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RESUMO

O Brasil € um dos principais produtores de cacau, matéria-prima usada na producao
de manteiga de cacau (MC) e de chocolates. A MC é um produto de alto valor
agregado, usado tanto nas industrias de alimentos quanto nas de cosméticos. O teor
de gordura sélida ou Solid-Fat Content (SFC) é um importante parametro de qualidade
da MC e sua determinagao geralmente realizada em espectrometros de Ressonancia
Magnética Nuclear no Dominio do Tempo (RMN-DT), seguindo as normas ISO 8292-
1 (método direto) e ISO 8292-2 (método indireto). Em ambos os métodos I1SO, a
determinagdo do SFC se da pela intensidade dos sinais de 'H obtidos por RMN-DT.
Nessas medi¢gdes, ndo ha como assinalar os grupos quimicos que geram oOs sinais
dos componentes nos estados sélido e liquido. Neste trabalho, propde-se utilizar a
RMN em Estado Sélido (RMN-ES), para obter espectros de 3C em alta resolugéo, o
que permite identificar e diferenciar sinais de '3C relativos as porgdes dos triglicerideos
(TAG) em estados sélido e liquido, em 34 e 30 ppm respectivamente. O principal
objetivo deste trabalho foi avaliar se esse método poderia ser usado para medigdes
quantitativas do SFC e de outras propriedades fisicas e quimicas que nao sao
observaveis por RMN-DT. Como as condi¢des de analise para obtengao de espectros
de 3C por RMN-ES podem levar ao aquecimento da amostra e alterar o valor do SFC,
foi necessario determinar as condi¢gdes experimentais em que isso nao ocorre. Essas
condigbes foram: frequéncia de rotagcdo da amostra (FR) de 3 kHz, poténcia de
desacoplamento (DEC) de 70 W e tempo de reciclagem (RD) minimo de 10 s. Para
as medi¢des quantitativas de SFC, utilizou-se a sequéncia de pulso de excitacao
direta da transigdo de '*C (HPDEC), com FR de 3 kHz, DEC de 70 W e RD > 5T1. A
determinacéo do valor de SFC se deu pelo calculo com as areas dos sinais de 3C em
34 e 30 ppm. Os resultados foram concordantes com aqueles obtidos seguindo os
métodos ISO, com a vantagem de nao sofrer interferéncia pela presenca de
componentes distintos as moléculas TAG, como é observado para as medi¢cdes de
SFC seguindo a ISO 8292-1 para amostras de chocolate. A obtencao de espectro de
13C, por RMN-ES utilizando a sequéncia de polarizagao cruzada (CPMAS), permitiu a
identificacdo das diferentes formas cristalinas que ocorrem durante o processo de

recristalizacdo da MC.

