimica apenas a mesma pode passar por
algumas alteragdes conformacionais consoante alguns fatores ja referidos em capitulos
anteriores. Esta acaba por ndo sofrer alteragdes devido a energia envolvida na adsorgao fisica
que é insuficiente para quebrar qualquer tipo de ligagdao quimica [66].

Em adsorcao quimica, ao contrario da adsorc¢do fisica, as interagGes estabelecidas
entre o adsorvente e o adsorvato sdao mais fortes, sendo as mesmas idénticas as reacdes
guimicas. Neste tipo de adsorgao, devido a intera¢do dos eletrdes do produto adsorvido com
o adsorvente, ocorre a jungao das moléculas do produto adsorvido na superficie dando origem
a uma ligacdo quimica forte sendo a mesma, por norma, irreversivel. Na adsor¢dao quimica as
variagOes de entalpia exibem valores entre os 80-240 kJ /mol sendo estes bastante superiores
qguando comparados aos valores de entalpia da adsorgdo fisica, ou seja, 20-40 kJ/mol [65].
Esta adsorcdo é bastante seletiva acabando por acontecer apenas em determinados sitios
ativos da superficie do adsorvente e unicamente se a superficie quimicamente ativa estiver

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

2.5.2.1 Cinética de adsorcao

Neste modo de avaliacdo estuda-se a quantidade do adsorvato captada pelo
adsorvente num determinado tempo. Com este tipo de analise é recolhida informacao de que
forma é que a forca idnica, o pH, a temperatura, a concentracdo tanto dos adsorventes como
dos produtos adsorvidos pode influenciar a cinética de adsorc¢do [68].

De acordo com as ideias de Weber e Smith [69], o mecanismo de adsor¢cdo 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 liquida é transferido para a zona da camada limite
do adsorvente (ou seja, o MIP). Seguidamente, ocorre a transferéncia do composto da fase
liguida, através da interface do adsorvente. Posteriormente, acontece a difusdo do composto
para a parte interna da interface do adsorvente, ou seja, a difusdo dentro da prépria particula
de MIP. Por fim, sucede-se a adsorcdo, ou seja, a fixacdo do adsorvato ao adsorvente, sendo
esta fase final a mais rapida de todas as etapas.

Entre todas as etapas, a segunda etapa (a transferéncia de massa externa), e a terceira
etapa (a difusdo intraparticular), sdo as mais lentas e como tal determinam a cinética de

adsorc¢do [69].

1 1. Fase liquida

. 2. Transferéncia externa
] 2~ Filme

3. Difus@o intragranular

3a. Difuséio porosa

3b. Difuséio da superficie
4, Adsorgéio

Particula

Figura 7. Mecanismos de adsor¢do propostos por Weber e Smith em 1987 (adaptado de [69]).
2.5.2.2 Isotérmicas de adsorcao
Durante o processo de adsorcao, apds um determinado periodo, estabelece-se um
equilibrio entre a quantidade de soluto adsorvido (q.) e a quantidade de soluto em solugao
(C,). Arelagdo matematica que descreve este equilibrio é assim expressa pelas isotérmicas de
adsorgdo. Portanto, com o estudo das isotérmicas de adsor¢cdo é possivel, determinar a

relagdo entre g, e C, num dado estado de equilibrio a uma temperatura constante. A relagao
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(ge/C.) depende do tipo de adsor¢do em causa - adsor¢do por uma camada sé, ou adsorgdo
por multicamadas [70].

Assim, caracteristicas como superficie do adsorvente, calor de adsorcdo, capacidade
de adsorcdo relativa, volume do poro e distribuicdo de tamanho sdo possiveis de determinar
através do estudo destas isotérmicas [71].

Existem varios modelos de isotérmicas de adsor¢cdo que possibilitam a previsdo da
distribuicdo de equilibrio, entre quais quatro modelos sdo os mais usuais. Assim, as
isotérmicas Linear, Langmuir, Freundlich e Brunauer-Emmet-Teller (BET) sdo os modelos mais

estudados na literatura relativa a este tema [70].

e Modelo linear

Geralmente, para concentracdes muito baixas os dados de equilibrio de adsorcao
apresentam um comportamento linear sendo poucas as vezes em que existe um
comportamento linear para concentragGes elevadas [66]. A isotérmica linear ou equac¢do de
Henry, como também é conhecida, é representada matematicamente pela seguinte equacao

[72]:

Qe=k;xC, (1)
no qual, Q.[mg/g], corresponde a quantidade de adsorvato no adsorvente em equilibrio;
C.[mg/l], corresponde a concentracdo em equilibrio do adsorvato restante em solugdo
quando a quantidade adsorvida é igual a Q,; K;[l/g], corresponde a constante da isotérmica
linear.

Assim, segundo este modelo matematico no final dos estudos de adsor¢dao obtém-se

uma reta idéntica a da Fig. 8.

CE

Figura 8. Isotérmica de adsorgdo linear [70].
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e Modelo Langmuir

O modelo de Langmuir permite compreender a adsorcdo da superficie em
monocamada numa superficie ideal.

O presente modelo tem pressupostos na sua teoria: i) a adsor¢cdo acontece
unicamente em zonas especificas estabelecidas na superficie do adsorvente; ji) Para cada zona
somente uma molécula de adsorvato pode ser adsorvida; iii) ndo existe interacdo entre
moléculas adsorvidas vizinhas; e iv) a entalpia de adsorcdo é igual para as diversas zonas [66].
Em geral, o modelo Langmuir (Fig. 9) descreve a adsor¢cdo em monocamada, i.e., adsorc¢ado
“gquimica” e pode ser definida através da seguinte equacao [72]:

_ QmaxKLCe
Qe = 1+KL.Ce (2)

Ap6s linearizacdo da equacdo 2 temos:

Ce 1 Ce

Qe K1Qmax Qmax

(3)

no qual, C,[mg/l], corresponde a concentragdo de adsorvato na solugdo em equilibrio;
Q.[mg/gl, corresponde a quantidade de adsorvato no adsorvente em equilibrio;
QmaxImg/gl, corresponde a capacidade maxima de cobertura da monocamada; K;[mg/l],

corresponde a constante de Langmuir relacionada com o calor de adsorc¢ao.

Ce
Figura 9. Isotérmica de adsorgcao de Langmuir [70].

e Modelo de Freundlich

O modelo de Freundlich carateriza-se por ser utilizado em sistemas sdélido-liquido.
Trata-se de um modelo empirico e 0 mesmo segue dois postulados importantes: i) pode ser
aplicado a adsorventes que possuam superficies energeticamente heterogéneas e i)
considera interagdes entre as moléculas adsorvidas [66]. O modelo é aplicado em adsor¢ao
multicamada em adsorventes porosos. A isotérmica de adsorcao de Freundlich, Fig. 10, é
assim representada matematicamente a partir da seguinte forma [72]:

Qe = KpC,'™ (4)
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Ap6s linearizacdo da equacao 4 temos:

log Q, = logKF+%logCe (5)

no qual, Q.[mg/g] corresponde a quantidade de adsorvato no adsorvente em equilibrio; Ky
[(mg/g)(1/g)*'™ corresponde & constante da isotérmica de Freundlich relacionada com a
capacidade de adsorc¢do; C,[mg/l], corresponde a concentragdo de adsorvato em equilibrio;

n [l/mg], corresponde a intensidade de adsorcdo.

Figura 10. Isotérmica de adsorg¢do Freundlich [70].
Relativamente a varidvel n, esta também carateriza a heterogeneidade da superficie e

caso o valor resultante de - fique inferior a 1 ou aproximadamente zero significa que esta

e . L. 1
presente uma isotérmica com adsorventes heterogéneos. Caso contrario, se o valor de - for

igual ou maior que 1 significa que esta presente uma adsor¢do cooperativa com adsorventes

homogéneos [73].

e Modelo de Brunauer-Emmett-Teller

O modelo de Brunauer-Emmett-Teller (BET) representa uma extensdo da teoria de
Langmuir e foi o primeiro a admitir a adsor¢ao multicamadas sendo o mais utilizado em
sistemas em equilibrio sélido-gas [72]. O seguinte modelo foi elaborado inicialmente para uma
dada superficie plana sem qualquer tipo de curvatura e o mesmo nao restringia o numero de
camadas que se pudessem alojar na superficie. A mesma teoria também se baseou nos
pressupostos referidos na teoria de Langmuir, no qual, a superficie é energeticamente
homogénea (a energia de adsor¢do nao se altera com a evolucdo da adsor¢do na mesma
camada) e ndo existe qualquer interacao entre as moléculas adsorvidas [70]. A isotérmica de

adsorcdo de BET, Fig. 11, é assim representada pela seguinte equacao [72]:

4sCBETCe
= 6
R o Y — (22 ©)
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Ap6s linearizacdo da equacao 6 temos:

C, 1 C -1)C
e — + (Cer—1) ~e (7)
Qe (Cs—Ce) asCBET asCBer Cs

no qual, C;[mg/l], corresponde a concentracdo de saturacdo de adsorvato, ou seja, limite de
solubilidade; C,[mg/!], corresponde a concentracdo de adsorvato em equilibrio; g;[mg/g],
corresponde a capacidade tedrica de saturagdo isotérmico; Q.[mg/g], corresponde a
quantidade de adsorvato no adsorvente em equilibrio; Cggr[l/mg], corresponde ao

parametro que relaciona a intensidade de ligacdo para todas as camadas.

I
I
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Figura 11. Isotérmica de adsor¢do BET [70].
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3 OBIJETIVOS

Tendo em conta os resultados do estado da arte, o objetivo geral da presente
dissertacdo consiste em sintetizar MIPs inteligentes na forma de microparticulas porosas de
poli(2-pirrolidona) (PPD), i.e., PPD - vazias e com incorporagdo de cargas magnéticas, para a
impressao molecular de uma proteina modelo nas mesmas. Para esse efeito a lactama 2PD foi
a escolhida para desempenhar o papel de mondmero funcional e Albumina do Soro Bovino foi
a molécula modelo selecionada. A polimerizacdo ativada anidénica por abertura do anel
(AAROP) feita por precipitagao foi o processo escolhido para o desenvolvimento dos MIPs
inteligentes.

A PPD pura é relativamente pouco utilizada e até agora ainda ndo apresentou aplicacGes
industriais importantes. A razdo principal é a fraca resisténcia térmica de PPD e algumas
dificuldades na sintese industrial. No entanto, a investigacdo recente [31] sobre a AAROP de
2PD resultou na producdo de microparticulas, com e sem carga util, com porosidade e
granulometrias bem controladas. Note-se que este processo pode ser realizado a 40 °C e usa
como solvente o proprio mondmero de 2PD. No decorrer da polimerizacdo anidnica a PPD
inicia a sua cristalizacdo. Assim, as microparticulas porosas de PPD semi-cristalina ja ndo tém
a capacidade de se dissolver em solventes organicos comuns. Tudo isto torna-se muito
vantajoso para a produgao de MIPs com base em PPD, uma vez que nao necessita de qualquer
tipo de agente reticulante para se tornar insoluvel. O facto de nao usar agente reticulante é
muito importante quando se trata de impressao molecular de uma proteina, pois a eliminagao
do modelo torna-se muito mais facil.

E de salientar ainda que as microparticulas de PPD sdo um produto biodegradavel e o
mondmero 2PD podera ser produzido através de processos sustentdveis. Mais ainda, até a
data nunca foram estudadas microparticulas de PPD na produgdo de MIPs nem como uma
possivel aplica¢ao.

A Fig. 12 resume sequencialmente as atividades desenvolvidas ao longo da dissertacao
num fluxograma cronolégico. Na etapa inicial, foram sintetizadas microparticulas de PPD com
e sem impressdao molecular de BSA (MIPs e NIPs), com e sem carga de particulas magnéticas
(Fe e Fe com revestimento fosfatico). Estes MIPs e NIPs foram lavados e purificados. No caso

dos MIPs, a molécula modelo de BSA foi removida completamente.
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Sintese de microparticulas de polipirrolidona
impressas com Albumina do Soro Bovino
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Figura 12 . Fluxograma cronolégico das etapas desenvolvidas ao longo da dissertagdo.
Na segunda etapa, todas as NIPs e MIPs foram caracterizadas por métodos
microscépicos, espetroscopicos e térmicos. Na terceira etapa foram executados trés estudos
separados com MIPs e NIPs sobre: i) a cinética de adsor¢do de BSA usando dissolu¢cdes com

concentracao fixa; ii) a influéncia da concentra¢do da BSA sobre a capacidade de adsor¢do em
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MIPs e NIPs avaliadas pelas respetivas isotérmicas e iii) estudos de seletividade da adsorcdo
usando MIPs impressos com BSA para adsorcdo de outras proteinas — Ovalbumina e
Citocromo-C. Em todos os estudos mencionados o pH das solugcdes de BSA foi variado
avaliando assim a influéncia do pH sobre a capacidade adsorvente dos MIPs, em comparacao
com a respetiva capacidade das microparticulas NIPs sem impressdo molecular.

