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Apresentação

A Resolução Multivariada de Curvas (MCR) é uma técnica analí-
tica multivariada frequentemente empregada para a análise de dados 
espectroscópicos, fornecendo o número de componentes presentes 
em um sistema químico, os espectros puros desses componentes e 
seus perfis de concentração. Essa abordagem usualmente depen-
de da presença de variabilidade sistemática significativa entre os 
espectros de várias amostras, o que é atribuído a diversas causas 
de variação relacionadas a diferenças na origem, composição e tra-
tamentos físico-químicos das amostras. Na Ressonância Magnética 
Nuclear (RMN) no estado sólido, a MCR tem sido empregada como 
uma técnica de pós-processamento para eliminar o ruído ou para edi-
ção espectral com base em certas propriedades da RMN. Nesse uso, 
induz-se a variabilidade ao incrementar um parâmetro específico na 
sequência de pulsos, que codifica a propriedade de interesse para a 
separação dos espectros. 

Neste manuscrito, da série Documentos, propõe-se a utilização 
de uma sequência de pulso específica para gerar variabilidade con-
trolada nos espectros de RMN de 13C no estado sólido, empregando 
posteriormente a MCR para isolar os espectros puros dos compo-
nentes com base nas características ligadas à variabilidade criada. 
A primeira prova do conceito envolveu a análise de bagaço de ca-
na-de-açúcar, submetido a diferentes pré-tratamentos químicos vi-
sando aumentar a eficiência enzimática para produção de etanol de 
segunda geração, em que uma série de espectros de RMN de 13C 
no estado sólido, obtidos utilizando a sequência de pulso Torchia-T1 
com períodos de relaxação spin-rede (T1) crescentes, teve sua matriz 
de dados resultante analisada por MCR, estimando-se os espectros 
individuais dos distintos componentes moleculares (celulose, xilano 
e lignina) dessa complexa biomassa. Utilizando a mesma sequência 
de pulsos, apresentamos exemplos adicionais de aplicação para ilus-
trar o potencial, otimizar parâmetros e/ou delinear as limitações da 
técnica. Como uma segunda prova do conceito, implementamos a 



metodologia em polietileno de média densidade semicristalino (PE) e 
poli(éter-éter-cetona) (PEEK), obtendo estimativas dos espectros in-
dividuais de RMN de 13C das cadeias poliméricas nas regiões amorfa 
(T1 curto) e cristalina (T1 longo). A análise também forneceu as inten-
sidades relativas de cada espectro puro previsto, que correspondem 
aos decaimentos típicos de T1 das frações dos domínios amorfo e 
cristalino. Além disso, aplicamos o estudo ao poli(1-buteno) isotático 
(iPB-I) como um exemplo em que a variabilidade induzida de T1 surge 
da disparidade de mobilidade entre a espinha dorsal do polímero e 
sua cadeia lateral. Uma abordagem de jack-knifing e um teste t de 
Student permitiram determinar o número mínimo de espectros e a fai-
xa de tempos de relaxação necessários para uma estimativa precisa 
dos espectros puros individuais e suas intensidades relativas.

Este trabalho atende ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentá-
vel (ODS) estipulado pelas Nações Unidas (ONU) ODS 7: Energia 
Limpa e Acessível, mais especificamente à meta 7.2, que pretende, 
“até 2030, aumentar substancialmente a participação de energias 
renováveis na matriz energética global”.

Marisa Teixeira Mattioli
Chefe-Geral em exercício da Embrapa Solos
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Introdução

A busca por alternativas aos combustíveis fósseis é tema prioritá-
rio nas agendas políticas ao redor do mundo e, nesse contexto, bio-
combustíveis de segunda geração já provaram seu potencial (Espírito 
Santo et al., 2022). Porém, qualquer programa de produção desses 
requer a correta caracterização da composição, configuração, con-
formação e morfologia das potenciais matérias-primas, usualmente 
resíduos lignocelulósicos agroindustriais. Além disso, a avaliação da 
eficiência de pré-tratamentos da biomassa, visando otimizar ou até 
mesmo viabilizar a obtenção desses biocombustíveis, requer méto-
dos analíticos apropriados.

