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ANALISE DO TEOR DE OLEO EM SEMENTES POR RMN.

Luiz Alberto Colnago’

Introducéo

O conhecimento do teor de d6leo em sementes e graos é
indispensavel para procedimentos de selecao genética de variedades
de milho, soja, amendoim etc., com alto teor de 64leo, para se
conhecer o potencial de producao dos graos em agroindulstrias de
refinamento de 6leo, para avaliar o valor energético dos alimentos,
entre outros usos. A metodologia classica de determinacéo do teor
de 6leo em sementes e grdaos consiste em seca-los até peso
constante, moagem até pdé bem fino, extracdo exaustiva com
solventes organicos em extratores soxhlet e evaporacao do solvente
até peso constante. Nesse método, o 6leo é considerado como o
material solivel no solvente e ndo apenas os triglicerideos. Esse é
um processo demorado e que destr6i as amostras analisadas.

A ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido um método
alternativo a essa medida, apresentando as seguintes vantagens:
rapidez da analise (segundos), ndo destr6i a amostra (a analise pode
ser repetida na mesma amostra), ndo precisa de preparacao
sofisticada, o que pode prescindir o uso de produtos quimicos
adicionais, as analises podem ser realizadas em tecidos vegetais “in
vivo” (0 que permite usar as proprias sementes analisadas em projetos
de melhoramento genético) e os resultados da andlise podem ser
coletados, processados e armazenados diretamente em
microcomputador.
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As andlises quantitativas do teor de 6leo em sementes por
RMN comecaram na década de 60, com os aparelhos de onda
continua, que analisam o teor de 6leo em sementes em alguns
minutos. Esse tempo de analise foi reduzido a alguns milissegundos
com a introducao dos aparelhos pulsados, que sao os mais usados
hoje em dia.

Esta circular contém as informacdes basicas necessarias aos
usuarios da técnica de RMN para que possam entender os principios
e as principais fontes de erros a que estao sujeitas essas analises
do teor de 6leo em sementes.

Principios de RVIN

A RMN é um fendmeno que pode ser observado com qualquer
is6topo que contém o spin total | >0. Isso s6 ndo ocorre para isétopos
com numero par de prétons e néutrons, como o C'? e 0o O'¢, por
exemplo. Os is6topos que contém nldmero impar de prétons e/ou
néutrons podem ser observados, e a maioria dos elementos tem
pelo menos um isétopo com essa configuracdo. O mais usado é o
de hidrogénio (H'), por ter alta sensibilidade e abundancia natural. O
hidrogénio, por exemplo, é usado para medir o teor de 6leo, neste
trabalho. Alguns outros exemplos de is6topos de interesse
agropecuério sdo o C'3, N', N'®, O'7, F'9, AlI*” e P*",

O fenémeno de RMN ocorre quando se coloca a amostra em
um campo magnético B_ e os spins nucleares passam a precessionar
em torno da direcdo desse campo (fig.1) com uma freqiiéncia angular
w, (freqliéncia de Larmor). A precessdo é um movimento igual
ao observado em um pido. Assim como o pido, o spin nuclear
tem um movimento de rotacdo em torno do seu préprio eixo e
um movimento de menor freqliéncia em torno da direcao
do campo magnético, que é o movimento de precessao. A
freqiiéncia de precessao dos nlcleos é proporcional ao campo
magnético B_ e a razdo giromagnéticay (w = yBo), onde Y é uma



constante para cada isétopo. A condicao de ressonancia ocorre
guando se aplica uma freqiiéncia igual a freqtiéncia de precessao do
nucleo, e por ressonancia os spins absorvem energia.
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Figura 1. Diagrama do movimento de precessao do spin em torno
do campo magnético B,.