Com base nos resultados adquiridos foram formuladas conclusdes e diretrizes para

trabalhos futuros e possiveis aplicacdes dos MIPs inteligentes.
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Capitulo IV

Materiais e Procedimentos Experimentais






4 MATERIAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo sdo expostos os procedimentos experimentais, os materiais e
equipamentos utilizados na sintese e caraterizacdo de todos os sistemas poliméricos obtidos

na presente dissertag3o.

4.1 Sintese das microparticulas de PPD e PPD/magnéticas com e sem

impressao molecular

A sintese das microparticulas de polipirrolidona (PPD) com ou sem incorporacao de
carga magnética (PPD/magnéticas), impressas ou ndo impressas molecularmente, realizou-se
a partir da polimerizacdo anidnica ativada por abertura de anel (AAROP) da 2-pirrolidona

(2PD). A reacdo de sintese das microparticulas de poliamida esta representada na Fig. 13.
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Figura 13. Rea¢do quimica que ocorre durante a AAROP de 2PD para microparticulas: C20 é a estrutura quimica da
substancia ativa do ativador C20; DL é a estrutura quimica de dicaprolactamato-bis- (2-methoxyethoxo)- aluminato
(iniciador), R= OCH,CH,0CH3; 2PD= 2-pirrolidona [31].

4.1.1 Materiais

Na sintese das microparticulas de PPD com impressao molecular de BSA foram

utilizados os seguintes materiais e reagentes:

e 2-pirrolidona, “purum” fornecido pela Sigma- Aldrich (2PD);
e Proteina Albumina do Soro Bovino fornecido pela Sigma- Aldrich (BSA);
e Sistema catalitico: iniciador dilactamato (DL) fornecido pelo Katchem, (80% em

tolueno), e ativador da polimerizacdo, C20P, fornecido pela Briiggemann Chemical.
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Na sintese das microparticulas de PPD/magnéticas para além dos reagentes referidos
anteriormente adicionou-se 1% em massa (em rela¢do ao 2PD) de particulas de ferro macias
e nao isoladas (99%), com diametro médio entre 3-5 um, fornecidos pelo fabricante BASF
Ludwigshafen. Dois tipos destas particulas de Fe foram utilizados com e sem revestimento de

fosfato.

4.1.2 Procedimento experimental

A reagdo de AAROP realizou-se num baldo de vidro acoplado a um sistema de vacuo.
Durante a polimeriza¢do, com duragdo de 7 h, este sistema esteve a uma temperatura de 40

°C e uma pressao de 50 mbar.

4.1.2.1 Sintese de microparticulas de PPD molecularmente impressas com BSA

Para a sintese dos sistemas PPD MIP, inicialmente introduziu-se num baldo a BSA,
juntamente com as respetivas quantidades do mondmero 2PD. O sistema foi agitado durante
30 minutos. Finalizado este tempo, adicionou-se o ativador C20 e o iniciador DL e depois de
uma agitacdo vigorosa, numa atmosfera inerte, aplicou-se vacuo e iniciou-se a polimerizacado
da 2PD e a produgdo das microparticulas de PPD impressas molecularmente com BSA.

No caso da sintese de MIPs com cargas magnéticas, na etapa inicial de mistura do 2PD
e BSA foram adicionadas as respetivas particulas de ferro ou ferro revestido com fosfato,

dependendo da amostra a ser sintetizada.

e |solamento das microparticulas impressas

No final da sintese dos sistemas MIP, foi necessaria a remogao de todo a molécula modelo
de BSA através de um processo de filtracao e lavagem realizada com alternancia de solugdes
de diferentes pH. A remog¢ao completa do modelo de BSA foi validada através de anadlise UV-
Vis até ao desaparecimento total do pico a A=286 nm. Terminada a etapa de isolamento,
efetuou-se uma extracdo através da técnica Soxhlet (Fig. 14). Este tipo de extragdo tem como
principal objetivo extrair os oligdmeros de PPD ainda presentes nas microparticulas. O

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

A extragdao Soxhlet realizou-se durante 4 horas. Terminado este tempo as
microparticulas foram secas na estufa e assim foi possivel medir a percentagem de

oligdmeros.

e Desighacdo das amostras impressas

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

forma:

Tabela 1. Designacao das amostras MIP sintetizadas.

Designacao Descricéo
PPD_MIP Microparticulas de PPD impressas com BSA
PPD_Fe 1%_MIP Microparticulas de PPD com incorporacgéo de

1% de ferro, impressas com BSA
Microparticulas de PPD com incorporacao de
PPD_Fe(C) 1% _ MIP 1% de ferro revestido com fosfato, impressas
com BSA

4.1.2.2 Sintese das microparticulas de PPD ndo impressas (PPD NIP)

Para avaliar os efeitos da impressdo molecular, foram sintetizadas amostras
semelhantes a MIPs mas sem impressdao de BSA denominados como NIP (Non-Imprinted
Polymers), Tabela 2. Na sintese das microparticulas de PPD NIP foram utilizadas as mesmas
condicbes (temperatura, pressdo, e duragdo de polimerizagdao) e as mesmas quantidades de
mondmero 2PD, sistema catalitico e particulas magnéticas, como na sintese 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 suspensao, a
ultima foi filtrada por vacuo e lavada varias vezes com metanol para eliminar todo o
mondmero que ndo polimerizou, junto com os oligdmeros de PPD. Por fim, os sistemas NIP

foram secos na estufa a 50 °C durante 4 horas seguido por pesagem, conseguindo-se assim
59



calcular o rendimento (ou taxa de conversdo de 2PD em PPD) da reacdo de polimerizacdo. No

final, foi efetuada uma extracdo Soxhlet nas condicdes referidas acima.

Tabela 2. Designagdo das amostras NIP sintetizadas.

Designacéo Descrigéo
PPD_NIP Microparticulas de PPD vazias.
PPD Fe 1% NIP Microparticulas de PPD com incorporacéo de
B B 1% de ferro.
PPD_Fe(C) 1% _NIP Microparticulas de PPD com incorporagéo de

1% de ferro revestido com fosfato.

Obtidos os materiais em pd, microparticulas de PPD e PPD/magnéticas com e sem

impressao molecular, procedeu-se a sua caraterizagao.

4.2 Caraterizagcao das amostras PPD MIP e PPD NIP

4.2.1 Caraterizacdo morfoldgica

4.2.1.1 Analise granulométrica

Através de uma andlise granulométrica consegue-se ndo sé determinar as dimensées
das particulas que constituem as amostras em estudo como a sua esfericidade. Posto isto, é
possivel efetuar o tratamento estatistico das informagdes obtidas.

No presente estudo das microparticulas utilizou-se a microscopia ética. Neste caso, o
contraste é produzido por alteragGes na absorgdo e difusdao da luz pelos constituintes da
amostra em estudo. Assim, é possivel observar a forma e a distribuicdo destes constituintes
(absorcdo), ou as fronteiras de separa¢gdao dos mesmos com o contorno mais escuro (difusao).

Para esta andlise utilizou-se um microscépio de transmissao da marca Olympus BH-2,
tendo o mesmo uma camara digital incorporada da marca Leica DFC 280. Para a andlise de
imagens e tratamento de dados dos parametros avaliados, como o diametro equivalente e a
esfericidade das particulas, foi necessario usar o software Leica Application Suite V4.4. As
amostras foram observadas com uma ampliacdao de 4x e 20x, e uma abertura numérica de

1.67.
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4.2.1.2 Microscopia eletronica de varrimento (MEV)

Para este tipo de caraterizacdo morfoldgica recorreu-se a um microscépio eletrénico
de varrimento de alta resolucdo Nova Nano-SEM200 da FEI. Antes de se iniciar este ensaio foi
necessario um tratamento prévio da amostra em estudo. Assim sendo, as amostras foram
revestidas com uma camada de liga de ouro e paladio através da técnica de sputtering, de
modo a tornar a superficie da amostra condutora. O MEV permite averiguar o tamanho, a
forma e a porosidade das microparticulas de MIP e NIP sintetizadas, bem como a formacdo de
possiveis agregados, tudo isto em funcdo das condicdes da sintese e a composicao das

amostras.

4.2.2 Caraterizacdo 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 versdo
6.0.0. Durante o ensaio foi utilizado nitrogénio como gas de purga e o peso tipico das amostras
esteve entre 9-10 mg. Com a técnica DSC foi possivel registar as transigdes térmicas nos
materiais poliméricos semi-cristalinos de NIP e MIP em func¢do da temperatura ou tempo.

Assim sendo, foram determinadas a temperatura de fusdo (Tf), a temperatura de
cristalizagdo (T¢), e a temperatura de transigdo vitrea (T ), em todas as amostras de MIP e NIP.
E de salientar que o PPD é uma poliamida que comeca a degradar a uma temperatura logo
acima da temperatura de fusdao [31]. Por isso, o regime de estudo de DSC foi escolhido de
forma a limitar o maximo possivel o processo de degradac¢do do polimero. Assim, foi aplicado
o seguinte programa de temperaturas:

- Aquecimento inicial entre 0 a 110°C para eliminar o historial térmico das amostras MIP e NIP
e eliminar os vestigios de solventes e outros materiais volateis;

- 12 Aquecimento entre 0 a 250°C para registrar a T, e T; de todas amostras. No entanto,
devido a um processo muito intenso de degradacdo observado em amostras NIP sem
particulas metalicas, a temperatura final de aquecimento com estas amostras foi diminuida
para 230°C.

- Arrefecimento de 250 (ou 230°C) a 0°C de forma a registar a T, em todas amostras;
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- 29 Aquecimento entre 0 a 250°C para estudar o comportamento térmico e transicdes
possiveis nas amostras que passaram por processos de fusdo e recristalizagdo.

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

4.2.2.2 Andlise 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], versdo 6.7. Relativamente ao programa de temperaturas
utilizado nesta analise, é de referir que o mesmo decorreu num intervalo de 40 a 600°C a uma
velocidade de aquecimento 20°C/min, sob atmosfera inerte de nitrogénio.

O TGA apresenta informagdo sobre temperatura inicial de degrada¢do (Tinicial dgeg.),
temperatura e a velocidade de degradagdao maxima (T 4y € Vinsx respetivamente). O método
expbe também informacdo sobre a massa do residuo carbonizado no final da degradacao
(Rpp). Estes dados sdao importantes para caraterizar o comportamento térmico das amostras

MIP e NIP em relagdo a sua composicao, estrutura e morfologia.

4.2.3 Caraterizacdo quimica

4.2.3.1 Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier
A estrutura quimica 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 a temperatura ambiente, resultando da

1 1

média de 16 acumulagdes, na gama 4000 a 600 cm ™+, e uma resoluc¢ao de 4 cm™ ", usando o
dispositivo ATR (Attenuated Total Reflection). Os ensaios foram submetidos as mesmas
condicdes de medicao (quantidade da amostra, condigGes atmosféricas, e o mesmo aperto de
ATR).

Com este tipo de ensaio é possivel a identificagdo dos grupos funcionais e ligacdes

guimicas presentes nos MIPs e NIPs.

4.3 Ensaios de adsor¢ao

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

ensaios de adsorcdao da mesma proteina BSA, neste caso usada como proteina alvo. Estes
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ensaios foram feitos em trés etapas. Na primeira etapa foi estudada a cinética de adsorcdo
usando uma certa concentragao de BSA, numa solugdo tampdo com pH 7.0 e uma
temperatura de 37°C. Assim, foi possivel determinar o tempo necessario para se atingir o
equilibrio entre os processos de adsorcdo — dessorcdo nestas condicGes. Na segunda etapa
realizaram-se ensaios de isotérmicas de adsor¢do, num intervalo de diferentes concentracdes
de proteina, o que permitiu caracterizar o préprio processo e ajusta-lo a um modelo de
adsorcdo apropriado. Por fim, numa terceira etapa realizaram-se estudos de adsor¢do seletiva
usando trés diferentes proteinas alvo examinando assim as vantagens dos sistemas PPD MIP.

Para determinar a quantidade em equilibrio de proteina em solucdo, em todos os
ensaios de adsorc¢do, foi usado o método de UV-Vis, analisando a intensidade de absorbancia

tipica para proteinas com A=286 nm.

4.3.1 Estudo da cinética de adsorcdao das microparticulas de PPD MIP e PPD NIP

relativamente a proteina alvo BSA

Nesta etapa, analisou-se a variacdo da capacidade de adsor¢do dos MIPs e NIPs em
funcdo do tempo e estudou-se qual a influéncia que o tipo de carga magnética incorporada e
a impressdao molecular provocam neste comportamento.

Assim, num tubo de ensaio, foram adicionadas 0.1g de microparticulas MIP ou NIP a
3.5 ml de solugao de BSA com concentragdo 1.0 wt. % (pH 7.0, 0.1 M de solugao tampao de
fosfato) e incubadas durante um periodo de 180 minutos a 37 °C, sob agitagao.

