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RESUMO 
 

Aminoácidos são moléculas importantes na manutenção de sistemas 

biológicos, um de seus papéis no mundo vegetal é dar origem aos monolignóis que 

são condensados por enzimas para formar a lignina. Além da formação de tais 

monolignóis, os aminoácidos compõem as enzimas que são empregadas atualmente 

para a quebra e posterior valorização deste recurso renovável prontamente disponível 

na natureza e não totalmente valorizado que é a lignina. O presente trabalho visa 

analisar como os aminoácidos em solução aquosa conseguem interagir com a lignina 

(e compostos modelo). Foram estudados quatro aminoácidos e quatro compostos 

modelo da lignina pela Teoria do Funcional de Densidade (DFT) bem como análises 

de NBO buscando compreender se tal interação é favorável e como ela ocorre. Os 

resultados indicam que é possível a existência desta interação e os cálculos 

computacionais apresentaram valores de energia de interação consideráveis ficando 

na casa de 10 a 20 kcal mol-1. Experimentalmente, observaram-se pequenas 

mudanças no deslocamento químico dos sinais de 13C da carbonila e 15N do 

aminoácido Glicina quando lignina é adicionada à solução. 



ABSTRACT 
 

 

Amino acids are important molecules for maintenance of biological systems, 

one of its roles in plants is to originate monolignols which are condensed through 

enzymatic reactions to produce lignin. Not only amino acids form monolignols, but they 

also are present in enzymes that are currently being used to promote fractionation and 

valorization of this readily available in nature and undervalued renewable resource that 

is lignin. The present works aims to study how amino acids in aqueous solutions can 

interact with lignin (and model compounds). Four amino acids and four model 

compounds were studied through Density Functional Theory (DFT) and NBO analysis 

seeking to understand if such interaction is favorable and how it occurs. The results 

indicate that such interaction existence is plausible and computational calculations 

presented considerable values for Energy of Interaction (EI) in the range of 10 to 20 

kcal mol-1. Experimentally, small changes in chemical shift of the 13C of the carbonyl 

carbon and the 15N of the amino group of the glycine were observed when lignin is 

added to the solution. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A relação entre aminoácidos e lignina 

 
a. Origem da lignina 

 
Diferentemente das células animais, as células vegetais são capazes de sintetizar seus 

próprios aminoácidos aromáticos, como a fenilalanina, a tirosina e o triptofano. Não apenas as 

células vegetais, os microrganismos como bactérias e fungos também são capazes de produzir 

tais aminoácidos, já os animais devem obtê-los por meio da alimentação rica nesses amino 

ácidos.1,2 

 
A produção destes aminoácidos dentro da célula segue uma rota de sete etapas já 

descritas na literatura e tal rota é conhecida como caminho de Shikimate (Shikimate pathway, em 

inglês), este caminho também dá origem a diversos compostos aromáticos e metabólitos 

secundários na planta. Tohge e colaboradores descrevem as etapas da síntese da L-fenilalanina 

bem como toda cadeia de reações que este aminoácido pode passar dentro da célula dando 

origem a diversos outros compostos como Flavonóis, Antocianinas, Isoflavonas e dentre  outras,  

a lignina.1 

 
Para que a lignina seja formada, aminoácidos aromáticos como a fenilalanina e a tirosina 

sofrem diversas reações enzimáticas até formarem as unidades básicas que compõem a lignina, 

as quais são chamadas de monolignóis. Estes monolignóis são descritos na literatura como os 

álcoois p-cumarílico (H), sinapílico (S) e coniferílico (G) (vide Figura 1) e são sintetizados por 

enzimas localizadas nas proximidades do citosol e do retículo endoplasmático. Estes álcoois são 

então capazes de atravessarem a parede celular primária chegando à parede celular secundária 

onde são polimerizados por lacases e/ou peroxidases.3 
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capazes de acomodar partes da estrutura da lignina, viabilizando as reações de transferência de 

elétrons. 

 
Como a lignina é formada por unidades de álcoois coniferílicos e sinapílicos (Figura 1) a 

presença de grupos -OMe em suas porções aromáticas exige que uma deoximetilação seja 

empregada removendo estes grupos o que possibilita que demais reações ocorram na estrutura 

da lignina11. Mallinson e colaboradores16 descreveram um citocromo P450 capaz de promover a 

deoximetilação sendo um importante aliado na degradação inicial da lignina. Em seu  trabalho 

eles demonstram por meio de simulações computacionais que o sítio ativo desta proteína contém 

um anel heme e interagem com unidades de guaiacol sendo auxiliadas por resíduos do 

aminoácido fenilalanina. 

 
Outros trabalhos também apontam os resíduos de aminoácidos capazes de interagir com 

unidades da lignina, como por exemplo Hallberg e colaboradores17 apresentaram uma estrutura 

cristalina da enzima Piranose 2-Oxidase (P2Ox) cujo sítio ativo da oxidação conta com resíduos 

de tirosina, serina, isoleucina e fenilalanina. Esta enzima gera H2O2 e permite uma oxidação 

regioseletiva, sendo idealizada como adequada para a degradação da lignina. 

 
Lacases são enzimas com átomos de cobre que são capazes de oxidar substratos pelo 

uso de oxigênio molecular como aceptor de elétrons final. A lacase CotA foi estruturalmente 

estudada por Xie e colaboradores18 quando complexada com ácido sinapílico, um derivado da 

degradação da lignina. No sítio ativo desta enzima, o ácido sinapílico é acomodado por resíduos 

do aminoácido treonina que estabelece uma ligação de hidrogênio com o substrato. 

 
Os trabalhos mencionados acima apontam para a interação intermolecular entre os 

resíduos de aminoácidos e os substratos que correspondem a lignina, ou às frações de sua 

estrutura. Assim, fica clara uma relação entre aminoácidos e a lignina, não apenas devido a rota 

sintética desta, como também nos meios empregados para sua decomposição. Contudo, mais 

estudos são necessários para compreender melhor estas interações fornecendo novas 

perspectivas neste campo de pesquisa. 

 
Uma abordagem alternativa para as dificuldades experimentais que circundam a lignina é 

uma melhor compreensão de sua estrutura e suas interações visando melhor compreendê-las, o 

que possibilita a proposta de rotas experimentais mais sólidas economizando tempo e reagentes. 

