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RESUMO

Aminoacidos s&o moléculas importantes na manutencdo de sistemas
biolégicos, um de seus papéis no mundo vegetal é dar origem aos monoligndis que
sdo condensados por enzimas para formar a lignina. Aléem da formagédo de tais
monolignois, os aminoacidos compdem as enzimas que sdo empregadas atualmente
para a quebra e posterior valorizagdo deste recurso renovavel prontamente disponivel
na natureza e nao totalmente valorizado que é a lignina. O presente trabalho visa
analisar como os aminoacidos em solugdo aquosa conseguem interagir com a lignina
(e compostos modelo). Foram estudados quatro aminodacidos e quatro compostos
modelo da lignina pela Teoria do Funcional de Densidade (DFT) bem como analises
de NBO buscando compreender se tal interacdo € favoravel e como ela ocorre. Os
resultados indicam que é possivel a existéncia desta interacdo e os calculos
computacionais apresentaram valores de energia de interagdo consideraveis ficando
na casa de 10 a 20 kcal mol'. Experimentalmente, observaram-se pequenas
mudancas no deslocamento quimico dos sinais de '3C da carbonila e N do

aminodcido Glicina quando lignina € adicionada a solugao.



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 (El) in the range of 10 to 20
kcal mol'. Experimentally, small changes in chemical shift of the *C of the carbonyl
carbon and the SN of the amino group of the glycine were observed when lignin is
added to the solution.
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1. INTRODUCAO

1.1 A relacao entre aminoacidos e lignina
a. Origem da lignina

Diferentemente das células animais, as células vegetais sdo capazes de sintetizar seus
préprios aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina, a tirosina e o triptofano. Nao apenas as
células vegetais, os microrganismos como bactérias e fungos também sao capazes de produzir
tais aminoacidos, ja os animais devem obté-los por meio da alimentagdo rica nesses amino

acidos.'2

A producdo destes aminoacidos dentro da célula segue uma rota de sete etapas ja
descritas na literatura e tal rota é conhecida como caminho de Shikimate (Shikimate pathway, em
inglés), este caminho também d& origem a diversos compostos aromaticos e metabdlitos
secundarios na planta. Tohge e colaboradores descrevem as etapas da sintese da L-fenilalanina
bem como toda cadeia de reagdes que este aminoacido pode passar dentro da célula dando
origem a diversos outros compostos como Flavonois, Antocianinas, Isoflavonas e dentre outras,

a lignina.

Para que a lignina seja formada, aminoacidos aromaticos como a fenilalanina e a tirosina
sofrem diversas reac¢des enzimaticas até formarem as unidades bésicas que compdem a lignina,
as quais sao chamadas de monoligndis. Estes monolignois sdao descritos na literatura como os
alcoois p-cumarilico (H), sinapilico (S) e coniferilico (G) (vide Figura 1) e sao sintetizados por
enzimas localizadas nas proximidades do citosol e do reticulo endoplasmatico. Estes alcoois séo
entdo capazes de atravessarem a parede celular primaria chegando a parede celular secundaria
onde s&o polimerizados por lacases e/ou peroxidases.®



16

Parede celular

HO,
NH, NH>

8] O - T
Reaces enzimaticas

H H
Fenilalanina Tirosina

Ol i

p—cumarlllco smap[llco conkerlica
_ - Yy }
- —~— o

Figura 1. Esquema ilustrativo da formacao da lignina nas células vegetais.

A lignina desempenha papel crucial na planta, sendo responsavel pela rigidez estrutural
além de estar ligada ao transporte de agua pelo xilema, dado o carater hidrofébico de sua

estrutura e sendo relacionada a protecéo da planta contra fatores externos.*

Sendo um material de origem sustentavel, a lignina tem sido exaustivamente estudada
pela ciéncia visando um destino mais nobre a este material que até o presente momento ainda é
pouco valorizado%. As dificuldades que circundam o uso da lignina surgem desde o desafio de
extrai-la da planta, onde se encontra ligada covalentemente a carboidratos como a hemicelulose.
Nishimura e colaboradores’ apresentaram evidéncias de que a lignina estaria ligada a
hemicelulose por ligagdes do tipo a-éter e obtiveram esses resultados por meio da Ressonancia
Magnética Nuclear com experimentos de HSQC, TOCSY e HMBC. Um exemplo desta ligacao é
apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Exemplo de unidade de ligagdo a-éter entre lignina e hemicelulose. A posicao
C-6’ da unidade da manose (em azul) esta ligada a subunidades da lignina (em vermelho) na

posicao a das ligagdes B-O-4". Imagem adaptada da referéncia’.

A estabilidade destas ligagbes combinada com as interagbes intermoleculares entre as
cadeias de lignina e hemicelulose sédo responsaveis pela dificuldade da extracdo deste material.®
Pode-se encontrar diferentes abordagens para a extragao da lignina, como o processo Kraft, com
banhos alcalinos e elevadas temperaturas, o processo organossolv que emprega solvente s
organicos, até mesmo processos que envolvem liquidos ibnicos e, por fim, processos
enziméticos.® Neste trabalho foi usado o procedimento descrito por vom Stein e colaboradores®?,
que aborda o processo organossolv de maneira mais ambientalmente amigavel ao usar um
sistema bifasico composto por 2-metiltetrahidrofurano (2-MeTHF) e uma solu¢do aquosa de acido
oxalico para promover a hidrélise das unidades de hemicelulose conseguindo separar a lignina
do material celuldsico. Neste procedimento a lignina fica solivel no 2-MeTHF e a porcao

celulésica e hemicelulésica ficam sollUveis na solugao aquosa de &cido.

Este procedimento se baseia no principio de que diacidos carboxilicos possuem
determinada seletividade para a hidrélise das porgdes amorfas da hemicelulose™, agindo como
catalisadores, formando agucares sollveis, principalmente xilose®. O 2-MeTHF é uma alternativa
mais sustentavel para remover a porcao hidrofébica do extrato. Os autores fizeram o

acompanhamento da extracdo por RMN.
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Mas a extragdo nao é o Unico obstaculo presente, uma vez isolada a lignina ainda precisa
ser quebrada em partes menores, jA que se ftrata de uma macromolécula formada
majoritariamente por ligagdes do tipo B-O-4, exemplificada na Figura 3. Todavia, sabe-se que a
lignina possui diversas outras ligagdes que seriam oriundas de acoplamentos diferentes das
unidades de monoligndis. Esta diversidade de conectividades ocorre devido a estabilidade que
0S anéis aromaticos possuem ao acomodar os radicais formados durante as reagbes de

polimerizagéo.!!

Figura 3. Exemplo de trecho da molécula da lignina com destaque para a ligagao B-O-4,

em vermelho.

Existe uma miriade de trabalhos na literatura que busca encontrar uma maneira eficiente
de promover a quebra das ligagdes da lignina'. O processo Kraft, mencionado anteriormente,
que lanca mao de banhos alcalinos e elevadas temperaturas provocam extensas alteragcdes na
estrutura da lignina, no entanto, por vezes é interessante que seja provocada uma fragmentacao
mais controlada da lignina, e trabalhos mais recentes almejam o rompimento de ligacbes mais

especificas, que levariam a fragmentos mais vantajosos.®

Dentre os meios buscados para clivagem das ligacdes da lignina o emprego de enzimas
tem se consolidado'®'2, sendo empregado em biodigestores e até mesmo em escalas maiores,

tornando mais factivel o trabalho de decompor a lignina.
b. Ponto de vista quimico: enzimas

Na natureza a lignina € decomposta por microrganismos que a degradam formando
compostos alifaticos que serdo integrados em suas vias metabdlicas. Essa degradacao é
estudada em bactérias presentes no solo'*. Observar como estas bactérias trabalham pode trazer
informacdes capazes de auxiliar na valorizacdo da lignina. Ao contrario da degradagcao da
celulose e da hemicelulose que é majoritariamente hidrolitica, a decomposicao da lignina é

oxidativa'®. Para que essas enzimas tenham agao € necessério que seus sitios ativos sejam
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capazes de acomodar partes da estrutura da lignina, viabilizando as reacées de transferéncia de

elétrons.

Como a lignina é formada por unidades de alcoois coniferilicos e sinapilicos (Figura 1) a
presenca de grupos -OMe em suas porgdes aromaticas exige que uma deoximetilagdo seja
empregada removendo estes grupos o que possibilita que demais reacdées ocorram na estrutura
da lignina''. Mallinson e colaboradores'® descreveram um citocromo P450 capaz de promover a
deoximetilagdo sendo um importante aliado na degradagao inicial da lignina. Em seu trabalho
eles demonstram por meio de simulagdes computacionais que o sitio ativo desta proteina contém
um anel heme e interagem com unidades de guaiacol sendo auxiliadas por residuos do

aminodcido fenilalanina.

Outros trabalhos também apontam os residuos de aminoacidos capazes de interagir com
unidades da lignina, como por exemplo Hallberg e colaboradores'” apresentaram uma estrutura
cristalina da enzima Piranose 2-Oxidase (P20x) cujo sitio ativo da oxida¢ao conta com residuos
de tirosina, serina, isoleucina e fenilalanina. Esta enzima gera H.O. e permite uma oxidacao

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

Lacases sdo enzimas com atomos de cobre que sdo capazes de oxidar substratos pelo
uso de oxigénio molecular como aceptor de elétrons final. A lacase CotA foi estruturalmente
estudada por Xie e colaboradores'® quando complexada com &cido sinapilico, um derivado da
degradacao da lignina. No sitio ativo desta enzima, o acido sinapilico € acomodado por residuos
do amino&cido treonina que estabelece uma ligagao de hidrogénio com o substrato.

Os trabalhos mencionados acima apontam para a interagao intermolecular entre os
residuos de aminoacidos e os substratos que correspondem a lignina, ou as fracées de sua
estrutura. Assim, fica clara uma relacao entre aminoacidos e a lignina, ndo apenas devido a rota
sintética desta, como também nos meios empregados para sua decomposi¢cdo. Contudo, mais
estudos sdo necesséarios para compreender melhor estas interagbes fornecendo novas

perspectivas neste campo de pesquisa.