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 liquido sobrenadante e colocou-se numa cuvette de
anadlise UV-Vis. A essa ultima adicionaram-se mais 1.9 ml de solugao tampao de fosfato (pH
7.0, 0.1 M). Assim que preparadas as solu¢des, as mesmas foram submetidas a andlise de UV-
Vis. Para este fim utilizou-se um espectrofotémetro de UV-2501PC (Shimadzu), medindo a
intensidade de absorbancia a A=286 nm, comprimento de onda carateristico para BSA. A
quantidade de proteina em solugdo (mg), ou como concentragdo (mg/ml), foi determinada
através de reta de calibragao, construida anteriormente com BSA padrdo. Tendo em conta
gue 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 possivel medir a capacidade de adsorc¢do (Q) das microparticulas perante

a proteina modelo (BSA) através da seguinte equacdo 8 [74]:

_ (Co-O)V
- m

Q (8)

Em que Q (mg/g) é a capacidade de adsor¢do das microparticulas, C, (mg/ml) é a
concentragdo inicial da solugdo de BSA, C (mg/ml) é a concentragdo de BSA na solugdo de
sobrenadante, V (ml) é o volume da solugdo de BSA e m (g) é a massa das microparticulas.

Para cada amostra, calculou-se o fator de impressdo (Imprinting Factor -IF) [74],
equacao 9, a fim de determinar a capacidade de ligagdo do MIP (Q,;p) sobre a do polimero

nao impresso (Qun;p)

IF = e 9)
ONnIP

4.3.2 Ensaios de isotérmicas de adsorcao

Este estudo foi realizado com todos os sistemas MIP e NIP, na totalidade 6 amostras.
Cinco concentracgfes iniciais de BSA foram preparadas: 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 e 2.0 wt. %. em
solucdes tampao de fosfato com molaridade 0.1M. Cada concentracdo foi preparada com trés
pH diferentes 4.0, 5.0 e 7.0. Estes indices 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°C. Uma vez que os ensaios da cinética indicaram que os sistemas atingem o
equilibrio entre a BSA na solugdao e BSA adsorvida no intervalo 60-120 min, nos ensaios de
isotérmicas de adsor¢ao as analises foram efetuadas depois de uma incubag¢ao de 60,90 e 120
min para cada um dos sistemas estudados.

O procedimento para o sistema PPD_MIP para uma determinada concentracao de BSA
e numa determinada solug¢ao tampao foi o seguinte. Num tubo de ensaios foram colocados
0.1 g de microparticulas PPD_MIP. De seguida, adicionaram-se 3.5 ml de solugdo de BSA com
concentragdes 0.25 wt. % em solugao tampao de fosfato com pH 4.0, 0.1M. Segue incubagdo
sob agitacdo durante 120 min a 37°C. Durante esta incubacdo retiraram-se trés amostras de
0.1 mldo sobrenadante, nos minutos 60, 90 e 120. Cada uma destas amostras do
sobrenadante foi colocada numa cuvette com 1.9 ml de solugdo tampao de fosfato com o
respetivo indice de pH. As cuvettes com as trés amostras foram submetidas consecutivamente
a UV-Vis, determinando a intensidade do pico da absorcao a 286 nm.
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Este procedimento foi repetido para cada concentracdo de BSA, cada indice de pH e cada
amostra MIP ou NIP, realizando-se na totalidade 90 ensaios. Tendo em conta que cada ensaio
é feito em trés momentos (ao minuto 60, 90 e 120), na totalidade efetuaram-se 270 andlises

UV, cada uma repetida no minimo duas vezes para determinar o desvio padrao.

4.3.3 Estudo da seletividade de adsorcao

Com o intuito de averiguar a capacidade de reconhecimento seletivo das
microparticulas impressas com BSA efetuou-se um ensaio de seletividade. Consoante
diferentes pesos moleculares (M,,) e pontos isoelétricos (pl) dois tipos de proteinas,
Ovalbumin (OVA, com M,, de 43 kDa e pl = 4.7) e Cytochrome C (Cyt.C, M, =12.4 kDa e pl =
10.2) foram selecionadas como proteinas concorrentes de BSA (M,, = 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 trés amostras MIP, nomeadamente PPD_MIP,
PPD _Fe 1% MIP e PPD_Fe(C) 1%_MIP. Foram preparadas solu¢cées de cada uma das trés
proteinas estudadas com concentracgdo 0.1 wt. % variando as solugdes tampao de fosfato com
pH=7.0, 5,0 e 4.0.

Para cada estudo utilizaram-se 0.1 g de microparticulas MIP. O procedimento foi
semelhante ao referido em cima. A Unica diferencga neste caso foi que os ensaios UV-Vis foram
efetuados com amostras incubadas a 60, 120 e 180 min para assegurar que o equilibrio
adsorcdo/dessorcdo fosse atingido com OVA e Cyt. C. Assim sendo, foram efetuados na
totalidade 27 ensaios. Tendo em conta que cada ensaio é feito em trés momentos (ao minuto
60, 120 e 180), na totalidade efetuaram-se 81 analises UV-Vis, cada uma repetida no minimo
duas vezes para determinar o desvio padrdo. E de salientar que as concentracdes de OVA e
BSA foram calculados com base na intensidade do pico de absorcao a 286 nm. No caso de Cyt.
C o UV-Vis foi feito a A = 410 nm. Utilizando as respetivas retas de calibracao, calculou-se a

concentracdo da proteina em solugao e dai a quantidade adsorvida pelos MIPs.

65






Capitulo V

Discussao de Resultados






5 DISCUSSAO DE RESULTADOS

No presente capitulo sdo expostos e discutidos todos os resultados obtidos, segundo os
procedimentos e técnicas de caraterizacdo referidas no capitulo anterior. O mesmo capitulo
divide-se em vdrias etapas.

Inicialmente, sdo apresentados todos os resultados provenientes da caraterizacao
efetuada as microparticulas de PPD, vazias e com incorporacdo magnética, impressas ou ndo
molecularmente

Posteriormente, é estudada a influéncia da incorporacdo de particulas magnéticas, e
o tipo de particulas magnéticas, nas carateristicas morfologicas e térmicas das
microparticulas, bem como a influéncia da impressdo molecular nessas mesmas carateristicas.
Posto isto, é estudada a cinética de adsorcdo das microparticulas relativamente a
albumina do soro bovino, o efeito da concentracdo inicial de BSA na capacidade de adsorcao

dos MIPs e também o estudo da seletividade de adsorcdo.

5.1 Sintese e caracteristicas das amostras

5.1.1 Sintese das amostras

As reacg0es de sintese das microparticulas de PPD vazias ou PPD/magnéticas com ou
sem impressao molecular, executadas a partir da polimerizagdo anidnica 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 sintese das
microparticulas, as quantidades das diferentes cargas incorporadas nas MP, o rendimento (de
Conversdo) alcangado em cada uma das sinteses (C, %) bem como a percentagem de
oligdmeros extraidos durante a extracdo por Soxhlet.

Da reagdo de polimerizagao das microparticulas MIPs e NIPs resultou um rendimento
numa gama entre 45-70%. A existéncia de uma diferenga de rendimentos de amostra para
amostra pode dever-se a perdas maiores no processo de lavagem e purificacdo das

microparticulas.
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Tabela 3. Designacdo e caraterizagdo inicial das microparticulas de PPD.

Designacéo da 2PD, DL, C20, BSA, Fe, Fe(C), C, %
amostra ml ml g g g g % oligdmeros
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_Fel1% MIP 7.600 1.600 0.735 0.100 0.085 - 61.2 6.9
PPD_Fe(C)
15.196 3.180 1.475 - - 0.171 62.7 4.7
1%_NIP
PPD_Fe(C)
7.600 1.600 0.735 0.100 - 0.085 54.3 6.4
1%_MIP

Ou seja, ao analisar estes valores constata-se que tanto a incorporagdo de cargas
magnéticas como a impressao molecular nas microparticulas ndo impedem o processo de

polimerizacdo anidnica.

5.1.2 Granulometria

5.1.2.1 Microscopia 6tica

Os histogramas relacionados com a distribuicdo de tamanhos de diametros e forma
equivalentes obtidos por microscopia dtica sdo apresentados na Fig. 15.

A Tabela 4 indica os dados relativos a distribuicdo do tamanho de particulas (DCE
médio) e forma (esfericidade média) para todas as microparticulas de PPD.

Analisando os dados na Fig. 15 e da Tabela 4, pode-se concluir que os valores de
microparticulas de PPD puro variaram entre 2-3 um sendo estes valores inferiores aos das
microparticulas de PPD impresso os quais variaram entre 4-5 pm. Estes dados confirmam que
para PPD_NIP obtém-se microparticulas com tamanhos mais pequenos e uniformes
comparativamente a microparticulas PPD_MIP. Ou seja, na presenca de proteina (BSA) os
tamanhos das microparticulas sdao superiores e perdem uniformidade resultando numa

distribuicdo mais ampla.
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Figura 15. Resultados tipicos de microscopia 6tica representando as distribuicGes médias de tamanho e forma para

microparticulas de PPD com e sem carga.

Tabela 4. Designacdo e caraterizagdo granulométrica das microparticulas de PPD.

PPD_MIP

PSR S S PANIIN S

Diametro circular equivalente, um

PPD_MIP
T T T T 1
S L
S 5 N RS y
Razéo de aspeto

Designagéo da amostra DCE médio (um)

Esfericidade média

PPD_NIP 2-3
PPD_MIP 4-5
PPD_Fe 1%_NIP 4-8
PPD_Fe 1% _MIP 3-5
PPD_Fe(C) 1% _NIP 4-7
PPD_Fe(C) 1%_MIP 3-4

1.1;1.2
1.2;1.3
1.2;1.3
1.2;1.3
1.2;1.3
1.2;1.3

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

area 1.2 a 1.3 ndo exibindo variagdes significativas.
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5.1.2.2 Microscopia eletrdénica de varrimento
Mais detalhes sobre a morfologia das microparticulas de PPD podem ser obtidos por

MEV. A Fig. 16 mostra as imagens do ensaio MEV em vdarias amplia¢cdes das microparticulas

de PPD vazias.

Figura 16. Imagens MEV com diferentes ampliagdes das microparticulas: 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
microparticulas individuais entre 5 a 20 um e formas quase esféricas. Imagens de maiores
ampliagdes visualizam a morfologia porosa da MP pura, sendo os diametros visiveis dos poros

na gama de 70 a 150 nm.
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No que se refere as microparticulas vazias impressas com BSA antes e depois da
remocdo do modelo (fila 2 e 3 respetivamente) entende-se que estas exibem um tamanho
superior as amostras NIP.

Relativamente a amostra da fila 2, PPD_MIP_bw, esta apresenta uma porosidade
inferior quando comparada com PPD_NIP. A superficie da particula 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 ampliacdo da fila 3 da Fig. 16 entende-se que a remoc¢do/ eliminacdo do
modelo no processo de lavagem foi conseguida uma vez que se observa cavidades impressas
bem definidas de aproximadamente 180 nm de didametro.

Estes dados confirmam o observado no ensaio de microscopia 6tica. Ou seja, as
microparticulas NIP vazias exibem tamanhos de particulas menores que as MIP vazias.

A Fig. 17 exibe as imagens de MEV referentes as microparticulas onde foi incorporada
carga magnética. Quando a carga de ferro é introduzida (Fig. 17, fila 1-4), as microparticulas
mantém a sua forma mais ao menos esférica exibindo particulas de maiores dimensGes em
comparagdo com as microparticulas de PPD vazias.

Relativamente as 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 microparticulas MIP com incorporagdo de cargas funcionais, a
estrutura destas continua a ser bastante porosa e com cavidades especificas bem definidas
apo6s a remocgdo /eliminacdo da molécula modelo.

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

mecanismos de adsorc¢ao devido a sua porosidade e cavidades bem definidas.
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Figura 17. Imagens MEV com diferentes ampliagdes das microparticulas: 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 quimica

5.1.3.1 Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier
A estrutura quimica das microparticulas sintetizadas na presente dissertacdao é

confirmada por FTIR, Fig. 18.
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Todos os espectros de FTIR das microparticulas de PPD com ou sem cargas magnéticas
incorporadas mostram os picos carateristicos gerais de uma poliamida: a ca. 3300 cm™ para
os grupos N-H associados e os grupos Amida | e Amida Il a 1640 ¢cm™ e 1540 cm?,

respetivamente.

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numero de onda, cm’

Figura 18. Espectros de FTIR com ATR de amostras selecionadas de PPD com e sem e cargas Uteis: 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 analise é percetivel que a incorporacdo de
cargas magnéticas nas microparticulas ou AAROP de 2PD feita na presenca de BSA ndo
modificam a posi¢do ou a intensidade relativa as bandas de absor¢do dos grupos funcionais

referidos anteriormente.

