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Resumo: 6leos provenientes de sementes oleaginosas geneticamente modificadas tem sido uma alternativa para
aumentar a qualidade dos dleos utilizados em aplicag¢des alimenticias e em biocombustiveis. Os métodos analiticos
muitas vezes utilizados para analises dessas sementes geneticamente modificadas s3o demorados e trabalhosos.
Neste trabalho, propde-se a utilizagdo de uma nova técnica rapida de RMN de baixa resolugdo, CPMG, . Esse
novo método pode determinar tanto a quantidade quanto a qualidade do 6leo das sementes. Isso ¢ muito importante
para o programa de melhoramento genético e controle de qualidade industrial onde a velocidade de obtengao de
informagdes ¢ crucial para a eficiéncia do processo.

Palavras-chave: estado estacionario de precessdo livre, RMN, sementes.

APPLICATION OF SSFP PULSE SEQUENCE WITH PHASE ALTERNATION FOR QUALITATIVE EVAL-
UATION IN OILSEEDS

Abstract: oils derived from genetically modified oilseeds have been an alternative to increase the quality of the oils
used in food applications and biofuels. The analytical methods often used for analyzes of these genetically modified
seeds are laborious and time consuming. This work proposes the use a new rapid technique for low-resolution
NMR analysis using steady state free precession method with phase alternation called CPMG,, . This sequence
can be use for quantitative and qualitative analysis of oilseeds. Therefore, this method can be very important for
the breeding program and industrial quality control, where rapid analyses are crucial for the processes.

Keywords: steady state free precession, NMR, seeds.
1. Introducio

A crescente busca das industrias alimenticias e de biocombustiveis por 6leos vegetais de alta qualidade
vem impulsionando pesquisas voltadas ao melhoramento genético das sementes de oleaginosas. A industria ali-
menticia tem buscado 6leos estaveis e funcionais, sem acidos graxos trans, associados as doencas cardiovascula-
res. Estas industrias também procuram por oleaginosas com alta concentrag@o de acido estearico, para substituicdo
da margarina e manteiga hidrogenada (PRESTES, COLNAGO, et al., 2007). Acidos graxos modificados também
sdo uma alternativa para producao de biodiesel de alta qualidade. As propriedades do biodiesel como: capacidade
de ignigdo, calor de combustio, estabilidade oxidativa, viscosidade e a lubrificagdo sdo dependentes das caracte-
risticas dos acidos graxos presentes nas sementes oleaginosas. Os acidos graxos poli-insaturados sdo mais insta-
veis do que os monoinsaturados e saturados. Enquanto os saturados apresentam alta viscosidade e tendéncia em
solidificar no frio.

Técnicas analiticas instrumentais utilizadas para determinac@o da qualidade dos acidos graxos sdo ba-
seadas em cromatografia gasosa (CQG), espectroscopia de infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de
altar resolugdo (RMN-AR) do 'H e '*C. Porém, estas técnicas sdo trabalhosas, demandam muito tempo e destroem
a amostra. Além disso, um programa de melhoramento genético demanda um grande numero de analises (PRES-
TES, COLNAGO, et al., 2007). Alternativamente, a RMN de baixa resolu¢do (RMN-BR) tem se tornado uma
ferramenta robusta, rapida e de melhor custo/beneficio para analises de alimentos. As analises sdo baseadas, prin-
cipalmente, no tempo de relaxagdo transversal (T,) utilizando a sequéncia Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)
para analises quantitativas e qualitativas dos acidos graxos em sementes intactas. (PRESTES, COLNAGQO, et al.,
2007).

Recentemente, técnicas que utilizam menor poténcia vém sendo desenvolvidas para analises online rapi-
das, dentre elas a CPMG,, (trem de pulsos de 90°) e a técnicas do estado estaciondrio como continuous wave free
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precession (CWFP) e Carr-Purcell continuous wave free precession (CP-CWFP). Estes métodos vém sendo am-
plamente empregada em analises de alimentos como 6leos e gorduras, sementes, frutas e produtos industrializados,
tanto no modo estatico (offfine) quanto no modo online.