Uma abordagem alternativa para as dificuldades experimentais que circundam a lignina é
uma melhor compreensao de sua estrutura e suas interagdes visando melhor compreendé-las, o
que possibilita a proposta de rotas experimentais mais sélidas economizando tempo e reagentes.
A quimica computacional pode auxiliar'®? neste processo ao empregar céalculos tedricos que

simulam os fendmenos experimentais antes mesmo de recorrer & bancada. Certamente, como a
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lignina se trata de uma molécula de elevada complexidade, recorre-se a simplificagdes estruturais
dela, visando uma economia de tempo computacional. Tais economias sdo possiveis ao se
empregar “compostos modelo da lignina” e por compostos modelo deve-se entender como
aqueles que imitam os tipos de ligagdes (muitas vezes do tipo B-O-4) e grupos funcionais da
lignina®'. Desta forma é possivel realizar simulagées computacionais para sistemas moleculares

mais complexos de forma simplificada.
1.2 Calculos Tedricos
a. Teoria do Funcional de Densidade - DFT

A quimica computacional permite que simulagdes?®?® possam ser feitas sem quaisquer
custos de reagentes e residuos em tempo consideravel e a apreciavel acuracia. Assim, o presente

trabalho se dispde deste recurso valioso para o estudo da interagdo aminodcido-lignina.

Os procedimentos computacionais possuem diferentes abordagens e sua escolha
depende: da complexidade do sistema; dos recursos computacionais disponiveis e da acuracia
desejada. Sejam eles a mecanica molecular, ab initio ou DFT, o procedimento mateméatico
adotado difere afetando o tempo de célculo e o resultado obtido. A mecénica molecular por
exemplo, usa apenas a mecanica classica para descrever os sistemas, jA& métodos semi-
empiricos e ab initio sdo baseados nos principios da fisica quantica e na resolugao de fungbes
de onda, diferindo no fato de procedimentos semi-empiricos adotarem diversos valores
parametrizados de variaveis fisicas (como comprimento de ligagdo, angulos e etc.) para diminuir
o tempo de calculo, enquanto aqueles ab initio ndo os usam. Ja a DFT usa a densidade eletrénica
nos calculos de energia o que consegue diminuir o custo computacional de forma consideravel,

sem comprometer a acuracia do calculo.?*

Talvez por este motivo, a DFT tem sido mais amplamente empregada na literatura’ em
estudos envolvendo lignina, pois fornece uma relagao custo-beneficio maior do que métodos ab
initio. H4 uma divergéncia entre especialistas na area, com relagdo a classificagdo destes
procedimentos. Alguns englobam a DFT como um método ab initio enquanto outros segregam
essa metodologia pelo fato de ndo ser possivel melhorar sistematicamente o funcional, sendo
necessario por vezes recorrer a valores experimentais ou calculados por métodos puramente ab
initio como MP2. Alguns funcionais de DFT nao usam paradmetros experimentais e seriam a priori

ab initio em esséncia.
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Para que seja possivel uma compreensdao melhor sobre como a DFT pode trazer
vantagens quando se fala em calculos teéricos de sistemas quimicos, primeiro é preciso

descrever uma fungéao de onda de muitos elétrons em fungdo da densidade eletrénica.

A base da DFT vem do teorema de Hohenberg-Kohn?® que diz que todas as propriedades
de uma molécula no estado fundamental podem ser determinadas pela funcdo de densidade
eletrénica no estado fundamental po(X,y,z), ou seja, a energia do sistema no estado fundamental
seria um funcional da densidade eletrbnica também no estado fundamental, conforme
apresentado na equacdo (1) a seguir:

Eo= Fpol= E o] (1)

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

sistematicamente melhoravel.'® Isso quer dizer que ndo ha garantias de que a adicdo de novas
parametrizagdes para diferentes propriedades quimicas, trard melhores resultados. Desta forma,
existem diferentes “conjuntos de parametrizagdes” que podem ser adotados de acordo com o
sistema estudado, havendo varios métodos de calculo por DFT. Neste trabalho seréao
empregados alguns métodos mais comuns com a intencdo de avaliar qual melhor descreve a

interacao proposta.

Retomando o raciocinio que rege a DFT, o segundo teorema de Hohenger-Kohn esta
relacionado com o teorema variacional, que diz que qualquer fungdo de densidade fornecera uma
energia igual ou maior que a energia do estado fundamental. Em DFT essa energia eletrdnica de
uma densidade eletrdnica corresponde a energia dos elétrons se movimentando sob o potencial

do nucleo atémico, que é considerado separadamente das descrigdes eletronicas.

Em 1965 Kohn e Sham? perceberam que poderiam descrever a energia do sistema
considerando uma nuvem eletronica estatica, que € imediatamente descrita pela densidade
eletrénica. A energia do estado fundamental de Kohn-Sham seria representada pela equacgao (2)

FEo= (T[p0]>+(VNe[p0]>+(Vee[p0]) (2)
Onde o primeiro termo do lado direito, <T[po]>, corresponde a energia cinética do sistema,

0 segundo se refere a energia eletrostatica de atracao elétron-nucleo e o Udltimo termo se refere
a repulsédo entre os elétrons. No entanto, a energia cinética e a repulsao elétron-elétron devem
levar em conta um desvio em relagdo a um sistema de referéncia e um desvio da energia de

repulsdo de uma nuvem de carga eletrdnica classica, respectivamente. Essas consideragdes de
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desvio introduzem um termo a mais na equacgdo que correspondente ao termo de troca-
correlacdo, que corrige os valores de repulsdo e energia cinética aproximando-os de valores

reais.

A expressao final para as equagdes de Kohn-Sham é da forma da equacao (3):

1 2 5 = | ()

72) S

KS
V- miale—+] T ‘) (3)
14 1 dra+ 1]1W 1=¢ W; 1
2 VvxC
Onde se deve destacar o termo vxc que corresponde ao funcional de troca-correlagao e
deve ser escolhido com cautela, e WXS sdo fungbes de onda de Kohn-Sham. A seguir, sera
apresentado como essas fungbes de onda sédo construidas de forma a descrever da melhor

maneira os sistemas a serem estudados.
b. Construcao da funcao de onda e métodos de calculo

Ao descrever o nivel de teoria, € comum apresenta-los como uma combinagdo de
método/funcdo de base, onde o primeiro consiste no passo-a-passo a ser seguido, e 0 segundo
consiste na funcdo que sera usada para a criacdo da funcao de onda que descreve os elétrons e
consequentemente o sistema. Os tipos de fungbes mais comumente usados nestes calculos sao
funcbes exponenciais € se resumem em dois tipos de orbitais, os do tipo Slater (STO — Slater
Type Orbitals, do inglés) e orbitais tipo gaussiano (GTO — Gaussian Type Orbitals), as principais
diferencas entre eles é que os STO’s ndo possuem noés radiais €, portanto, precisam que estes
sejam inseridos via combinagdes lineares destes orbitais, enquanto os GTO’s ndo possuem um
comportamento adequado préximo do nucleo e decaem muito rapidamente longe do nucleo. As

expressoes (4) e (5) para esses dois tipos de orbitais sdo apresentadas a seguir.?

x°7Te (r, O,
f)l,: IN Y 1220, ¢p)r" e s (4)
xXCTC (O, ¢p)=INVY (o,

272-2-1 —ZTZ
,727,1,2,7/7/7, e l,7175'L

Porém, visando economias de tempo computacional usam-se conjuntos de bases
contraidas para descrever principalmente elétrons mais internos. Esses conjuntos de bases
contraidas recebem nomes préprios que se referem aos seus criadores. Os mais comuns sao as
bases de Pople?” e as de Dunning®. As primeiras sdo do tipo X-YZG, com o nimero X
especificando quantas fungdes primitivas sdo usadas nos elétrons mais internos e Y e Z dizem

respeito a quantas fungdes Gaussianas primitivas sao usadas nos elétrons de valéncia. A
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presenga das duas letras Y e Z classifica o conjunto de bases como duplo zeta (¢), que por sua
vez significa que para cada orbital estdo sendo usadas duas fungbes Gaussianas com

coeficientes C diferentes (vide expoente das equagdes 4 e 5).24

As bases de Dunning usam correlagdes consistentes para completar o limite de conjuntos
de base, o que é feito por meio de técnicas de extrapolagédo?®, e sio descritas na forma cc-pVNZ,
com cc-p correspondendo a correlation-consisted polarized e V indica que os conjuntos de base
séo 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 construidos com duplo zeta, T para triplo e assim por diante.

Em ambas essas construcdes de conjuntos de base, funcbes podem ser adicionadas para
melhor descrever os sistemas. Nas bases de Pople, + e * significam que estdo sendo adicionadas
consideracdes de orbitais difusos (funcdes difusas na construgdo dos orbitais) e consideragdes
de polarizagédo (propriedades angulares aos orbitais para viabilizar sobreposicdo mais eficiente
dos mesmos) respectivamente.?* Nas de Dunning, o prefixo aug implica o uso de funcdes

“aumentadas”, também denominados orbitais difusos.