5.1.4 Propriedades térmicas

5.1.4.1 Calorimetria Diferencial de Varrimento

A elevada temperatura de fusdao 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 fusdao na gama de 257-268°C, sempre antecedidos ou acompanhados por uma
degradacdo térmica [75]. Nesta dissertacao a PPD foi sintetizada através de um processo de
AAROP por precipitacdo no qual se aplicou um sistema, inovador, composto por
iniciador/ativador, ou seja, DL e C20 respetivamente e uma temperatura de polimerizagdo de

40°C, na presenca ou auséncia de BSA, sem o uso de qualquer solvente.
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Tendo em conta estas condi¢des especiais, pareceu interessante estudar e comparar
o comportamento térmico das 3 amostras NIP com os 3 sistemas MIP (antes e depois da
remocgao seletiva da molécula modelo por lavagem com agua).

Com cada amostra foi realizado um aquecimento entre 0-250°C (ou 0-230°C 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°C (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 fusdo por volta de 210°C. Todas as
amostras MIP_bw (i.e., antes da remocdo da BSA) que ainda contém o modelo proteico e
residuos de oligdmeros PPD mostram curvas de DSC do primeiro aguecimento com dois picos
a 175°C e a 205-218°C seguidos pelo pico endotérmico da degradacdao. Aparentemente, o
primeiro pico pode ser atribuido a BSA e o segundo a fusdo da matriz de PPD seguida pela
degradacdo térmica da mesma.

Finalmente, as curvas na Fig. 19 fila a) das amostras MIPs_aw (depois da remocdo do
modelo) mostram um pico Unico a 247-250°C que corresponde a fusdo de PPD. Esta
temperatura de fusdo é cerca de 40°C mais alta do que a temperatura de fusdo de PPD_NIP,
ou seja, AAROP do 2PD na presenca de BSA resultou em particulas PPD_MIP muito mais
estaveis termicamente.

Analisando as curvas do arrefecimento, (Fig. 19 fila b), das amostras NIP as mesmas
indicam que PPD_NIP exibe um pico de recristalizagdao de PPD a 160°C. Notavelmente, o
PPD_MIP_aw (depois da eliminagao da molécula modelo) aquecido a 250°C mostra um Unico
pico de recristalizacdo a 197°C, enquanto o respetivo PPD_MIP_bw (antes da remocdo da
molécula modelo) recristalizou a 149°C. Ao comparar as curvas de arrefecimento destas trés
amostras, é possivel concluir que a remocgao da BSA em todas as amostras MIP resulta numa
temperatura de fusdao de cerca de 250°C e numa recristalizagdo num intervalo entre 191-
197°C. E de salientar que a presenca de ferro aumentou a temperatura de cristalizacdo com
7°C o que podera ser explicado com a nucleagdao mais simples neste caso, i.e., as particulas
metalicas servem como nucleos de cristalizacao heterogénea.

O segundo aquecimento, Fig. 19 fila c), verifica um comportamento semelhante ao das
amostras NIP e MIP_bw (auséncia de picos de fusdo ou picos muito fracos, causado pela

degradacdo intensa durante o 12 aquecimento) e uma fusdo a 240-246°C nas amostras MIP
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(depois da eliminacdo do modelo). Este facto experimental indica uma elevada estabilidade

térmica dos MIPs apds remocdo seletiva do modelo em comparagdo com as NIPs e MIPs antes

de eliminacdo do modelo.
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Figura 19.Curvas DSC das microparticulas de PPD MIP e NIP em atmosfera de nitrogénio: (a) e 12 aquecimento; (b) ensaio
de cristalizagdo; (c) 22 aquecimento. 1- PPD_NIP; 2- PPD_MIP_bw (antes da remogdo do modelo); 3- PPD_MIP_aw (depois

da remogdo 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-
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Os dados extraidos das curvas DSC sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados relativos ao ensaio de DSC.

Designacéo da amostra 1° Aquecimento Arrefecimento  2° Aquecimento
T, Ty ACy, T, -AC, T2,
°C °c  J/gk € J/9 °C
PPD_NIP 2114 625 0.083 160.1 47.250 228.3
PPD_MIP 2442 529 0.018 197.3 26.290 240.5
PPD_Fe 1% NIP 209.1 56.3 0.023 1496 4.925 -
PPD_Fe 1% _ MIP 2479 579 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 2475 588 0.055 193.9 54.580 243.1

Ts1- Temperatura de fusdo do 12 Aquecimento; Tyz- Temperatura de fusdo do 22 Aquecimento; T, Temperatura de transicdo vitrea;
T, Temperatura de cristalizacdo; AC,- Varia¢do da capacidade calorifica; AHc - Entalpia de cristalizagdo.

Nota: Visto que depois da fusdao de PPD inicia-se o processo de degrada¢dao da mesma, o valor da entalpia de
fusdo (4Hy) ndo foi possivel calcular. Na Tabela 5 apenas constam os resultados das amostras MIP no qual houve
a remogao da molécula modelo.

Para explicar estes resultados, nesta altura é possivel apresentar a hipotese de que a
AAROP na presenca de BSA, mesmo a temperaturas de 40°C, resulta na inclusdo de
fragmentos da molécula proteica na cadeia principal das particulas de PPD ou, pelo menos, na
modificacdo dos grupos terminais da poliamida, o que advém uma estabilidade térmica

superior das amostras MIPs_aw.

5.1.4.2 Andlise Termogravimétrica

A finalidade dos estudos de TGA das microparticulas MIP e NIP é estabelecer a
estabilidade térmica das amostras em funcdo: i) do tipo de carga incorporada; ii) da sua
qguantidade e jii) da presenca de BSA.

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

retencao de massa das amostras analisadas no TGA, Fig. 20, e sao exibidos na Tabela 6.
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Figura 20. Curvas do TGA realizado as 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 as curvas integrais da degradacgdo térmica e d), e), f) velocidade de degradagdo térmica.

Tabela 6. Dados relativos ao ensaio de TGA.

Tinicial deg. Ty max Vmax Rpp

Designacdo da amostra Cefetiva
(°C) (°C) (%/°C) (%) (%)
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 21485 1147 5092 -
PPD_Fe 1% _MIP_aw 24633 27120 2101  3.315  0.938
PPD_Fe(C) 1%_NIP 206.37 22312 1448 4920  3.806

PPD_Fe(C) 1% _MIP bw  168.66 212,15 1014 5278 -

PPD_Fe(C) 1% MIP aw  242.83  272.02 1846 4020  1.643

Tinicial deg.- Temperatura inicial de degradacdo; Ty ;.- Temperatura em que a velocidade de degradacdo é maxima; V.4, - Velocidade de
degradagdo maxima; Rpp- Residuo no final da degradagdo para uma temperatura de 600 °C; C, sy, - Carga magnética real incorporada nas
MP, calculada pela diferenga entre o residuo no final da degradagdo das MP e o residuo no final de cada amostra de MP magnéticas.

Todas as amostras NIP tém uma temperatura inicial de degradagdo cerca de 206°C, o

gue estd em acordo com os resultados de DSC, que mostraram degradacdo logo depois da
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temperatura de fusdo. Estas amostras exibem uma temperatura de degradacdo a velocidade
maxima na area de 219- 223°C. Como a Fig. 20 e a Tabela 6 indicam. Todas as amostras com
impressao molecular (MIP_aw) tém uma temperatura inicial de degradacado entre o intervalo
238-246°C sendo mais elevada comparativamente as amostras NIP, o que também estd de
acordo com os dados de DSC. A Ty4. fica na area de 255-272°C.

Estes dados confirmam o observado pelo ensaio de DSC. Ou seja, quando a AAROP é
feita na presenca de proteina, mesmo depois da remoc¢do da mesma, o MIP resultante fica
termicamente muito mais estavel do que o NIP. Este podera ter alguma importancia industrial,
pois uma das razdes da pouca aplicacdo da PA4 é precisamente a instabilidade térmica deste
polimero.

No que diz respeito a incorporacao de ferro nas microparticulas com e sem impressao
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
calculo de guantidade inicial de Fe com base no mondmero 2PD, i.e. antes da polimerizacdo,
enguanto a percentagem de Fe efetiva foi estabelecida em microparticulas, i.e. depois de

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

5.2 Estudos da cinética de adsorgao

Com o objetivo de avaliar se os MIPs sintetizados possuem adsor¢dao seletiva em
relagdo ao composto- modelo (BSA), foi estudada a cinética de adsor¢ao de todos os MIPs e
comparada com a das particulas NIP sem impressdao molecular. O estudo foi efetuado com 1.0
wt. % BSA em solugao tampado fosfato 0.1M, pH = 7.0, num periodo entre 0 a 180 min. A
guantidade de BSA adsorvido foi determinada com espetroscopia de UV-Vis, medindo a
intensidade do pico a A=286 nm. A descricdo pormenorizada desta experiéncia esta
apresentada na parte experimental (p. 63 e 64). Os resultados sdo 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 adsorg¢do das microparticulas 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 diferenca é de cerca de 11-14% (Fig. 21, a-c) ou 40-50 mg /g, (Fig. 21, d-f), o
gue confirma o efeito da impressdo molecular da BSA. Notavelmente, os préprios NIPs
baseados em PPD possuem uma grande afinidade as moléculas de BSA. Isto era de esperar,
tendo em conta a presenca de grupos funcionais quimicamente idénticos (i.e., -CO-NH-) na
cadeia principal, tal como grupos terminais de NH, e —COOH em ambos (adsorvente e
adsorvato - PPD_NIP e BSA, respetivamente). Este facto pressupée uma interacao forte
(eletrostatica ou do tipo ligacdes de hidrogénio) entre adsorvente e adsorvato. Uma maior
guantidade adsorvida nos MIPs indica que para além das referidas interagdes eletrostaticas,
neste caso existem também fatores adicionais: i) formacdo de cavidades com forma, ii)
tamanho e iii) centros ativos formados durante a impressdo molecular, que facilitam a
adsorgao de BSA.

Em geral, as curvas cinéticas dos trés sistemas MIP-NIP estudados sdo semelhantes e
podem ser divididas em trés zonas. Assim, a primeira zona esta inserida no intervalo 0 a 40
minutos onde a quantidade adsorvida cresce em fun¢do do tempo de forma linear. Depois, a
segunda zona entre 40 a 120 min no qual o processo de adsorcao perde a linearidade. Na
terceira zona, a partir de 120 min ja se atinge o equilibrio, i.e., as taxas de adsorcdo e

dessorgdo 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 as
interac0es ndo-covalentes do tipo pontes de hidrogénio ou interacbes eletroestaticas,
formadas entre os grupos funcionais da BSA e PPD. Depois da fase inicial onde as interac¢des
eletroestaticas sdo predominantes, na segunda zona aumenta a importancia 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 equilibrio mais rapidamente que os NIPs e as quantidades adsorvidas no equilibrio sdo
maiores.

O reconhecimento dos MIPs em relacdo aos NIPs pode ser comprovado quando se
analisa o fator de impressdo. Este parametro possibilita verificar se o MIP foi sintetizado
acertadamente em relacdo a impressao da molécula alvo, ou seja, a Albumina do Soro Bovino
(BSA). Na Fig. 22 para além da comparacdo da capacidade de adsorcdo entre amostras

MIP/NIP consta também o fator de impressdo para cada sistema MIP.

pH 7.2 (Solugao tampao fosfato)
500 - -2

B q,.mg/g (T Q,,. mg/lg WIF
400

@
300 @ @

200

Fator de impresséo (IF)

100 4

Capacidade de adsorgao Q, mg/g

PPD PPD_Fe 1% PPD_Fe (C) 1%
Amostra MIP/NIP

Figura 22. Capacidades de adsorgdo de BSA em relagdo as amostras MIP e NIP das microparticulas de PPD com e sem cargas
Uteis incorporadas e respetivo fator de impressao.

Ao analisar a Fig. 22 entende-se que todos os sistemas MIP estudados apresentam um
fator de impressao 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 sintese alcangaram um
fator de impressdao (IF) de 1.22, 1.25 e 1.19 respetivamente, mostrando que os sitios

especificos para BSA produziram-se com maior eficacia na amostra PPD_Fe 1%_MIP.
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A Tabela 7 sumariza os dados extraidos das curvas cinéticas na Fig. 21: a quantidade

adsorvida depois de 15 min e a capacidade mdaxima de adsor¢cdo de BSA no momento de

equilibrio.

Tabela 7. Capacidade de adsorg¢do dos MIPs e NIPs para 15 minutos e quando atingido o equilibrio.

