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USO DE RMIN NO ESTADO ESTACIONARIO PARA AUMENTO DE
SENSIBILIDADE DE ANALISES QUIMICAS.

Rodrigo B. V. Azeredo'?
Luiz Alberto Colnago'”®
Mario Engelsberg”

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma das mais
importantes técnicas analiticas, com importantes aplicacées em agricultura como na
medida do teor de 6leo e umidade em sementes e graos, umidade em madeira, ragoes,
alimentos, determinacao das estruturas dos defensivos agricolas entre muitas outras
aplicacoes. As aplicacbes de RMN mais conhecidas envolvem principalmente
espectrometros de alto campo que sdo muito sensiveis e usam principalmente as
diferencas de deslocamentos quimicos nas andlises. Uma categoria de
espectrometros de RMN que é menos difundida, mas que esta sendo gradualmente
inserida nos laboratérios de pesquisa, desenvolvimento e controle de qualidade sao os
equipamentos de baixa resolucdao em baixo campo. Esses espectrometros nao se
beneficiam do deslocamento quimico devido ao baixo campo e baixa homogeneidade
do ima e por isso suas aplicacOes se restringem a medidas de componentes totais ou
de componente parciais em amostras heterogéneas.

Devido ao baixo campo esses espectrOmetros também sdo de baixa
sensibilidade e sao utilizados na analise de substancias quimicas com isétopos de alta
abundancia natural e grande constante magnetogirica, tais como o H' e F'°. Mesmo
com esses is6topos a amostra tem que ser grande (até 150 ml), para que a razao sinal
ruido seja suficiente para observar o sinal em curto espaco de tempo.

As principais vantagens da RMN de baixa resolucdao sobre os métodos
convencionais de analise sao: rapidez da analise, quase sempre sem necessidade de
uso de produtos quimicos ou de preparacdo da amostra, mantém a integridade da
amostra, facil execucao, possibilidade de realizar anédlises em tecidos “in vivo” e os
resultados da andlise podem ser coletados, processados e armazenados diretamente
em microcomputador.
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Apesar dos aspectos positivos, a baixa sensibilidade da espectroscopia de
RMN em baixo campo, mesmo restrita a analise de isétopos de grande abundéancia
natural, ainda é uma barreira que pode, em alguns casos, impossibilitar sua utilizacao.
Assim para ampliar seu uso é necessario melhorar a razao sinal ruido, sem alongar
muito o tempo de anélise.

Uma metodologia proposta neste trabalho é o uso da RMN pulsada no estado
estaciondrio (EE), trabalhando com tempo de repeticao (Tr) bem abaixo do tempo de
relaxacao transversal (T,), o que permite somar milhares de espectro por segundo.
Com isso a razao sinal ruido (S/R) melhorada com a raiz quadrada do nimero de
espectros (n) adicionados ( S/R= n1/2). Outra vantagem é que a RMN no estado
estaciondrio pode ser facilmente aplicada em qualquer espectrometro de RMN de
baixa resolucdo e com um ganho de sensibilidade de até 50 vezes (Azeredo et al,
2000) quando comparada com os métodos convencionais conhecidos com FID (free
induction decay) e/ou eco ( Colnago et al, 1996).

As andlises foram feitas em um espectrémetro baseado em um ima de NiFeB,
com “gap” de 20 mm, e um campo de 0,39 Tesla, equivalente a frequéncia de 14,400
MHz para 'H. O probe foi contruido com ma bobina Ginica com 10 mm de diametro e 10
mm de altura. O ima apresentou um T,* de 0,5 ms. A parte eletronica foi baseada no
NMR Kit Il, Tecmag, usando um sintetizador de frequencia PTS 500, amplificador de
poténcia 3205 AMT, um preamplificador Miteq AU1054. Usou-se uma largura de
pulsos de 90 graus de 9 usec. Os dados foram digitalizados em um osciloscépio digital
HP 54520A.

