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Andlise da Qualidade de Frutas por Ressondncia Magnética Nuclear

1. Introducao

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das principais técnicas analiticas e vem sendo aplicada
na analise de sustancias em solugdo, no estado sélido e até mesmo em imagens de seres humanos. As
principais vantagens da RMN em relac¢@o aos métodos tradicionais sio: técnica ndo invasiva, ndo destrutiva
e ndo usa radia¢do ionizante como as técnicas raios X.

As aplicagdes da RMN podem ser divididas em aplicagdes espectroscopicas e de imagens. Nas
aplicagdes espectroscépicas, a RMN vem sendo usada para determinagio de estrutura e dinAmica molecu-
lar, concentragdo dos componentes em uma amostra heterogénea, de processo de difusdo e fluxo e muitas
outras aplicacdes. As aplicagdes de imagens por RMN (IRM) sdo usadas principalmente para a andlise da
distribui¢@o espacial da 4gua ou de outros componentes de alta mobilidade molecular, como os 6leos e
gorduras.

Na area de fruticultura, a RMN vem sendo usada para estudos fisioldgicos, de injdrias mecanicas e
por pragas e doengas, e também de atributos relacionados com o paladar, como sélidos soliveis (°Brix),
textura entre outras aplicacoes (ANDAUR et al., 2004; BISCEGLI et al., 2000; RIBEIRO et al., 2010).

2. Fundamentos da RMN

A RMN € observada em niicleos de alguns isGtopos que possuem momento angular intrinseco (L) ou
spin (I # 0), como os 'H, *C, "N, "0, entre outros (GIL; GERALDES, 1987). Quando esses isOtopos sdo
submetidos a um campo magnético estitico denominado B » €les se orientam num movimento de precessdo
em relagdo ao eixo B, (convencionado como eixo z).

O fendmeno de RMN pode ser descrito classicamente com 0s momentos magnéticos, precessionando
em torno do campo magnético B, com velocidade angular igual a @; = ¥ B,, onde ¥ = razdo
magnetogirica e @ = velocidade angular de precessdo (rad/s).

No modelo vetorial, amplamente utilizado em RMN, os momentos magnéticos individuais () estio
distribuidos aleatoriamente no plano xy, como ilustra a Figura la. Devido a diferenca de energia entre os
niveis, hd sempre um excesso de populagio no nivel relativo aos p alinhados a favor de B, (4), na condigdo
de equilibrio térmico. Os w alinhados contra B (B) sdo os de maior energia. O vetor resultante do somatério
dos vetores individuais p em relagdo ao eixo +z é chamado de magnetizagio resultante ou M,, a Figura 1b
ilustra esse caso.
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Figura 1: Representacdo do cone de precessdo (a) e do vetor magnetizacio
resultante (M,)) no estado de equilibrio térmico (b).
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Para observar os sinais de RMN, € necessdrio perturbar a condigo de equilibrio térmico. Tal perturbagdo
¢ obtida quando um campo magnético oscilante, B , na frequéncia de precessdo € aplicado na amostra por
meio de uma bobina. No modelo de coordenada girante, o campo B, gera um torque sobre a magnetizacdo
resultante (M) fazendo com que ela se desloque para o plano xy, conforme a Figura 2.

Figura 2: Efeito da aplicagio de B1 em M, no referencial rotativo.

O angulo do deslocamento da magnetizacdo (0) depende de vy, da intensidade de B, e do tempo de
durac@o do pulso (t), onde 6 =y B 1. Logo apés o campo B, ser deshgado inicia-se o restabelemmento do
equilibrio térmico. Esse fenomeno € conhecido como relaxagao E, também, durante a relaxacdo que se faz
a aquisi¢do do sinal de RMN.

A Figura 3a mostra a rotagdo da magnetiza¢do no plano x’y’ M_ ) que induz uma voltagem oscilante
na bobina de recepcdo, cuja frequéncia € igual a frequéncia de precessao (Figura 3b). A voltagem induzida
gera um sinal anal6gico, denominado FID (Free Induction Decay).

Z

(a) (b)
Figura 3: Rotagdo de MXy na bobina de recep¢@o (a) sinal induzido (FID) (b).

O FID € o sinal de RMN no dominio do tempo e corresponde 2 somatéria de todas as frequéncias
observaveis na amostra. A aplicagio da Transformada de Fourier no FID resulta em um espectro no dominio
da frequéncia, usualmente utilizado em RMN de alta resolugio.