Designacéo

Capacidade de adsorcéo,
depois de 15 min, mg/g,

(%0)

Capacidade de
adsorcdo em
equilibrio, mg/g (%)

PPD_MIP
PPD_NIP
PPD_Fe 1% _MIP
PPD_Fe 1% NIP
PPD_Fe(C) 1%_MIP
PPD_Fe(C) 1% NIP

151.6 +4.2 (43.3% +1.0)
141.7 +3.2 (40.5% +1.0)
169.3 5.4 (48.4% +1.6)
127.8 +5.4 (36.5% +1.5)
138.1 +0.6 (39.4% +0.2)
143.9 +1.0 (41.1% +0.3)

248.1£8.1 (70.9% +3.2)
203.2+7.4 (58.0% +2.2)
252.3+1.2 (72.1% +0.4)
202.4+0.4 (57.8% +0.1)
236.1+4.4 (67.5% +1.2)
198.8+7.7 (56.8% +2.2)

Este estudo deu uma avaliagdo comparativa das amostras sintetizadas e revelou que o
objetivo de preparar MIPs baseados em PPD com o modelo BSA esta atingido. Por outro lado,
os tempos necessdrios para atingir o equilibrio, foram utilizados nos ensaios seguintes com

diferentes modelos de adsorcao.

5.3 Estudos de modelos de adsorg¢ao

5.3.1 Isotérmicas de adsorcdao com MIPs

Como ja foi mencionado no Estado da Arte e na Parte Experimental, o estudo do
processo de adsorgao no equilibrio é importante visto que estd relacionado com a quantidade
maxima do adsorvato sobre o adsorvente. Assim, baseando-se nos resultados experimentais
no momento do equilibrio, é possivel prever como é que um adsorvato ird interagir com
adsorvente e avaliar os parametros da adsor¢ao. Essa avaliagdo faz-se através das isotérmicas
de adsorcdao. Uma isotérmica de adsorgao visualiza a relagao entre a concentragao do soluto
adsorvido e a concentracdo do mesmo que ainda esta na solu¢dao no momento do equilibrio.
Tanto a isotérmica de adsor¢dao como as conclusdes que nela se baseiam sdo validas para uma
dada temperatura e um determinado intervalo de concentragdes.

As isotérmicas de adsor¢do estudadas nesta tese foram determinadas para todos os
sistemas MIP e NIP a uma temperatura de 37°C e no intervalo de concentragdes iniciais do
adsorvato BSA entre 0.25 — 2.0 wt. % em trés momentos diferentes — depois do minuto 60, 90

e 120 da adsorcgdo, assegurando assim que os sistemas se encontravam em equilibrio. Um
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outro parametro que foi alterado neste estudo foi o pH da solucdo com BSA. Assim, usaram-
se trés diferentes solugdes tampao de fosfato, nomeadamente com pH 7.0, 5.0 e 4.0 para

avaliar a influéncia da acidez da solucdo com BSA sobre os parametros da adsorcao.

5.3.1.1 Isotérmicas de adsorcdo- pH 7.0

A Fig. 23 apresenta o perfil das isotérmicas de adsorcdo dos trés sistemas MIP
estudados, nomeadamente PPD_MIP, PPD_Fe 1%_MIP e PPD_Fe(C) 1%_MIP em Q, vs C,, em
que Q. representa a quantidade em equilibrio de BSA adsorvido, (mg BSA adsorvido/g
adsorvente MIP), e C, representa a concentracao em equilibrio do soluto BSA em solugdo

(mg/ml), solugdo tampado de fosfato, 0.1 M, pH 7.0
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Figura 23. Isotérmicas de adsorg¢do 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 tedrico do Giles et al. [78], que propde um modelo
generalizado das isotérmicas de adsorcao e descreve 4 tipos basicos de isotérmicas, as
isotérmicas dos trés sistemas PPD MIP correspondem ao tipo “L”. Neste tipo, a relagao entre

a concentragdo da BSA em solugdo (C,) e a quantidade da BSA adsorvida (Q,) diminui com o
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aumento da concentracdo do soluto, proporcionando assim uma concavidade da curva,

indicando que foi atingida uma saturacao progressiva na superficie do MIP.

Os dados experimentais dos sistemas MIP foram processados usando os modelos de

adsorcdo de Langmuir e Freundlich. Os resultados desse tratamento sdo apresentados na Fig.

24

c/q,

c/q,

c,/a,

e Fig. 25 respetivamente.
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Figura 24. Isotérmicas de adsorg¢do, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c)

PPD_Fe(C) 1%_MIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1 M, pH 7.0.
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Figura 25. Isotérmicas de adsorcdo, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solu¢do tampao de fosfato, 0.1 M, pH 7.0.

Pelos declives e interce¢des das respetivas retas de regressao linear das isotérmicas
de Langmuir e usando a equagao (3), foram determinadas a constante de Langmuir (K;) e a
capacidade maxima de adsor¢ao (Q,,4x)- Da mesma maneira, os declives e interce¢ées dos
graficos das isotérmicas Freundlich foram calculadas, através da equacdo (5), os valores da
constante de Freundlich (Ky) e o coeficiente (n). Os dados sdo apresentados na Tabela 8.

A anélise linear indica que os coeficientes de correlacdo (R?) das isotérmicas de
Langmuir sdo mais elevados que os correspondentes valores dos coeficientes de correlagao
do modelo Freundlich. Isto significa que no intervalo das concentra¢des estudadas e num
meio neutro com pH 7.0, é o modelo de Langmuir que descreve da melhor forma o processo
da adsorcdao de BSA nas microparticulas dos trés MIPs sintetizados. Assim sendo, pode-se
afirmar que, de acordo com as aproximag¢des do modelo de Langmuir, a adsor¢do da BSA alvo
sobre MIPs é monomolecular, ou seja, a superficie dos MIPs é energeticamente homogénea

e nao existe interacado lateral entre as moléculas BSA adsorvidas.
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Tabela 8. Parametros de adsor¢do dos modelos Langmuir e Freundlich relativos as 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 3.04E-03 2.27E-03 Declive 5.89E-01 4.94E-01 6.04E-01
+1.53E-04 +1.24E-04 +3.88E-05 +1.23E-02  +5.20E-02 +3.44E-02

Intersecdo | 1.22E-02 8.01E-03  1.06E-02 | Intersecdo | 1.87E+00 1.94E+00 1.90E+00
+1.12E-03  +8.84E-04 +2.55E-04 +7.65E-03  +3.81E-02 +2.44E-02
R? 0.98747 0.99339 0.99883 R? 0.95834 0.95719 0.98714
1?1‘;‘/"9 3.68E+02 3.29E+02 4.41E+02 1/n 5.89E-01 4.94E-01 6.04E-01
K., ml/g | 2.23E-01 3.80E-01 2.15E-01 n 1.70E+00 2.02E+00 1.66E+00
Kp,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 3.44E-03  2.80E-03 Declive 3.23E-01 4,00E-01 4,23E-01
+2.96E-04 +1.59E-04 +6.97E-05 +9.65E-02  +9.69E-02 +7.01E-02

Intersecdo | 4.04E-03 4.11E-03  3.90E-03 | Intersecdo | 2.03E+00 2.06E+00 2.11E+00
+2.29E-03 +1.08E-03 +4.19E-04 +7.03E-02  +6.58E-02 +4.61E-02
R? 0.98203 0.98203 0.99767 R? 0.71872 0.80089 0.89865
1?13‘7; 2.28E+02 2.91E+02 3.57E+02 1/n 3.23E-01 4.00E-01 4.23E-01
K., ml/g | 1.08E-01 8.37E-01  7.18E-01 n 3.09E+00 2.50E+00 2.36E+00
K, 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 2.20E-03  2.20E-03 Declive 4.23E-01 5.41E-01 5.47E-01
+7.03E-05 +1.00E-04 +6.12E-05 +6.92E-02 +5.67E-02 +5.60E-02

Intersecdo | 4.84E-03 6.60E-03  6.10E-03 | Intersecdo | 2.06E+00 2.03E+00 2.05E+00
+4.57E-04 +5.67E-04 +3.37E-04 +4,71E-02  +3.62E-02 +3.51E-02
R? 0.99799 0.9924 0.99707 R? 0.90086 0.95762 0.95935
Qmax: | 319E+02  4.55E+02 4.55E+02 I/n | 42001 542601  5.47E-01
mg/g

K, ml/g | 6.47E-01 3.33E-01 3.61E-01 n 2.37E+00 1.85E+00 1.83E+00
Ky, 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 laboratério, mostraram que com pH=7.0 os mesmos também exibem uma carga
negativa com potencial de -35 el aproximadamente. O fato que observamos, altas
capacidades de adsor¢do maxima Q4. que chegam a 450 mg BSA/g adsorvente, demostra
gue a forga impulsora deste processo é devido a especial “arquitetura” 3D dos MIPs produzida
durante aimpressao molecular. Esta interagdo é tao forte que supera a repulsdo eletroestatica

entre o adsorvente (MIP) e o adsorvato (BSA).

87



5.3.1.2

Isotérmicas de adsor¢cdao — pH 5.0

No presente estudo, realizaram-se experiéncias de adsorcdo semelhantes aos

anteriores utilizando os trés sistemas PPD_MIP e solu¢des de BSA em solucdo tampdo de

fosfato com pH 5.0. A Fig. 26 apresenta o perfil das isotérmicas obtidas.
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Figura 26. Isotérmicas de adsorcdo dos MiPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) PPD_Fe(C) 1%_MIP para pH 5.0.

E de salientar que as isotérmicas dos trés sistemas MIP sdo do mesmo tipo L. Da

mesma forma, as curvas foram ajustadas com os modelos de Langmuir e Freundlich. Os

graficos com as respetivas curvas e as respetivas analises da regressao linear sdo apresentadas

em anexo | e Il respetivamente. Pelos declives e interse¢cdes das respetivas retas, foram

determinados os parametros de adsorcao nestes sistemas (Tabela 9).

A analise das isotérmicas de adsor¢dao nos sistemas MIPs em solucdao tampao 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 regressao linear sdo superiores

a0.99. Em consequéncia é possivel afirmar que a adsorcao decorre também em monocamada,

sobre superficie homogénea, sem interacdes entre as moléculas da BSA adsorvida.
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Tabela 9. Parametros de adsor¢do dos modelos Langmuir e Freundlich relativos as 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 280E-03  220E-03 1956-03 | .. | 519E-01  620E-01  6.40E-01
+534E-05 +3.37E-05 +3.04E-05 +4.03E-02 +4.03E-02 +4.69E-02

intersecao | #20E-08  L16E-02 O76E-03 | | .. . | 1.O7E+00  187E+00  1.93E+00
¢ +3.60E-04 +2.14E-04 +1.74E-04 90 | 42 82E-02 +2.75E-02  +3.02E-02
R? 0.99856  0.99907  0.99903 R? 0.9764 098335  0.97885
3{;7; astE+02 “*0 B13E02 | a/m | 5A9E01  620E01  6.40E-01
K, ml/g | 3.04E-01 190E-01 2.00E-01 n 193E+00 1.61E+00  1.56E+00
Kypml/g | 844E+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 163E-03 291E-03 171E-03 | .. | 724E-01  476E-0L  6.95E-01
+4.84E-05 +4.75E-05 +2.03E-05 +3.49E-02 +5.56E-02 +3.98E-02

Intersecao | L42E-02  6.426-03  121E-02 || . . | 1.82E+00 201E+00  1.87E+00
¢ +2.92E-04 +3.07E-04 +1.18E-04 90 | 42 34E-02 +3.78E-02  +2.60E-02
R? 0.99646  0.9989  0.99944 R? 099076 094755  0.98703
1?137; ea3E+02  >*'0 5gsEv02 | 1/m | 724E01  476E01  6.95E-01
K, ml/g | 1156-01 4.53E-01 1.41E-01 n 1.38E+00  2.10E+00  1.44E+00
K, ml/g | 657E+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 180E-03 217E-03 230E-03 | .. | 667E-01 593E-01  4.75E-01
+4.49E-05 +3.03E-05 +3.73E-05 +4.67E-02 +4.57E-02 +4.86E-02

itersacio | LO3E02  SORDS43p03 | | LO2E+00  LOGE00  2.13E+00
¢ £2526-04 T, +1.98E-04 ¢80 | 412 98E-02 +2.98E-02 +3.06E-02

R? 099752  0.99922  0.99902 R? 098070 0097663  0.95048
r?z"é% 5.56E+02 4'612E+0 435E+02 | 1/m | 6.67E-01  593E-01  A4.75E-01
K, ml/g | 175E-01 2.45E-01 5.35E-01 n 150E+00  1.69E+00  2.11E+00
Ky, ml/g | 8.35E+01 9.07E+01  1.34E+01

E de notar que no meio de pH 5.0 a BSA encontra-se no seu ponto isoelétrico (4.7-
5.0), ou seja, ndo possui carga. Por outro lado, nestas condi¢cdes 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 comparagdo com pH neutro. Estes factos experimentais
explicam os maiores valores de Q,,,4, €M comparagao com pH=7.0, que atingem cerca de 600
mg/g com o sistema PPD_Fe 1%_MIP. Ou seja, nas condi¢Ges de pH 5.0 é possivel observar
o efeito “puro” da impressao molecular da molécula-alvo BSA, nao influenciado pela presenca

de forgas de repulsao eletroestatica entre adsorvato e adsorvente.