A biomassa vegetal seca é composta principalmente de celulose 
(35 a 50%), seguida por hemicelulose (20 a 35%) e lignina (10 a 25%). 
A celulose é um homopolímero linear de unidades de D-glicose liga-
das por ligações 1,4-β-D-glicosídicas, conhecida por ser semicristalina. 
As hemiceluloses são compostas principalmente por pentoses (princi-
palmente xilose e arabinose), com contribuições menores de hexoses 
(manose, glicose e galactose) e heteropolímeros de ácidos urônicos 
(tais como ácidos glucurônico e galacturônico). A lignina é um políme-
ro fenólico que forma uma rede estrutural tridimensional ao redor das 
frações de celulose e hemicelulose, sendo um dos fatores mais impor-
tantes na determinação da recalcitrância da parede celular à hidrólise 
(Paul, 2007; Wall et al., 2008; Mielenz, 2009; Ding et al., 2012).

Visando à produção de biocombustíveis a partir de resíduos re-
nováveis (como o bagaço de cana-de-açúcar, por exemplo), é es-
sencial converter os carboidratos da biomassa em açúcares simples. 
O desenvolvimento de estratégias específicas de despolimerização 
da biomassa requer uma compreensão global das características fí-
sicas, químicas e morfológicas das paredes celulares das plantas, 
bem como dos efeitos dos pré-tratamentos e da ação enzimática 
nessas propriedades da biomassa. Como o rendimento da hidrólise 
enzimática está intimamente relacionado à composição, conforma-
ção e configuração desses biopolímeros, assim como à anatomia e 
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morfologia das paredes celulares das plantas, sua análise e compre-
ensão requerem o uso de métodos especializados, com capacidade 
de elucidar cada uma dessas características. Existem várias metodo-
logias que podem ser utilizadas para esse fim (Rezende et al., 2011). 
Entretanto, neste texto, dá-se ênfase à Ressonância Magnética Nu-
clear (RMN) no estado sólido, que, além da composição química, for-
nece importantes informações sobre a cristalinidade, configuração e 
conformação estrutural da amostra (Bernardinelli et al., 2016; Alessi 
et al., 2018; Espírito Santo et al., 2019, 2022).

A espectroscopia de RMN de 1H, 13C, 15N e 31P tem sido um dos 
métodos analíticos mais importantes para analisar biomassas e seus 
produtos de transformação. Ela pode ser utilizada para analisar 
carboidratos, proteínas, lipídios e compostos policondensados em 
biomassa bruta e processada, de plantas, animais, fungos, algas e 
outras origens. A RMN tem sido utilizada em análises qualitativas e 
quantitativas de biomassas; determinação da composição química; 
estrutura e dinâmica de monômeros, oligômeros e polímeros naturais 
(Bernardinelli et al., 2016). Para citar alguns exemplos de estudos em 
biomassas, a RMN foi amplamente utilizada para caracterização de 
transformações em biomassas induzidas por tratamentos químicos e 
enzimáticos utilizados na produção de etanol de segunda geração. 
Utilizando tais técnicas, foi possível determinar as mudanças na com-
posição química das biomassas devido a pré-tratamentos químicos 
(Bernardinelli et al., 2016; Alessi et al., 2018; Espírito Santo et al., 
2019, 2022); o consumo de carboidratos por enzimas durante a hidró-
lise enzimática e a variação no grau de cristalinidade de carboidratos 
(Rezende et al., 2011; Bernardinelli et al., 2016; Alessi et al., 2018; 
Espírito Santo et al., 2019, 2022); e a alteração na porosidade e aces-
sibilidade a fluidos de biomassas (Besser et al., 2018; Espírito Santo 
et al., 2022). Tais estudos contribuíram efetivamente para entender 
os principais fatores que levam à recalcitrância de biomassa lignoce-
lulósica a enzimas, o que ajudou a melhorar os procedimentos para 
a produção de etanol de segunda e terceira gerações a partir dessas 
biomassas (Lima et al., 2014; Bernardinelli et al., 2016; Alessi et al., 
2018; Espírito Santo et al., 2019, 2022).
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O uso de métodos multivariados para auxiliar no processamento 
e interpretação de dados de RMN de 13C no estado sólido (RMN 13C) 
é um procedimento relativamente comum. No procedimento mais co-
mum, os espectros de RMN 13C de um conjunto de diferentes amos-
tras que apresentam variabilidade (por exemplo, amostras de diferen-
tes espécies vegetais ou submetidas a diferentes tratamentos, como 
localização, idade, cultivares de programas de melhoramento ou sub-
metidos a tratamentos físicos ou químicos específicos) são utilizados 
para criar uma matriz de dados com a intensidade espectral, em que 
uma das dimensões corresponde aos deslocamentos químicos e a 
outra às diferentes amostras. Com a análise multivariada, como a 
Análise por Componentes Principais (PCA), uma ferramenta mate-
mática usual, é possível resumir a informação original em um número 
reduzido de novas variáveis ortogonais (vetores, eixos), avaliando a 
variabilidade principal na matriz de dados e detectando a estrutura 
subjacente dos dados de acordo com a forma como as variáveis (des-
locamentos químicos, i.e. estrutura da biomassa) estão relacionadas 
(Rocha et al., 2016). 

