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1. Introdugio

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica analitica que vem se destacando com
inimeras aplica¢des em diversos ramos da ciéncia, tais como: Quimica, Fisica, Medicina e Engenharias.
Sua aplicagiio abrange a determinagao estrutural de compostos orgénicos e inorganicos, a quantificagdo de
metabdlitos em extratos e nos tecidos intactos, dgua e gordura em alimentos e outros sistemas biologicos
de maneira ndo destrutiva (VAN DUYNHOVEN et al., 2010).

As aplicagdes da RMN podem ser divididas em tomogréficas e espectroscopicas. Nas aplicagdes
tomogréficas obtém-se informagdes da distribui¢do espacial (imagens) da 4gua e gordura em tecidos bio-
légicos, desde alimentos até seres humanos. Nas aplicagdes espectroscopicas obtém-se informagdes es-
pectrais que podem ser usadas na determinagio de estrutura molecular, concentragéo dos componentes em
amostras como extratos, sucos, alimentos intactos, entre muitas outras aplicagdes. As aplicagOes espec-
troscopicas podem ser subdivididas em aplicagdes em baixa e alta resolugdo. A RMN em alta resolugéo
em alto campo é usada principalmente na determinagdo de estrutura e dindmica molecular, concentrag¢ao
dos componentes de amostras em solugdo entre muitas outras aplicagdes. A RMN em baixa resolugdo em
baixo campo é largamente usada no controle de qualidade de industria de alimentos ha mais de 40 anos.
Nas ultimas duas décadas passou também a ser usada em horticultura como método ndo invasivo para ava-
liagdo de injlirias mecanicas, estudos fisiologicos e atributos sensoriais (FLORES et al., 2016; PEREIRA
etal., 2013; RIBEIRO et al., 2010).

2. Fundamentos da RMN

A RMN ¢ observada quando certos ntcleos atdmicos como, por exemplo, os isétopos de hidrogénio
('H), carbono (3C) e fltior ("°F), que possuem momento angular ou spin (L) diferente de zero, sdo submeti-
dos a um campo magnético estatico, denominado B, € a um campo magnético oscilante, denominado de B,.

Quando os momentos magnéticos desses niicleos ndo estdo na presen¢a de um campo magnéticos,
eles ndo tém orientagdo preferencial e suas dire¢des sdo aleatorias (Figura 1A). Quando submetidos a um
campo B, esses isotopos orientam-se em relagdo ao campo magnético ¢ passam a precessionar (fendme-
no que consiste na mudanga do eixo de rotagdo) com uma frequéncia angular denominada frequéncia de
Larmor (Figura 1B). A frequéncia de precessdo ¢ proporcional ao campo magnético, B, e a razdo magne-
togirica, tal que:

@, =vB, Equagio (1)
y = razio magnetogirica e @, = velocidade angular de precessdo (rad/s).

Na Figura 1B tem-se um modelo vetorial dos momentos magnéticos individuais (i) de nticleos com
spin %, como o 'H, precessionando em torno do eixo z que ¢ a dire¢do do campo magnético B,. Devido a
distribuigiio aleatoria de um nimero grande de p a resultante no plano xy ¢ nula (RIBEIRO et al., 2010).
Entretanto, devido a diferenca de energia entre os niveis, ha sempre um excesso de populagdo alinhada
a favor de B, (@), o que torna a componente no eixo +z nao nula. Neste caso, ilustrado na Figura 1C, o
vetor resultante do somatério dos vetores individuais p em relagdo ao eixo +z ¢ chamado de magnetizag@o
resultante ou M.
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Figura 1A, 1B, 1C. Representagao dos spins fora do campo magnético B, (A), cone de precessdo (B) e do vetor
magnetizagdo resultante (M,) no estado de equilibrio térmico (C).
Fonte: Adaptado de Forato, Bernardes Filho e Colnago (2011).

Para a obtengdo do sinal de RMN, ¢ necessério deslocar a magnetizagdo resultante para o plano xy.
Para isso usa-se um campo magnético oscilante, B, na frequéncia de Larmor (Equagéo 1) e perpendicular
a B, (Figura 2). Nos espectrometros modernos o B, ¢ aplicado na forma de um pulso (espectrometro pul-
sado) O pulso faz com que a magnetizagio M, que estava originalmente na dire¢do do campo B (eixo z),
gire em um angulo 0, proporcional & duragdo do pulso (tp), a intensidade do campo B eay (Equag:ao 2).

0 =vB, t, Equagdo (2)

O pulso leva a uma magnetizagio no plano xy, originando as componentes M e M  con-
forme a Figura 2.