Nos espectrometros pulsados, satisfaz-se a condicao de RMN
com a aplicacdo de um pulso de curta duracao e alta poténcia na
regido da freqliéncia de precessao (w). O pulso gera uma banda em
torno da freqliéncia aplicada, que excita automaticamente todo a
regiao espectral a ser analisada. Apés o pulso, os spins excitados
retornam ao estado fundamental, induzindo um sinal conhecido como
FID (Free Induction Decay), que contém todas as freqiéncias
espectrais sobrepostas. O FID (fig.2) é o sinal da variacado de
amplitude do sinal de RMN em funcao do tempo.
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Figura 2. Espectro de RMN (FID) obtido com espectrometro
pulsado.

A técnica de pulso conta, também, com a seqiliéncia de eco
de spin para obter o sinal de RMN (fig.3). Essa técnica consiste de
dois pulsos (um de 90 graus e um de 180 graus), separados por um
intervalo de tempo T. Nessa técnica aparece um FID apés o primeiro
pulso, e ocorre um eco do sinal de RMN apdés o segundo pulso, a um
tempo igual a separacao entre os pulsos.
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Figura 3. Seqliéncia de pulsos da técnica de spin-eco com P1, o
primeiro pulso (90 graus), P2, o segundo pulso (180 graus), T, o
intervalo entre pulsos e TR, o tempo de repeticdo da seqliéncia de
pulsos. O sinal apés P1 é o FID e apés P2 é o eco.



Tanto a intensidade do FID quanto a do eco sao proporcionais
a concentracao de hidrogénio da amostra e podem ser usadas na
determinacao do teor de 6leo em sementes.

Analise do teor de dleo

As andlises quantitativas com os espectrometros de RMN
pulsados se baseiam na correlacao que existe entre a intensidade
do sinal do FID ou eco e a concentracao do produto a ser analisado.
Como a RMN é uma técnica comparativa, é necessario fazer uma
calibracado entre a intensidade do sinal de RMN e a concentracao de
amostras padrdes. Com a curva de calibracao (assim como em outros
métodos analiticos), obtém-se a concentracdo de uma substancia
em uma amostra desconhecida somente com a medida da intensidade
do seu sinal de RMN.

No caso de se determinar a presenca de um dos componentes
de uma amostra heterogénea, como a do teor de 6leo em sementes,
usam-se as diferencas de tempo de relaxacao entre os varios
constituintes da amostra que contém hidrogénio, para que se obtenha
somente a intensidade do sinal do 6leo. Na fig.4 tem-se um diagrama
de como usar as diferencas de tempo de relaxacdo para separar o
sinal do 6leo dos outros principais constituintes das sementes que
contém hidrogénio, que sado as proteinas, os carboidratos e a agua.

Os sinais dos materiais sélidos (proteinas e carboidratos) ou
de baixa mobilidade, como a dgua de hidratacao, que tém tempo de
relaxacdo (representado por T,) curto, decaem rapidamente (alguns
microssegundos), enquanto que os da agua livre e 6leo, que tém T,
longo, decaem mais lentamente (alguns milissegundos).
Essas diferencas podem ser observadas na fig.4. Assim,
para analisar os componentes liquidos mede-se a intensidade
do FID ou eco apés o completo decaimento do sinal dos sdélidos.
Pode-se, também, eliminar o sinal da a4gua secando-se
completamente as sementes ou com desidratacao parcial em



torno de 5% de umidade, onde o tempo de relaxacao da dgua é bem
mais curto que o do 6leo. Com isso, s6 o 6leo contribui para o sinal
de RMN apds alguns milissegundos.
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Figura 4. Decaimento do sinal de RMN com T, curto, como de
proteinas, carboidratos e 4gua de hidratacao, e decaimento com T,
mais longo, como agua livre e 6leo em sementes.

Um eco tipico do 6leo em sementes de soja obtido no
espectrometro desenvolvido estd na fig.5. Esse sinal é registrado
pelo computador apés o segundo pulso (fig.3), a aproximadamente
3 milissegundos.
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Figura 5. Sinal de RMN (eco) de uma semente de soja, com a
amplitude expressa em unidade arbitraria.