Além das fungdes de base os métodos de célculo também sdo bastante diversificados.
Cada método é executado de acordo com uma parametrizacdo que afetara de forma diferente o
resultado. Assim existem métodos dentro da DFT que sdo mais adequados para célculos de
interagado tipo T, para célculo de propriedades termodinamicas, interagdes intermoleculares e

assim por diante.
c. Calculos de Energia de Interacao (El) e correcoes com BSSE

Grande parte dos fendbmenos macroscépicos ocorre devido interacées entre as nuvens
eletrbnicas dos atomos. A prépria ligacdo quimica nasce destas interagbes, e a natureza destas
tem grande efeito nas propriedades das moléculas. As interagdes intermoleculares sao
responsaveis por diversos fendmenos bioldgicos?®®, como por exemplo o transporte de
substancias para dentro da célula (ou fora), assim como o proprio transporte dos alcoois
coniferilicos (exibidos na Figura 1) sintetizados dentro da célula para a parede celular
secundaria®, onde serdo entdo polimerizados para formar a lignina nas células vegetais. Por este
motivo, estudar interacbes intermoleculares permite uma compreensao mais completa da

natureza desde o micro até o macro.
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Essas interagbes possuem uma energia envolvida?®®, aqui denominada Energia de
Interacdo (El), essa energia determina se uma dada interacao é favoravel ou nao, ou seja, se
dois compostos sdo atraidos entre si ou repelidos. A interacao deve afetar o sistema de forma a
alterar sua energia final diminuindo-a ou aumentando-a, e pode-se avaliar o efeito da interagéo
por meio do calculo das energias eletrénicas dos compostos isolados e compara-las a energia
dos compostos quando a interacdo ocorre. Desta forma podemos obter a El por meio da equacao
6.

El = Ecomplexo - Eisolados = Ecomplexo -

(Ecomp osto »rzodelo t Eaminoécido) (6)

Onde Ecompiexo € entendida como a energia otimizada calculada para as duas espécies
juntas, e Eisolados € @ energia dos compostos quando ndo estdo complexados, a dos compostos
modelo da lignina e a dos aminoacidos analisados.

Quando se realiza calculos de interagdo entre duas moléculas um cuidado que se deve
ter € com relagdo a sobreposicdo de bases®'%, que pode ser entendida como a superestimativa
da interagao devido o compartilhamento de orbitais expandidos entre A e B. Ou seja, no complexo
as funcbes de base de A sdo maiores do que as funcdes de Aisiado € 0 mesmo para B. Desta
forma essa sobreposicdo das bases expandidas de A com as de B leva a uma diminuicao
adicional da El - que é negativa. A energia de interacdo quando se desconta a sobreposicao das
bases é menor. Este procedimento € normalmente realizado via um procedimento de calculo
chamado método counterpoise, ou contrapeso. A Figura 4 ilustra como este calculo deve ser
interpretado, onde a regido de sobreposicao entre as espécies A e B da origem a um conjunto de

funcdes de base de AB maior do que os usados nas espécies isoladas.

— Conjunto de
fungdes de base de

= === Conjunto de fungbes de
base sem BSSE

-’
N —————

===Conjunto de %
fungGes de base de ‘\
A

Figura 4. llustragdo de como um calculo de counterpoise se faz necessério para evitar

superestimativa da Energia de Interacao.
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Lewars?* exemplifica a importancia de se realizar célculos de BSSE quando se compara
a energia da Ligacao de Hidrogénio entre duas moléculas de agua. Calculando a diferenca de
energia entre duas moléculas de agua isoladas e de um dimero de agua (H-O--HOH) chega-se a
um valor de -14,8 kJ mol”' no nivel de teoria MP2/6-311++G(3df,3dp), no entanto o valor
experimental é de -13,4 kJ mol'. O valor calculado superestima a energia de interacdo em 1,4 kJ
mol' isso ocorre pois a energia calculada do dimero fornece um valor menor do que realmente
tem, essa estabilizagdo adicional vem da expansado do conjunto de funcbes de base de cada

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

d. Analises de NBO

Outra forma de analise de interagcdes que pode ser de grande ajuda é por meio da analise
de Orbitais Naturais de Ligagdo (NBO®?® — Natural Bonding Orbitals, em inglés). Neste tipo de
analise as fungbes de onda que descrevem o sistema e se espalham pela molécula dando origem
aos orbitais moleculares (MO), sdo contraidas de forma que figuem concentradas em um ou dois
centros, se assemelhando a uma representagdo de Lewis dos orbitais3*. A Figura 5 ilustra como

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

Figura 5. Representacdo comparativa entre Orbitais Naturais de Ligagdo NBO, Orbitais
Moleculares Naturais Localizados (NLMO) e Orbitais Moleculares (MO). Extraido da referéncia 3°

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 inglés) associadas. Esse Hamiltoniano pode ser construido como uma matriz algébrica, o
que permite uma separac¢do das propriedades em intra-atdmicas e interatdmicas. Estes NAO’s
também possibilitam uma analise de populacdo dos orbitais, que sdo calculados com o operador
de densidade reduzida de primeira ordem. A expressado que fornece os Orbitais Naturais é dada

pela equagéo (7)
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Mr=prdr (Kk£=123..) (7)

O termo pkrepresenta a populagéo (ocupancia) da autofungéo ©.

Os NBO’s sdo descritos como conjuntos de NHO’s (Natural Hybrid Orbitals — em inglés)
combinados linearmente, que por sua vez sdo também combinacdes lineares otimizadas de
NAQO’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 (Qag) é descrito como
uma funcédo normalizada de combinacdes lineares de dois orbitais NHO (hae hg), 0s coeficientes
deste NBO descrevem o carater quimico da ligacdo. A equagéo (8) descreve o carater quimico

da ligagao quimica de acordo com os coeficientes aa e ag.3¢

{amﬁé&Q@céo

Oarm=ah +ah A > rs S

A - ligacoidtrnica

Porém, o célculo de NBO nao consegue segregar uma ligagdo idnica de um par de
elétrons isolado e quando >95% da densidade eletrbnica se encontra em um desses centros, o
célculo considera como um par de elétrons isolado. Estas expressdes também dao origem aos
orbitais antiligantes (Q*as) desocupados que estdo associados ao carater aceptor de uma espécie
quimica sendo importantes quando se estuda interagdes intermoleculares e ligagbes de
hidrogénio®”. Para completar o conjunto de bases que dao origem ao sistema o célculo de NBO
gera também orbitais chamados de Rydberg que possuem ocupancia insignificante e nao tem

intuicdo quimica associada.

Esta interpretacdo de Lewis para as interacdes intermoleculares pode ser aplicada no
sistema aqui estudado fornecendo uma boa intuicdo quimica do carater doador-aceptor que

descreveria a interacao aminodcido-lignina.
e. Calculos de Deslocamento Quimico (5)

Além do calculo de El, célculos de propriedades espectroscopicas permitem uma
comparagao com experimentos da variavel que se deseja observar. Desta forma pode-se prever
matematicamente qual sera o deslocamento quimico de um nucleo quando perturbado por um
campo magnético externo aplicado. Métodos ab initio e DFT33940 s30 capazes de nos trazer este
resultado, calculando a constante de blindagem (o) a partir da variagao de energia com um campo

magnético e o momento magnético nuclear.



27

Os procedimentos tedricos que fornecem os valores de deslocamento quimico sao
baseados no Hamiltoniano de spin na presenga de um campo magnético. Na expressao deste
Hamiltoniano aparecem o tensor blindagem ox e um termo referente ao acoplamento indireto de

spins. Deste Hamiltoniano sai a expressao para o tensor blindagem apresentada na equacao (9)

_ 1

(9)
y

3
Para correlacionar as propriedades espectroscopicas como tensor blindagem com as
funcdes de onda usadas nos métodos ab initio, primeiramente é necessario expandir as equagdes
de energia do sistema em funcdo da indugdo magnética B e do momento magnético M.

Derivando-se essa expressdo expandida chega-se na relacdo apresentada pela equacéo (10).

- dzE(B,M)+1 (10)

O K G dN

De maneira geral, quando um sistema eletrénico sofre uma perturbacao, a energia total
do sistema muda. Seja uma perturbagado x, causada em um sistema de energia E, a expressao

da energia sera dada pela equacao (11).

ESI?C):E(O)J'

= -xC

x , EWax o+ (11)

+

Agora, os coeficientes desta expansdo sdo caracteristicas do sistema molecular em um
dado estado quéntico e sdo relacionados as propriedades moleculares. Se a perturbacio é
estatica (como o campo magnético constante By) as propriedades moleculares podem ser
calculadas por derivagdao. No caso do tensor blindagem uma derivada de segunda ordem é
aplicada, conforme apresentado pela equacdo (10) acima®’. Os resultados obtidos pelos
procedimentos tedricos podem entdo ser referenciados, fornecendo os valores de deslocamento
quimico que poderdo ser comparados com os dados experimentais de © coletados nos

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

A técnica de RMN se consolidou como técnica espectroscépica na quimica gracas a
diversidade de informagdes que se pode extrair da amostra sem alterar sua composicao ou
propriedades.*’- Os deslocamentos quimicos juntamente com as constantes de acoplamento
permitem que elucidagdes estruturais complexas sejam alcancadas. A literatura3®4?, faz uso da
técnica quando estuda lignina. Por este motivo, a RMN sera empregada para avaliar mudancas
no deslocamento quimico de aminoacidos como Glicina (Gly), Fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr)
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e Treonina (Tre) em solugdes aquosas antes e apds a adicao de lignina, avaliando se os

aminodcidos apresentam interagcdo com a lignina.

f. Relaxacao

7

Outro fenbmeno bastante importante na RMN é a relaxagdo, apés um pulso de
radiofrequéncia (rf) ha uma perturbagao no sistema de spins (amostra), e ap6s o término do pulso
0s spins tendem a retornar a situacao de equilibrio inicial. O tempo para que ela reestabeleca o
equilibrio € conhecido como tempo de relaxagao longitudinal ou 77.#3 Ao se usar o sistema vetorial
para descrever a magnetizacdo dos nucleos da amostra, este fendbmeno seria representado por
um sistema cartesiano de coordenadas x, y € z com um vetor inicialmente em z (devido a
presenca de Boem z) e imediatamente apds o pulso de rf este vetor estaria em y (se o pulso for
aplicado em x), apds o retorno para a condicao de equilibrio o vetor se encontraria novamente

em z. Isto é ilustrado pela Figura 6.

z z 7
A A A
4 X
i, X T X
- = — ><
Y y y
Inicio Apds o pulso de rf Restauracéo do equilibrio

Figura 6. llustracdo da magnetizacao resultante antes e apds o pulso de rf, de acordo

com o esquema vetorial, demonstrando o fendbmeno de relaxagao longitudinal.