W, x

Flgura 2. Efelto da aplicagdo de B, em M no referencnal rotativo.
Fonte: Adaptado de Forato, Bernardes Filho e Colnago (2011).

Apbs o pulso, B, € desligado e o processo de restabelecimento do equilibrio térmico ¢ iniciado. Esse
fendmeno € conhecido como relaxagdo. Durante a relaxagdo, quando a magnetizagéo volta a precessionar
em torno de B, também ¢ feita a aquisi¢io do sinal de RMN. Esta aquisigdo, é feita pelo processo de rotagdo
da magnetizag@o no plano xy (Figura 3A) a qual induz uma voltagem oscilante na bobina de recepgdo, con-
forme a Figura 3B. A voltagem induzida gera um sinal analégico, denominado FID (Free Induction Decay).
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Figuras 3 A, B. Rotagdo de Mxy na bobina de recepgdo (a) sinal induzido (FID) (b).
Fonte: Adaptado de Forato, Bernardes Filho € Colnago (2011).

O FID passa por dois processos de relaxagdo distintos: a relaxago longitudinal (T,), que estd envol-
vida no retorno da magnetizag@o ao equilibrio térmico; e a relaxagdo transversal (T,), que esté relacionada
com o desaparecimento do sinal no plano x'y'. Esses tempos de relaxagao interferem diretamente na quan-
tificagdo da técnica, largura da linha, decaimento do FID entre outras variaveis.

2.1. Medida do tempo de relaxacéo longitudinal (T)

O processo de relaxagio longitudinal ou spin-rede encontra-se relacionado ao retorno da magnetiza-
¢d0 ao estado de equilibrio térmico, M,. Este processo ¢é resultado da existéncia de momentos magnéticos
transitorios produzidos pelos movimentos rotacionais e translacionais de moléculas da vizinhanga. O T é
responsavel pela recuperag@o exponencial do médulo da magnetizagdo, ao longo do eixo z (M,) de acordo
com a Equagéo 3:

M, ()=M, [1-exp™"") ] Equagio (3)

Assim, para analises quantitativas, o T, deve ser conhecido ou estimado para evitar a saturagdo de
um ou mais sinais da amostra. Normalmente é necessario um tempo de espera, T, de pelo menos 5T, entre
cada varredura do espectro de RMN para que a magnetizagio M, retorne aproximadamente 99% de M,

A técnica de Inversdo-Recuperagdo (IR) é a mais utilizada na determinagio de T,, que consiste na
aplicagéo de um pulso de inversdo de 180° e um pulso de leitura de 90°, a partir do qual o sinal FID é
detectado, separados por um tempo t_durante o qual se desenvolve o processo de relaxagio longitudinal,
demonstrado na Figura 4.

239



Instrumentagdo Pés-colheita em Frutas e Hortaligas

180° 90°

Recuperagio, para determinagéo do tempo de relaxa-
¢do longitudinal T,.
_J " Fonte: Adaptado de Colnago e Andrade (2017).

"""" T Figura 4. Representagdo da técnica de Inversdo-

O pulso de 180° inverte a magnetizagdo no equilibrio térmico M,, deslocando-a do eixo +z para o
eixo-z. Durante o tempo de espera t , os momentos magnéticos relaxam, fazendo com que a magnetizacéo
retome sua orientagdo inicial. Em seguida, o pulso de leitura de 90° deflete a magnetizagio longitudinal
M na diregéio do plano x’y’ e o sinal FID llR(ti) ¢ detectado. Assim, para se obter o valor de T, realizam-se
varias medigdes incrementando os valores de ¢ até que o sinal detectado alcance um valor maximo.

Um modelo vetorial, em termos da dindmica da magnetizagdo longitudinal, ¢ mostrado na Figura
5. Para valores de tn muito curtos em relag@o ao tempo de relaxagdo T, a magnetizagdo permanece quase
toda invertida, produzindo um sinal negativo apds o pulso de 90°, tempo ¢t = 0naFigura5. Para um valor
de? iguala T .In(2), a magnetizagdo se anula, M, = 0, e ndo se observa nenhum sinal apés o pulso de 90°,
tempo 7 =t naFigura 5. A partir deste ponto, o sinal de RMN apds o pulso de 90° € positivo, atingindo
um maximo (M = M,) para £ 3T,
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Figura 5. Representagdo da dindmica da magnetizagdo submetida a
sequéncia de pulsos do experimento Inversdo-Recuperagdo. Cada pon-
to da curva representa a magnitude da magnetizagéo longitudinal M.
Fonte: Adaptado de Colnago e Andrade (2017).
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2.2. Medida do tempo de relaxagiio transversal (T)