A química computacional pode auxiliar19,20 neste processo ao empregar cálculos teóricos que 

simulam os fenômenos experimentais antes mesmo de recorrer à bancada. Certamente, como a 
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lignina se trata de uma molécula de elevada complexidade, recorre-se a simplificações estruturais 

dela, visando uma economia de tempo computacional. Tais economias são possíveis ao se 

empregar “compostos modelo da lignina” e por compostos modelo deve-se entender como 

aqueles que imitam os tipos de ligações (muitas vezes do tipo β-O-4) e grupos funcionais da 

lignina21. Desta forma é possível realizar simulações computacionais para sistemas moleculares 

mais complexos de forma simplificada. 

 
1.2 Cálculos Teóricos 

 
a. Teoria do Funcional de Densidade - DFT 

 
A química computacional permite que simulações2223 possam ser feitas sem quaisquer 

custos de reagentes e resíduos em tempo considerável e à apreciável acurácia. Assim, o presente 

trabalho se dispõe deste recurso valioso para o estudo da interação aminoácido-lignina. 

 
Os procedimentos computacionais possuem diferentes abordagens e sua escolha 

depende: da complexidade do sistema; dos recursos computacionais disponíveis e da acurácia 

desejada. Sejam eles a mecânica molecular, ab initio ou DFT, o procedimento matemático 

adotado difere afetando o tempo de cálculo e o resultado obtido. A mecânica molecular por 

exemplo, usa apenas a mecânica clássica para descrever os sistemas, já métodos semi- 

empíricos e ab initio são baseados nos princípios da física quântica  e na resolução de funções  

de onda, diferindo no fato de procedimentos semi-empíricos adotarem diversos valores 

parametrizados de variáveis físicas (como comprimento de ligação, ângulos e etc.) para diminuir  

o tempo de cálculo, enquanto àqueles ab initio não os usam. Já a DFT usa a densidade eletrônica 

nos cálculos de energia o que consegue diminuir o custo computacional de forma considerável, 

sem comprometer a acurácia do cálculo.24 

 
Talvez por este motivo, a DFT tem sido mais amplamente empregada na literatura17 em 

estudos envolvendo lignina, pois fornece uma relação custo-benefício maior do que métodos ab 

initio. Há uma divergência entre especialistas na área, com relação a classificação destes 

procedimentos. Alguns englobam a DFT como um método ab initio enquanto outros segregam 

essa metodologia pelo fato de não ser possível melhorar sistematicamente o funcional, sendo 

necessário por vezes recorrer a valores experimentais ou calculados por métodos puramente ab 

initio como MP2. Alguns funcionais de DFT não usam parâmetros experimentais e seriam a priori 

ab initio em essência. 



21 
 

 
 
 

Para que seja possível uma compreensão melhor sobre como a DFT pode trazer 

vantagens quando se fala em cálculos teóricos de sistemas químicos, primeiro é preciso 

descrever uma função de onda de muitos elétrons em função da densidade eletrônica. 

 
A base da DFT vem do teorema de Hohenberg-Kohn25 que diz que todas as propriedades 

de uma molécula no estado fundamental podem ser determinadas pela função de densidade 

eletrônica no estado fundamental ρ0(x,y,z), ou seja, a energia do sistema no estado fundamental 

seria um funcional da densidade eletrônica também no estado fundamental, conforme 

apresentado na equação (1) a seguir: 𝐸0 = 𝐹[𝜌0] = 𝐸[𝜌0] (1) 

A maior dificuldade da DFT é encontrar qual é a forma deste funcional que não é 

sistematicamente melhorável.16 Isso quer dizer que não há garantias de que a adição de novas 

parametrizações para diferentes propriedades químicas, trará melhores resultados. Desta forma, 

existem diferentes “conjuntos de parametrizações” que podem ser adotados de acordo com o 

sistema estudado, havendo vários métodos de cálculo por DFT. Neste trabalho serão 

empregados alguns métodos mais comuns com a intenção de avaliar qual melhor descreve a 

interação proposta. 

 
Retomando o raciocínio que rege a DFT, o segundo teorema de Hohenger-Kohn está 

relacionado com o teorema variacional, que diz que qualquer função de densidade fornecerá uma 

energia igual ou maior que a energia do estado fundamental. Em DFT essa energia eletrônica de 

uma densidade eletrônica corresponde à energia dos elétrons se movimentando sob o potencial 

do núcleo atômico, que é considerado separadamente das descrições eletrônicas. 

 
Em 1965 Kohn e Sham26 perceberam que poderiam descrever a energia do sistema 

considerando uma nuvem eletrônica estática, que é imediatamente descrita pela densidade 

eletrônica. A energia do estado fundamental de Kohn-Sham seria representada pela equação (2) 𝐸0 = 〈𝑇[𝜌0]〉 + 〈𝑉𝑁𝑒[𝜌0]〉 + 〈𝑉𝑒𝑒[𝜌0]〉 (2) 

Onde o primeiro termo do lado direito, <T[ρ0]>, corresponde a energia cinética do sistema, 

o segundo se refere à energia eletrostática de atração elétron-núcleo e o último termo se refere   

à repulsão entre os elétrons. No entanto, a energia cinética e a repulsão elétron-elétron devem 

levar em conta um desvio em relação a um sistema de referência e um desvio da energia de 

repulsão de uma nuvem de carga eletrônica clássica, respectivamente. Essas considerações de 
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desvio introduzem um termo a mais na equação que correspondente ao termo de troca- 

correlação, que corrige os valores de repulsão e energia cinética aproximando-os de valores 

reais. 

 
A expressão final para as equações de Kohn-Sham é da forma da equação (3): 

 
1  2 ∑ 

𝑍 
 

 

𝜌(𝒓2) 
 

 

(  )
 𝐾𝑆
(  ) 

𝐾𝑆 
𝐾𝑆(  ) 

[− 
2 
∇𝑖 − 𝑛ú𝑐𝑙𝑒𝑜 𝐴  + ∫ 

1𝐴 𝑟1

2 

𝑑𝒓2 + 𝜈𝑋𝐶 

1 ] Ψ𝑖 1 = 𝜀𝑖 Ψ𝑖 1 

(3) 

Onde se deve destacar o termo νXC que corresponde ao funcional de troca-correlação e 

deve ser escolhido com cautela, e ΨKS são funções de onda de Kohn-Sham. A seguir, será 

apresentado como essas funções de onda são construídas de forma a descrever da melhor 

maneira os sistemas a serem estudados. 

 
b. Construção da função de onda e métodos de cálculo 

 
Ao descrever o nível de teoria, é comum apresenta-los como uma combinação de 

método/função de base, onde o primeiro consiste no passo-a-passo a ser seguido, e o segundo 

consiste na função que será usada para a criação da função de onda que descreve os elétrons e 

consequentemente o sistema. Os tipos de funções mais comumente usados nestes cálculos são 

funções exponenciais e se resumem em dois tipos de orbitais, os do tipo Slater (STO – Slater 