Além disso, a PCA facilita o reconhecimento de padrões na dis-
tribuição das amostras de acordo com sua semelhança (agrupamen-
to) e particularidades, bem como tendências (variabilidade contínua 
entre as amostras em vez de grupos bem definidos). As diferenças 
espectrais que levam à distribuição das amostras no novo eixo orto-
gonal podem ser identificadas nos carregamentos das PCs e, depois, 
associadas a variações específicas na composição e estrutura das 
amostras. Outras abordagens, como a Resolução Multivariada de 
Curvas (MCR), também são comumente usadas para determinar o 
número de componentes coexistentes em um sistema químico, per-
mitindo a estimativa dos espectros puros dos componentes (análise 
qualitativa), bem como os perfis de concentração de cada componen-
te (análise quantitativa) (Novotny et al., 2012). 

Um pré-requisito óbvio desses métodos é a existência de variabili-
dade sistemática (estrutura subjacente dos dados) entre as amostras, 
e essa variabilidade é causada por diferentes fontes de variação pre-
sentes na matriz de dados.
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Na abordagem multivariada, a variabilidade total e a covariância 
em todo o espectro de RMN são sistematicamente levadas em conta, 
e a distribuição das amostras é baseada na variabilidade sistemá-
tica encontrada no conjunto completo de amostras, pois o objetivo 
é geralmente distribuí-las de acordo com suas características físico-
-químicas reveladas pelos seus espectros de RMN. Na maioria das 
vezes, a variabilidade capturada pela análise multivariada resulta de 
diferenças na preparação das amostras, localização geográfica, con-
taminação ou tratamento físico ou químico, como demonstrado em 
Espírito Santo et al. (2019).

Outra abordagem foi recentemente proposta (Espírito Santo et al., 
2022; Novotny et al., 2023), em que, em vez de utilizar um conjunto 
de amostras com variabilidade aleatória ou natural, essa variabilidade 
é induzida em cada amostra individual de forma controlada, utilizando 
sequências de pulsos de RMN especiais. A proposta baseia-se na 
sensibilidade conhecida da RMN às mudanças nas interações entre 
os spins nucleares, o que se traduz em alta seletividade para carac-
terizar as propriedades estruturais e dinâmicas dos materiais. Mais 
especificamente, a sequência de pulsos Torchia-T1 (Torchia, 1978) foi 
utilizada para modular as intensidades espectrais (variabilidade indu-
zida) dos espectros de RMN 13C resultantes por um fator que depende 
do tempo de relaxação longitudinal (T1) dos núcleos de 13C. Assim, 
variando um parâmetro ajustável na sequência de pulsos Torchia-T1, 
é possível obter um conjunto de espectros de RMN 13C com intensi-
dades moduladas pelo T1 de cada grupo químico de cada amostra 
individualmente. Em outras palavras, usando a sequência de pulsos 
Torchia-T1, uma variabilidade dependente de T1 foi induzida nos es-
pectros de RMN 13C. Em seguida, o procedimento MCR foi realizado a 
esse conjunto de espectros para separar os diferentes componentes 
do espectro de acordo com seus tempos de relaxação T1 do 13C.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método que 
utiliza a variabilidade induzida e controlada pela sequência de pulsos 
Torchia-T1, seguida da análise multivariada de dados por MCR, para 
a caracterização do bagaço de cana e a otimização desse método 
utilizando polímeros sintéticos.
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Desenvolvimento da metodologia

Avaliação do efeito de pré-tratamentos na 
estrutura e morfologia do bagaço de cana

Amostras
O bagaço de cana utilizado neste estudo foi coletado na usina 

Raízen (Costa Pinto, Piracicaba, SP, Brasil) logo após a moagem da 
cana. O material foi seco a 40 °C e então armazenado em recipientes 
plásticos à temperatura ambiente. O bagaço de cana foi submetido a 
quatro pré-tratamentos: alcalino; ácido; alcalino seguido do ácido e 
ácido seguido do alcalino, sendo essas quatro amostras as utilizadas 
neste estudo. Esses pré-tratamentos foram realizados em autoclave 
a 120 °C e pressão de 1,05 bar por 40 min. Foi utilizada a razão de 1 g 
de bagaço para 10 mL de soluções diluídas (1% m/v) de hidróxido de 
sódio (pré-tratamento alcalino) ou de ácido sulfúrico (ácido). Os de-
mais pré-tratamentos consistiram na combinação sequencial desses, 
após resfriamento, lavagem até pH 7 e secagem subsequente ao pri-
meiro passo.

