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Objetivos

Este trabalho apresenta uma investigacao
sobre o uso da RMN de 13C em estado sélido
associada & estatistica multivariada para
estudar a degradacdo de matéria orgéanica
natural.

A combinagdo de técnicas de RMN de estado
sélido e estatistica multivariada pode fornecer
informagOes mais precisas e detalhadas sobre
a degradacdo da matéria orgéanica, permitindo
a identificagdo de compostos especificos e o
acompanhamento das mudangas em sua
composicao ao longo do tempo.

A proposta de modulacdo espectral por
sequencias de pulso de RMN e tratamento de
espectros via MCR, ja foi testada e reportada
tanto para a separacdo de componentes
espectrais em bagaco de cana-de-agUcar pré-
tratados como para polimeros sintéticos.

Métodos e Procedimentos

A sensibilidade da RMN as mudancas nas
chamadas interacdes de spin nuclear nos
tempos de relaxagéo, torna a RMN uma técnica
Unica no que diz respeito a capacidade de
codificar no sinal respostas especificas a
diferentes propriedades fisico quimicas, a ideia
€ induzir a variabilidade espectral utilizando
uma sequéncia de pulsos que modula o sinal
de cada grupo quimico resolvido no espectro
de RMN de 13C por um fator que dependa de
alguma propriedade especifica de RMN, por
exemplo, dos tempos de relaxacdo ou do
acoplamento dipolar com os nicleos de 1H.

No entanto, a obtencdo de espectros de alta
resolucdo em solidos pode ser um desafio
devido a interag6es anisotrdpicas que causam
alargamento das linhas. Para superar isso, sdo
utilizadas trés técnicas principais: Polarizacéo
Cruzada (CP), Desacoplamento Dipolar (DEC)
e Rotacdo da Amostra em torno do Angulo
Magico (MAS), sendo a Polarizagao Cruzada a
técnica usada para melhorar a sensibilidade da
RMN em sélidos envolvendo a transferéncia de
polarizagé@o de spins de nucleos mais sensiveis
(1H) para nacleos menos sensiveis (13C) o que
permite a deteccdo de nudcleos que, de outra
forma, seriam dificeis de observar.

O acoplamento dipolar € uma interacdo entre
spins nucleares que pode levar ao alargamento
das linhas no espectro de RMN, logo o
desacoplamento dipolar envolve a aplicacdo de
uma sequéncia rapida de pulsos de radio
frequéncia para “desacoplar’ estas interagoes,
resultando em linhas mais estreitas no
espectro.

Por fim, a Rotacdo da Amostra em torno do
Angulo Magico é a técnica que envolve a
rotacdo da amostra em um angulo especifico
(aproximadamente 54.73°) em relacdo ao
campo magnético. Isso média as intera¢des
anisotropicas, resultando em linhas mais
estreitas e espectros de alta resolucéo

Para obter a separacdo espectral de acordo
com a modulacéo induzida pela sequéncia de
pulsos, usamos um procedimento matematico
multivariado denominado resolucdo de curva
multivariada (MCR), procedimento que permite
a determinagcdo de varios componentes
coexistentes em um sistema quimico,
permitindo a extracdo do espectros puros dos
componentes (analise qualitativa), bem como
dos perfis de concentragdo de cada
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componente (andlise quantitativa), desde que
tenham variabilidade diferente em funcao das
fontes de variacdo presentes na matriz de
dados.

Para testar a viabilidade da técnica proposta
como solucdo tomamos como prova de
conceito os espectros obtidos em polimeros,
além de realizar milhares de simulacdes para
gue assim sejam feitos os estudos em matéria
organica natural, no caso em coldnias de
diferentes espécies de formigas.

Resultados

O primeiro resultado que evidencia a eficacia
do método é justamente no polimero PEEK,,e
na figura 1 abaixo temos em la 0s espectros
adquiridos para o PEEK utilizando a técnica de
CPMAS-DipDeph com diferentes valores de t1.
A diferenca de decaimento de intensidade com
t1 para os diferentes grupos de linha é evidente.
Aplicando o procedimento de analise por MCR
a esse conjunto de espectro, obtém-se que
majoritariamente o espectro é constituidos
pelos dois componentes espectrais mostrados
na figura 1b. Como pode ser observado os
espectros dos dois componentes representam
claramente o0s espectros dos carbonos
protonados e ndo protonados do PEEK.

) 1, () ‘ b)

C nao protonado
~———C protonado

R i )
"*C Chemiical shift (ppm)

Figura 1: a) Espectros da amostra PEEK adquirido com a
técnica de CPMAS-DipDeph por duragfes distintas t;(CH)
b) Componentes espectrais preditas pela analise de MCR
aplicada ao conjunto de espectros de a).