Type Orbitals, do inglês) e orbitais tipo gaussiano (GTO – Gaussian Type Orbitals), as principais 

diferenças entre eles é que os STO’s não possuem nós radiais e, portanto, precisam que estes 

sejam inseridos via combinações lineares destes orbitais, enquanto os GTO’s não possuem um 

comportamento adequado próximo do núcleo e decaem muito rapidamente longe do núcleo. As 

expressões (4) e (5) para esses dois tipos de orbitais são apresentadas a seguir.24 𝜒𝑆𝑇𝑂 (𝑟, 𝜃, 𝜑) = 𝑁𝑌𝑙,𝑚(𝜃, 𝜑)𝑟𝑛−1𝑒−𝜁𝑟 (4) 𝜒𝐺𝑇𝑂    (𝑟, 𝜃, 𝜑) = 𝑁𝑌 (𝜃, 𝜑)𝑟2𝑛−2−𝑙𝑒−𝜁𝑟2 

(5) 𝜁,𝑛,𝑙,𝑚 𝑙,𝑚 
 

Porém, visando economias de tempo computacional usam-se conjuntos de bases 

contraídas para descrever principalmente elétrons mais internos. Esses conjuntos de bases 

contraídas recebem nomes próprios que se referem aos seus criadores. Os mais comuns são as 

bases de Pople27 e as de Dunning28. As primeiras são do tipo X-YZG, com o número X 

especificando quantas funções primitivas são usadas nos elétrons mais internos e Y e Z dizem 

respeito à quantas funções Gaussianas primitivas são usadas nos elétrons de valência. A 
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presença das duas letras Y e Z classifica o conjunto de bases como duplo zeta (ζ), que por sua 

vez significa que para cada orbital estão sendo usadas duas funções Gaussianas com 

coeficientes ζ diferentes (vide expoente das equações 4 e 5).24 

 
As bases de Dunning usam correlações consistentes para completar o limite de conjuntos 

de base, o que é feito por meio de técnicas de extrapolação28, e são descritas na forma cc-pVNZ, 

com cc-p correspondendo à correlation-consisted polarized e V indica que os conjuntos de base 

são do tipo Valence only. N por sua vez indica a ordem de grandeza de zeta, ou seja, D significa 

que se trata de um conjunto de bases construídos com duplo zeta, T para triplo e assim por diante. 

 
Em ambas essas construções de conjuntos de base, funções podem ser adicionadas para 

melhor descrever os sistemas. Nas bases de Pople, + e * significam que estão sendo adicionadas 

considerações de orbitais difusos (funções difusas na construção dos orbitais) e considerações  

de polarização (propriedades angulares aos orbitais para viabilizar sobreposição mais eficiente 

dos mesmos) respectivamente.24 Nas de Dunning, o prefixo aug implica o uso de funções 

“aumentadas”, também denominados orbitais difusos. 

 
Além das funções de base os métodos de cálculo também são bastante diversificados. 

Cada método é executado de acordo com uma parametrização que afetará de forma diferente o 

resultado. Assim existem métodos dentro da DFT que são mais adequados para cálculos de 

interação tipo π, para cálculo de propriedades termodinâmicas, interações intermoleculares e 

assim por diante. 

 
c. Cálculos de Energia de Interação (EI) e correções com BSSE 

 
Grande parte dos fenômenos macroscópicos ocorre devido interações entre as nuvens 

eletrônicas dos átomos. A própria ligação química nasce destas interações, e a natureza destas 

tem grande efeito nas propriedades das moléculas. As interações intermoleculares são 

responsáveis por diversos fenômenos biológicos29, como por exemplo o transporte de 

substâncias para dentro da célula (ou fora), assim como o próprio transporte dos álcoois 

coniferílicos (exibidos na Figura 1) sintetizados dentro da célula para a parede celular 

secundária3, onde serão então polimerizados para formar a lignina nas células vegetais. Por este 

motivo, estudar interações intermoleculares permite uma compreensão mais completa da 

natureza desde o micro até o macro. 
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Lewars24 exemplifica a importância de se realizar cálculos de BSSE quando se compara   

a energia da Ligação de Hidrogênio entre duas moléculas de água. Calculando a diferença de 

energia entre duas moléculas de água isoladas e de um dímero de água (H2O...HOH) chega-se a 

um valor de -14,8 kJ mol-1 no nível de teoria MP2/6-311++G(3df,3dp), no entanto o valor 

experimental é de -13,4 kJ mol-1. O valor calculado superestima a energia de interação em 1,4 kJ 

mol-1 isso ocorre pois a energia calculada do dímero fornece um valor menor do que realmente 

tem, essa estabilização adicional vem da expansão do conjunto de funções de base de cada 

molécula, que empresta da sua vizinha algumas funções de base. 

 
 
 

d. Análises de NBO 

 
Outra forma de análise de interações que pode ser de grande ajuda é por meio da análise 

de Orbitais Naturais de Ligação (NBO33 – Natural Bonding Orbitals, em inglês). Neste tipo de 

análise as funções de onda que descrevem o sistema e se espalham pela molécula dando origem 

aos orbitais moleculares (MO), são contraídas de forma que fiquem concentradas em um ou dois 

centros, se assemelhando a uma representação de Lewis dos orbitais34. A Figura 5 ilustra como 

seriam os aspectos de orbitais NBO comparando-os com NLMO e MO. 

 

 
Figura 5. Representação comparativa entre Orbitais Naturais de Ligação NBO, Orbitais 

Moleculares Naturais Localizados (NLMO) e Orbitais Moleculares (MO). Extraído da referência 35 

 
Matematicamente isso é feito ao se construir um Hamiltoniano (operadores de Fock ou 

Kohn-Sham) para sistemas de um elétron, com energias de orbital NAO (Natural Atomic Orbitals 

– em inglês) associadas. Esse Hamiltoniano pode ser construído como uma matriz algébrica, o 

que permite uma separação das propriedades em intra-atômicas e interatômicas. Estes NAO’s 

também possibilitam uma análise de população dos orbitais, que são calculados com o operador 

de densidade reduzida de primeira ordem. A expressão que fornece os Orbitais Naturais é dada 

pela equação (7) 
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ΓΘ𝑘 = 𝑝𝑘Θ𝑘 (𝑘 = 1,2,3, … ) (7) 

O termo pk representa a população (ocupância) da autofunção Θ. 
 