89



5.3.1.3 Isotérmicas de adsorcdo- pH 4.0
Seguem as curvas relativas as experiéncias de adsor¢cdo de BSA com os trés sistemas

MIP em solugdo tampao sendo o pH = 4.0. A Fig. 27 apresenta o perfil das isotérmicas obtidas.
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Figura 27. Isotérmicas de adsorg¢do dos MiPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) PPD_Fe(C) 1%_MIP para pH 4.0.

Os graficos com as respetivas curvas e as respetivas andlises da regressao linear sao
apresentados em anexo lll e anexo IV respetivamente. A Tabela 10 apresenta a informacao
obtida da andlise da regressao linear.

E de salientar que depois dos minutos 60 e 90, o processo de adsorcdo com a participagdo dos
trés sistemas MIP numa solugdo de BSA com pH 4.0 é muito parecido com os casos anteriores
guando o pH era 7.0 e 5.0. Observa-se o mesmo tipo “L” das isotérmicas e os coeficientes de
regressdo linear R? do modelo Langmuir s3o superiores a 0.99. O Unico desvio deste conceito
refere-se a 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. Parametros de adsorgdo dos modelos Langmuir e Freundlich relativos as 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  2.00E-03 1.90E-03 Declive 7.32E-01 6.08E-01 4.92E-01
+1.95E-05 +4.97E-05 +3.45E-04 +4.82E-02  +5.91E-02 +2.50E-02
Intersecio 1.09E-02  8.40E-03 4.70E-03 Intersecio 1.89E+00 1.97E+00 2.16E+00
¢ +1.05E-04 +2.82E-04 +1.57E-03 ¢ +3.02E-02  +3.77E-02 +1.55E-02

R? 0.99938 0.99774 0.88739 R? 0.98292 0.96327 0.98975
1?1’;7; 6.67E+02 5.00E+02 5.26E+02 1/n 7.32E-01 6.08E-01 4.92E-01
K, ,ml/g | 1.38E-01 2.38E-01 4.04E-01 n 1.37E+00 1.64E+00 2.03E+00
Kp,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 2.79E-03 2.00E-03 Declive 5.64E-01 4,03E-01 5.46E-01
+2.28E-04 +6.93E-04 +7.88E-04 +1.30E-02  +7.13E-02 +7.88E-02
Intersecio 1.28E-02  1.13E-02 1.15E-02 Intersecio 1.85E+00 1.97E+00 1.94E+00
¢ +1.57E-03 +4.77E-03 +4.68E-03 ¢ +9.29E-03  +5.32E-02 +5.42E-02

R? 0.96945 0.79137 0.59438 R? 0.9979 0.88568 0.92171
1?1’;‘7; 3.88E+02 3.58E+02 5.00E+02 1/n 5.64E-01 4.03E-01 5.46E-01
K, ml/g | 2.01E-01 247E-01 1.74E-01 n 1.77E+00 2.48E+00 1.83E+00
K, 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 2.70E-03 2.30E-03 Declive 4.39E-01 5.01E-01 4 50E-01
+9.65E-05 +1.31E-04 +6.09E-04 +6.22E-02 +5.10E+00 +5.77E-02
Intersecio 4.40E-03  7.60E-03 7.70E-03 Intersecio 2.08E+00 1.98E+00 2.03E+00
30 | 15 97E-04 +8.46E-04 +3.44E-03 €90 | 14 14E-02 +3.48E+00  +3.85E-02

R? 0.99574 0.99092 0.76867 R? 0.92431 0.95988 0.9487
?n"é';g 3.45E+02 3.70E+02  4.35E+02 1/n 4.39E-01 5.01E-01 5.00E-01
K, ,ml/g | 6.59E-01 3.55E-01 2.99E-01 n 2.28E+00 2.00E+00 2.00E+00
Kp,ml/g | 1.19E+02 9.52E+01 1.07E+02

No entanto, depois de 120 minutos de adsor¢do, todos os trés sistemas MIP
apresentam uma divergéncia significativa do modelo Langmuir, baseando-se essa conclusdo
tanto na forma “S” da isotérmica, como na diminuic3o do coeficiente R%. O modelo Freundlich
neste caso apresenta maiores valores de R? acima de 0.92, ou seja, descreve de melhor forma
o processo de adsorc¢do. Isto significa que num meio acido com pH 4.0 o processo de adsorc¢ao
homogéneo torna-se num processo de adsor¢dao em superficies heterogéneas. Tendo em
conta que todos os MIPs apresentam o valor do parametro n acima de 1 e muito préximo de
2, pode-se concluir que o processo de adsor¢ao heterogénea é bastante favoravel. A afinidade
entre o adsorvente MIP e o adsorvato BSA é maior no caso do sistema PPD_MIP no qual os
valores do parametro n e da constante K sao os maiores. Uma possivel explicagcdo é que em

meios com pH 4.0, ou seja, abaixo do ponto isoelétrico do soluto BSA, este ultimo fica com
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carga positiva. Por outro lado, a analise mostrou que todos os trés sistemas MIP em solucdo
tampdo com pH 4.0 tém 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 interagdes
devidas a “arquitetura” 3D com impressao molecular da BSA dos sistemas MIP sao
complementadas pelas interacdes eletroestaticas positivas entre BSA e MIP. O resultado é um
processo de adsorcdo heterogéneo, onde a quantidade adsorvida tende para infinito,

correspondendo a formacdo de multicamadas de moléculas de BSA adsorvidas.

5.3.2 Isotérmicas de adsor¢cdo com amostras ndo impressas NIPs

Para avaliar os efeitos da impressao molecular de forma mais detalhada, compararam-
se 0s processos de adsorcdo da proteina alvo BSA em microparticulas de PPD com e sem
impressao molecular dessa mesma proteina. Com este objetivo os estudos de adsorcdo nos
sistemas MIP foram complementados com ensaios de isotérmicas de adsor¢cdo com os
respetivos sistemas NIP, nomeadamente: PPD_NIP, PPD_Fe 1% _NIP e PPD_Fe(C) 1%_NIP. As

condigGes do estudo foram as mesmas como nos sistemas MIP:

e Temperatura de 37°C;

e Solugdes de BSA com concentragdes 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 wt. % em solugdo tampao;
e Variagdo do pH das solu¢des tampao: pH 7.0, pH 5.0 e pH 4.0;

e Duragao da adsorgao: 60, 90 e 120 min.

5.3.2.1 Isotérmicas de adsor¢ao —pH 7.0

A Fig. 28 apresenta o perfil das isotérmicas de adsor¢do dos trés sistemas NIP
estudadas, nomeadamente PPD_NIP, PPD_Fe 1%_NIP e PPD_Fe(C) 1%_NIP em Q, vs C,. O
parametro Q, representa a quantidade em equilibrio de BSA adsorvido, em mg/g adsorvente
NIP, e C, a concentragdo em equilibrio do soluto BSA em solugdo, em mg/ml.

A Fig. 28 demonstra que com os sistemas NIP, a pH 7.0, sdo observadas para todos os
casos isotérmicas do tipo C. O processo de adsorcao é linear no qual a relagdo entre a
concentragdao de BSA absorvida (Q,) e a tal na solugdo (C,) é a mesma para cada uma das
concentragdes no intervalo estudado sem que seja atingida uma capacidade de adsorgao

maxima.
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Figura 28. Isotérmicas de adsorgdo 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 adsor¢ao de Langmuir e Freundlich. Os resultados desse tratamento sao apresentados na

Fig. 29 e Fig. 30 respetivamente.

O tratamento da regressao linear demostra que o modelo de Freundlich descreve de

forma mais adequada a adsor¢dao de BSA sobre todos os sistemas sem impressao molecular

PPD_NIP num meio neutro. Os parametros extraidos da andlise linear e os respetivos

coeficientes calculados sdo apresentados na Tabela 11. Todos os coeficientes de regressao do

modelo de Freundlich sdo superiores a 0.99, i.e., muito acima dos coeficientes do modelo de

Langmuir. O significado fisico deste facto experimental é que neste caso observa-se uma

adsorgao heterogénea do tipo multicamada.
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Figura 29. Isotérmicas de adsorgdo, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_NIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1 M, pH 7.0.

Mais ainda, o parametro n tem valores entre 0.95-1.15 o que indica uma adsorc¢ao
favoravel. A constante Ky que, em funcdo da duragdo da adsorgdo varia entre 23-40 ml/g é

um indicador relativo da capacidade maxima da adsorgdo.
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Figura 30. Isotérmicas de adsorgdo, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_NIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1 M, pH 7.0.



Tabela 11. Parametros de adsorgdo dos modelos Langmuir e Freundlich relativos as 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  9.63E-04 9.27E-04 Declive 9.00E-01 8.62E-01 8.68E-01
+1.20E-04 +1.64E-04 +7.27E-05 +1.16E-02  £2.22E-02 +1.76E-02

Intersecao 3.09E-02  2.66E-02 2.59E-02 Intersecio 1.52E+00 1.58E+00 1.59E+00
+8.41E-04 +1.11E-03 +4.87E-04 +8.58E-03 +1.61E-02 +1.27E-02
R? 0.89902 0.89331 0.97589 R? 0.99934 0.99735 0.99835
1?12?9 1.37E+03 1.04E+03 1.08E+03 1/n 9.00E-01 8.62E-01 8.68E-01
K, ml/g | 2.36E-02 3.62E-02 3.58E-02 n 1.11E+00 1.16E+00 1.15E+00
Ky, 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 2.36E-05  -2.85E-04 Declive 9.31E-01 9.91E-01 1.05E+00
+1.95E-04 +1.22E-04 +1.91E-04 +2.01E-02  +1.57E-02 +2.35E-02

Intersecao 3.51E-02  3.30E-02 3.11E-02 Intersecio 1.47E+00 1.49E+00 1.50E+00
+1.40E-03 +8.04E-04 +1.18E-03 +1.51E-02 +1.14E-02 +1.64E-02

R? 0.59346 -0.31691 0.23478 R? 0.99814 0.99899 0.99799

1?1’;‘7; 1.96E+03 4.24E+04 -3.51E+03 1/n 9.31E-01 9.91E-01 1.05E+00

K, ,ml/g | 1.45E-02 7.15E-04 -9.16E-03 n 1.07E+00 1.01E+00 9.55E-01
K, 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  2.83E-05 3.38E-04 Declive 1.09E+00 9.90E-01 9.50E-01
+2.65E-04 +2.15E-04 +9.47E-05 +3.06E-02 +2.87E-02  +1.54E-02

Intersecio 4.21E-02  3.30E-02 2.69E-02 Intersecio 1.36E+00 1.49E+00 1.57E+00
+1.82E-03 +1.42E-03 +5.94E-04 +2.27E-02 +2.08E-02  +1.08E-02

R? 0.57293 -0.32573 0.7461 R? 0.99683 0.99665 0.99895
r?l";;’fg -1.49E+03 3.53E+04  2.96E+03 1/n 1.09E+00 9.90E-01 9.50E-01
K, ,ml/g | -1.59E-02 8.58E-04 1.26E-02 n 9.20E-01 1.01E+00 1.05E+00

Ky, ml/g | 2.30E+01 3.06E+01 3.75E+01

5.3.2.2 Isotérmicas de adsor¢ao — pH 5.0

No seguinte estudo, executaram-se experiéncias de adsor¢do idénticas as anteriores
utilizando os trés sistemas PPD_NIP e solu¢des de BSA em solu¢do tampao de fosfato com pH
5.0. A Fig. 31 apresenta o perfil das isotérmicas obtidas.