Os mecanismos pelos quais a relaxacdo ocorre dependem das movimentagdes
moleculares que geram campos locais oscilantes permitindo transferéncia de energia do analito
para o solvente, a importdncia nesta propriedade vem do fato de que €& necessario ter
magnetizacao resultante no plano xy para que a detecgado ocorra, entdo, o inicio da aquisicao
deve ocorrer antes que toda magnetizacao retorne para a situacao de equilibrio, enquanto ainda

ha magnetizacao resultante no plano transversal.*?

Além da relaxagao longitudinal ha também um mecanismo de perda de magnetizagao (ou
perda de coeréncia) quando esta se encontra no plano xy, neste tipo de relaxacdo cada spin
nuclear da amostra experimenta um campo local diferente, ocasionando uma distribuicao de

magnetizacdes ao longo do plano xy apds o pulso de rf. Esta distribuicao faz que, com o passar
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do tempo, estas magnetizagbes se cancelem, resultando em um vetor de magnetizagdo nulo no
plano xy. Esta relaxagdo € conhecida como relaxagao transversal e obedece uma constante de
tempo T-. A relaxacdo transversal afeta o perfil do sinal observado, ja que se tem uma perda de
sinal devido ao cancelamento dos vetores de magnetizacao no plano, quanto mais rapido ocorre
esse cancelamento mais rapido é o decaimento exponencial que o detector observa durante a
construcao do FID (Free Induction Decay — do inglés Decaimento livre da indugdo). Quanto mais

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

Quando um spin A esta proximo de um elemento eletronegativo, ou possuem espécies
quadrupolares em solugéo, ele sentira um campo magnético local (Bg) diferente dos demais
nucleos. Esse campo local induz um momento magnético dipolar nos spins, este momento
magnético dipolar pode se alinhar de forma antiparalela ou paralela a magnetizacao resultante
da solugcdo. O movimento Browniano aleatério das moléculas faz com que esse momento
magnético dipolar localizado mude sua orientagdo em relagdo a M,, (a magnetizagéo resultante

no plano xy).

Na auséncia de campos dipolares apds um tempo 7. 0 momento magnético de um dado

spin A tera rotacionado no plano transversal com um angulo ¢.

> =cOTc=y ot (12)
Onde w ¢é a frequéncia do spin A. A presenga desses campos dipolares induzidos

mencionados anteriormente altera os angulos de rotagdo apds o mesmo 1cem A¢.

A =ty Batc (13)
O sinal de + indica que a orientacdo do campo magnético By pode ser alinhado

paralelamente ou antiparalelamente ao campo magnético resultante.

Se um longo tempo 1. se passa, de tal forma que t=nT.0 campo dipolar Bsteve n vezes a
possibilidade de se alinhar com o campo resultante. Pode-se descrever que 0 aumento do numero
de possibilidades leva a uma distribuicdo das mesmas na forma de uma gaussiana que agora
ndo se resume mais em ser simplesmente paralela ou antiparalela, mas se organiza em uma

distribuicao continua.

As adigdes sucessivas de A¢ dao origem a uma distribuicdo de frequéncias no momento

da deteccgao, e essa distribuicao de fases € dada por
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Quando & atinge 21T 0s spins de todos os nucleos A da amostra se encontram distribuidos
quase completamente no plano xy. Se essa distribuicao € homogénea a resultante dessas

magnetizagdes é zero.

O tempo para que essa resultante nula seja alcancada é aproximadamente quando t=To,

entao

1
_ 1 =

277 = coralte TH)2 & 7 P Tc (15)

27T
2

Assim percebe-se que existe uma relagdo inversamente proporcional entre a constante
de tempo de relaxagao transversal (T2) e o tempo T.. Sabe-se que 1. hdo estd associado apenas
a rotacdo do momento magnético induzido no spin A, mas também a rotacdo da molécula como
um todo. Quanto maior a molécula, mais tempo ela demora para rotacionar, logo maior sera seu

tempo de correlacdo T..

Quanto maior o tempo de correlagdo maior a probabilidade de adigbes aleatérias de A¢ a
fase dos spins, gerando uma distribuicao de frequéncias mais proxima de nula. Isso é observado

no espectro como um alargamento de sinal causado pela distribuicao das frequéncias.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Procedimentos experimentais

a. Preparo da amostra

As amostras foram preparadas para um volume final de aproximadamente 600 uL de
solugédo em tubo de RMN de 5mm de diametro interno. Durante o preparo teve-se o cuidado de
manter a concentracdo de aminoacidos a mais alta possivel, préximo do limite de solubilidade.
No caso da glicina (Gly) a solubilidade é de 24,99 g/100 mL (25 °C) o que corresponde a uma
solugdo de <18% m/m quando se considera a densidade do solvente deuterado (D20O). Em
algumas amostras foi preparada uma solugéo 2% de Gly para diminuir o efeito da forga i6nica 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 quimico dos grupos funcionais do aminoacido. Todos 0s experimentos



31

realizados até o momento foram realizados com a Glicina pois se trata da amostra enriquecida
com SN disponivel. As referéncias usadas foram CDCl;para o nucleo de °C e Cloreto de Aménio
marcado com '®N para o nucleo de '®°N. O cloreto de aménio foi inserido em um capilar de vidro
e selado para que n&o interferisse nas interagdes que se deseja observar. Os espectros de N
foram adquiridos com 32k pontos (TD), ja a solugdo aquosa de glicina marcada foi possivel
observar o sinal do >N com apenas 1024 scans, ao adicionar a lignina foi necessario acumular

um numero de scans de 10240.
b. Extragao de lignina

A extracdo da lignina com 2-metiltetrahidrofurano seguiu procedimento apresentado na
literatura® com a realizagdo de alguns ajustes, pois ndo se dispunha de vidraria e equipamentos
de micro-ondas, assim empregou-se um sistema Soxhlet para extracdo da lignina. O tempo de
extracao foi de 4 horas. A Figura 7 ilustra o esquema experimental para obtencédo da lignina a

partir do capim elefante.

Apds lavagem com
acetona e evaporagdo

Solugdo 2%
glicina

Andlises

Celulose + ac. ascorbico

Figura 7. Esquema experimental adotado para obtengao de fragdes da lignina, a partir de

capim elefante, sem causar danos estruturais excessivos.

2.2 Procedimentos teéricos

As estruturas dos compostos modelo (usados pela literatura) e dos aminoacidos foram
otimizadas com as bases cc-pVDZ e 6-31G, para algumas estruturas as bases de Pople (6-31G)
nao puderam ser realizadas, e sendo as bases de Dunning as mais recentes, que consideram

célculos po6s-HF, optou-se pelo emprego destas bases.
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A avaliagdo dos métodos de célculo foi feita pela comparagéao entre os métodos B3LYP,
M06-2X, wB97XD, PW91, PBE1PBE (também chamado de PBEOQO) e PW6B95D3. Cada um
destes métodos possui sua singularidade e foi adotado como referéncia o método PW6B95D3
por se tratar de um funcional mais moderno que de acordo com a literatura®?®> é mais bem

parametrizado para consideragdes de interagao 1 principalmente em sistemas biol6gicos.

Todos os calculos foram realizados no pacote Gaussian16, e apds as otimizagbes as
moléculas foram colocadas juntas para permitir a complexacao, a energia obtida foi denominada
Ecomplexo, € €M posse dessa energia foi possivel determinar a energia de interagao somente devido
a proximidade das moléculas através do calculo de energia em single-point (estrutura fixa) de
cada uma das moléculas separadamente. No entanto, ndo é absurdo supor que quando
separadas as moléculas mudem sua conformagéo devido as interagées com o solvente. Assim,
um novo calculo de energia das moléculas isoladas foi realizado, mas desta vez com as estruturas

“relaxadas” para que mudassem sua conformagao minimizando sua energia.
3. RESULTADOS
3.1 Resultados Teodricos
a. Energias de interacdo em fase isolada corrigidas com BSSE

As estruturas foram inicialmente otimizadas em fase isolada com os niveis de teoria
apresentados na secao anterior, as estruturas dos aminoacidos foram construidas considerando
a forma neutra, ou seja, com o grupo amino na forma -NH. e a carboxila na forma -COOH. O
primeiro nivel de teoria empregado foi o BSLYP que gera um calculo consideravelmente agil. Os
demais métodos usaram a estrutura otimizada por B3LYP para realizarem suas préprias
otimizagGes. Partiu-se da geometria proposta pela literatura***> para as conformagdes de menor
energia dos aminoacidos. Uma vez que as estruturas foram otimizadas isoladamente, as mesmas
foram colocadas juntas para permitir a interagdo. A Figura 8 exemplifica como os sistemas foram

adotados, antes e apds a complexagao para os célculos de El.
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Figura 8. llustracdo das estruturas do aminoacido (Tyr neutra) e do composto modelo
Aryloxy e do complexo formado entre as duas moléculas. As otimiza¢des foram feitas no nivel de
teoria PW6B95D3/cc-pVDZ.

Como foram empregados diversos niveis de teoria, pode-se comparar os resultados de
cada um deles sobre o sistema estudado. Se tratando de DFT, diferentes métodos possuem
diferentes parametrizacbes que podem subestimar interacées importantes ou até mesmo
superestima-las. Assim, pode-se escolher um sistema modelo-aminoacido e variar os métodos

de calculo analisando qual destes seriam mais adequados para a descricao do sistema.