RMN 13C no estado sólido
Os espectros de RMN 13C no estado sólido foram adquiridos no 

espectrômetro Varian Unit Inova, operando em frequências de 100,5 
MHz e 400,0 MHz para 13C e 1H, respectivamente. A sequência de 
pulsos utilizadas foi a Torchia-T1 com τ de 0,1; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 
5; e 8 s. Para excitação, utilizou-se a polarização cruzada com ampli-
tude variável, com tempo de contato de 1 ms e rotação em torno do 
ângulo mágico (MAS) a uma taxa de 10 kHz. O desacoplamento foi 
do tipo dipolar de alta potência (70 kHz), com tempo de reciclagem de 
2 s (cinco vezes o T1

H mais longo determinado experimentalmente).
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Aplicações em polímeros semicristalinos

Amostras

a)	 Polietileno de média densidade: [CH2CH2]n, densidade 
(d) de 0,94 g/cm3 a 25 °C, transição vítrea (Tg) a ‑100 °C e 
temperatura de fusão (Tf) de ~ 130 °C. É um polímero semi-
cristalino com estrutura alifática, obtido da Aldrich e utiliza-
do como recebido (PE);

b)	 Poli(éter-éter-cetona): [-C6H4-O-C6H4-O-C6H4-CO-]n, d: 
1,32 kg/cm3 a 25 °C, Tg ~ 150 °C, Tf ~ 350 °C. É um políme-
ro semicristalino com estrutura aromática, obtido da Aldrich 
e utilizado como recebido (PEEK);

c)	 Poli(1-buteno) isotático: [-CH2CRH-]n com R = [CH2CH3], 
d: 0,95 g/cm3 a 25 °C, Tg ~ ‑20 °C, Tf ~ 135 °C. É um políme-
ro semicristalino poliolefinico, com 2 carbonos sp2 (rígidos) 
no esqueleto e outros 2 hibridizados sp3 (móveis) na cadeia 
lateral por unidade repetitiva. Também foi obtido da Aldrich. 
Os pellets de polímero, assim recebidos, foram prepara-
dos para os estudos de RMN por fusão a aproximadamente 
150  °C, seguidos de resfriamento lento e armazenamento 
à temperatura ambiente por várias semanas para garan-
tir a conversão completa para a forma cristalina I (iPB-I). 
O procedimento detalhado pode ser encontrado em Azeve-
do et al. (2000).

RMN 13C no estado sólido com supressão 
das bandas laterais rotacionais

Os experimentos de RMN 13C foram realizados utilizando um 
espectrômetro Bruker Avance III, operando nas frequências de 
100,5 MHz e 400,0 MHz para 13C e 1H, respectivamente. A se-
quência de pulsos utilizada foi a Torchia-T1 com τ de 0,1; 0,5; 1; 
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1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; e 8 s. Para excitação, utilizou-se a polarização 
cruzada com amplitude variável. Exceto quando especificado, o 
tempo de polarização cruzada foi escolhido para fornecer a maior 
intensidade total, sendo de 1 ms para amostras de PE e PEEK e 
de 2 ms para iPB-I. Devido à limitação da máxima frequência de 
MAS da sonda disponível, utilizou-se a supressão total das ban-
das laterais rotacionais (TOSS) combinada com MAS de 4,5 kHz. 
A técnica de desacoplamento foi a dipolar de alta potência (70 
kHz), com tempo de reciclagem de 2 a 5  s (cinco vezes o T1

H 
mais longo determinado experimentalmente), de acordo com a 
amostra.