A Ultima e mais complexa aplicacdo foi em
colénias de formigas divididas em 3 partes,
topo, base e lixo em ordem decrescente, onde
utilizando a sequencia CPMAS na amostra
liofilizada, realizando o MCR nela e usando a
sequéncia de pulso DPRMAS na amostra
umidificada em 50% podemos comparar topo,
base e lixo de diferentes colbnias podemos
encontrar nelas diferentes degradagcbes de
grupos arométicos, carboidratos, alifaticos e
ainda separar essas espécies de formigas em
micofagas com base no quanto de celulose foi
degradada e ainda com base nas observacfes
ao umidificar as colbnias, podemos separar
estas em Attini superiores (Acromyrmex e Atta

'C Chemical shift (ppm)

Sexdens) e Attini inferiores (Mycocepurus e
Mycertophylax)

TOPO Acromyrmex Liofilizado (CPMAS)
TOPO Acromyrmex MCR (T1_longo)
TOPO Acromyrmex MCR (T1_curto)
TOPO Acromyrmex umidificado(x%) (DPRMAS)
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Figura 2: Espectros da amostra Acromyrmex (TOPO)
liofilizada, umidificada e as componentes separadas pelo
MCR

Conclusodes

Podemos entdo concluir que o método é capaz
ndo somente de separar sinais como
quantificar seus componentes, classificar
amostras e obter informacdes a respeito de sua
organizacdo, como no caso das colbnias de
formigas.
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Objectives

This work presents an investigation into the use
of solid-state 13C NMR associated with
multivariate statistics to study the degradation
of natural organic matter. The combination of
solid-state  NMR techniques and multivariate
statistics can provide more accurate and
detailed information about the degradation of
organic matter, allowing the identification of
specific compounds and tracking changes in
their composition over time.

The proposal for spectral modulation by NMR
pulse sequences and spectrum treatment via
MCR has already been tested and reported for
both the separation of spectral components in
pre-treated sugarcane bagasse and synthetic
polymers.

Materials and Methods

NMR’s sensitivity to changes in so-called
nuclear spin interactions in relaxation times
makes NMR a unique technique in terms of its
ability to encode specific responses to different
physicochemical properties in the signal. The
idea is to induce spectral variability using a
pulse sequence that modulates the signal from
each chemical group resolved in the 13C NMR
spectrum by a factor that depends on some
specific NMR property, for example, relaxation

times or dipolar coupling with 1H nuclei.

However, obtaining high-resolution spectra in
solids can be a challenge due to anisotropic
interactions that cause line broadening. To
overcome this, three main techniques are used:

Cross Polarization (CP), Dipolar Decoupling
(DEC), and Magic Angle Spinning (MAS), with
Cross Polarization being the technique used to
improve the sensitivity of NMR in solids
involving the transfer of polarization from more
sensitive nuclei (1H) to less sensitive nuclei
(13C), which allows the detection of nuclei that
would otherwise be difficult to observe.

Dipolar coupling is an interaction between
nuclear spins that can lead to line broadening in
the NMR spectrum, so dipolar decoupling
involves the application of a rapid sequence of
radio frequency pulses to “decouple” these
interactions, resulting in narrower lines in the
spectrum.

Finally, Magic Angle Spinning is a technique
that involves rotating the sample at a specific
angle (approximately 54.73 degrees) relative to
the magnetic field. This averages out the
anisotropic interactions, resulting in narrower
lines and high-resolution spectra.

To achieve spectral separation according to the
modulation induced by the pulse sequence, we
use a multivariate mathematical procedure
called Multivariate Curve Resolution (MCR).
This procedure allows the determination of
several coexisting components in a chemical
system, enabling the extraction of pure spectra
of the components (qualitative analysis), as well
as the concentration profiles of each
component (quantitative analysis), provided
they have different variability depending on the
sources of variation present in the data matrix.

To test the viability of the proposed technique
as a solution, we took as proof of concept the
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spectra obtained in polymers, in addition to
performing thousands of simulations so that
studies can be carried out on natural organic
matter, in this case in colonies of different
species of ants.

Results

The first result that demonstrates the
effectiveness of the method is precisely in the
PEEK polymer. In figure 1 below, we have in 1la
the spectra acquired for PEEK using the
CPMAS-DipDeph technique with different t1
values. The difference in intensity decay with t1
for the different line groups is evident. Applying
the MCR analysis procedure to this set of
spectra, it is obtained that the spectrum is
mainly constituted by the two spectral
components shown in figure 1b. As can be
observed, the spectra of the two components
clearly represent the spectra of the protonated
and non-protonated carbons of PEEK.

C nao protonado
= C protonado
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Figure 1: a) Spectra of the PEEK sample acquired with the
CPMAS-DipDeph technique for distinct t1(CH) durations b)
Spectral components predicted by the MCR analysis
applied to the set of spectra from a).

The last and most complex application was in
ant colonies divided into 3 parts: top, base, and
waste in descending order. By using the
CPMAS sequence on the lyophilized sample,
performing the MCR on it, and using the
DPRMAS pulse sequence on the 50%
humidified sample, we can compare the top,
base, and waste of different colonies. We can
find different degradations of aromatic groups,
carbohydrates, aliphatics in them and even
separate these ant species into mycophagous
based on how much cellulose was degraded.
Furthermore, based on observations when
humidifying the colonies, we can separate
these into higher Attini (Acromyrmex and Atta
Sexdens) and lower Attini (Mycocepurus and
Mycertophylax).

TOPO Acromyrmex Liofilizado (CPMAS) |
TOPO Acromyrmex MCR (T1_longo)
TOPO Acromyrmex MCR (T1_curto) '
TOPO Acromyrmex umidificado(x%) (DPRMAS) |\

fa ' Uy Aok
A w L A AR T
oY , W W
wagret! Wiy AN I P g

"*C Chemical shift (ppm)

Figure 2: Spectra of the lyophilized Acromyrmex (TOP)
sample, humidified, and the components separated by
MCR.

Conclusions

We can conclude that the method is not only
capable of separating signals but also
quantifying  their components, classifying
samples, and obtaining information about their
organization, as in the case of ant colonies.
This makes it a powerful tool for studying
complex systems in various fields.
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