Para determinar o teor de 6leo das sementes por RMN é preciso
fazer uma curva de calibracao entre a intensidade do sinal de RMN
(eco) e o teor de 6leo de amostras padroes.

Na fig. 6 foi montada uma curva de calibracédo (procedimento
1, doitem IV) com 5 amostras de soja, retiradas de lote de sementes
cujo teor de 6leo foi determinado pelo método de soxhlet. Com essa
curva de calibracao, que deve ser obtida em todos os periodos de
analise, pode-se determinar a quantidade de dleo nas sementes
somente com a medida da amplitude do seu sinal de RMN
(procedimentos 2 e 3).
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Figura 6. Curva de calibracdo entre o sinal de RMN e o teor de 6leo
em sementes (mg).

Para se saber o teor de 6leo nas sementes analisadas é
preciso calcular a porcentagem do 6leo determinado pela medida
de RMN com o peso da amostra usada. No espectrOmetro
desenvolvido, todos esses procedimentos sao realizados



automaticamente e o operador tem que inserir somente os teores
de dleos das amostras padroes e os pesos das amostras a serem
analisadas, uma vez que o software realiza todos os célculos.

Esses mesmos procedimentos sdao usados para determinar o
teor de umidade em alimentos, a razao sélido-liquido em margarinas,
entre muitas outras aplicacdes. O uso de RMN de baixa resolucao
em laboratérios de pesquisa, desenvolvimento e controle de qualidade
devera se expandir com a capacitacao dos usuarios e a disponibilidade
desses equipamentos, uma vez que é uma técnica nao-destrutiva,
rapida, quase sem preparo prévio da amostra e com todas as
facilidades de ser assistida por computadores, que permitem a
reducao de erros e direto arquivamento dos dados.

O espectrometro de RMIN pulsado

Para entender as possiveis fontes de erros de operacao é
apresentada a descricdo do funcionamento de um espectrémetro
pulsado. Os espectrometros de RMN sao constituidos, basicamente,
de um ima, um transmissor, uma sonda e um receptor (fig.7).

Transmissor Receptor
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Figura 7. Diagrama em bloco simplificado de um espectrometro de
RMN.



O ima tem a funcao de determinar a freqliéncia de precessao
dos spins e, conseqlientemente, a freqliéncia de ressonancia do
aparelho. Nos espectrOmetros de baixo campo, para a andlise
guantitativa do teor de 6leo sdao usados imas permanentes
construidos com Alnico V ou imas de terras raras (SmCo, Ni-Fe-B).
Os campos magnéticos (B) usados variam de 0,06 a 0,9 Tesla, que
correspondem a uma freqliéncia de ressonéancia para o H' de 2,5 a
40 MHz. O aparelho de RMN desenvolvido pela EMBRAPA-CNPDIA
usa um ima de aproximadamente 0,23 Tesla, com a freqliéncia de
ressonancia em 10 MHz. Esses imds sao altamente sensiveis a
temperatura e por isso sdao mantidos aquecidos a temperatura em
torno de 35 graus, com bom isolamento térmico, e devem ser
instalados em salas climatizadas, com pouca variacdao de
temperatura. A variacao da temperatura do ima causa a instabilidade
do sinal do aparelho de RMN, o que pode levar a resultados erréoneos
e a repeticao da curva de calibracao a curto intervalo de tempo.

O transmissor tem a funcao de emitir a freqiiéncia de radio,
gue entra em ressonancia com os spins em precessao. Os principais
cuidados que se deve ter com o transmissor sdo: usar uma largura
do pulso (Tp) curta o suficiente para excitar linearmente toda a
regiao espectral de interesse. Para isso o tempo de duracao do pulso
tem de ser bem menor que o inverso da largura da regido a ser
irradiada. Outro cuidado é nao repetir o pulso rapidamente, pois isso
pode saturar o sinal e originar erro de intensidade.