Os NBO’s são descritos como conjuntos de NHO’s (Natural Hybrid Orbitals – em inglês) 

combinados linearmente, que por sua vez são também combinações lineares otimizadas de 

NAO’s. Se um dado NBO é considerado orbital mais interno ele pode ser descrito de forma 

semelhante a um NAO, mas quando se tem dois centros (A e B), o NBO (ΩAB) é descrito como 

uma função normalizada de combinações lineares de dois orbitais NHO (ha e hB), os coeficientes 

deste NBO descrevem o caráter químico da ligação. A equação (8) descreve o caráter químico  

da ligação química de acordo com os coeficientes aA e aB.36 
 

Ω𝐴𝐵 = 𝑎𝐴 ℎ
𝐴 

+ 𝑎 ℎ
𝐵 

{
𝑎𝐴 = 𝑎𝐵  → 𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜 𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑎𝐴 ≫ 𝑎𝐵 → 𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜 𝑖ô𝑛𝑖𝑐𝑎 

(8) 

Porém, o cálculo de NBO não consegue segregar uma ligação iônica de um par de 

elétrons isolado e quando >95% da densidade eletrônica se encontra em um desses centros, o 

cálculo considera como um par de elétrons isolado. Estas expressões também dão origem aos 

orbitais antiligantes (Ω*AB) desocupados que estão associados ao caráter aceptor de uma espécie 

química sendo importantes quando se estuda interações intermoleculares e ligações de 

hidrogênio37. Para completar o conjunto de bases que dão origem ao sistema o cálculo de NBO 

gera também orbitais chamados de Rydberg que possuem ocupância insignificante e não tem 

intuição química associada. 

 
Esta interpretação de Lewis para as interações intermoleculares pode ser aplicada no 

sistema aqui estudado fornecendo uma boa intuição química do caráter doador-aceptor que 

descreveria a interação aminoácido-lignina. 

 
e. Cálculos de Deslocamento Químico (δ) 

 
Além do cálculo de EI, cálculos de propriedades espectroscópicas permitem uma 

comparação com experimentos da variável que se deseja observar. Desta forma pode-se prever 

matematicamente qual será o deslocamento químico de um núcleo quando perturbado por um 

campo magnético externo aplicado. Métodos ab initio e DFT38,39,40 são capazes de nos trazer este 

resultado, calculando a constante de blindagem (σ) a partir da variação de energia com um campo 

magnético e o momento magnético nuclear. 
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Os procedimentos teóricos que fornecem os valores de deslocamento químico são 

baseados no Hamiltoniano de spin na presença de um campo magnético. Na expressão deste 

Hamiltoniano aparecem o tensor blindagem σk e um termo referente ao acoplamento indireto de 

spins. Deste Hamiltoniano sai a expressão para o tensor blindagem apresentada na equação (9) 
 

𝜎𝑘 

= 
1 𝑇𝑟𝝈 

3 

(9) 

Para correlacionar as propriedades espectroscópicas como tensor blindagem com as 

funções de onda usadas nos métodos ab initio, primeiramente é necessário expandir as equações 

de energia do sistema em função da indução magnética B e do momento magnético M. 

Derivando-se essa expressão expandida chega-se na relação apresentada pela equação (10). 
 

𝜎𝑘 
= 
𝑑2𝐸(𝑩,𝑴) 

+ 1 (10) 𝑑𝑩 𝑑𝑴𝒌 

De maneira geral, quando um sistema eletrônico sofre uma perturbação, a energia total  

do sistema muda. Seja uma perturbação x, causada em um sistema de energia E, a expressão  

da energia será dada pela equação (11). 
 𝐸(𝒙) = 𝐸(0) + 𝐸(1) 𝒙 

+ 

1 𝒙 

2 𝐸(2)𝑥 + ⋯ (11) 

Agora, os coeficientes desta expansão são características do sistema molecular em um 

dado estado quântico e são relacionados às propriedades moleculares. Se a perturbação é 

estática (como o campo magnético constante B0) as propriedades moleculares podem ser 

calculadas por derivação. No caso do tensor blindagem uma derivada de segunda ordem é 

aplicada, conforme apresentado pela equação (10) acima40. Os resultados obtidos pelos 

procedimentos teóricos podem então ser referenciados, fornecendo os valores de deslocamento 

químico que poderão ser comparados com os dados experimentais de δ coletados nos 

espectrômetros, tornando a RMN uma ferramenta valiosa para o desenvolvimento do projeto. 

 
A técnica de RMN se consolidou como técnica espectroscópica na química graças a 

diversidade de informações que se pode extrair da amostra sem alterar sua composição ou 

propriedades.41, Os deslocamentos químicos juntamente com as constantes de acoplamento 

permitem que elucidações estruturais complexas sejam alcançadas. A literatura30,42, faz uso da 

técnica quando estuda lignina. Por este motivo, a RMN será empregada para avaliar mudanças 

no deslocamento químico de aminoácidos como Glicina (Gly), Fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr) 

𝒌
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do tempo, estas magnetizações se cancelem, resultando em um vetor de magnetização nulo no 

plano xy. Esta relaxação é conhecida como relaxação transversal e obedece uma constante de 

tempo T2. A relaxação transversal afeta o perfil do sinal observado, já que se tem uma perda de 

sinal devido ao cancelamento dos vetores de magnetização no plano, quanto mais rápido ocorre 

esse cancelamento mais rápido é o decaimento exponencial que o detector observa durante a 

construção do FID (Free Induction Decay – do inglês Decaimento livre da indução). Quanto mais 

rápido é este decaimento exponencial mais largo é o sinal uma vez que a largura do sinal é 1/T2.43 

Quando um spin A está próximo de um elemento eletronegativo, ou possuem espécies 

quadrupolares em solução, ele sentirá um campo magnético local (Bd) diferente dos demais 

núcleos. Esse campo local induz um momento magnético dipolar nos spins, este momento 

magnético dipolar pode se  alinhar de forma antiparalela ou paralela à magnetização resultante  

da solução. O movimento Browniano aleatório das moléculas faz com que esse momento 

magnético dipolar localizado mude sua orientação em relação a Mxy (a magnetização resultante 

no plano xy). 

 
Na ausência de campos dipolares após um tempo τc o momento magnético de um dado 

spin A terá rotacionado no plano transversal com um ângulo ϕ. 

𝜙 = 𝜔𝜏𝑐 = 𝛾𝐵0𝜏𝑐 (12) 

Onde ω é a frequência do spin A. A presença desses campos dipolares induzidos 

mencionados anteriormente altera os ângulos de rotação após o mesmo τc em Δϕ. 

Δ𝜙 = ±𝛾𝐵𝑑𝜏𝑐 (13) 

O sinal de ± indica que a orientação do campo magnético Bd pode ser alinhado 

paralelamente ou antiparalelamente ao campo magnético resultante. 