Na figura 1 estdo os sinais de RMN de amostra de 6leo vegetal com a variacao
do Trde 500 a 0,3ms.
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Figura 1 - espectros de 'H de 6leo vegetal obtidos para cada variacdo no
espacamento de um trem de pulsos de 90: a) 5s. b) 1s.¢) 0,1 s.d) 0,05s.e)
0,0025 s. f) 0,3 ms. Parametros espectrais: pulsos de 90° de 10 ?s, 32 médias.
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Como Tr= 500ms (espectro A ) a intensidade do FID é maxima uma vez que é
igual a b5T,, onde o tempo T, (tempo de relaxacao longitudinal) é de 0,1 s. Para
Tr=108ms (espectro B) nota-se uma ligeira saturacao do sinal do FID. Reduzindo-se o
Tr para 29ms (espectro C) reduz-se ainda mais a intensidade do FID e comeca a
formacao de um pequeno eco antecedendo o pulsoderf. Como Tr=0,9 ms (espectro
D) os sinais do FID/eco se sobrepdem ficando um sinal continuo, com uma pequena
depressao no centro do sinal entre os pulsos. Com Tr=0,3 ms as amplitudes do eco e
do FID passam a se equivaler ( espectro E), ficando um sinal continuo, conhecido
como estado estacionario (EE).

Como os sinais de EE sdo coletados na ordem de milisegundos, algumas
centenas de espectros podem ser adquiridos por minutos, enquanto que com a
técnica convencional (FID ou eco), o nimero de aquisicdes é dependente de 5T, da
amostra o que pode ser da ordem de até dezenas de segundos. Na figura 2 esta um
exemplo da melhoria da razado sinal ruido com a técnica EE se comparado com a
técnica convencional de RMN (FID).
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Figura 2. Sinais de RMN de 'H NMR provenientes de 2,2 mg de éleo de soja. a)

sinal do FID com dois scans e tempo de repeticdao T,=5T, =690 ms. b) sinal de

SSFP com Tr=0,3ms, tempo de aquisicdo (Ta) =2,1ms, e 657 scans. O tempo
total de aquisicao foi de 1,38s em ambos espectros.

Como pode ser observado, na RMN convencional o sinal(a) é quase
indistinguivel do ruido de fundo, enquanto no EE (b) a intensidade do sinal é facilmente
medida devido ao nimero superior de espectros acumulados (657 do EE contra 2 do
FID) no mesmo tempo de analise.

Uma vez demonstrada as condicdes experimentais 6timas para alcancar o
regime de EE, avaliou-se o emprego desta técnica em analises quantitativas. Portanto
foi necessério estudar a linearidade da resposta do sinal de RMN no EE mediante a
variacao de concentracao da amostrae dostempos de relaxacao.

No primeiro experimento foram utilizadas cinco amostras de concentracao
conhecida de d6leo vegetal diluidas em tetracloreto de carbono e cada andlise foi
repetida trés vezes (figura 3).
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Figura 3 - Grafico intensidade do sinal versus concentracdo de 6leo empregando a
técnica de EE. Parametros espectrais: pulso de 90° de 10 s; 512 repeticdes;
tempo de repeticao de 0,3ms; R=0,998.

A figura 3 mostra que a intensidade do sinal de RMN no EE responde
linearmente com a variacdao de concentracdao, permitindo obter uma curva de
calibracdo com um coeficiente de correlacao r= 0,998, refletindo uma pequena
dispersao nas medidas realizadas. Esse resultado demonstra que mesmo quando ha
uma variacao dos tempos de relaxacdao da amostra, ndao ha uma influéncia marcante
na linearidade de resposta do sinal de RMN no EE. A intensidade do sinal de RMN no EE
nao depende dos tempos de relaxacao T, e T,, como no caso da RMN convencional,
mas simdarazao T,/T,+ T, (equacao 1).

Para exemplificar que com o EE pode-se separar os componentes de uma
amostra com grande diferenca de T,e T,, fez uma correlacédo entre o teor de 6leo em
sementes individuais de ervilha, que contem apenas 2% de éleo, com o sinal EE
(figura 4).
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Figura 4 - Gréafico da intensidade do sinal de RMN de 'H no EE versus a massa de
6leo da semente de ervilha. Parametros espectrais: pulso de 90° de 10 ?s; 512
repeticoes; tempo de repeticao de 0,5 ms.
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Como o T,dos componentes sélidos da semente (proteinas e carbohidratos) é
menor que 100 us e o T, é da ordem de segundos, eles praticamente ndao contribuem
para o sinal EE, como pode ser calculados pela equacao 1. Assim, o sinal observado
para a sementes secas, a 60°C durante 12 horas, é devido somente ao 6leo, que tem
T, e T,damesma ordem. Os pequenos desvios dos pontos experimentais observados,
r=0,974, podem ser atribuidos as variacdes no teor de 6leo entre sementes da
mesma espécie.

Com esses resultados fica demonstrada a vantagem de se usar a RMN no
estado estacionario pois ha um enorme ganho na razao sinal ruido, o que pode permitir
uma reducao do tamanho da amostra em até 50 vezes, quando comparada com a
técnica de RMN convencional.
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