Tomando como exemplo o aminoacido Tirosina (Tyr) quando complexado com os
compostos modelo Aryloxy (Ary) e Guaiacyl (Guai) podemos analisar os resultados de Energia
de Interacdo para os seis diferentes métodos estudados. O grafico da Figura 9 exibe os valores
obtidos e podemos ver que ha, de fato, uma discrepancia entre os métodos, significando que é
importante ter em mente que o método empregado no calculo pode gerar valores diferentes para
o0 mesmo sistema. Neste caso, os métodos B3LYP e PBE1PBE (ou PBEO conforme apresentado

no grafico) apresentaram os menores valores de El.
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El's do sistema Ary-Tyr pelos diferentes métodos El's do sistema Guai-Tyr pelos diferentes métodos de
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Energia de Interagdo (El) kcal mol?
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Métodos de calculo

Energias de Interagdo (El) / kcal mol™*

Métodos de calculo

Figura 9. Comparacgao do efeito dos métodos para o calculo de El nos sistemas Ary-Tyr
(4 esquerda) e Guai-Tyr (a direita), unidades dadas em kcal mol', métodos de célculo rotulados
por cores na legenda a direita.

Para melhor compreender como esses métodos variam, primeiramente devemos pensar
em como sdo descritos matematicamente, e quando se trata de DFT o ponto mais critico é
resumido em um termo na equacao que descreve a Energia eletrénica oriundo das interacoes
entre elétrons, além da simples energia de repulsdo descrita pela fisica classica. Este termo
recebe o nome de Energia de Troca e Correlacdo e os métodos computacionais diferem

grandemente no modo como calculam esta energia.

Conforme apresentado na sec¢ao 1a todos os calculos DFT usam a densidade eletrénica
(p) para descrever a distribuicao dos elétrons na molécula, o modo mais simples de realizar esta
tarefa é considerar que os elétrons sdo como uma nuvem de um gas ideal, uniforme no espaco
delimitado fazendo com que a energia de repulsdo entre estes seja minimizada. Este
procedimento € conhecido como LDA (Local Density Approximation, do inglés), porém é uma
forma demasiado simplista de descrever um sistema molecular, assim, é inserida uma corre¢ao
que considera gradientes de densidade eletrbnica descrevendo de uma forma mais realista a
distribuicdo dos elétrons, que afinal estdo mais concentrados em regides mais proximas dos
atomos e nas regides de ligacdo quimica. Esta correcdo é chamada de GGA (Generalized
Gradient Approximation) ja a ultima alternativa de aprimoramento da descricdo matematica reside
em métodos meta-GGA, que empregam uma derivada de ordem superior nos calculos de
densidade eletronica.?*

Ao descrever a energia de troca e correlagao dos elétrons é possivel combinar corregcoes

LDA e GGA para melhorar a descricdo da nuvem eletrénica e além desta combinacao é muito
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comum considerar outro termo na descricao da Energia de Troca que é a Energia de Troca -
Correlacao de Hartree-Fock. A inclusao deste termo torna os funcionais hibridos e se mostraram
bastante importantes para calculos de DFT, uma vez que a simples descricdo dos elétrons pela
densidade (DFT puro) pode apresentar desvios significativos de dados experimentais.

O método B3LYP, por exemplo, é um funcional hibrido que emprega 20% de Energia de
Troca-Correlagdo HF (E.HF), o PBE1PBE possui 25%, o PW6B95D3 conta com 28% e o método
PW91 é um exemplo de DFT puro.*¢ Além da contribuicdo de E."" é possivel inserir outros tipos
de correcdo que serdao mais adequados de acordo com a necessidade do sistema. Ja que no
sistema Aryloxy-Tyr, assim como nos outros estudados neste trabalho, as interagbes
intermoleculares podem ocorrer a distancias relativamente maiores é necessario considerar que
as fungdes de onda que descrevem os elétrons do sistema ndo decaiam tdo rapidamente com o
espaco; isso é possivel por meio do uso de corregbes dispersivas*’??,, que permitem uma

sobreposi¢cao mais efetiva dos orbitais entre as duas moléculas complexadas.

O emprego de HF inclui um operador que descreve a repulsdo elétron-elétron, este
operador € chamado operador de Coulomb e exibe uma dependéncia com a distancia entre os
elétrons 1 e 2 (r2) de 1/r12, esta descricdo da repulsdo frequentemente subestima energias de
lonizagdo e de interacao inter/intramolecular ao decair muito rapidamente com a distancia, o que
nao o torna adequado para avaliar interagbes entre distancias consideradas maiores como no
caso de complexos que tem sobreposicao dos orbitais de fronteira distantes do nucleo. Portanto,
essas correcbes de distdncia sdao importantes neste caso, e uma fungdo que decai mais
lentamente com ry» € empregada levando a valores mais representativos de energias de ionizagao
e interagdes via espaco*®. Funcionais hibridos apresentaram valores maiores da El proposta,
estes sdo os casos dos métodos wB97XD e os PW6B95D3 e M06-2X que sao meta-GGA, onde
0 primeiro possui duas partes para descrever ri>uma Long Range e uma Short Range*®, que sdo
ponderadas por coeficientes para descrever melhor a repulsdo ao longo do espaco, e os dois
ultimos que descrevem a densidade eletrbnica de forma mais realista ao empregar a derivada

segunda da densidade eletrbnica ao longo do espaco.

Tendo em mente que o método wB97XD poderia superestimar a interacado e que métodos
como PW91 que é um DFT puro pode subestimar a interacao, podemos adotar o PW6B95D3
como favorito para descrever a interagdo proposta®®. Outra perspectiva que se deve manter em
mente, é qual a estrutura modelo mais adequada para descrever o sistema. A Figura 10 compara
as El de acordo com as moléculas modelo empregadas neste trabalho.
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El entre o aminodcido Gly e os compostos modelo
empregados

arylox
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Figura 10. Energias de Interagdo para as diferentes moléculas modelo empregadas neste
trabalho, valores de energia em kcal mol.

Foram escolhidas quatro moléculas para representar a lignina, este procedimento é
bastante comum, visando a simplificagdo de uma macromolécula ao representar suas fungbes
quimicas em moléculas menores. Neste caso, todas as moléculas possuem grupos aromaticos,
0s quais estdo presentes ao longo de toda a estrutura da lignina, além de fungdes oxigenadas,
como por exemplo éter, hidroxilas e fenéis. E importante considerar essas fungdes pois as
interacbes hidrofébicas dos grupos aromaticos dificultam grandemente a solubilizagdo deste
material em agua. As estruturas quimicas destes compostos estao apresentadas na Figura 11 e

todas ja foram adotadas na literatura.30
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Figura 11. Estrutura dos compostos modelos escolhidos para representar a lignina nos

procedimentos tedricos.

Os nomes dos compostos foram substituidos por versées mais simplificadas para facilitar
a compreensdo. Dpe deve ser entendido como diphenylether do inglés, Ppe corresponde a
phenylbenzoate e os demais compostos receberam nomes alternativos devido a complexidade
de suas estruturas. Foi destacada em vermelho a diferenca estrutural entre os compostos Aryloxy

e Guaiacyl.

Observando o gréfico da Figura 10 é perceptivel que compostos com uma estrutura mais
complexa apresentaram uma energia de interagdo maior, dada a complexidade da lignina, estes
compostos provavelmente representam de forma mais fiel a lignina e devem ser adotados como
referéncia para a analise do efeito proposto neste trabalho. Assim, tendo em mente que o método
escolhido como referéncia é o PW6B95D3 e que as moléculas modelos Guaiacyl (Guai) e Aryloxy
(Ary) sdo as melhores para avaliar o efeito da interacao, resta apenas avaliar qual aminoacido
apresenta o melhor comportamento de interagdo. A Figura 12 traz exatamente essa informacao,
comparando para o composto Aryloxy as El quando se varia o aminoacido, da esquerda para a
direita vemos os aminoacidos Glicina (Gly), Fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr) e Treonina (Tre).
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Energia de interacao Ary por PW6B95D3
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Figura 12. Energias de Interacdo do composto modelo Aryloxy com os diferentes
aminodcidos estudados. Energias fornecidas em kcal mol.

Da Figura 12 podemos ver que aminoacidos com grupos aromaticos (Phe e Tyr) exibem
uma maior Energia de Interagéo, isto pode ocorrer devido a sobreposigdo de nuvens T*547 ou
pela simples geometria do complexo que possibilita uma sobreposicido mais eficiente das
interacdes. Experimentalmente espera-se que aminoacidos menores deveriam exibir bom
comportamento de aumento de solubilidade uma vez que por possuirem moléculas menores
poderiam adentrar as cavidades da lignina aumentando a solubilidade desta em agua. E por este

motivo também, que foram escolhidos aminoacidos ao invés de peptideos.

Um detalhe que deve ser mantido em mente, € que quando se analisa a interacdo entre
duas espécies quimicas (A e B), os orbitais que serdo usados para descrever cada uma delas
ocupardo uma certa regido do espago, e ao otimiza-las na forma do complexo, o calculo pode
usar orbitais de uma molécula para descrever a outra, e vice-versa. Este empréstimo de fungdes
de base entre as duas espécies pode ocasionar num valor superestimado de El, assim um calculo
de correcao de Sobreposigdo de Bases é necessario, conforme explicado na seg¢édo 1c. Nesta
forma ao se calcular a energia do complexo, sao definidas duas espécies distintas e o conjunto
de bases de cada uma nao serd disponivel para a outra, fazendo com que a energia de A e B
sejam mais comparaveis com a energia de AB e empregar BSSE ocasionard numa diminui¢cao
de energia, devido complexa¢do, menos acentuada. A Tabela 1 mostra as energias corrigidas
para os compostos modelo, Ary e Guai com os diferentes aminoacidos calculados pelo nivel de
teoria PW6B95D3/cc-pvDZ.
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Tabela 1. Valores de Energia de Interacdo (El) calculadas para os compostos modelo
Aryloxy e Guaiacyl, complexados com os aminodacidos estudados. Energias sem corregio por

BSSE e com correcgdo, unidades em kcal mol-.