 
Se um longo tempo τc se passa, de tal forma que t=nτc o campo dipolar Bd teve n vezes a 

possibilidade de se alinhar com o campo resultante. Pode-se descrever que o aumento do número 

de possibilidades leva a uma distribuição das mesmas na forma de uma gaussiana que agora  

não se resume mais em ser simplesmente paralela ou antiparalela, mas se organiza em uma 

distribuição contínua. 

 
As adições sucessivas de Δϕ dão origem a uma distribuição de frequências no momento 

da detecção, e essa distribuição de fases é dada por 



30 
 

 
 
 

1 
 

 𝛿 = 𝜔𝑑𝜏𝑐𝑛2  

= 𝜔𝑑𝜏𝑐 ( 

1 
 

 𝑡 
)

2 𝜏𝑐 

 

1 

= 𝜔𝑑(𝜏𝑐𝑡)2 (14) 

Quando δ atinge 2π os spins de todos os núcleos A da amostra se encontram distribuídos 

quase completamente no plano xy. Se essa distribuição é homogênea a resultante dessas 

magnetizações é zero. 
 

O tempo para que essa resultante nula seja alcançada é aproximadamente quando t=T2, 

então 
 

1 

2𝜋 = 𝜔𝑑(𝜏𝑐𝑇2)2  ⟺ 

1 𝑇
2 

= 

(
𝜔𝑑) 

2𝜋 

𝜏𝑐 (15) 

Assim percebe-se que existe uma relação inversamente proporcional entre a constante  

de tempo de relaxação transversal (T2) e o tempo τc. Sabe-se que τc  não está associado apenas  

à rotação do momento magnético induzido no spin A, mas também à rotação da molécula como 

um todo. Quanto maior a molécula, mais tempo ela demora para rotacionar, logo maior será seu 

tempo de correlação τc. 

 
Quanto maior o tempo de correlação maior a probabilidade de adições aleatórias de Δϕ à 

fase dos spins, gerando uma distribuição de frequências mais próxima de nula. Isso é observado 

no espectro como um alargamento de sinal causado pela distribuição das frequências. 

 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
2.1 Procedimentos experimentais 

a. Preparo da amostra 

 
As amostras foram preparadas para um volume final de aproximadamente 600 μL de 

solução em tubo de RMN de 5mm de diâmetro interno. Durante o preparo teve-se o cuidado de 

manter a concentração de aminoácidos a mais alta possível, próximo do limite de solubilidade.  

No caso da glicina (Gly) a solubilidade é de 24,99 g/100 mL (25 ºC) o que corresponde a uma 

solução de <18% m/m quando se considera a densidade do solvente deuterado (D2O). Em 

algumas amostras foi preparada uma solução 2% de Gly para diminuir o efeito da força iônica e 

melhoramento do procedimento de ajuste da homogeneidade do campo magnético (shimming). 

 
Foram adicionadas quantidades graduais de lignina para avaliar o efeito que esta causa 

no deslocamento químico dos grupos funcionais do aminoácido. Todos os experimentos 

2 
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A avaliação dos métodos de cálculo foi feita pela comparação entre os métodos B3LYP, 

M06-2X, ωB97XD, PW91, PBE1PBE (também chamado de PBE0) e PW6B95D3. Cada um 

destes métodos possui sua singularidade e foi adotado como referência o método PW6B95D3  

por se tratar de um funcional mais moderno que de acordo com a literatura22 é mais bem 

parametrizado para considerações de interação π principalmente em sistemas biológicos. 

 
Todos os cálculos foram realizados no pacote Gaussian16, e após as otimizações as 

moléculas foram colocadas juntas para permitir a complexação, a energia obtida foi denominada 

Ecomplexo, e em posse dessa energia foi possível determinar a energia de interação somente devido 

à proximidade das moléculas através do cálculo de energia em single-point (estrutura fixa) de 

cada uma das moléculas separadamente. No entanto, não é absurdo supor que quando 

separadas as moléculas mudem sua conformação devido as interações com o solvente. Assim, 

um novo cálculo de energia das moléculas isoladas foi realizado, mas desta vez com as estruturas 

“relaxadas” para que mudassem sua conformação minimizando sua energia. 

 
3. RESULTADOS 

 
3.1 Resultados Teóricos 

 
a. Energias de interação em fase isolada corrigidas com BSSE 

 
As estruturas foram inicialmente otimizadas em fase isolada com os níveis de teoria 

apresentados na seção anterior, as estruturas dos aminoácidos foram construídas considerando  

a forma neutra, ou seja, com o grupo amino na forma -NH2 e a carboxila na forma -COOH. O 

primeiro nível de teoria empregado foi o B3LYP que gera um cálculo consideravelmente ágil. Os 

demais métodos usaram a estrutura otimizada por B3LYP para realizarem suas próprias 

otimizações. Partiu-se da geometria proposta pela literatura44,45 para as conformações de menor 

energia dos aminoácidos. Uma vez que as estruturas foram otimizadas isoladamente, as mesmas 

foram colocadas juntas para permitir a interação. A Figura 8 exemplifica como os sistemas foram 

adotados, antes e após a complexação para os cálculos de EI. 
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comum considerar outro termo na descrição da Energia de Troca que é a Energia de Troca - 

Correlação de Hartree-Fock. A inclusão deste termo torna os funcionais híbridos e se mostraram 

bastante importantes para cálculos de DFT, uma vez que a simples descrição dos elétrons pela 

densidade (DFT puro) pode apresentar desvios significativos de dados experimentais. 

 
O método B3LYP, por exemplo, é um funcional híbrido que emprega 20% de Energia de 

Troca-Correlação HF (E HF), o PBE1PBE possui 25%, o PW6B95D3 conta com 28% e o método 

PW91 é um exemplo de DFT puro.46 Além da contribuição de Exc
HF é possível inserir outros tipos 

de correção que serão mais adequados de acordo com a necessidade do sistema. Já que no 

sistema Aryloxy-Tyr, assim como nos outros estudados neste trabalho, as interações 

intermoleculares podem ocorrer a distâncias relativamente maiores é necessário considerar que 

as funções de onda que descrevem os elétrons do sistema não decaiam tão rapidamente com o 

espaço; isso é possível por meio do uso de correções dispersivas47,22,, que permitem uma 

sobreposição mais efetiva dos orbitais entre as duas moléculas complexadas. 