As isotérmicas de adsorg¢ao dos sistemas NIP, obtidas no meio de pH 5.0, sdo do tipo
C. Mais uma vez para as amostras NIPs o processo de adsor¢ao é linear no qual a capacidade

de adsor¢ao maxima nao chega a ser alcancgada.
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Figura 31. Isotérmicas de adsorgdo 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 adsor¢ao de Langmuir e Freundlich. Os graficos com as

respetivas curvas e as respetivas analises da regressao linear sao referidos no anexo V e anexo

VI respetivamente. A Tabela 12 expde a informac¢ao obtida do estudo da regressao linear.
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Tabela 12. Parametros de adsorgdo dos modelos Langmuir e Freundlich relativos as 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  -7.90E-04  -1.86E-03 Declive 1.16E+00  1.13E+00 1.27E+00
+2.68E-04  +7.81E-04 +5.80E-04 +3.92E-02 £8.93E-02  +3.74E-02

Intersecio 4.61E-02 3.76E-02 4.07E-02 Intersecio 1.31E+00  1.40E+00 1.35E+00
+1.79E-03  +5.01E-03 +3.43E-03 +2.89E-02 +6.37E-02  +2.58E-02

R? 0.85461 0.00601 0.69933 R? 0.99545 0.97528 0.99653

1?;;‘7; -7.52E+02  -1.27E+03  -5.38E+02 1/n 1.16E+00 1.13E+00 1.27E+00

K, ,ml/g | -2.88E-02  -2.10E-02 -4, 57E-02 n 8.62E-01 8.88E-01 7.88E-01
Ky, 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 5.28E-04 1.17E-03 Declive 8.70+E-01 9.25E-01 7.85E-01
+9.54E-05  #1.32E-04 +2.34E-04 1.24E-02  +2.26E-02  +1.65E-02

Intersecio 2.69E-02 2.61E-02 1.69E-02 Intersecio 1.58E+00 1.59E+00 1.77E+00
+6.47E-04 +8.38E-04 +1.37E-03 +8.98E-03 +1.59E-02  +1.10E-02
R? 0.95734 0.79077 0.8584 R? 0.99919 0.99762 0.99824
gl"é‘}’fg 1.10E+03 1.89E+03 8.55E+02 1/n 8.70E-01 9.25E-01 7.85E-01
K, ml/g | 3.38E-02 2.02E-02 6.93E-02 n 1.15E+00 1.08E+00 1.27E+00
K, 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

-1.80E-04  -7.89E-04  -7.72E-05

Declive | #2.35E-04  +508E-04 9.31E-05 | Declive | L. o-t00  1.135+00 L02E+00

+2.72E-02  +5.12E-02  +1.21E-02

intersecio | 3O1E02  gaioiie 26502 | | L43E+00  143E400  L57E+00
NIErsecao | 11 sge-03 foa 5A6E-04 NIErsecao | +199e-02 +3.58E-02  +8,21E-03

R? -0.1153 0.26066 -0.08464 R? 0.99724 0.99187 0.99943

r?l";}’fg’ -5.56E+03 -1.27E+03  -1.30E+04 1/n 1.04E+00 1.13E+00 1.02E+00

K, ml/g | -4.99E-03  -2.24E-02 -2.91E-03 n 9.66E-01 8.84E-01 9.82E-01
Ke,ml/g | 2.71E+01 2.69E+01 3.73E+01

Para pH 5.0 a maioria dos coeficientes de regressao do modelo de Freundlich sao
superiores a 0.99, estando os mesmos bastante acima dos coeficientes do modelo de
Langmuir. Assim sendo, observa-se uma adsorc¢do heterogénea do tipo multicamada.

Relativamente ao parametro n, este exibe valores entre 0.78-1.27 o que aponta para
uma adsorgao favoravel. Ja a constante K, em fung¢do da duragdo da adsorgao, varia entre

20-59 ml/g sendo esta um indicador relativo da capacidade maxima da adsorgao.

5.3.2.3 Isotérmicas de adsor¢cao — pH 4.0
Sucedem as curvas referentes as experiéncias de adsor¢cdo de BSA com os trés sistemas

NIP em solucdo tampao sendo o pH 4.0. A Fig. 32 exibe o perfil das isotérmicas obtidas.
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Figura 32. Isotérmicas de adsor¢do dos NiPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) PPD_Fe(C) 1%_NIP para pH 4.0.

adsorc¢do sao do tipo C, ou seja, o processo de adsorg¢ao é linear.

A figura anterior indica que para sistemas NIP, em meio com pH 4.0, as isotérmicas de

Os dados experimentais do sistema PPD_NIP foram processados utilizando os modelos

de adsorgao de Langmuir e Freundlich. Relativamente, aos graficos com as respetivas curvas

e andlises da regressdao linear os mesmos sdo exibidos no anexo VII e anexo VI

respetivamente. A Tabela 13 exibe a informacdo adquirida da andlise da regressao linear.

Para pH 4.0 quaisquer valores relativos ao coeficiente de regressao do modelo de

Freundlich sdo superiores a 0.99, ou seja, muito acima dos coeficientes obtidos a partir do

modelo de Langmuir. Mais uma vez observa-se uma adsorcdo heterogénea do tipo

multicamada. Para o parametro n este exibe valores entre 1.03-1.28 o que indica uma

adsorgdo favoravel. Relativamente a constante K a mesma varia entre 40-56 ml/g.
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Tabela 13. Parametros cinéticos de adsorg¢do dos modelos Langmuir e Freundlich relativos as 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 1.79E-04 3.12E-04 Declive 8.94E-01 9.74E-01 9.38E-01
+1.83E-04 +1.53E-04 +1.58E-04 +1.93E-02 +2.57E-02 +1.71E-02
Intersecio 2.33E-02  2,47E-02 2.22E-02 Intersecio 1.64E+00 1.61E+00 1.66E+00
¢ +1.12E-03 +8.99E-04 +8.96E-04 ¢ +1.33E-02  +1.74E-02 +1.14E-02

R? 0.73356 0.08476 0.42107 R? 0.998 0.99722 0.99867
1%;‘7; 1.58E+03 5.50E+03 3.21E+03 1/n 8.94E-01 9.74E-01 9.38E-01
K, ,ml/g | 272E-02 7.25E-03 1.41E-02 n 1.12E+00 1.03E+00 1.07E+00
Kp,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  9.75E-04 9.06E-04 Declive 7.82E-01 8.18E-01 8.23E-01
+4.21E-04 +2.79E-04 +2.95E-04 +3.72E-02 +2.45E-02 +2.64E-02
Intersecio 2.06E-02  1.93E-02 1.82E-02 Intersecio 1.71E+00 1.73E+00 1.75E+00
¢ +2.66E-03 +1.66E-03 +1.69E-03 ¢ +2.61E-02 +1.66E-02 +1.75E-02

R? 0.63315 0.73697 0.67831 R? 0.99099 0.99641 0.9959
1?13‘7; 8.47E+02 1.03E+03 1.10E+03 1/n 7.82E-01 8.18E-01 8.23E-01
K, ,ml/g | 5.73E-02 5.05E-02 4.98E-02 n 1.28E+00 1.22E+00 1.21E+00
K, 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  7.80E-04 4.45E-04 Declive 8.06E-01 8.44E-01 9.05E-01
+3.98E-04 +3.14E-04 +2.43E-04 +3.96E-02  +3.56E-02 +2.84E-02
Intersecio 2.08E-02  1.93E-02 1.93E-02 Intersecio 1.70E+00 1.73E+00 1.72E+00
30 | 12 46E-03 +1.80E-03 +1.31E-03 €30 | 4» 75E-02  +2,37E-02  +1,83E-02

R? 0.58604 0.56349 0.37039 R? 0.9904 0.99294 0.99607
Qunaz: 9.71E+02 1.28E+03  2.25E+03 1/n 8.06E-01 8.44E-01 9.05E-01

mg/g

K, ,ml/g | 495E-02 4.04E-02 2.31E-02 n 1.24E+00 1.19E+00 1.11E+00
Kp,ml/g | 5.05E+01 5.36E+01 5.31E+01

Resumindo, a investigacdo da adsor¢ao de solugdes de BSA com pH entre 4.0 e 7.0
sobre microcapsulas de PPD sem impressdao 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 adsorcdao heterogénea, em
multicamadas. Isto significa que existem intera¢cGes laterais entre as moléculas de BSA
adsorvidas que podem ser eletroestaticas, especificamente em meios com pH 4.0 quando o
BSA e os PPD_NIPs tém cargas opostas. Também, ndo podem ser excluidas interagdes
absorvente-adsorvato do tipo ligacdes de hidrogénio, especialmente no caso de pH 5.0, i.e.,
no ponto isoelétrico da proteina quando as forgas eletrostaticas devem ser minimas. O tipo
das isotérmicas sugere que o processo da adsorcdo é muito perto do linear com todos os

sistemas PPD_NIP. Isto significa que ndo existe uma capacidade mdaxima de adsor¢do, ou
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saturacdo do adsorvente. Este efeito podia ser Util quando é necessaria a adsor¢ao de grandes
guantidades de proteina sobre o mesmo substrato. No entanto, neste caso perder-se-a a
especificidade da adsorcdo, 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
superficie devidamente ativada através do processo de impressdo. Esta adsor¢cdo tem
saturacdo no momento quando todos os centros ativos ja estdo ocupados pelas moléculas do
adsorvato BSA. No entanto, as capacidades maximas de adsorcdo dos PPD_MIP sdo maiores
do que a dos respetivos sistemas NIP. Portanto, ambos sistemas MIP ou NIP poderiam ter
importancia de acordo com a aplicacdo pretendida, ajustando a capacidade de adsorcdo ou a

especificidade do processo.

5.4 Estudos de seletividade

Para avaliar a eficacia da impressdao molecular das microparticulas de PPD impressas
com BSA foi realizado um estudo para analisar a capacidade de reconhecimento seletivo
usando, para além de BSA mais duas proteinas: Ovalbumina (OVA, com M,, =43 kDa e pl =4.7)
e Citocromo C (Cyt. C, M,, =12.4 kDa e pl =10.2). Na Parte Experimental da presente
dissertacdo (4.3.3.) foi justificada a escolha dessas proteinas e apresentou-se o procedimento
pormenorizado do estudo. A proteina OVA tem uma massa molecular um pouco mais baixa
que a BSA (M,,,=68 kDa) e um pl semelhante (pl =4.9), enquanto Cyt. C € uma macromolécula
muito mais pequena e possui um pl elevado.

Assim, o estudo de seletividade foi efetuado com as trés amostras com impressao
molecular PPD_MIPs nas solugdes das trés proteinas: BSA, OVA e Cyt. C de concentragao inicial
de proteina de 0.1wt. % em solugao tampao de fosfato variando o pH 7.0, 5.0, 4.0. Todas as
amostras foram incubadas a 37°C durante 3 horas, retirando amostras do sobrenadante para
analise 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 trés subfiguras indica a quantidade da
adsorgao maxima possivel.

Em geral, os trés sistemas MIP mostram uma capacidade de adsor¢do bastante elevada

gue no caso de BSA atinge 92%.

101



I Fro_wie [ PPO_Fe 1%_miP [l PPD_Fe(C) 1%_ MIP I pro_miP [l PPD_Fe 1%_wiP [l PPD_Fe(C) 1%_MIP
L YT T

30«

[
@
1

Proteina adsorvida, mg/g
M
1

Proteina adsorvida, mg/g

OVA

OVA

Proteina target Proteina target

c 40 -
) I rro_mie [ PPo_Fe 1%_mip [l PPD_Fe(C) 1%_MIP

[ T T

30 4

[
@»
1

Proteina adsorvida, mg/g
B8
1

OVA

Proteina target

Figura 33. Capacidade de adsorgdo de BSA e proteinas concorrentes (OVA e Cty C) em microparticulas 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 trés sistemas adsorvem com
preferéncia BSA uma vez que a quantidade de BSA adsorvida é maior comparada com as
outras proteinas. Mais notavel é esta diferenca no caso de OVA, cuja adsor¢do é 2-3 vezes
menor do que a de BSA. As duas proteinas BSA e OVA possuem o mesmo pl o que significa
qgue a pH 7.0 ambas as proteinas sdo 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 tém um potencial zeta de -35 eV
aproximadamente, i.e., existem forcas de atracao eletrostatica. A molécula de Cyt. C é muito
menor do que a de BSA, o que devia facilitar a adsor¢do desta proteina. Apesar de tudo isto,
é a molécula modelo BSA que mostra adsor¢cao maxima. Este facto experimental comprova a
grande seletividade dos trés MIPs sintetizados.

No caso de pH 5.0, Fig. 33 b), a seletividade na adsorcdo por MIPs é mais acentuada

em relagdo com a Cyt. C. Esta molécula proteica é mais pequena e, por outro lado existem
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possibilidades para interacdes eletroestaticas uma vez que a Cyt. C e os MIPs tém cargas
opostas nestas condi¢cdes. Mesmo assim, os trés MIPs mostram capacidade de adsorcao mais
baixa comparativamente com a Cyt. C. Nota-se também que BSA e OVA demostram
capacidades de adsorcdo quase idénticas. As duas proteinas estdo no seu ponto isoelétrico,
ou seja, ndo possuem carga elétrica. Provavelmente, o que faz a diferenca, é que a OVA
guando dissolvida em meios de pH 5.0 assume uma configuracdo 3D muito semelhante a de
BSA o que facilita o processo da adsorcao.

No caso de pH 4.0, Fig. 33. c¢), os trés MIPs mostram mais uma vez a sua seletividade
em relacdo a BSA. Enquanto a adsorcdo de OVA e Cyt. C, as capacidades da adsorc¢do ficam na
area de 60% e 55% respetivamente, os MIPs atingem a sua capacidade maxima de adsorcdo
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 situacdo Unica quando existe possibilidade
de interacOes eletrostaticas positivas entre os MIPs e BSA. Com pH 4.0 o BSA tem carga
positiva e a sua conformacao ainda é muito compacta e parecida como no ponto isoelétrico.
Em consequéncia, o fator estereoquimico obtido através de impressdao molecular é reforcado
pelas interacBes eletroestaticas positivas entre BSA e sistemas PPD MIP.