Aryloxy Guaiacyl
Aminoacidos Elraw E Icorrected E Iraw 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 paragrafo anterior, as energias El.w que sdo as energias nao
corrigidas por BSSE apresentam valores maiores, gragas a sobreposicdo das bases. Por este
motivo é importante considerar esta corregcdo ao relatar os valores de interacdo entre duas
moléculas. No entanto, experimentalmente as moléculas de aminoacido se encontram na forma
Zwitteridnica, e para que suas estruturas fossem consideradas desta forma, foi necessario incluir

consideracao de solvatacao implicita, e neste caso nao é possivel realizar um calculo de BSSE.
b. Energias de Interacao considerando-se efeito de solvatacao implicita (PCM)

O modelo de solvatagédo implicita PCM (Polarizable Continuum Method)®' considera a
molécula em uma cavidade cercada com o potencial eletrostatico do solvente escolhido, no caso
a agua. A Figura 13 ilustra a comparagao entre um modelo de solvatacao implicita (& esquerda),
imersa em um campo de potencial com a constante dielétrica do solvente (a agua no caso,
representada no fundo em azul) e um modelo de solvatagao explicita (a direita). Nestes modelos
de solvatacdo explicita, moléculas do solvente sdo desenhadas, isto a priori seria uma

representagdo mais fidedigna da realidade.

Semenov e colaboradores®?%8 fizeram um estudo sobre efeitos de solvente em célculos
de deslocamento quimico de N de azolas e azinas, neste estudo eles indicaram que a
consideragdo de solvatagdo implicita (IEF-PCM) reduzia o erro absoluto no céalculo de 8'5% em
aproximadamente 46% no caso da piridazina em agua. Um resultado ainda melhor era obtido
considerando duas moléculas de agua explicitamente. Porém, no trabalho aqui apresentado, os
célculos de PCM se mostraram bastante satisfatérios e por este motivo foram adotados.
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Figura 13. Esquema ilustrativo comparando como seriam representacdes da glicina
empregando-se 0 modelo de solvatacao implicita (a esquerda, imerso em campo de potencial
com a constante dielétrica do solvente — a agua representada em azul no caso) e explicita (a

direita), com moléculas de agua construidas ao redor da Glicina.

Ao se considerar o efeito de solvatagdo implicita foi possivel realizar otimizacdées dos
aminoacidos na forma zwitteridnica, correspondendo melhor a realidade dada a existéncia das
espécies quimicas no pH trabalhado. Quando se analisa o pKa dos grupos funcionais dos
aminoacidos escolhidos pode-se propor uma estrutura para o aminoacido conforme sugerido na

Figura 14. No caso da glicina, o pH das solucdes ficava na faixa de 5,5.

(0] o] (0]
*HaN OH "HaN o HoN o
pKa =2,34 pKa=9,60

Figura 14. Formas estruturais da Gly em solucao aquosa como fungao do pH.

Em fase aquosa a Gly pode apresentar trés formas dependendo do pH de trabalho. Em
pH's abaixo de 2,34 a concentragédo de ions H* é tdo elevada que ambos os grupos funcionais
estéo protonados, por outro lado em pH’s acima de 9,60 a concentragdo destes ions é tao baixa
que ambos os grupos funcionais estdo desprotonados. Assim, na faixa de pH adotada neste
trabalho (~5,5) pode-se supor que a maioria das moléculas de Gly estardo na forma Zwitteriénica,
com O grupo amino protonado e o grupo carboxilato desprotonado. A Tabela 2 apresenta os
valores de El para os compostos modelo Ary e Guai e 0os quatro aminoacidos, atenta-se para a
comparagao entre as colunas que apresentam os valores de El da fase isolada (aminoéacido
neutro) e a coluna PCM que contém os aminoacidos na forma Zwitteriénica.
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Tabela 2. Valores de Energia de Interagdo (El), em kcal mol”, calculados no nivel de
teoria PW6B95D3/cc-pvDZ para os sistemas em fase isolada e os sistemas com consideragéo
de solvente implicito (PCM).

El / kcal mol?
Aminoacido 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 oscilagdes nos valores de El, alguns
aminoacidos exibiram aumento de El enquanto outros diminuiram. Ressalta-se que nao estao
sendo comparados os valores de El na fase isolada corrigidos por BSSE, uma vez que nao é
possivel realizar a corregao de sobreposicao de bases com efeito de solvatacdo. Um sistema que
chama a atencdo ao se considerar a solvatagdo € a Treonina, que quando complexada com o

composto modelo Guaiacyl apresentou consideravel aumento na El.

Considerar a forma zwitteribnica dos aminoacidos € correta pois dado o pKa dos grupos
a maioria dos aminoacidos permaneceria nesta forma em solucdo. A pouca solubilidade dos
aminoacidos em agua especialmente aqueles como a Tyr e a Phe que possuem grupos
aromaticos em sua estrutura pode ser um fator auxiliador na interacdo entre estes compostos e
os compostos modelo da lignina. A dificuldade de solubilidade em &gua foi um desafio
experimental, a proposta é inserir um solvente orgénico capaz de solubilizar de forma mais

eficiente os dois compostos (lignina e aminoacido) e avaliar o efeito do solvente na interagao.
c. Calculos de NBO

Conforme introduzido no item 1.2.d existem outros métodos de anadlise teéricas que
podem nos trazer informacdes interessantes, a andlise de Orbitais Naturais de Ligacdo (NBO —
Natural Bonding Orbital, do inglés) € uma delas, neste tipo de andlise os orbitais moleculares
construidos a partir da funcao de onda (y) que sao deslocalizados por toda a molécula passam
a ser localizados em torno de um centro (lone pairs) ou dois centros (ligagao quimica). Ao localizar
os orbitais pode-se analisar as energias e ocupagdes de elétrons de uma forma mais palpavel
pois se assemelha as descrigoes de Lewis sobre orbitais e elétrons.3®
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A partir do resultado, imagens podem ser geradas permitindo uma analise mais visual da
sobreposicdo dos orbitais que estdo envolvidos na interacdo proposta. E é isto que a imagem a
seguir na Figura 8 apresenta, exibindo os orbitais antiligantes (c*) da ligacdo N-H do grupo NHsz*
recebendo densidade eletrénica do atomo de Oxigénio do grupo OH da estrutura do composto
modelo, bem como a doacdo de densidade eletrbnica dos atomos de oxigénio do grupo
carboxilato (COO") para o orbital 6*o.n do composto Guaiacyl. Para a construgdo dos orbitais

adotou-se um isovalue de 0,02 e sao apresentados a seguir na Figura 15.

R
'
00¢ H |-'|/\H'é)/\Lignina ’H3N/S],Q‘" H_'o/\Lignina
Rl N‘* .
H

‘0

LP(3) O - BD* O-H (16,6 kcal mol1)

Figura 15. Orbitais NBO gerados para o complexo Guai-Phe, a esquerda interacdo via
grupo amino, a imagem a direita mostra a interagéo via carboxila. Isovalues de 0,02 e valores de

energia em kcal mol-.

Esta imagem ilustra que as interacbes aqui destacadas desempenham um papel
consideravel, pois as energias envolvidas na sobreposicdo deste orbitais é significativa e da
mesma magnitude da propria El. Com um valor de deslocalizagdo de densidade eletrénica
destacavel como este, espera-se uma influéncia detectavel no deslocamento quimico, ja que os
célculos de NBO indicaram uma migragao de densidade eletronica energeticamente significativa.
O mesmo fenémeno foi observado para as demais configuracées de complexo. Outro exemplo é
mostrado para a configuracao Ary-Gly, mostrando que até mesmo o aminoacido Gly que nao
exibe as maiores El's ainda possui uma consideravel interacdo pelos calculos de NBO, este

resultado é apresentado na Figura 16.
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Figura 16. Orbitais NBO gerados para o complexo Ary-Gly, a esquerda interacao via
grupo amino, a imagem a direita mostra a interacdo de via grupo carboxilato. Isovalues de 0,02 e

valores de energia em kcal mol'.

Como os calculos de NBO (Figura 16) indicaram uma doacgao de densidade eletrénica da
carboxila (COO") para a estrutura da lignina (ou composto modelo), espera-se um aumento no
deslocamento quimico do 3C da carbonila. Para o grupo amino, como o par de elétrons do 4&tomo
de Nitrogénio ja estd comprometido com um Hidrogénio excedente dando forma a estrutura
Zwitteribnica do aminoacido, a doagao de densidade eletrbnica dos atomos de oxigénio da lignina
para o orbital antiligante N-H deve levar a um aumento no comprimento desta ligacao,
provavelmente ocasionando uma redistribuicdo desta densidade eletrénica de volta para o atomo

de Nitrogénio, diminuindo seu deslocamento quimico.
d. Calculo de Deslocamento quimico

Na secao 1.2.e foi descrito como os procedimentos matematicos aqui empregados usam
a energia eletrénica (E.) para descrever os sistemas, onde primeiro deve-se calcular Ee, que é
necessaria para identificar um Hamiltoniano de spin que va descrever o efeito do campo
magnético sobre a energia eletrénica. A derivada segunda deste Hamiltoniano (que corresponde
a uma perturbacdo de segunda ordem) com relacdo a indugdo magnética nos fornece o tensor
blindagem (o), que entdo sera usado para calcular o deslocamento quimico. O procedimento
empregado neste trabalho é amplamente conhecido como GIAO (Gauge Independent Atomic
Orbital) e se refere a propriedade da funcao vetorial que ndo depende da escolha da origem e
descrevem Orbitais Atdmicos de London.40
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E importante salientar que ao se calcular o deslocamento quimico sempre é usada uma
referéncia. Esta referéncia também foi calculada no nivel de teoria pbelpbe/cc-pvTZ e ao se
expressar o resultado final esta deve ser levada em conta. Como experimentalmente foi usado
um capilar selado com uma referéncia de >N, deve-se somar o valor do deslocamento quimico
desta referéncia interna, com o valor do deslocamento quimico calculado. A expressdo 4
exemplifica o célculo de .