Ap0s a perturbagdo do sistema, a magnetizac¢do retorna ao estado de equilibrio térmico, onde M =0
e M, = M. Esse processo € conhecido como relaxagdo longitudinal ou spin-rede (GIL; GERALDES
1987) e descrlto por uma constante de tempo T . Além disso, a coeréncia da magnetizagdo pode desaparecer
no plano xy, através da relaxac@o spin-spin ou transversal, com uma constante de tempo T,. Esses dois
processos sao muitos usados para separagdo dos componentes de uma amostra heterogénea em experlmentos
de RMN. Também sdo usados para o contraste de imagens por RMN.
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O mecanismo de relaxagdo responsdvel por tornar M, = M, estd intimamente relacionado com o
restabelecimento da distribui¢do de populacao dos niveis de energia de spin nuclear, envolvendo transferéncia
do excesso de energia potencial magnética do estado excitado para a vizinhanga, denominada rede, sob a
forma de energia cinética molecular (GIL; GERALDES, 1987).

Esta transferéncia de energia ndo € um fendmeno de emissdo espontinea, e, sim, o resultado da
existéncia de campos magnéticos flutuantes, que, oscilando com frequéncias apropriadas em torno da
frequéncia de precessdo, tornam a rede capaz de absorver esta energia. Esse processo de transferéncia €
conhecido como relaxagdo spin-rede ou relaxagao longitudinal e € responsével pela recuperagio exponencial
da magnetizagdo ao longo do eixo z, de acordo com a equagio:

M, ()=M,[1-exp(-t/T )] (D

onde T, =tempo de relaxacdo spin-rede.

O tempo de relaxacdo T, tem um efeito pritico marcante. Se for longo, o tempo total de uma andlise
de RMN se estende muito, uma vez que cada sequéncia de pulsos deverd ser precedida por um tempo da
ordem de 5T , para que a magnetizagio recupere 99% de sua intensidade no equilibrio térmico, evitando a
saturacdo do sinal. O valor de T, depende principalmente da mobilidade da substincia, do meio, da
temperatura da amostra, entre outros fatores.

Ao contrdrio do que ocorre no processo de relaxacdo longitudinal, o retorno da magnetizago a condigio
inicial de equilibrio, Mxy:O, independe da transferéncia de energia para o meio. Para que suas componentes
no plano xy se anulem, basta que elas percam a coeréncia de fase, inicialmente criada por B, e comecem
a precessionar ao redor de B, de forma aleatéria. Esta perda de coeréncia € atribuida a interagdes diretas
entre 0s momentos magnéticos individuais, sem que haja modificacdo da energia total do sistema, causando
um processo de relaxacdo conhecido como spin-spin ou relaxacéo transversal (GIL; GERALDES, 1987).

Na presenca de um campo magnético estatico ideal, B = 0, a relaxagdo transversal € responsdvel
pelo decaimento exponencial da intensidade da magnetizagdo M, obedecendo a seguinte equacio:

Mxy(t):MOeXp(—t/Tz) (2)

onde T = tempo de relaxacdo spin-spin.
No entanto, a ndo homogeneidade de campo (.4 B) acelera o processo de perda de coeréncia e
normalmente o sinal decai com o T, aparente ou T,*. De um modo geral, o T, € curto para substancias

rigidas, principalmente no estado sélido, e longo para moléculas com alta mobilidade, liquidas ou em
solucdo.

2.1 Medida de T,

O principal método para medida de T, € o método denominado de inversdo-recuperagio (IR) (Figura
4). Este método consiste na aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia (rf) de 180°, o que conduz a
magnetiza¢do ao eixo -z, seguido de um tempo T e de um pulso de 90°, antes da aquisicdo do sinal de
RMN. O valor de T, €, entdo, calculado a partir da intensidade do sinal de RMN em funcéo do intervalo de
tempo T (Figura 5). O intervalo de tempo T precisa ser suficientemente longo, maior que 5T, para que o
sinal ndo sature.
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Figura 4: Representacio da sequéncia inversio-recuperacio.
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Figura S: Variacdo do sinal de RMN usando a
sequéncia de pulso IR.