Processamento de dados por  
Resolução de Curvas Multivariadas (MCR)

Para a separação dos componentes espectrais com diferen-
tes T1 nos dados obtidos por RMN 13C no estado sólido, foi uti-
lizada uma técnica de processamento de dados chamada MCR, 
utilizando o software The Unscrambler® v10.4.1 (CAMO Software 
AS). A MCR é uma ferramenta matemática que permite determi-
nar o número de componentes coexistentes em um sistema quími-
co, permitindo a extração dos espectros puros dos componentes 
(análise qualitativa), bem como os perfis de concentração de cada 
componente (análise quantitativa), desde que tenham variabilida-
de diferente em função das fontes de variação presentes na matriz 
de dados. Isso é obtido aplicando uma PCA padrão para estimar o 
número provável de componentes na mistura e, em seguida, calcu-
lando uma rotação dos PCs sem as restrições de ortonormalidade, 
mas implementando novas restrições: concentrações não negati-
vas e espectros não negativos.
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Caracterização e quantificação dos 
constituintes do bagaço de cana 
submetidos a pré-tratamentos visando 
aumentar a eficiência enzimática para 
produção de etanol de segunda geração 

A ideia geral da abordagem proposta é induzir uma variabili-
dade controlada nos espectros de RMN 13C, utilizando uma se-
quência de pulsos específica, e aplicar a MCR para estimar os 
espectros dos diferentes componentes presentes nas amostras, 
de acordo com a propriedade do sistema associada à variabilidade 
induzida. Isso foi realizado modulando o espectro de RMN 13C de 
acordo com os tempos de relaxação T1 dos diferentes carbonos 
presentes na amostra. Para alcançar isso, foi utilizada a sequência 
de pulso Torchia-T1 (ou CPT1), ou seja, um período (tempo de con-
tato) de polarização cruzada (CP) 1H-13C seguido por um filtro z, 
definido experimentalmente, de duração τ e ciclagem de fase pro-
jetada para produzir uma modulação na magnetização do carbono. 
A aquisição do sinal é feita sob MAS e desacoplamento de alta po-
tência dos 1H. Essa sequência de pulsos modula as intensidades 
do espectro de RMN 13C por um decaimento exponencial do tipo 

. Assim, para o mesmo τ, sinais com um tempo de relaxa-
ção T1 dos 13C mais curto são mais fortemente atenuados. Como, 
neste caso particular, os decaimentos das intensidades eram as 
variações relevantes, as normalizações usuais dos espectros (por 
exemplo, normalização pela área ou normalização pelo vetor unitá-
rio de cada espectro) não seriam úteis. Em vez disso, o ideal é utili-
zar os espectros com suas intensidades absolutas preservadas, ou 
utilizar o decaimento médio de cada amostra (decaimento da área 
total dos espectros em função de τ), ajustado por uma função mo-
noexponencial e utilizar o I0 (intensidade em τ = 0) para normalizar 
cada espectro individualmente.
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Nessa abordagem, em vez de utilizar um conjunto de amos-
tras com variabilidade aleatória ou natural, essa variabilidade foi 
induzida em cada amostra individual, de forma controlada, utili-
zando uma sequência de pulsos de RMN especial. Em outras pa-
lavras, a sequência de pulsos Torchia-T1 foi utilizada para modular 
as intensidades dos diversos sinais de 13C (variabilidade induzida) 
por um fator que depende do tempo de relaxação longitudinal (T1) 
dos núcleos desses 13C. Assim, variando um parâmetro ajustável 
na sequência de pulsos Torchia-T1, é possível obter um conjunto 
de espectros de RMN 13C com intensidades dependentes do T1 
de cada grupo químico, de cada amostra, individualmente. Com 
a sequência de pulsos Torchia-T1, uma variabilidade dependente 
de T1 foi induzida nos espectros de RMN 13C. Em seguida, em-
pregou-se a MCR a esse conjunto de espectros para separar os 
diferentes componentes do espectro de acordo com seus tempos 
de relaxação T1 dos 13C. 

Para o caso do bagaço de cana, as diferenças em T1 podem es-
tar diretamente associadas às diferenças na mobilidade molecular e 
noempacotamento da celulose, hemicelulose e lignina. Assim, a uti-
lização desse método, em amostras de bagaço de cana-de-açúcar 
quimicamente pré-tratadas, permitiu decompor os espectros de RMN 13C 
em dois subespectros, um correspondente à hemicelulose e outro à 
celulose, com traços de lignina (Figura 1).

O procedimento proposto também permite obter a intensidade 
dos sinais de cada componente em função de τ. Assim, é possí-
vel, por meio de um ajuste exponencial ordinário, estimar a con-
centração de cada componente em τ = 0 (a intensidade total), 
bem como os correspondentes tempos de relaxação T1 (Tabela 1) 
e a proporção de xilano em forte interação com a celulose, for-
mando uma estrutura em fita dupla envolvendo as microfibrilas 
de celulose. O xilano é o principal constituinte da hemicelulose 
de biomassa vegetal.