S =0 icleo - FrertOrerint
Com Onucleo S€ referindo ao tensor blindagem calculado para o nucleo de interesse, Ores
sendo o tensor blindagem calculado para o nicleo da referéncia e &t int SeNd0 0 deslocamento
quimico em ppm observado experimentalmente para a referéncia. Para o calculo de

deslocamento de '3C ndo ha a necessidade de somar o deslocamento quimico da referéncia.

Nos procedimentos tedricos foram calculados os deslocamentos para todos os possiveis
cenarios, ou seja, com todas as moléculas modelo e com todos o0s aminoacidos, contudo
experimentalmente s6 se dispunha no laboratério de alguns aminoacidos que ndo sdo marcados
e apenas o aminodacido Glicina marcado com '®N. Caso os calculos descrevam bem o
deslocamento da Glicina marcada, é provavel que as extrapolacdes para os demais aminoacidos
sejam representativas. A Tabela 3 traz os valores teéricos de deslocamento quimico obtidos no
nivel de teoria pbelpbe/cc-pvTZ.

Tabela 3. Valores calculados de deslocamento quimico (8), em ppm, dos nucleos de N
e '3C dos aminoacidos Gly, Phe, e Tyr isolados e complexados com os compostos modelo Aryloxy
e Guaiacyl. As formas isoladas correspondem a mesma geometria do complexo, a forma

otimizada corresponde a conformacao de menor energia do aminoacido.

()
15N 13c
Complexo Isolado Otimizado | Complexo Isolado Otimizado
ary- 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
guai- 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 diferenga no valor do deslocamento
quimico do aminoacido quando complexado e quando isolado. A diferenga entre as formas
isolada e otimizada dizem respeito a geometria do aminodacido, na forma isolada adotou-se a
mesma geometria que o aminoacido exibe quando complexado com a lignina, na forma otimizada
considerou-se a conformagdo de menor energia do amino4cido livie em solugdo. E importante
fazer essas consideracdes pois faz sentido imaginar que o aminoacido que nao estiver
complexado adotaria sua conformacdo mais estavel que pode diferir ligeiramente da forma
complexada.

Pela Tabela 3 também vemos que as diferencas de deslocamento sdo pequenas, a isso
pode-se atribuir o fato de os dois grupos de carga do aminoacido estarem muito proximos na
estrutura, fazendo com que um interfira no outro, diminuindo a disponibilidade eletrostatica para
interagir com outros grupos. As pequenas diferengas nos valores de & fazem com que seja dificil
extrair informacdes sobre tendéncias, no entanto num contexto geral pode-se afirmar que o
aminoacido na forma otimizada, que se acredita ser a conformagao preferida pelo aminoacido
quando livre em solugéo, apresenta menores valores de deslocamento. A lignina estaria, portanto,
desblindando os nucleos analisados, ou seja, retirando densidade eletrénica dos nucleos em
questao, resultando em um leve aumento no deslocamento quimico, principalmente no nucleo de

3C da carbonila.

Conforme indicado pelos céalculos de NBO a deslocalizacdo de densidade eletrénica da
carboxila para a lignina realmente ocasiona um aumento nos valores de ®, o que esta
apresentado na Tabela 3. Para melhor embasar o0s resultados tedricos recorreu-se ao
equipamento de RMN para avaliar o efeito da adicdo de lignina a uma solucdo aquosa de

aminodacido, Glicina neste caso.

3.2 Resultados Experimentais
a. Diferencas de &

Os experimentos foram realizados em campo de 600 MHz e em tubo de 5 mm de didmetro
interno. A baixa razdo magnetogirica (y= -4,3142 MHz T-! contra 42,576 MHz T-' para o nlcleo de
'H) do "®N combinada com a baixa abundancia natural de 0,4% fazem com que o estudo deste
nucleo seja bastante desafiador. Os espectros completos com seus parametros de aquisicao e

processamento serdo apresentados no item Anexos.
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A Figura 17 mostra a ampliagdo do sinal de '3C da carbonila conforme foram adicionadas
massas de lignina a uma solucao estoque de 2% de Glicina nao marcada. As amostras foram

preparadas em DO com capilar selado de CDCls para referéncia.

.
g 13mg lignina 3mg lignina

21mg lignina

172

sem lignina

—173.1

N
I
~
-

|

—1724

T T T T T T T T T
1738 1736 1734 1732 1730 1728 1726 1724 1722 ppm

Figura 17. Sobreposicdo dos sinais de '3C da Carbonila do aminoacido Glicina apos
adicao de massas de lignina a uma solu¢ao 2% de Glicina em D»O. Referéncias ajustadas com
capilar selado de CDCls. Experimento feito em equipamento Bruker Avance |l de 600MHz.

E possivel observar na Figura 17 que a crescente adicdo de massa de lignina a cada uma
das solugdes de glicina causa um deslocamento do sinal da carbonila deste aminoacido para
maior deslocamento quimico. Se compararmos o sinal em 173,2 ppm referente a solugao com 21
mg de lignina e compararmos o valor de & com o valor calculado que para a configuragao Ary-gly
foi de 172,9ppm vemos que o deslocamento quimico coincide com o do aminoacido na forma
complexada, ja& que de acordo com a Tabela 3 as formas isolada e otimizada do aminoacido

produziram valores ligeiramente menores de deslocamento quimico.

De acordo com a literatura, uma solugdo saturada de NH4Cl marcado com N deve ter
um deslocamento quimico de 23,6 ppm e assim pode-se analisar amostras de Gly marcada com
um capilar selado com solucao saturada de Cloreto de Amoénio isotopicamente marcado. A Figura

18 mostra a ampliagéo do sinal de 5N da glicina, antes e depois da adigdo de lignina a solugao.
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Figura 18. Sobreposicdo dos sinais de "N do grupo Amino do aminoé&cido Glicina apés
adicao de lignina a uma solugéao de Glicina em D,O. Referéncias ajustadas com capilar selado
de NH.CI. Experimento feito em equipamento Bruker Avance Il de 600MHz.

De acordo com a Figura 18 vemos que ao contrario da carbonila, ao adicionar lignina o
nitrogénio exibiu um deslocamento quimico ligeiramente menor, de 33,6 ppm para 32,3 ppm.
Conforme discutido no item 5-c os calculos de NBO mostram uma doacdo de densidade
eletrénica de pares de elétrons isolados de atomos de oxigénio da lignina para o orbital 0*n.H O
que aumentaria o comprimento da ligacao enfraquecendo-a e possivelmente tornando o par de
elétrons do atomo de N mais localizado neste nucleo. De acordo com a Tabela 4 os valores
calculados de & também né&o indicam um aumento no deslocamento quimico do Nitrogénio e isto
€ 0 que se observa no sinal obtido experimentalmente. Como o grupo NHs* esta interagindo com
a lignina o par de elétrons do nitrogénio se encontraria mais disponivel para este nucleo
aumentando a blindagem causada pela nuvem eletrénica, ocasionando uma diminuicdo no

deslocamento quimico.

Contudo, é importante observar que o deslocamento quimico em ambos os nucleos
monitorados ndo é a Unica mudanca observada, o perfil dos sinais também mudou drasticamente
apds a adicdo de lignina, esta mudanca de perfil surge devido a outra propriedade sempre
presente em analises de RMN, a relaxagao.



48

b. Relaxacao

Quando se analisa o perfil dos sinais da Figura 18, fica nitido que apés a adi¢do de lignina
o sinal ficou mais largo, isso fica evidente quando se compara o sinal da referéncia, que na curva
vermelha teve sua intensidade cortada para que se pudesse observar o sinal do aminoacido com
clareza. O alargamento do sinal implica em uma redugéo do tempo T>que ocorre devido a uma

relaxagao mais rapida causada pela presenca de uma molécula grande como a lignina.

O fato de que a lignina - que ndo esta sendo observada no espectro — afeta a relaxacao
do aminoacido, é em si um indicativo da interacdo proposta, com a molécula pequena com T>
longo adotando o perfil de uma molécula grande como a lignina com T:curto. Esse alargamento
de sinal é explicado no item 1.2.f da Introdugéo.

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 Microscépio Confocal de Fluorescéncia de
Varredura a Laser, Leica, modelo TCS SP5 AOTS.

Este equipamento langa um feixe fluorescente na amostra e permite a visualizagdo da
amostra por meio da radiacdo emitida. O comprimento de onda adotado para a amostra foi de
254nm, que é um comprimento de onda adotado para compostos naturais com grupos
aromaticos. A Figura 19 mostra como as particulas de lignina se comportaram de em solugao
aquosa antes e ap6s a adicdo de glicina a solugdo. Os testes foram feitos em ftriplicata e as

solugdes foram homogeneizadas em um vortex por 20 segundos.
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Figura 19. Imagem de microscopia confocal de fluorescéncia a laser nas solugbes de
lignina em agua, antes (a esquerda) e depois (a direita) da adicao de glicina a solugédo. Legenda

de tamanho de particula é a mesma para ambas as imagens.

A Figura 19 apresenta um resultado interessante, é perceptivel que o tamanho médio das
particulas parece ter diminuido apds a adicao de glicina a solugdo. Mais uma vez os resultados
indicam para a possivel existéncia da interacdo proposta com a glicina agindo como uma ponte
entre a lignina e a agua. As particulas menores seriam observadas quando a lignina possui

melhor dispersdao no meio, 0 que seria possivel pela agdo do aminoacido.

Para confirmacao deste resultado é necessario que as analises sejam repetidas diversas
vezes e que se obtenha uma distribuicdo do tamanho médio das particulas, no entanto os testes

preliminares se mostraram promissores.
4 CONCLUSOES

Ap6s a extensa analise dos resultados percebe-se que é importante ter em mente que a
escolha do método de calculo pode alterar o resultado obtido, e que o método PW6B95D3 que
possui consideracdes de dispersdao é o mais indicado para o sistema proposto pois nao
superestima as Energias de Interagéo (El) e nem as subestima, como no caso de um funcional
DFT puro.