 
O emprego de HF inclui um operador que descreve a repulsão elétron-elétron, este 

operador é chamado operador de Coulomb e exibe uma dependência com a distância entre os 

elétrons 1 e 2 (r12) de 1/r12, esta descrição da repulsão frequentemente subestima energias de 

Ionização e de interação inter/intramolecular ao decair muito rapidamente com a distância, o que 

não o torna adequado para avaliar interações entre distâncias consideradas maiores como no 

caso de complexos que tem sobreposição dos orbitais de fronteira distantes do núcleo. Portanto, 

essas correções de distância são importantes neste caso, e uma função que decai mais 

lentamente com r12 é empregada levando a valores mais representativos de energias de ionização 

e interações via espaço48. Funcionais híbridos apresentaram valores maiores da EI proposta, 

estes são os casos dos métodos ωB97XD e os PW6B95D3 e M06-2X que são meta-GGA, onde  

o primeiro possui duas partes para descrever r12 uma Long Range e uma Short Range49, que são 

ponderadas por coeficientes para descrever melhor a repulsão ao longo do espaço, e os dois 

últimos que descrevem a densidade eletrônica de forma mais realista ao empregar a derivada 

segunda da densidade eletrônica ao longo do espaço. 

 
Tendo em mente que o método ωB97XD poderia superestimar a interação e que métodos 

como PW91 que é um DFT puro pode subestimar a interação, podemos adotar o PW6B95D3 

como favorito para descrever a interação proposta50. Outra perspectiva que se deve manter em 

mente, é qual a estrutura modelo mais adequada para descrever o sistema. A Figura 10 compara 

as EI de acordo com as moléculas modelo empregadas neste trabalho. 
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Figura 10. Energias de Interação para as diferentes moléculas modelo empregadas neste 

trabalho, valores de energia em kcal mol-1. 

 
Foram escolhidas quatro moléculas para representar a lignina, este procedimento é 

bastante comum, visando a simplificação de uma macromolécula ao representar suas funções 

químicas em moléculas menores. Neste caso, todas as moléculas possuem grupos aromáticos, 

os quais estão presentes ao longo de toda a estrutura da lignina, além de funções oxigenadas, 

como por exemplo éter, hidroxilas e fenóis. É importante considerar essas funções pois as 

interações hidrofóbicas dos grupos aromáticos dificultam grandemente a solubilização deste 

material em água. As estruturas químicas destes compostos estão apresentadas na Figura 11 e 

todas já foram adotadas na literatura.30,5 
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Figura 12. Energias de Interação do composto modelo Aryloxy com os diferentes 

aminoácidos estudados. Energias fornecidas em kcal mol-1. 

 
Da Figura 12 podemos ver que aminoácidos com grupos aromáticos (Phe e Tyr) exibem 

uma maior Energia de Interação, isto pode ocorrer devido a sobreposição de nuvens π45,47, ou 

pela simples geometria do complexo que possibilita uma sobreposição mais eficiente das 

interações. Experimentalmente espera-se que aminoácidos menores deveriam exibir bom 

comportamento de aumento de solubilidade uma vez que por possuírem moléculas menores 

poderiam adentrar as cavidades da lignina aumentando a solubilidade desta em água. É por este 

motivo também, que foram escolhidos aminoácidos ao invés de peptídeos. 

 
Um detalhe que deve ser mantido em mente, é que quando se analisa a interação entre 

duas espécies químicas (A e B), os orbitais que serão usados para descrever cada uma delas 

ocuparão uma certa região do espaço, e ao otimizá-las na forma do complexo, o cálculo pode 

usar orbitais de uma molécula para descrever a outra, e vice-versa. Este empréstimo de funções 

de base entre as duas espécies pode ocasionar num valor superestimado de EI, assim um cálculo 

de correção de Sobreposição de Bases é necessário, conforme explicado na seção 1c. Nesta 

forma ao se calcular a energia do complexo, são definidas duas espécies distintas e o conjunto  

de bases de cada uma não será disponível para a outra, fazendo com que a energia de A e B 

sejam mais  comparáveis com a energia de AB e empregar BSSE ocasionará numa diminuição  

de energia, devido complexação, menos acentuada. A Tabela 1 mostra as energias corrigidas 

para os compostos modelo, Ary e Guai com os diferentes aminoácidos calculados pelo nível de 

teoria PW6B95D3/cc-pvDZ. 
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Tabela 1. Valores de Energia de Interação (EI) calculadas para os compostos modelo 

Aryloxy e Guaiacyl, complexados com os aminoácidos estudados. Energias sem correção por 

BSSE e com correção, unidades em kcal mol-1. 

 

Aryloxy Guaiacyl 
 

Aminoácidos EIraw EIcorrected EIraw EIcorrected 

Glicina -19,1 -10,4 -16,0 -10,3 

Fenilalanina -26,9 -17,8 -16,4 -11,8 

Tirosina -26,6 -17,9 -27,6 -17,1 

Treonina -22,1 -13,1 -16,6 -11,5 

 

 
Conforme mencionado no parágrafo anterior, as energias EIraw que são as energias não 

corrigidas por BSSE apresentam valores maiores, graças a sobreposição das bases. Por este 

motivo é importante considerar esta correção ao relatar os valores de interação entre duas 

moléculas. No entanto, experimentalmente as moléculas de aminoácido se encontram na forma 

Zwitteriônica, e para que suas estruturas fossem consideradas desta forma, foi necessário incluir 

consideração de solvatação implícita, e neste caso não é possível realizar um cálculo de BSSE. 

 
b. Energias de Interação considerando-se efeito de solvatação implícita (PCM) 

 
O modelo de solvatação implícita PCM (Polarizable Continuum Method)51 considera a 

molécula em uma cavidade cercada com o potencial eletrostático do solvente escolhido, no caso 

a água. A Figura 13 ilustra a comparação entre um modelo de solvatação implícita (à esquerda), 

imersa em um campo de potencial com a constante dielétrica do solvente (a água no caso, 

representada no fundo em azul) e um modelo de solvatação explícita (à direita). Nestes modelos 

de solvatação explícita, moléculas do solvente são desenhadas, isto a priori seria uma 

representação mais fidedigna da realidade. 

 
Semenov e colaboradores52,38 fizeram um estudo sobre efeitos de solvente em cálculos  

de deslocamento químico de 15N de azolas e azinas, neste estudo eles indicaram que a 

consideração de solvatação implícita (IEF-PCM) reduzia o erro absoluto no cálculo de δ15
N em 

aproximadamente 46% no caso da piridazina em água. Um resultado ainda melhor era obtido 

considerando duas moléculas de água explicitamente. Porém, no trabalho aqui apresentado, os 

cálculos de PCM se mostraram bastante satisfatórios e por este motivo foram adotados. 
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Tabela 2. Valores de Energia de Interação (EI), em kcal mol-1, calculados no nível de 

teoria PW6B95D3/cc-pvDZ para os sistemas em fase isolada e os sistemas com  consideração  

de solvente implícito (PCM). 