Esses resultados, inéditos, são fundamentais para a avaliação 
dos diferentes pré-tratamentos, pois a eficiência dos tratamentos en-
zimáticos subsequentes, para a obtenção da glicose livre, que será 
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fermentada para a produção de etanol de segunda geração, depende 
fortemente não só do conteúdo de hemicelulose, que reduz a eficiên-
cia enzimática, mas também, e principalmente, da sua conformação e 
do grau de associação com a celulose. Além do mais, o T1 mais curto 

Figura 1. Espectros estimados por MCR após indução de variabi-
lidade utilizando a sequência Torchia-T1. Com este procedimento, 
é possível, com apenas uma amostra, determinar a composição 
precisa e acurada da biomassa.

Tabela 1. Conteúdo dos componentes com T1 curto (principalmente celulose) 
e T1 longo (hemicelulose), seus correspondentes tempos de relaxação spin-
-rede (T1) e o conteúdo de xilano na conformação de fita dupla, fortemente 
associado à celulose.

Tratamento T1 curto (%) 
– Celulose

T1 longo 
(%) – Hemi-

celulose

T1 curto (s) 
– Celulose

Xilano em 
fita dupla 

(%)

H2SO4 e NaOH 25 ± 1 75 ± 1 0,8 ± 0,1 7 ± 1

NaOH e H2SO4 33 ± 1 67 ± 1 1,6 ± 0,2 16 ± 1
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da celulose no tratamento ácido primeiro (H2SO4 e NaOH), indica 
que ela tem uma dinâmica molecular mais rápida, ou seja, está numa 
forma menos cristalina, o que também favorece sua hidrólise enzi-
mática. Esses pressupostos foram confirmados experimentalmente, 
com maior eficiência enzimática após o pré-tratamento ácido primeiro 
(Espírito Santo et al., 2022). 

É interessante mencionar que o tratamento ácido primeiro forne-
ceu menos celulose (25%), porém ela tinha uma dinâmica mais rápi-
da, sendo mais amorfa (T1 da celulose mais curto, 0,8 s) e com menos 
xilano envolvendo suas microfibrilas (7%), resultando em uma maior 
eficiência enzimática (Espírito Santo et al., 2022).

Esses resultados confirmam as potencialidades do método 
proposto para a caracterização de biomassas e pré-tratamentos 
para otimizar a obtenção de biocombustíveis. Além do mais, esse 
método é aplicável a outras amostras complexas, como a matéria 
orgânica do solo.

Otimização do método proposto 
utilizando polímeros sintéticos

Visando demonstrar sua generalidade e estabelecer suas limita-
ções, bem como otimizar o número mínimo de experimentos (espec-
tros) necessários para a obtenção dos resultados, foram utilizados 
três polímeros sintéticos mais simples (Figuras 2 a 4).

Como primeira prova do princípio, a abordagem proposta foi aplica-
da ao polímero PE, cujo espectro de RMN 13C é composto por apenas 
duas linhas espectrais, a ~33 e ~31 ppm (Figura 2a), corresponden-
tes aos sinais nos domínios cristalinos e amorfos, respectivamente. 
Devido às conhecidas diferenças no empacotamento molecular e na 
mobilidade nos domínios cristalinos e amorfos, espera-se que o valor 
de T1 do 13C dos segmentos nos domínios amorfos seja muito mais 
curto do que nas regiões cristalinas. Isso é claramente observado na 
Figura 2a, com o sinal da componente amorfa (~31 ppm) decaindo 
muito mais rapidamente que sua contraparte cristalina (~33 ppm).
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A análise MCR desse conjunto de dados (28 espectros com di-
ferentes tempos τ na sequência Torchia-T1) confirmou a coexistên-
cia de dois componentes com diferentes T1, cujos espectros isolados 
foram adequadamente estimados (Figura 2b). Ademais, as intensi-
dades relativas de cada um desses componentes em função de τ 
também são estimadas e podem ser utilizadas para o ajuste do fator 
de modulação de Torchia: , obtendo-se, assim, os T1 de 
cada domínio (Figura 2c), bem como suas intensidades iniciais, que 
são proporcionais à concentração de cada domínio, resultando em 
66 ± 2% da fração amorfa e 33 ± 2% da fração cristalina. Entretanto, 
devido às limitações técnicas da sonda utilizada (baixa taxa de MAS), 
foi necessário utilizar TOSS, que torna os espectros de RMN 13C se-
miquantitativos. Mas como o objetivo deste manuscrito é demonstrar 
a aplicabilidade do método, com a clara separação dos domínios e 
a obtenção de importantes parâmetros físico-químicos e da dinâmi-
ca molecular, a quantificação absoluta não se faz necessária nesta 
demonstração do princípio. Além disso, com este polímero simples e 
com os sinais dos diferentes domínios bem resolvidos, os mesmos re-
sultados poderiam ser obtidos por deconvolução ordinária dos picos. 
No entanto, reitera-se que o objetivo era apresentar uma prova do 
princípio e, posteriormente, demonstrar um exemplo em que, mesmo 
com total sobreposição dos sinais, é possível obter os espectros de 
cada componente, suas concentrações e seus tempos de relaxação, 
algo impossível por deconvolução.