1.1. Estado estaciondrio

O método CWFP, uma condicao especial do steady state free precession (SSFP), foi primeiramente apre-
sentado por Azeredo e colaboradores (2000). Esta técnica ¢ composta por um trem de pulsos de n/2_espacados
por um t<T2:#. O comportamento da magnetizagao frente a aplicagdo de uma sequéncia de pulsos idénticos e com
igual espagamento entre eles foi descrito por Ernest e Anderson (1966) através de expressdes analiticas, derivadas
da equagio de Bloch (equagdes 1-4). Estas equacdes descrevem um conjunto de isocromatas no estado estacio-
nério (EE) com frequéncia angular w0 onde a componente M_~ representa a magnetizagdo antes de cada pulso,
denominada eco. A componente M, * da magnetizagdo ¢ denominada de FID, e ¢ obtida apos a aplicagdo de um
pulso a (o= angulo de rotacao). (ERNEST e ANDERSON, 1966).

M =M, (I-E )[E, senasena]/D ()
My' =M, (I-E )[E senacosy-E *sena]/D 2)
M =M, (I-E )[I-E cosy-E,cosa(cosy-E,)]/D 3)
D = (I-Elcosa)(1-E2cosy)-(Elcosa)(E2-cosy)E2 4)

Nas equagdes descritas acima, y = (® — ® )T representa o dngulo de precessdo das isocromatas, o ¢ a
frequéncia angular de precessdo, M, a magnetizagdo no equilibrio térmico, E = exp(-t/T1), E, = exp(-t/T,),
T 0 tempo entre os pulsos ¢ T, ¢ T,. (ERNEST ¢ ANDERSON, 1966)

Venancio e colaboradores (2005) também demonstram que a sequéncia CWFP pode ser usada para me-
dida simultanea dos tempos de relaxagdo T, e T, em um Unico experimento, com mesma durag¢do da sequéncia
CPMG (VENANCIO, ENGELSBERG, et al., 2005). No experimento CWFP a magnetizagdo decresce exponen-
cialmente até atingir um EE conforme equagao 5. Este decaimento nos fornece o T*. Por meio deste e da amplitude
da magnetizacdo no EE ¢ possivel determinar os tempos de relaxacdo, equacdes 6 e 7.

M(t)=Mexp(-t/T*) (5
T =2T,T/T+T) (©)
[M2)? +(M2P]" = MT /T +T,)=M,, ™

Rearranjado as equagdes acima:
T =(T (7/2)/2)/M /M, ®)
T,=(T'(w/2)/2)/(1-(M,./M,)) ©)]

Entretanto, quando T, e T, da amostra sdo parecidos, a medida de relaxagdo por CWFP ¢ muito sensivel
a ruidos devido a pequena diferenga de amplitude entre os sinais do estado quasi-estacionario (EQE) e EE. Para
resolver esse problema, Andrade e colaboradores (2011) introduziram uma sequéncia denominada Carr-Purcell-
continuous wave free precession (CP-CWFP). O sinal gerado por CP-CWFP apresenta uma grande diferenca de
amplitude entre os estados EQE e EE, permitindo um melhor ajuste da curva de T* para amostras com T, ~ T..
(ANDRADE, NETTO ¢ COLNAGO, 2011)

Porém, tanto a CWFP quanto a CP-CWFP tém como principal desvantagem a necessidade do desloca-
mento da frequéncia de offset, de acordo com o inverso do valor do tempo entre os pulsos (t). Assim, erros no
calculo da frequéncia de offset podem agregar erros na medida dos tempos de relaxac@o. Portanto, passou-se a
investigar o uso de sequéncias de pulsos tipo SSFP, com alternancia de fase entre os pulsos, as quais ndo neces-
sitam deslocar a frequéncias de offser. Neste trabalho esta sendo estudada a sequéncia CPMG,,  para anilise de
sementes oleaginosas. Os resultados obtidos com esta sequéncia em estudo foram comparados com os obtidos pela
sequéncia convencional CPMG,.

2. Materiais e Métodos

O equipamento utilizado para as andlises foi um espectrometro Minispec mq-20 da Bruker, com um
magneto de 0,5 T e 19,9 MHz para o 'H, com probe de 10 mm com varia¢do de temperatura de -100 a 150°C. As
amostras utilizadas foram sementes intactas de soja, amendoim, macauba, macadamia, pinhdo manso, mamona e
linhaca.
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As sequéncias de pulsos utilizadas foram: CPMG,, composta por um pulso de n/2 em x’ espagado por
7/2 e seguido de um trem de pulsos de n/2 em y’ espagados por t (Figura 1A) e CPMG,, » com caracteristicas
proximas a CPMG,, porém o trem de pulso € com inversdo de fase em y’ € —y’ e 0 1<T,* (f:lgura 1B).