 
 EI / kcal mol-1  

Aminoácido Ary Ary (PCM) Guai Guai (PCM) 

Glicina -19,1 -22,4 -17,4 -25,9 

Fenilalanina -26,9 -23,4 -16,5 -25,1 

Tirosina -26,6 -19,3 -27,6 -25,1 

Treonina -22,1 -23,2 -16,7 -24,4 

 
 

Pela Tabela 2 percebe-se que houve pequenas oscilações nos valores de EI, alguns 

aminoácidos exibiram aumento de EI enquanto outros diminuíram. Ressalta-se que não estão 

sendo comparados os valores de EI na fase isolada corrigidos por BSSE, uma vez que não é 

possível realizar a correção de sobreposição de bases com efeito de solvatação. Um sistema que 

chama a atenção ao se considerar a solvatação é a Treonina, que quando complexada com o 

composto modelo Guaiacyl apresentou considerável aumento na EI. 

 
Considerar a forma zwitteriônica dos aminoácidos é correta pois dado o pKa dos grupos   

a maioria dos aminoácidos permaneceria nesta forma em solução. A pouca solubilidade dos 

aminoácidos em água especialmente aqueles como a Tyr e a Phe que possuem grupos 

aromáticos em sua estrutura pode ser um fator auxiliador na interação entre estes compostos e  

os compostos modelo da lignina. A dificuldade de solubilidade em água foi um desafio 

experimental, a proposta é inserir um solvente orgânico capaz de solubilizar de forma mais 

eficiente os dois compostos (lignina e aminoácido) e avaliar o efeito do solvente na interação. 

 
c. Cálculos de NBO 

 
Conforme introduzido no item 1.2.d existem outros métodos de análise teóricas que 

podem nos trazer informações interessantes, a análise de Orbitais Naturais de Ligação (NBO – 

Natural Bonding Orbital, do inglês) é uma delas, neste tipo de análise os orbitais moleculares 

construídos a partir da função de onda (ψ) que são  deslocalizados por toda a molécula passam  

a ser localizados em torno de um centro (lone pairs) ou dois centros (ligação química). Ao localizar 

os orbitais pode-se analisar as energias e ocupações de elétrons de uma forma mais palpável 

pois se assemelha às descrições de Lewis sobre orbitais e elétrons.36 







44 
 

 
 
 

É importante salientar que ao se calcular o deslocamento químico sempre é usada uma 

referência. Esta referência também foi calculada no nível de teoria pbe1pbe/cc-pvTZ e ao se 

expressar o resultado final esta deve ser levada em conta. Como experimentalmente foi usado  

um capilar selado com uma referência de 15N, deve-se somar o valor do deslocamento químico 

desta referência interna, com o valor do deslocamento químico calculado. A expressão 4 

exemplifica o cálculo de δ. 

𝛿 = 𝜎𝑛ú𝑐𝑙𝑒𝑜  − 𝜎𝑟𝑒𝑓  + 𝛿𝑟𝑒𝑓 𝑖𝑛𝑡 

Com σnúcleo se referindo ao tensor blindagem calculado para o núcleo de interesse, σref 

sendo o tensor blindagem calculado para o núcleo da referência e δref int sendo o deslocamento 

químico em ppm observado experimentalmente para a referência. Para o cálculo de 

deslocamento de 13C não há a necessidade de somar o deslocamento químico da referência. 

 
Nos procedimentos teóricos foram calculados os deslocamentos para todos os possíveis 

cenários, ou seja, com todas as moléculas modelo e com todos os aminoácidos, contudo 

experimentalmente só se dispunha no laboratório de alguns aminoácidos que não são marcados  

e apenas o aminoácido Glicina marcado com 15N. Caso os cálculos descrevam bem o 

deslocamento da Glicina marcada, é provável que as extrapolações para os demais aminoácidos 

sejam representativas. A Tabela 3 traz os valores teóricos de deslocamento químico obtidos no 

nível de teoria pbe1pbe/cc-pvTZ. 

 
Tabela 3. Valores calculados de deslocamento químico (δ), em ppm, dos núcleos de 15N  

e 13C dos aminoácidos Gly, Phe, e Tyr isolados e complexados com os compostos modelo Aryloxy 

e Guaiacyl. As formas isoladas correspondem à mesma geometria do complexo, a forma 

otimizada corresponde à conformação de menor energia do aminoácido. 

 
δ 

ary- 

guai- 

 15N 13C 

 Complexo Isolado Otimizado Complexo Isolado Otimizado 

gly 36,9 39,3 36,5 172,9 170,9 171,6 

phe 43,4 35,3 43,5 175,2 153,9 173,8 

tyr 40,5 40,8 38,1 183,4 182,6 181,5 

gly 39,1 40,4 36,5 175,7 171,5 171,0 

phe 43,6 50,5 43,4 175,8 173,8 173,7 

tyr 38,8 39,4 38,1 182,0 180,1 181,5 
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De acordo com a Tabela 3 vemos que existe pouca diferença no valor do deslocamento 

químico do aminoácido quando complexado e quando isolado. A diferença entre as formas 

isolada e otimizada dizem respeito à geometria do aminoácido, na forma isolada adotou-se a 

mesma geometria que o aminoácido exibe quando complexado com a lignina, na forma otimizada 

considerou-se a conformação de menor energia do aminoácido livre em solução. É importante 

fazer essas considerações pois faz sentido imaginar que o aminoácido que não estiver 

complexado adotaria sua conformação mais estável que pode diferir ligeiramente da forma 

complexada. 

 
Pela Tabela 3 também vemos que as diferenças de deslocamento são pequenas, a isso 

pode-se atribuir o fato de os dois grupos de carga do aminoácido estarem muito próximos na 

estrutura, fazendo com que um interfira no outro, diminuindo a disponibilidade eletrostática para 

interagir com outros grupos. As pequenas diferenças nos valores de δ fazem com que seja difícil 

extrair informações sobre tendências, no entanto num contexto geral pode-se afirmar que o 

aminoácido na forma otimizada, que se acredita ser a conformação preferida pelo aminoácido 

quando livre em solução, apresenta menores valores de deslocamento. A lignina estaria, portanto, 

desblindando os núcleos analisados, ou seja, retirando densidade eletrônica dos núcleos em 

questão, resultando em um leve aumento no deslocamento químico, principalmente no núcleo de 
13C da carbonila. 