2.2 Medida de T2

O método mais usado para a medida de T, € conhecido como CPMG (Figura 6), que traz as iniciais de
seus autores: Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CARR; PURCELL, 1954; MEIBOOM; GILL, 1958). As
sequéncias de eco como a CPMG recuperam o sinal de RMN na forma de eco de spin, independentemente
da ndo homogeneidade do campo. A sequéncia CPMG consiste em um pulso de rf de 90°, aplicado no eixo
x’, seguido de um intervalo de tempo T e de um trem de pulsos de 180°, aplicado no eixo y’. A intensidade
do sinal de RMN da sequéncia CPMG (eco), obtida em funcdo de T, decai exponencialmente com uma
constante de tempo T, (Figura 7).

90, 180, eco

Figura 6: Representagdo da sequéncia de pulsos CPMG.
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Figura 7: Decaimento exponencial do sinal CPMG.

3. Aplicacoes da RMN em frutas
3.1 Aplicacoes da RMN no dominio do Tempo (RMN-DT)

A RMN no dominio do tempo também € conhecida como RMN em baixa resolugio ou por RMN em
baixo campo. Até a metade da década de noventa, a RMN no dominio do tempo (RMN-DT) era usada
principalmente em medidas quantitativas, como medida do teor de 6leo em sementes, umidade em alimentos
e produtos quimicos entre outras. Mais recentemente, com o uso de métodos quimiométricos (PRESTES et
al., 2007) e de andlise de relaxacdo multiexponencial (RIBEIRO et al., 2010), tornou-se possivel analisar
todo o sinal de RMN em baixa resolucao (FID, decaimento CPMG, entre outros) e obter outras informacdes
sobre as propriedades fisico-quimicas das amostras.

Na Figura 8, estdo os sinais obtido com a técnica CPMG para uma banana em dois estddios de maturagio
(RIBEIRO et al., 2010).
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(b)
Figura 8: (a) Sinal CPMG para as bananas
amarela e verde (b).

Na banana esses sinais de RMN também sdo muito sensiveis a danos mecénicos, € o T,
monoexponencial aumenta com o grau de injuria. Além da banana, tem-se usado a RMN-DT para determinar
o conteudo de agucar e correlacionar com sélidos soldveis (°Brix) em frutas, como em uvas Itdlia. A grande
vantagem desse método € que pode ser facilmente automatizado, com potencial para uso em unidades de
beneficiamento de frutas.

3.2 Analise por Imagens por RMN (IRM)

A principal caracteristica das analises por imagens por RMN (IRM) € a necessidade de uso de gradientes
de campo para codificar as frequéncias de ressonancia com distribui¢do espacial da dgua.

Para se realizar os experimentos de IRM, € necessdrio o uso de trés bobinas de gradiente em posi¢oes
X, y € z. A sequéncia de pulsos conhecida como spin-eco (SE) com pulsos de gradientes € muito utilizada
na aquisi¢do de imagens. Na Figura 9, estd um diagrama da sequéncia eventos da SE para imagens. As
linhas superiores t€m os pulsos seletivos de rf e os pulsos de gradiente (GS) para selecionar o plano de
andlise. Este gradiente faz com que os spins comecem a se espalhar mesmo antes de alcangarem o plano
transversal. Isso € corrigido com a aplicagdo de um segundo gradiente (GS), chamado gradiente de
refocalizacdo, invertido em relag@o ao primeiro. Nesta condi¢c@o, os spins estdo em maxima coeréncia de
fase. Aplicam-se, entdo, os gradientes de codificacdo de fase (GP) e frequéncia (GR) que fazem a
magnetizagao evoluir. Em seguida, o pulso de rf (pulso de inversdo) inverte as componentes da magnetizagao.
Finalmente, sob a presenga do gradiente de leitura, € feita a aquisi¢@o do sinal. A sequéncia SE apresenta
dois tempos que, basicamente, a caracterizam, que s30 0s tempos entre a excitacdo e o centro do eco de
spins, chamado de tempo ao eco (TE), e entre duas excitacdes consecutivas, chamado de tempo de repeti¢cdo
(TR). Esses tempos sdo importantes, principalmente, no que se refere ao contraste das imagens obtidas
quando se utiliza essa sequéncia (PAIVA, 2004).