O processo de relaxagdo transversal spin-spin esta relacionado & perda de coeréncia da magnetiza-
¢do no plano x'y'. Essa perda de coeréncia é atribuida as interagdes diretas entre os momentos magnéticos
individuais dos spins em uma amostra. A relaxago transversal provoca um decaimento exponencial da
magnetizagdo transversal, de acordo com a Equagdo 4:

My (¥) = M, cosw, texp™™) Equagio (4)

O método mais utilizado para a medida de T, ¢ conhecido como CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-
Gill) (ANDRADE; NETTO; COLNAGO, 2011) (Figura 6). A sequéncia CPMG recupera o sinal de RMN
na forma de eco de spin e consiste em um pulso de radio freqiiéncia de 90°, aplicado no eixo x', seguido
de um intervalot e de um trem de pulso de 180°, aplicado no eixo y'. Este método possibilita as medidas
das intensidades de n ecos para diversos tempos t=2n, até que o eco néo seja mais observado.

90°,  180°,

-
A

> €

A 4

Figura 6. Técnica de eco de spin, mostrando a
formagdo do eco apos a aplicagdo do pulso de
eco refocalizagdo 180°, com méximo em 27.
Fonte: Adaptado de Colnago e Andrade (2017).

O CPMG ¢ hoje o método padrio para medida de T, dos componentes com alta mobilidade e larga-
mente usado para andlises qualitativas e quantitativas em RMN-DT. Essas anélises sdo baseadas, princi-

palmente, nas diferengas entre os tempos de relaxag#o transversal, T,, dos varios componentes da amostra
(ANDRADE; NETTO; COLNAGO, 2011).

3. Aplicagdes prontas para uso e tendéncias de desenvolvimento

A RMN no dominio do tempo (RMN-DT) também ¢é conhecida como RMN em baixa resolugdo ou
baixo campo. Por mais de 40 anos a RMN-DT vem sendo utilizada para controle de qualidade de matéria
prima em inddstrias de alimentos. Reconhecida pela International Standard (ISO), a RMN-DT & aplicada
para mensurar a razao do teor de gordura sélida (Solid Fat Content — SFC) e liquida em 6leos, gorduras e
composi¢des de margarinas e chocolates. Este tipo de aplicagdo da RMN-DT ¢ primordial para o desen-
volvimento de novos produtos e controle dos processos industriais e ¢ padronizada pela [S08292-1 e pela
American Qil Chemists’ Society (AOCS) método Cd16b-93.

No ramo do agronegécio a RMN-DT esté posicionada entre umas das poucas técnicas analiticas
com potencial de medir a qualidade de gréos, frutas e hortaligas em seu estado original, sem a necessidade
de algum processo que antecede a leitura. A RMN-DT possui metodologias padronizadas pela ISO que
permite quantificar simultaneamente o teor de 6leo e umidade em sementes de colza, sementes de soja, se-
mentes de linhaga e sementes de girassol com um teor de 4gua inferior a 10%. Nesta aplicagdo,a RMN-DT
utiliza uma sequéncia de pulsos chamada Free Induction Decay (FID) associada a Echo-Spin (FID-Echo),
em que a FID ¢ originada apés um pulso de radio freqiiéncia de 90° e o echo ¢ resultante da aplicagdo de
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um pulso de radiofrequéncia de 180° seguido de mais um pulso de 90°. A razdo entre a intensidade da FID
e do echo dividida pela massa da amostra pode ser calibrada para o teor de umidade e somente a intensi-
dade do echo ¢ utilizada para calibrar o teor de 6leo (VAN DUYNHOVEN et al., 2010).

As aplicagdes da RMN-DT para teor de gordura solida (SFC), teor de 6leo e umidade em gréos ja
sdo métodos comercialmente disponiveis por empresas especializadas que entregam softwares junto dos
equipamentos que permitem através de um botdo realizar a medida em apenas alguns segundos sem a ne-
cessidade de um especialista em RMN para configurar ou calibrar o equipamento. Entre elas, uma empresa
Brasileira (Fine Instrument Technology, Sdo Carlos-SP), uma Argentina (Spin Lock, Cordoba-AR) entre
outras na Europa e Estados Unidos (MEYER et al., 2016).