A sonda é onde as ondas de radio vindas do transmissor sao
convertidas em campo magnético oscilante para a inducao das
transicdes dos spins nucleares da amostra. A sonda, também, é o
sensor que capta o sinal de RMN; por isso, deve estar bem sintonizada
e casada com o receptor e transmissor e deve-se tomar cuidado
para nao usar volume de amostra maior que o volume da bobina
detectora.

O receptor tem a funcao de amplificar e detectar o sinal
vindo da sonda. Esse sinal é, entdo, armazenado e processado em



computador. O principal cuidado que se deve tomar com o receptor
é: que o ganho seja suficiente para que se tenha a maior intensidade
de sinal sem atingir o fundo de escala do conversor analégico digital.
Além disso, a analise por RMN esta sujeita a erros devido ao operador,
como erros de pesagens, determinacao incorreta das concentracoes
das amostras padroes, entre outros.

Na fig.8 tem-se uma foto do aparelho de RMN desenvolvido
pelo CNPDIA e na fig.9 a primeira tela do programa, com os médulos
de aquisicdo, programador de pulsos, filtros, sintetizador e anélise.
Também contém a tela com um eco, na parte superior a esquerda,
e a transformada de Fourier, na tela inferior, bem como os principais
parametros de controle do espectrémetro.

Figura 8. Foto do espectrometro pulsado para analise quantitativa.
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Figura 9. Tela de entrada do espectrometro de RMN desenvolvido
pela EMBRAPA-CNPDIA.

Procedimentos para analise do teor de 6leo no espectrometro de
RMN desenvolvido na EVMIBRAPA-CNPDIA

Procedimento 1- Preparacdo dos padr6es para determinacao
do teor de dleo por RVIN:

1- Utilizar, se possivel, diferentes variedades da mesma
espécie, com diferentes teores de dleo;

2- Secar as sementes em estufa a 105 graus centigrados
por 24 horas;



3- Determinar o teor de Oleo por extracdo com soxhlet, o
método oficial da International Union for Pure and Applied
Chemistry (IUPAC);

4- Preparar pelo menos 5 amostras com diferentes quantidade
de dleo para montar a curva de calibracao;

5- Calcular para cada uma das amostras padrées o teor de
6leo. Esse dado entra no computador do aparelho para
fazer a curva de calibracao;

6- O volume das sementes pode variar da metade até o
volume total da bobina receptora;

7- Colocar cada amostra padrdo no aparelho. Digitar na janela
do moédulo de “calibracao” a quantidade de 6leo presente
na amostra. Repetir essa operacao até que todas as
amostras padroes sejam analisadas e

8- A curva de calibracdo para 5 amostras tem que ter um
coeficiente de variacdao melhor que 0,97 para ser usada
nas analises. Caso contrario, repetir a calibracao e verificar
possiveis fontes de erro.

Procedimento 2- Preparacao de grdos para analise do teor de
6leo (graos secos):

1- Secar as sementes em estufa por 24 horas;

2- Pesar um certo volume de sementes entre a metade do
volume até o volume méaximo da sonda;

3- Colocar a amostra no aparelho e fazer a andlise, no médulo
de andlise, usando a curva de calibracao recentemente
preparada (procedimento 1);

4- Apbés o aparelho completar a anélise, inserir o peso da
amostra para que o computador calcule a porcentagem
de 6leo nas sementes e

5- Para realizar a analise de outras sementes basta repetir
este procedimento nas etapas de 2 a 4.



Procedimento 3- Preparacao de sementes para analise do
teor de b6leo com retencdo do poder germinativo (sementes
parcialmente desidratadas):

1- Preparar as amostras padrées como no procedimento 1,
sem secar as sementes a 105 graus centigrados (item 2
do procedimento 1). As sementes a serem usadas como
padroes e as serem analisadas devem ser desidratadas
em camara seca ou dessecador, até um teor de umidade
entre 5e 10% e

2- Analisar as sementes de acordo com os itens 2 a 4 do
procedimento de analise do teor de 6leo (procedimento
2).
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