O ponto chave do procedimento MCR proposto é a variabilidade 
(mais especificamente, variância-covariância). Assim, formulou-se a 
hipótese de que o número de experimentos (diferentes valores de τ) 
poderia ser reduzido sem perda de informação, utilizando-se apenas 
os τ que forneçam a máxima variabilidade. Visto que, no fenômeno fí-
sico utilizado para induzir essa variabilidade (o decaimento exponen-
cial devido à T1), a maior variação sistemática da intensidade do sinal 
ocorre no início do decaimento, provavelmente essa seja a região (τ 
curtos) mais útil para ser amostrada. Além disso, trata-se da região 
com maior relação sinal/ruído e com menor tempo experimental, pois 
na sequência Torchia-T1, o grande gargalo é utilizar τ longos. 
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Para otimizar e validar essa seleção, visando otimizar o tempo 
experimental, reduzindo inclusive o custo das análises, utilizou-se o 
procedimento Jack-knife. Para isso, espectros adquiridos com certos 
valores de τ foram excluídos da matriz de dados, e os ajustes MCR 
foram comparados estatisticamente com as médias e desvios padrão 
(teste t de Student) dos resultados obtidos por validação cruzada ale-
atória, com o mesmo número de τ dos experimentos otimizados, pro-
cedimento similar ao teste de incerteza de Martens e Martens (2000).

Os melhores resultados foram obtidos utilizando apenas τ no inter-
valo T1/50 a 2 T1, considerando o T1 do componente com relaxação mais 
rápida. Esses valores se justificam, pois, a razão (variabilidade) entre a 
magnetização a τ = T1/50 e a máxima magnetização teórica (M0) a τ = 0 
é somente 2% ( ), e a 2 T1 a intensidade do si-
nal é menor que 14% de M0 ( ). Os resultados da MCR utilizando 
o conjunto de dados otimizados (apenas 7 valores de τ: 1; 10; 100; 200; 
300; 500 e 800 ms) são apresentados nas Figuras 2B a D. O tempo ex-
perimental otimizado é de 30 min por amostra, enquanto, para adquirir 
o conjunto completo (28 valores de τ), são necessárias 7 h por amostra.

A abordagem também foi aplicada para estimar os espectros de 
RMN 13C individuais das componentes amorfas e cristalinas de um 
polímero quimicamente mais complexo, o PEEK, em que foi possível 
reproduzir os espectros experimentais a partir da combinação dos 
dois espectros estimados com muito alta precisão, mesmo com a su-
perposição completa dos sinais das fases amorfas e cristalinas (Figu-
ra 3). Nessa amostra de PEEK, 71 ± 3% é amorfa e 29 ± 3% cristalina. 

Da mesma forma que para o PE, o melhor conjunto de τ selecio-
nados situa-se no intervalo T1/50 a 2 T1, indicando que esse interva-
lo ideal não depende da complexidade da amostra. Para o caso do 
PEEK o tempo experimental total caiu de 25 h para 6,5 h por amostra.

Um terceiro exemplo foi obtido aplicando-se a abordagem ao Poli(-
1-buteno) isotático; porém, para este polímero, a separação por T1 ocorreu 
principalmente pela diferença de mobilidade entre o grupo lateral (mais 
móvel) e a cadeia principal olefínica (mais rígida) do polímero (Figura 4a 
e b). Isso ocorreu porque a maior variabilidade foi entre os diferentes seg-
mentos das unidades poliméricas, e não em função de uma eventual ocor-
rência de domínios com diferentes graus de  cristalinidade, o que é pouco 
provável considerando o processo de preparo da amostra, que visou obter 
apenas a forma cristalina I (vide seção experimental). 
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Figura 3. Espectros 13C Torchia-T1 de Poli(éter-éter-cetona) (PEEK) com 
diferentes períodos de relaxação τ. (b) Espectros estimados por MCR 
utilizando o conjunto completo de dados (28 espectros, i.e., 28 valores 
de τ, tempo experimental total de 25  h) e utilizando o conjunto otimi-
zado, i.e., apenas 7 espectros com valores de τ de 0,2; 0,55; 1; 2; 4; 9 
e 20 s (tempo experimental total de 6,5  h), mostrados pelos símbolos 
abertos em verde em (c) que são as intensidades estimadas por MCR 
como uma função do indutor da variabilidade, o período de relaxação τ 
juntamente com o ajuste exponencial e respectivos valores de T1. (d) 
Comparação entre o espectro experimental e aquele estimado por MCR 
utilizando apenas o conjunto otimizado, obtido pela soma dos espectros 
estimados individuais, multiplicados pela correspondente concentração 
de cada domínio.