A) B)
CPMGy, CPMGyy,
w2, 2, 2, 2, 2
el A RN . S— | s .
n n
Figura 1. Sequéncias de pulsos: A) CPMG,, ¢ B) CPMG,,

3. Resultados e Discussiao

Nas sementes oleaginosas encontramos dois conjuntos principais de 6leos que sdo caracterizados por
apresentarem diferentes viscosidades. A viscosidade depende do tamanho das cadeias de carbono e do niimero de
instauragdes presente. Portanto, como a viscosidade dos 6leos esta inversamente relacionada com os valores de T,
foi necessario aplicar um ajuste de curva biexponencial para realizar o tratamento dos dados. Na Figura 2 (A) e (B)
sao apresentados os sinais obtidos com as sequéncias CPMG,, e CPMG, _, respectivamente, para analise do 0leo
das sementes de macadamia, linhaga, macauba, soja, amendoim, pinhdo manso e mamona.
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Figura 2. Sinais experimentais obtidos para as sequéncias: A) CPMG,, e B) CPMG,, . para as sementes
de linhaca, macadamia, amendoim, macatiba, soja, pinhao manso e mamona.

Na técnica CPMG,, Figura 2 (A), se observa que os decaimentos dos sinais (T,) de 6leos com diferen-
tes viscosidades. A semente de mamona apresentou o decaimento mais rapido. Isso ¢ decorrente de seu 6leo ser
composto por ~ 80% do acido ricinoléico, que é um acido graxo viscoso de cadeia longa monoinsaturada e ainda
apresenta uma hidroxila no décimo segundo carbono, o que aumenta ainda mais sua viscosidade. Ja as sementes
de linhaga apresentaram o decaimento mais longo, devido seu 6leo ter ~ 50% do 4cido linolénico, um acido po-
li-insaturado com baixa viscosidade (PRESTES, COLNAGO, et al., 2007). Portanto, quanto mais viscoso o 6leo,
mais rapido o decaimento do sinal. As outras sementes: amendoim, soja, macadamia, macatba e pinhdo manso,
apresentam viscosidades muito proximas, desta forma o decaimento dos sinais para estas foram similares, tornan-
do dificil a distin¢ao entre as sementes.

Utilizando a sequéncia CPMG,,  também ¢ possivel determinar a viscosidade do Oleo presente nas se-
mentes fazendo o célculo de T, utilizandoa equagdo 9 e os valores de T* e as amplitudes do EE (M,,) e do equili-
brio térmico (M) (Figura 2 B). T* ¢ obtido pelo ajuste de curva biexponencial do sinal CPMG,,  entre os estados
EQE e EE, pois como ja abordado, as oleaginosas apresentam dois grupos principais de 6leo.

Uma correlagdo entre os valores de T, obtidos por CPMG,; e CPMG,, Y ¢ apresentada na Figura 3. Em
(A) estdo os valores da componente de T, relacionada com o conjunto de 6leo com maior viscosidade, portanto,
com menor valor e decaimento mais rapido. E na Figura 3(B), os valores da componente com maior viscosidade,
portanto, com maior valor de T, e decaimento mais longo. Em ambas as Figuras, destacam-se a mamona e linhaga
que apresentaram valores extremos de T, devido a alta e baixa viscosidade, respectivamente. Foram obtidos va-
lores de correlagdo linear de 0,96 (Figura 3A e Figura 3B) para os dois valores de T,, obtidos pelo ajuste biexpo-
enencial. Esses resultados indicam que a sequéncia CPMG,, | pode ser uma alternativa a8 CPMG,, para obtengao
dos valores de T, de sementes oleaginosas para andlise qualitativa de 6leos.
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Figura 3. Correlagdo entre os valores de T, obtidos com a técnica CPMG, e CPMG%yry para o conjunto de
acido graxo: (A) decaimento rapido e (B) decaimento lento. Seta vermelha — mamona; seta azul — linhaga.

4. Conclusoes

Pode-se concluir com esse trabalho que a técnica CPMG,, | se mostrou uma alternativa para obtengdo da
constante de tempo T,, a qual esta relacionada com a viscosidade dos dleos presentes nas sementes. Assim, CPM-
Gy, 7yp0de ser empregada para analises qualitativas rapidas em programas de melhoramento genético e controle de
qualidade industrial onde a velocidade de obtengdo de informagdes ¢é crucial para a eficiéncia do processo.
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