 
Conforme indicado pelos cálculos de NBO a deslocalização de densidade eletrônica da 

carboxila para a lignina realmente ocasiona um aumento nos valores de δ, o que está 

apresentado na Tabela 3. Para melhor embasar os resultados teóricos recorreu-se ao 

equipamento de RMN para avaliar o efeito da adição de lignina a uma solução aquosa de 

aminoácido, Glicina neste caso. 

 
3.2 Resultados Experimentais 

a. Diferenças de δ 

 
Os experimentos foram realizados em campo de 600 MHz e em tubo de 5 mm de diâmetro 

interno. A baixa razão magnetogírica (γ= -4,3142 MHz T-1 contra 42,576 MHz T-1 para o núcleo de 
1H) do 15N combinada com a baixa abundância natural de 0,4% fazem com que o estudo deste 

núcleo seja bastante desafiador. Os espectros completos com seus parâmetros de aquisição e 

processamento serão apresentados no item Anexos. 
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b. Relaxação 

 
Quando se analisa o perfil dos sinais da Figura 18, fica nítido que após a adição de lignina 

o sinal ficou mais largo, isso fica evidente quando se compara o sinal da referência, que na curva 

vermelha teve sua intensidade cortada para que se pudesse observar o sinal do aminoácido com 

clareza. O alargamento do sinal implica em uma redução do tempo T2 que ocorre devido a uma 

relaxação mais rápida causada pela presença de uma molécula grande como a lignina. 

 
O fato de que a lignina - que não está sendo observada no espectro – afeta a relaxação 

do aminoácido, é em si um indicativo da interação proposta, com a molécula pequena com T2 

longo adotando o perfil de uma molécula grande como a lignina com T2 curto. Esse alargamento 

de sinal é explicado no item 1.2.f da Introdução. 

 
c. Resultados preliminares de Microscopia confocal 

 
Além dos experimentos de RMN foram realizados alguns testes por meio da Microscopia 

confocal, estes testes foram realizados em um Microscópio Confocal de Fluorescência de 

Varredura a Laser, Leica, modelo TCS SP5 AOTS. 

 
Este equipamento lança um feixe fluorescente na amostra e permite a visualização da 

amostra por meio da radiação emitida. O comprimento de onda adotado para a amostra foi de 

254nm, que é um comprimento de onda adotado para compostos naturais com grupos 

aromáticos. A Figura 19 mostra como as partículas de lignina se comportaram de em solução 

aquosa antes e após a adição de glicina à solução. Os testes foram feitos em triplicata e as 

soluções foram homogeneizadas em um vortex por 20 segundos. 
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apresentaram as maiores EI pois possuem mais funções químicas capazes de exibir a interação 

proposta e, portanto, foram adotadas como melhores para descrever o sistema a ser estudado. 

 
Os agentes de interação, os aminoácidos, também foram diversificados para um 

mapeamento de qual exibiria uma interação mais eficiente. A Figura 12 indicou que aminoácidos 

com grupos aromáticos foram os que apresentaram as maiores EI, provavelmente devido 

interação entre as nuvens π aromáticas dos dois compostos ou simples repulsão frente ao 

solvente (água) devido hidrofobicidade de ambos os compostos, o que é interessante quando se 

observa o fato de que a Phe e a Tyr são os aminoácidos que dão origem a lignina na célula 

vegetal. 

 
Também foi possível concluir a importância do efeito de solvatação na descrição teórica 

do sistema estudado. A consideração implícita de solvatação da água permitiu descrever o 

aminoácido na forma Zwitteriônica. Tendo em mente que a forma Zwitteriônica corresponde à 

realidade uma análise de NBO foi realizada permitindo verificar que existe uma interação entre 

pares de elétrons da carboxila e orbitais antiligantes da lignina, e também entre pares de elétrons 

da estrutura da lignina e o orbital antiligante do N-H do grupo amino. Esta interação apresentou 

valores significativos de energia (entre 14 e 22 kcal mol-1). 

 
O cálculo de deslocamento químico indicou que para a carbonila a presença da lignina 

causa um aumento no valor de δ do 13C enquanto não gera mudança significativa no núcleo de 
15N. A deslocalização de pares de elétrons da carbonila para a lignina explica este 

comportamento. 

 
Experimentalmente foi confirmado que a carboxila doa densidade eletrônica para a lignina 

exibindo aumento gradual de deslocamento químico conforme se aumenta a massa de lignina 

presente na solução. O experimento de 15N indicou uma redução no deslocamento químico 

devido a adição de lignina, isto deve-se ao fato de que a doação de densidade eletrônica dos 

átomos da lignina para os orbitais antiligantes N-H, conforme observado nas análises de NBO, 

deixa o par de elétrons do átomo de Nitrogênio mais centrado neste núcleo, causando maior 

efeito de blindagem. 

 
Também é notável que o aminoácido mudou seu perfil de sinal devido fenômenos de 

relaxação, passando do perfil de relaxação por T2 de uma molécula pequena para T2 de uma 

molécula grande. Essa mudança na relaxação da Glicina é mais um indicativo da interação 



51 
 

 
 
 

proposta. Assim, é possível concluir que os resultados indicam que existe uma interação entre os 

aminoácidos e a lignina. 

 
Por fim, os resultados de microscopia indicaram uma diminuição no tamanho médio das 

partículas de lignina quando glicina é adicionada à solução aquosa, este resultado concorda com 

as análises feitas nos parágrafos acima, e mais estudos seriam necessários para uma completa 

compreensão do comportamento das partículas de lignina em solução aquosa. 
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6 APÊNDICES 
 
 
 

 
Apêndice 1. Espectro de 13C{1H} da solução de Gly 2% em D2O feita em 600MHz. 
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Apêndice 2. Espectro de 13C{1H} da solução 2 de Gly 2% em D2O com adição de 3mg de lignina 

feita em 600MHz. 
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Apêndice 3. Espectro de 13C{1H} da solução 3 de Gly 2% em D2O com adição de 13mg de lignina 

feita em 600MHz. 
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Apêndice 4. Espectro de 13C{1H} da solução 4 de Gly 2% em D2O com adição de 21mg de lignina 

feita em 600MHz. 
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Apêndice 5. Espectro de 15N{1H} em D2O da amostra de 7mg de Glicina marcada com 15N. 

Referência em capilar selado de solução de 15NH4Cl. Realizado em equipamento de 600MHz. 
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Apêndice 6. Espectro de 15N{1H} em D2O da amostra de 10mg de Glicina marcada com 15N, 

14mg de Glicina não marcada e 17mg de lignina. Referência em capilar de solução de 15NH4Cl. 

Realizado em equipamento de 600MHz. 