Isso mostra outra utilidade do método proposto: distinguir sinais 
oriundos de segmentos moleculares com diferentes mobilidades lo-
cais, o que é muito útil não somente para o estudo de polímeros e 
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biomassas, mas também para analisar a matéria orgânica do solo, 
por exemplo, estimar recalcitrância e afinidade por agrotóxicos.

Como anteriormente, o conjunto otimizado está no intervalo T1/50 
a 2 T1, reduzindo o tempo total da análise de 11 h para apenas 1,5 h. 
Apesar da excelente concordância entre o espectro experimental e o 

Figura 4. (a) Espectros 13C Torchia-T1 de polibuteno isotático polimérico semi-
cristalino (iPB-I) com diferentes períodos de relaxação τ. (b) Espectros estima-
dos por MCR utilizando o conjunto completo de dados (24 espectros, i.e., 24 
valores de τ, tempo experimental total de 11 h) e utilizando o conjunto otimiza-
do, i.e., apenas 9 espectros com valores de τ de 10; 100; 200; 300; 500; 800; 
1000; 2000 e 3000 ms (tempo experimental total de 1,5 h), mostrados pelos 
símbolos abertos em verde em (c) que são as intensidades estimadas por MCR 
como uma função do indutor da variabilidade, o período de relaxação τ junta-
mente com o ajuste exponencial e respectivos valores de T1. (d) Comparação 
entre o espectro experimental e aquele estimado por MCR utilizando apenas 
o conjunto otimizado, obtido pela soma dos espectros estimados individuais, 
multiplicados pela correspondente concentração de cada domínio.
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estimado pela combinação dos dois segmentos da unidade poliméri-
ca, o segmento molecular com restrição dinâmica (T1 mais longo) é 
claramente subestimado (Figura 4c), visto que, estequiometricamen-
te, as proporções deveriam ser idênticas. Isso pode ser devido ao 
pequeno contraste de T1 entre os dois segmentos (2 vs. 13 s, menos 
de uma ordem de magnitude), limitando a correta separação dos seg-
mentos, o que pode ser observado também nos espectros estimados, 
pois há sinais residuais do segmento móvel (13 e 27 ppm) na compo-
nente rígida e, vice-versa, sinais do segmento rígido (32 e 38 ppm) na 
componente móvel (Figura 4b), indicando uma limitação do método 
que necessita de mais investigação. Há outras sequências de pul-
sos que induzem variabilidade em outras escalas de tempo, como 
T2, T1ρ etc. ou mesmo a combinação delas. De qualquer forma, a 
metodologia está apresentada, o conceito foi provado e basta induzir 
a variabilidade que forneça a informação desejada e tratar os dados 
como proposto.

Conclusão

As análises de espectroscopia de RMN no estado sólido de 13C 
utilizando a sequência de pulsos Torchia-T1, seguidas da análise mul-
tivariada de dados, mostraram-se eficientes na caracterização de 
amostras de bagaço de cana. Os dados obtidos permitiram acessar 
informações inéditas e extremamente relevantes relacionadas à mo-
bilidade molecular e ao empacotamento da celulose, hemicelulose e 
lignina, diretamente relacionadas com a eficiência dos tratamentos 
enzimáticos posteriores. A generalidade do método foi confirmada 
por meio da análise de três polímeros sintéticos, em que também se 
otimizou o tempo de análise, reduzindo-a de 3,8 até 14 vezes, o que 
representa uma enorme diminuição nos custos das análises. Portan-
to, o método proposto é de uso geral, podendo ser empregado para 
a caracterização de polímeros sintéticos e naturais (biomassa), na 
avaliação de pré-tratamentos visando otimizar a geração de biocom-
bustíveis de segunda e terceira geração, no estudo da degradação de 
polímeros, assim como no estudo da matéria orgânica do solo.
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