Pulsos seletivos de rf e ,,,,,,,w,, S ~A\- e esee: gy

Gradientes de selecéo Gs

Gradientes de codificacdo de fase Gp e e O» S
Gradientes de codificacé de frequencia 777(7‘1 B \
GR - - T
Sinal S F — 77777—7+ .
I‘ Te B —b}

Figura 9: Representacio da sequéncia de pulsos spin-eco (adaptado de PATVA,
2004). Onde TE: tempo de eco, rf: pulso de radio frequéncia, Gs: gradiente de
selecdo, GP: gradiente de fase e GR, gradiente de codificac¢@o de frequéncia.
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A imagem obtida por RMN néo tem o mesmo significado do que a de uma fotografia. Ela representa
um mapa das intensidades dos sinais de RMN. A imagem € obtida segundo as propriedades da RMN do
material em cada posigdo. Cada voxel (elemento de volume) no objeto contém uma vasta gama de
substancias. Cada substancia dd alguma intensidade de sinal resultante, dependendo da natureza da sequéncia
de pulsos e da variagdo dos pardmetros de tempo. As imagens obtidas por RMN sdo mapas bidimensionais
das intensidades dos volumes discretos dentro da amostra. Os elementos dos mapas sao chamados pixels,
e a intensidade de cada pixel € influenciada pela densidade de spins, pelo tempo de relaxagdo spin-rede, T,
e tempo de relaxagdo spin-spin, T,, pelo movimento molecular, efeitos de suscetibilidade e diferencas nos
deslocamentos quimicos. Os efeitos desses pardmetros na imagem podem ser suprimidos ou real¢cados
num experimento especifico, pela selegdo de pardmetros realizada pelo operador, tais como o tempo de
repeticdo TR e o tempo de eco TE. Assim, esses pardmetros podem ser usados para contrastar as imagens
por densidade de prétons (DP) e por T, ouT,

As imagens podem ser obtidas com contraste em T, pelo aumento do tempo de eco (TE) e fazendo
com que TR seja maior do que 5T . Neste caso, o tempo de eco deve ser da ordem de T,, fazendo com que
regides com T, mais longos apresentem ecos mais intensos do que aquelas com T, mais curtos. Assim, as
regidoes com T mais longos serdo mais brilhantes, pois apresentam ecos mais mtensos Por outro lado, para
se obter imagens ponderadas em T,, deve-se utilizar o tempo de eco o mais curto possivel e diminuir o
tempo de repeticdo (TR). Assim, € posswel medir as diferengas de T, na amostra, pois regides com T,
longos ndo poderdo retornar totalmente & magnetizacio, visto que o TR € curto. Além disso, elimina-se a
influéncia de T,, uma vez que usamos um TE curto. Desta forma as regides, com T, curto serdo mais
brilhantes e apresentardo amplitudes de ecos superiores as de regides com T, longos.

Além da ponderagdo em T, e T, € muito comum se utilizar a ponderagao em densidade de prétons
(PD). Neste tipo de imagem, quanto maior for a densidade de niicleos de hidrogénios local maior serd o
brilho da imagem. Para se obter tal tipo de imagem, deve-se utilizar um TR longo o suficiente para permitir
o retorno da magnetizacdo a condigéo de equilibrio. Assim, minimizamos a influéncia de T, e, para eliminar
a de T,, usamos um tempo de eco curto (menor do que T2) (ARAUJO, 2002; HILLS, 1998)

Na Figura 10a, € apresentada a imagem obtida para uma pera. Com a técnica de spin eco ponderada
em PD e 10b ponderada em T, (Te = 20 ms e TR = 0,7 s ), pode-se ver que praticamente ndo ha diferengas
entre as duas imagens, 1ndlcand0 que ndo foi possivel se obter contraste em T,. Ja na Figura 10c, imagem
ponderada em T, (= 100 ms e TR = 2,0 s), o padrdo de contraste & completamente diferente, onde se vé
predominancia de regides de menos brilho, com poucas regides mais brilhantes, sendo estas Gltimas atribuidas
a T, mais longos.

Assim, nesta breve descri¢do, apresentaram-se duas das principais técnicas de RMN que podem ser
usadas para a avaliac@o da qualidade interna de frutas: a RMN no dominio do tempo, que tem potencial
para uso em unidades de beneficiamento de frutas e hortaligas; e a IRM, que tem maior uso em pesquisas
de laboratério devido ao longo tempo de medida e alto custo dos equipamentos.

a b C

Figura 10: IRM transversais de peras com imagens ponderadas por PD (a); T, (b) e T, (c).
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