Este estudo de seletividade demonstra que a impressdao molecular de BSA em
microparticulas de PPD com e sem carga magnética resulta em sistemas MIP que possuem
uma grande capacidade de absorver a proteina alvo e uma seletividade notavel que se pode
controlar através do indice pH do meio da adsorc¢do. Os resultados justificam futuros estudos

de otimizagao para ajustar as carateristicas dos MIPs conforme a sua aplicagdo.
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6 CONCLUSOES

A presente dissertacdo investiga materiais poliméricos baseados em poliamidas, com
impressdao molecular de proteinas modelo, particularmente a Bovine Serum Albumin (PPD
MIPs). O enfoque do trabalho ndo era na prépria sintese visto que esta foi dominada na etapa
do projeto individual. Esta dissertacdo apresenta uma continuacdo ldgica focada sobre:

-A sintese dos PPD MIPs de forma reprodutivel;

-Caraterizacdo das amostras para conhecer a morfologia, a estrutura e algumas propriedades
basicas;

-Estudos da cinética de adsorcdo para esclarecer as noc¢Ges bdsicas relacionadas com a
natureza deste processo e a sua seletividade em PPD MIPs;

As conclusOes desta investigacdo podem ser agrupadas e resumidas da seguinte forma:

1. Sintese das amostras

1.1. Foram sintetizadas pela primeira vez trés amostras com impressao 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°C através de AAROP de 2-pirrolidona
sem uso de solventes ou agentes de reticulagdao. A polimerizagdo ocorreu com
rendimentos (i.e., taxa de conversdo de 2PD em PPD) entre 45-61%.

1.2. Para os fins de andlise comparativa, sintetizaram-se também trés amostras
com a mesma composicao sem impressao molecular (PPD_NIP, PPD_Fe 1%_NIP,
PPD_Fe(C) 1%_NIP). Utilizaram-se as mesmas condi¢des da AAROP mas na auséncia de
proteina BSA. A taxa de conversdo neste caso era entre 59-70%.

1.3. A polimerizacdo AAROP tracada para estre trabalho é um processo inovador
conduzido a baixa temperatura e em vacuo o que permitiu evitar a desnaturagdo da

proteina, por um lado, e obter uma conversao do mondmero razoavel, por outro.
2. Caracterizagdao das amostras

2.1. A microscopia otica mostrou que todas as amostras existem na forma de

microparticulas porosas com tamanhos dependentes da composicdo e o tipo (MIP ou
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NIP) que variam entre 5-25 micrémetros. As imagens MEV comprovaram uma
porosidade visivel dos MIPs de 100-180 nandmetros e dos NIPs 70-150 nandmetros.

2.2. Os ensaios FTIR com ATR comprovaram a estrutura quimica de microparticulas
obtidas por AAROP a 40°C mostrando em todos os MIPs e NIPs as bandas Amida | e
Amida Il entre 1640 cm™! e 1540 cm™? tipicas para poliamidas.

2.3. Os ensaios DSC mostraram que as amostras com MIP sdo semicristalinas e
exibem T no intervalo entre 247 a 250°C, valores mais elevados em comparagdo com
os respetivos NIPs. Também, os MIPs mostram uma temperatura de degradacao
térmica inicial, (238-246°C), mais elevada do que os NIPs que exibiram temperaturas
de 206°C.

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 degradacdo méxima era a

256-272°C sendo a mesma superior a temperatura de degradacdo dos respetivos NIPs.

3. Estudos de adsor¢ao e seletividade

3.1. Os estudos de cinética de adsorcdo foram feitos s6 com uma unica
concentracdo de BSA nomeadamente 1.0 wt. % em solucdo tampdo de fosfato 0.1M,
pH = 7.0. Confirmou-se que as amostras MIP atingem capacidades maiores de
adsorcao 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 impressao IF fica
entre 1.19-1.25 sendo que a maior eficacia mostrou a amostra PPD_Fe 1%_MIP. Este
estudo demostrou também que o equilibrio de adsorgdo é atingida com uma duragao
do processo entre 60-120 min dependendo da composi¢do. Todas as amostras MIP
mostraram uma capacidade de adsor¢do em equilibrio notavel de 230-250 mg/g.

3.2. Os estudos das isotérmicas de adsor¢do foram concretizados usando 5
concentragdes de BSA (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 e 2.0 wt. %) em solugdes tampao de fosfato
com 0.1 M e trés diferentes pH: 4.0, 5.0 e 7.0. Os dados experimentais foram ajustados
com dois modelos — de Langmuir e de Freundlich. A adsor¢cdo de todos os MIPs
independentemente da concentracdo de BSA utilizada, em pH=7.0 e 5.0, foi ajustada
com sucesso ao modelo de Langmuir. Isto significa que a adsorcao de BSA decorre em

monocamadas sobre superficie homogénea, sem interacbes laterais entre as
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moléculas de BSA. A maior capacidade possivel de adsorcdo de 585 mg/ g registou-se
com o sistema PPD_Fe 1%_MIP em solucdo tampao com pH=5.0, i.e., quando BSA estd
no seu ponto isoelétrico e ndo possui carga elétrica. Nestas condi¢des as interagdes
eletroestaticas entre BSA e o MIP ndo sao significativas e é possivel observar o efeito
puro da impressdao molecular. Para os MIPs o modelo de Freundlich é o mais adequado
no caso de pH = 4.0. Nestas condicOes a BSA é eletropositiva enquanto todos os MIPs
possuem potencial zeta negativo, i.e., existe possibilidade de interacdes
eletroestaticas. Isto resulta num processo de adsor¢cdo heterogéneo onde a
quantidade adsorvida tende para infinito com formacdo de multicamadas de BSA
adsorvido. A adsorgdo das todas as amostras NIP em todas as concentracdes e valores
de pH é descrita pelo modelo de Freundlich i.e., processo de adsorcao heterogéneo
em multicamadas.

3.3. Os estudos de seletividade de adsorgdo foram feitos com trés proteinas: BSA,
OVA e Cyt. Ccom concentracdo de proteina 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 adsor¢des independentemente de que em
condicGes neutras possam existir interacOes eletroestaticas fortes com o MIP

enquanto com BSA existe repulsao.

De uma forma geral, os estudos desta dissertacdo demostraram que a
impressao molecular de BSA em microparticulas de PPD com e sem carga magnética
resulta em sistemas MIP que possuem uma grande capacidade de absorver a proteina
alvo e uma seletividade notavel que se pode controlar através do indice pH do meio
da adsorcdo. Os resultados justificam futuros estudos de otimizacao para ajustar as

carateristicas dos MIPs conforme a sua aplicacao.
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7 PROPOSTAS DE TRABALHOS FUTUROS

Os estudos desta dissertacdo mostraram que a adsor¢do da proteina alvo depende do
tipo de proteina, da acidez do meio e da concentracdo inicial da proteina. A adsorcdo decorre
de maneira diferente nos mesmos sistemas com e sem impressao molecular, aplicando-se
modelos diferentes. Os estudos desta tese indicaram os modelos adequados nos casos de
MIPs e NIPs mas ndo revelaram os mecanismos concretos da adsorcdo. S3o necessarios
estudos adicionais para revelar estes mecanismos para poder explicar alguns resultados que
parecam controversos. Por exemplo, nos casos de adsor¢cao homogénea em monocamada (o
caso dos MIPs) a capacidade méaxima de adsorcdo depois de 2 horas é maior do que a adsorcao
heterogénea em multicamadas (o caso dos NIPs) dentro do mesmo tempo. Para explicar este
facto experimental sdo precisos estudos sobre a dessor¢do de maneira a esclarecer se os
processos s3o reversiveis ou irreversiveis. E importante também esclarecer de que maneira o
processo da adsorcdo influencia a estrutura 3D da proteina. Isto seria muito importante para
a impressao molecular de enzimas o que poderia ser o passo seguinte no desenvolvimento de

biocatalizadores.
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9 ANEXOS
ANEXO | — ISOTERMICAS DE ADSORCAO DE LANGMUIR PH 5.0 PARA

MIPs
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Figura 34. Isotérmicas de adsorgdo, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1M, pH 5.0.
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ANEXO Il — ISOTERMICAS DE ADSORGAO DE FREUNDLICH

MIPs
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Figura 35. Isotérmicas de adsorgdo, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1 M, pH 5.0.
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ANEXO Ill — ISOTERMICAS DE ADSORGAO DE LANGMUIR PH 4.0 PARA

MIPs
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Figura 36. Isotérmicas de adsor¢do, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1M, pH 4.0.
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ANEXO IV — ISOTERMICAS DE ADSORGAO DE FREUNDLICH PH 4.0 PARA

MIPs
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Figura 37. Isotérmicas de adsorg¢do, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1 M, pH 4.0.
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ANEXO V — ISOTERMICAS DE ADSORCAO DE LANGMUIR PH 5.0 PARA

NIPs
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Figura 38. Isotérmicas de adsorgdo, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_NIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1M, pH 5.0.
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ANEXO VI — ISOTERMICAS DE ADSORGAO DE FREUNDLICH PH 5.0 PARA

NIPs
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Figura 39. Isotérmicas de adsorg¢do, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c)
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ANEXO VIII — ISOTERMICAS DE ADSORGCAO DE LANGMUIR PH 4.0 PARA

NIPs
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ANEXO IX — ISOTERMICAS DE ADSORGCAO DE FREUNDLICH PH 4 PARA
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Figura 41. Isotérmicas de adsor¢do, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c)
PPD_Fe(C) 1%_NIP em solugdo tampao de fosfato, 0.1M, pH 4.0.
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Neat and hybrid poly(2-pyrrolidone), i.e. polyamide 4 (PA4) microparticles containing magnetic or
conductive metal, metal oxide, or carbon nanotube fillers were prepared via environmentally-friendly
solventless activated ring-opening polymerization of 2-pyrrolidone at 40 “C. The method produces
high porosity microparticles with diameters of 5-12 um and conversion to PA4 of 56-65% Their
structure and properties were characterized by light- and electron microscopy, thermal, spectral and X-

ray diffraction techniques. Two crystalline polymorphs, namely 2— and B—-PA4, were found to coexist at

Keywords:

Polyamide 4

2-Pyrrolidone

Anionic ring-opening polymenzation
Magnetic microparticles

Protein carriers

room temperature by X-ray diffraction. The assessment of the adsorption capacity of the PA4 hybrid
microparticles toward model protein showed up to 60% efficiency only after 1h of incubaton without
any preliminary activation or functionalization.
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1. Introduction

The synthesis of Nylon 4 or polyamide 4 (PA4) by ring-opening
bulk polymerization of 2-pyrrolidone (2PD) was first patented by
Ney et al,in 1953 1], followed by some improvementsdisclosed by
C. Barns [2]. Later theoretical studies showed that a non-activated
anionic polymerization of 2PD takes place under those conditions
initiated by the in-situ forming of alkali salt of 2PD, e.g, 2-oxo-1-
pyrrolidinyl potassium | 3]. Sekigichi et al. [4] used N-acetyl lac-
tams as activators of the anionic polymerization of 2PD and its
derivatives, the anionic initiator being pre-prepared alkaline salts
of lactams or such with non-metallic cation. Another activator
specific for the 2PD polymerization obtained in-situ as a reaction
product of 2PD-alkali salt and benzoyl chloride has been described
by Kawasaki et al. [5]. Similar initiator-activator system and reac-
tion conditions were applied more recently to synthesize high
molecular weight anionic PA4 homopolymer and PA46 copolymers
(6.

Soon after the first successful syntheses it was established that,
because of its high amide content, PA4 demonstrates mechanical
resistance, dyeability and moisture intake significantly higher than

. Cnm:sp&ldil; author.
E-mai address: denchev@dep.uminhopt (Z Denchev)

https: //doiorg/ 10.1016/} polymer2018.04.080
0032-3861/© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

the traditional polyamides for textile fibers. However, the dense
network of intermolecular H-bonds between the backbone amide
groups results in a high melting temperature of ca. 265 °C at which
fast and intense thermal degradation starts. This impedes the
normal melt processing of PA4 to filaments, whereas the solution
spinning alternative has shown prohibitive costs [7]. Efforts for
improving the thermal stability of PA4 have been attempted by
either chemical modification of chain ends [8,9] or backbone amide
groups [10], even though only marginal improvements have been
reported. All this resulted in low interest toward PA4 in the form of
textile fibers.

During the last decade, however, the relatively easy degradation
of PA4 and its possible practical implementation have been subject
of intensive research. The thermal degradation of PA4 is considered
to occur by a depolymerization mechanism based on the low
thermodynamic polymerizability of 2PD [11,12). Moreover, PA4 and
some of its copolymers have been reported to be biodegradable in
compost soils and activated sludge, containing certain bacteria and
fungi [13,14], as well as in seawater [ 15). At the same time, some
very recent studies indicate that the 2PD monomer can be prepared
from biomass by a hybrid synthetic route involving biological and
chemical processes [16].

The biodegradability of PA4 in various environments and the
possibility of sustainable synthesis of the 2PD monomer could
potentially result in interesting biotechnological applications thus
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