A RMN-DT também esta presente no setor citricola com aplicagdes que visam controlar os proces-
sos de extragdo-filtragdo de suco de laranja via analises dos tempos de relaxagdo transversal (T,) utilizando
a sequéncia de pulsos CPMG em amostras retiradas diretamente do processo € inseridas no equipamento.
A RMN ¢ capaz de ser calibrada utilizando os valores de T, com os valores da anélise da polpa chamada
pela industria de QuickFiber (QF teste de fibra rapida) que quantifica em mililitros o teor de suco dispo-
nivel no bagago/polpa de laranja retida no equipamento de filtrag@o. Se o valor de QF esta muito alto ou
muito baixo indicaque a etapa de filtragdo deve ser regulada para garantir o alto rendimento industrial
(MILLA et al., 2014).

Na cadeia de produgdo e extrag@o de 6leo de palma a RMN-DT comegou a ser utilizada para mensu-
rar o teor de 6leo residual em pasta de frutos de palma prensados durante o processo de extragdo. A medida
do teor de 6leo via RMN-DT substitui a extragdo/quantifica¢@o via Soxhlet que leva em torno de 24 horas
para ser concluida, aumentando assim, o tempo de resposta para ajuste do processo de prensagem dos
frutos para obtengdo do 6leo de palma.

Recentemente, a RMN-DT vem sendo explorada juntamente de andlises de componentes princi-
pais (Principal Components Analysis - PCA), modelos de regressdo lineares multivariados (Partial Least
Squares- PLS) e modelos de classificagdo (Partial Least Squares Discrimnant analysis- PLS-DA). Estas
técnicas matematicas possibilitam extrair um niumero maior de informag@o nos sinais de RMN-DT que
resultam em novas aplicagdes, muitas delas, ndo invasivas e ndo destrutivas, indicando assim, uma ten-
déncia de desenvolvimento de novas aplicagdes da RMN-DT para frutas e outros alimentos empregando
tais metodologias.

O uso do sinal de RMN-DT obtido via sequéncia de CPMG explorado com as analises multivaria-
das possibilitou a avalia¢do ndo invasiva do teor de sélidos soluveis (Figura 7), pectina total, firmeza e
espessura da casca em laranjas (BIZZANl et al., 2017; FLORES et al., 2016) e teor de sélidos soliveis em
ameixas inteiras(PEREIRA et al., 2013).

A w1 3% BIX
£ \‘\
N Figura 7. Sinais de RMN-DT obtidos via CPMG de
\\'\M duas laranjas com diferentes teores de solidos soluveis
R —— totais (°Brix).
) e Fonte: Flores et al. (2016), autorizado pelo autor
Tempo s Elsevier (2016).
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A abordagem néo invasiva da RMN-DT juntamente com uso de técnicas quimiométricas via méto-
do de PLS-DA possibilitou classificar laranjas colhidas aleatoriamente em duas classes distintas, uma de
elevado teor de s6lidos soliveis e uma de baixo teor de sélidos soltveis (FLOREs et al., 2016) (Figura 8).

PC2 18 3%
L ]

) |
° 2% 1 4 ° Figura 8. Analise de componentes principais
it realizada utilizando sinais de RMN-DT ob-
tidos via CPMG de laranjas com diferentes
teores de sélidos soluveis.
v Fonte: Flores et al. (2016), autorizado pelo
PCT81% autor Elsevier (2016).

Com esta classificagdo ndo invasiva, ¢ possivel direcionar os frutos de alto teor de soélidos para a
extragdo de suco (Classe 1) e realizar a comparacéo e avaliag@o sensorial quanto ao atributo “doce” perce-
bido por provadores em uma anélise de comparag@o pareada dessas amostras (Figura 9).

Analisede comparacdo pareada

42

Figura 9. Anélise de comparagdo pareada re-

alizada utilizando sucos das laranjas de Classe

1 (> 12° Brix) e Classe 2 (< 9° Brix) com 60

provadores ndo treinados.

Fonte: Flores et al. (2016), autorizado pelo au-
Classe 1 Classe 2 tor Elsevier (2016).

Os resultados indicaram que o RMN-DT foi capaz de classificar laranjas para sucos de duas
classes distintas (Classe 1 e Classe 2), de forma néo invasiva, pelo teor de solidos soluveis de forma
significativa, algo percebido pelos provadores dos sucos dentro de um intervalo de confianga de 95%
(FLORES et al., 2016).

Desta forma, neste capitulo, foram apresentados os fundamentos da técnica de RMN no dominio do
tempo e suas aplicagdes prontas para uso e tendéncias de desenvolvimento. Os trabalhos mencionados t€ém
por objetivo oferecer um método de avaliagdo da qualidade interna de alimentos, de forma rapida e nédo
destrutiva, que pode ser utilizado em unidades de beneficiamento de frutas e hortaligas.
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