Para uma melhor descricao do sistema empregaram-se diferentes compostos modelo da

lignina, e observou-se que estruturas mais complexas como a Aryloxy e o Guaiacyl! (Figura 11)
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apresentaram as maiores El pois possuem mais fungdes quimicas capazes de exibir a interagao

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

Os agentes de interacdo, os aminoacidos, também foram diversificados para um
mapeamento de qual exibiria uma interagdo mais eficiente. A Figura 12 indicou que aminoacidos
com grupos aromaticos foram os que apresentaram as maiores El, provavelmente devido
interacao entre as nuvens T aromaticas dos dois compostos ou simples repulsdo frente ao
solvente (agua) devido hidrofobicidade de ambos os compostos, 0 que é interessante quando se
observa o fato de que a Phe e a Tyr sdo os aminoacidos que dao origem a lignina na célula
vegetal.

Também foi possivel concluir a importancia do efeito de solvatagdo na descricao teérica
do sistema estudado. A consideragdo implicita de solvatacdo da agua permitiu descrever o
aminoacido na forma Zwitteribnica. Tendo em mente que a forma Zwitteribnica corresponde a
realidade uma analise de NBO foi realizada permitindo verificar que existe uma interacao 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 interacdo apresentou
valores significativos de energia (entre 14 e 22 kcal mol™).

O caélculo de deslocamento quimico indicou que para a carbonila a presenca da lignina
causa um aumento no valor de & do *C enquanto ndo gera mudanca significativa no ndcleo de
SN. A deslocalizacdo de pares de elétrons da carbonila para a lignina explica este

comportamento.

Experimentalmente foi confirmado que a carboxila doa densidade eletrénica para a lignina
exibindo aumento gradual de deslocamento quimico conforme se aumenta a massa de lignina
presente na solugdo. O experimento de N indicou uma redugdo no deslocamento quimico
devido a adicao de lignina, isto deve-se ao fato de que a doacdo de densidade eletrénica dos
atomos da lignina para os orbitais antiligantes N-H, conforme observado nas andlises de NBO,
deixa o par de elétrons do atomo de Nitrogénio mais centrado neste nudcleo, causando maior

efeito de blindagem.

7

Também ¢é notavel que o aminoacido mudou seu perfil de sinal devido fendmenos de
relaxagao, passando do perfil de relaxagdo por T>de uma molécula pequena para T>de uma

molécula grande. Essa mudanca na relaxacao da Glicina € mais um indicativo da interagao
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proposta. Assim, é possivel concluir que os resultados indicam que existe uma interagao entre os

aminodcidos e a lignina.

Por fim, os resultados de microscopia indicaram uma diminuigdo no tamanho médio das
particulas de lignina quando glicina é adicionada a solugéo aquosa, este resultado concorda com
as analises feitas nos paragrafos acima, e mais estudos seriam necessarios para uma completa

compreensao do comportamento das particulas de lignina em solugdo aquosa.
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13C {1H} solucao 1
2% gly 14
d2o

172.38

41.40

N

6 APENDICES

220 200 180 160 140 120 100

Current Data Parameters
NAME KDCS_12_fev 20
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20200212

Time 1607 h
INSTRUM spect
PROBHD Z8222_0032 (PH
PULPROG 2gpg30

LIe] 32768
SOLVENT D20
NS 512

Ds 12

SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2211419 Hz
AQ 04521984 sec

RG 203

DwW 13.800 usec
DE 10.00 usec
TE 2098.2K

D1 2.00000000 sec

D11 0.03000000 sec
TDO 1

SFO1 150.9294674 MHz
NUC1 13C

P1 18.00 usec

PLW1  139.00000000 W
SFO2 600.1724007 MHz

NUC2 H
CPDPRGI[2 waltz16
PCPD2 70.00 usec

PLW2 8.39999962 W
PLW12  0.10971000 W
PLW13  0.05518500W

F2 - Processing parameters
sl 65536

SF 150.9128670 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40

Anexo 1. Espectro de™C{'H} em D,0 de amostra de Glicina. Realizado em equipamento de 600MHz.

Apéndice 1. Espectro de '*C{'H} da solugao de Gly 2% em DO feita em 600MHz.
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13C{1H} solucao 2
sol 2% gly 14
3mg lignina

d2o

172.83

7741
77.20
76.99

41.74

T
220

T
200

T
180

T
160

T
140

T
120

T
100

80

60

40

20

ppm

Current Data Parameters
NAME KDCS_12_fev_20
EXPNO 10
PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200212

Time 21.00h
INSTRUM spect
PROBHD Z8222_0032 (PH
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT D20
NS 1024

DS 12

SWH 36231883 Hz
FIDRES 2211419 Hz
AQ 0.4521984 sec

RG 203

DW 13.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec

TDO 1

SFO1 150.9294674 MHz
NUC1 13C

P1 18.00 usec

PLW1  139.00000000 W
SFO2  600.1724007 MHz

NUC2 H
CPDPRG[2  waltz16
PCPD2 70.00 usec

PLW2 8.39999962 W
PLW12  0.10971000 W
PLWI13  0.05518500 W

F2 - Processing parameters

Sl 65536

SF 150.9128230 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 140

ignina

Apéndice 2. Espectro de '*C{'H} da solugdo 2 de Gly 2% em DO com adigio de 3mg de |

feita em 600MHz.
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13C {1H} solucao 3
sol 2% gly 14
13mg lignina

d2o

173.24

77.41

77.20

76.99

41.88

T T
220 200

80

40

Current Data Parameters
NAME KDCS_12_fev_20
EXPNO 6
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200212

Time 1850 h
INSTRUM spect
PROBHD 78222_0032 (PH
PULPROG zgpg30

TO 32768
SOLVENT D20
NS 1024

DS 12

SWH 36231883 Hz
FIDRES 2211419 Hz
AQ 0.4521984 sec

RG 203

DW 13.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
1

TDO

SFO1 150.9294674 MHz
NUC1 13C

P1 18.00 usec

PLW1 139.00000000 W
SFO2 600.1724007 MHz
NUC2 TH
CPDPRGI2  waltz16
PCPD2 70.00 usec
PLW2 8.39999962 W
PLW12 0.10971000 W
PLW13 0.05518500 W

F2 - Processing parameters

Sl 65536

SF 150.9128254 MHz
WDwW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB ©

PC 140

ignina

Apéndice 3. Espectro de *C{'H} da solugao 3 de Gly 2% em DO com adigao de 13mg de |

feita em 600MHz.
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13C {1H} solucao 4
sol 2% gly 14
21mg lignina

d2o

17313

7741
77.20
76.99

41.84

T T
220 200

T
180

T
160

I
140

I
120

T
100

T
80

Current Data Parameters
NAME KDCS_12_fev_20
EXPNO 8
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20200212

Time 1955 h
INSTRUM spect
PROBHD Z8222 0032 (PH
PULPROG zgpg30

D 32768
SOLVENT D20
NS 1024

DS 12

SWH 36231.883 Hz
FIDRES 2211419 Hz
AQ 0.4521984 sec

RG 203

DW 13.800 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1K

D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

SFO1  150.9294674 MHz
NUC1 13C

P1 18.00 usec

PLW1 139.00000000 W
SFO2 600.1724007 MHz

NUC2 H
CPDPRG[2  waltz16
PCPD2 70.00 usec

PLW?2 8.39999962 W
PLW12  0.10971000 W
PLW13 0.05518500 W

F2 - Processing parameters
Sl 65536

SF 150.9128247 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB 0

PC 140

ignina

Apéndice 4. Espectro de '*C{'H} da solugéo 4 de Gly 2% em DO com adigio de 21mg de |

feita em 600MHz.



62

15N {1H} Gly marcada 7mg
com capilar de NH4Cl em D20

Current Data Parameters
NAME KDCS_23_out_19
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191023

Time 11.16h
INSTRUM spect
PROBHD Z8222_0032 (PH
PULPROG z9

D 32768
SOLVENT H20+D20
NS 1024

DS 8

SWH 7861635 Hz
FIDRES 0.479836 Hz
AQ 2.0840447 sec

—33.604
—23.599

RG 203

DW 63.600 usec
DE 15.00 usec

TE 298.2K

D1 2,00000000 sec
TDO 1

SFO1 60.8180647 MHz
NUC1 15N

P1 30.50 usec

PLW1  142.00000000 W

F2 - Processing parameters
Sl 32768

SF 60.8145006 MHz
WDW EM

T T T T T T T T T T T T
110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Referéncia em capilar selado de solugao de >NH.CI. Realizado em equipamento de 600MHz.

Apéndice 5. Espectro de >N{'H} em DO da amostra de 7mg de Glicina marcada com "N.
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15N {1H} - 17mg lignina - 10mg gly 15 - 14mg gly 14

com capilar de NH4Cl em D20

—32.300

—23.597

Current Data Parameters
NAME KDCS_23_out_19
EXPNO 7
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191024

Time 6.28 h
INSTRUM spect
PROBHD Z8222_0032 (PH

PULPROG zg

TD 32768
SOLVENT  H20+D20
NS 10240

DS 6

SWH 13368.984 Hz
FIDRES 0815978 Hz
AQ 1.2255232 sec
RG 203

DW 37.400 usec
DE 15.00 usec
TE 298.1 K

D1 2.00000000 sec

1
SFO1 60.8207795 MHz
NUC1 15N
P1 30.50 usec
PLW1 142.00000000 W

F2 - Processing parameters
S 65536

SF 60.8145021 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 2.00Hz

GB 0

PC 1.00

Apéndice 6. Espectro de '>N{'H} em D,O da amostra de 10mg de Glicina marcada com "N,

14mg de Glicina ndo marcada e 17mg de lignina. Referéncia em capilar de solugdo de "®NH4CI.

Realizado em equipamento de 600MHz.