Palavras-chave: manteiga de cacau, SFC, RMN-DT, RMN-ES, estrutura cristalina



ABSTRACT

Brazil is one of the leading producers of cocoa, which serves as a feedstock for the
production of cocoa butter (CB) and chocolate. CB is a high-value product that is used
in both the food and cosmetic industries. The Solid-Fat Content (SFC) is an important
quality parameter for fat. Its measurement is performed using a Time-Domain Nuclear
Magnetic Resonance (TD-NMR) spectrometer, following the established protocols
detailed in ISO 8292-1 (direct method) and ISO 8292-2 (indirect method). In both ISO
methods, the determination of SFC is achieved through the intensity of the "H TD-NMR
signal. However, this approach does not allow for the identification of the specific
chemical groups responsible for the signal from the solid-state components. This study
introduces a novel approach using high-resolution Solid-State NMR (SS-NMR) to
obtain high-resolution '3C spectra. This method enables the identification and
differentiation of 3C signals corresponding to the solid and liquid states of triglycerides
(TAG) at 34 ppm and 30 ppm, respectively. The primary objective of this study was to
assess the applicability of this novel method for the quantitative measurement of SFC
and evaluate additional physicochemical properties not discernible through TD-NMR.
The measurement parameters used to obtain '3C spectra through SS-NMR may result
in sample heating and affect the SFC value. Therefore, it was necessary to establish
experimental conditions that would prevent the melting. The optimal analysis
conditions identified include a spinning frequency (SF) of 3 kHz, decoupling power
(DEC) of 70 W, and a minimum recycle delay (RD) of 10 s. To obtain quantitative
measurements for the SFC, a '3C direct excitation pulse sequence (HPDEC) was
utilized, with SF of 3 kHz, DEC of 70 W, and RD > 5T+1. The determination of the SFC
value was achieved by analyzing the '3C signals areas corresponding to the peaks at
34 ppm and 30 ppm. The results were in agreement with those obtained by following
the 1SO-established protocols. Additionally, the novel method demonstrated an
advantage in that it remained unaffected by the presence of other sample components
that are not TAG, unlike measurements conducted according to the ISO 8292-1
protocol for chocolate samples. Furthermore, the acquisition of '3C spectra using SS-
NMR with a cross-polarization pulse sequence (CPMAS) enables the identification of

the different crystalline forms that emerge during the recrystallization process of CB.

Key-words: cocoa butter, SFC, TD-NMR, SS-NMR, crystalline structure.
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1.0. Introdugao

Historicamente, o chocolate foi primeiro consumido na forma de bebida,
denominada Chocolatl, pela civilizagdo Asteca, que estava localizada na regiao em
que hoje se encontra o México. A partir da colonizagdo espanhola da América, a
bebida chegou a Europa, onde houve o desenvolvimento do produto até chegar ao
chocolate que se conhece hoje em dia. Séculos se passaram até o surgimento do
chocolate em barra, ocorrido no século XIX na Inglaterra, pela companhia J. S. Fry &
Sons, Ltd., mais conhecida como Fry’s. Ja o chocolate ao leite foi desenvolvido por
Daniel Peters na Suica, anos depois, em 1876 (BECKETT, 2009; MINIFIE, 1994).

Os produtos de chocolate podem ser descritos como uma dispersao de
particulas de cacau em uma fase gordurosa continua, constituida pela manteiga de
cacau, com demais ingredientes tais como leite e agucar (LUCCAS, 2001). AANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) define o que é chocolate na RDC n°® 723,

de primeiro de julho de 2022, como:

Produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau (Theobroma
cacao L.), massa, pasta ou liquor de cacau, cacau em pd ou manteiga
de cacau, com outros ingredientes, podendo apresentar recheio,
cobertura, formato e consisténcia variados (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA. RDC N° 723, de 1° de julho de 2022.).

O fruto do cacaueiro Theobroma cacao L., nativo da floresta Amazdnica, é a
principal matéria prima para a produgao do chocolate. Como se pode ver na Figura 1,
0 cacaueiro € cultivado em regides préximas a linha do Equador, sendo que os
maiores produtores, atualmente, se encontram nas regides oeste do continente
africano, na regido sudoeste do continente asiatico e na América do Sul (BECKETT,
2009; HENDERSON et al., 2007; MINIFIE, 1994).
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Figura 1. Principais regides produtoras de cacau.

Equator

20°S

Fonte: BECKETT( 2009)

O Brasil esta entre os principais produtores de cacau do mundo. Contudo, a
producado maijoritaria de cacau se encontra no continente africano, que € responsavel
por mais de 70% da produgao de graos de cacau em 2021/22. A Costa do Marfim é o
maior produtor mundial (INTERNATIONAL COCOA ORGANIZATION, 2024).

Na Figura 2, pode-se ver que a cadeia do cacau no Brasil € um setor em franco
crescimento. Considerando a producao total, houve aumento de mais de 30 mil
toneladas produzidas entre 2018 e 2023 (ASSOCIACAO NACIONAL DAS
INDUSTRIAS PROCESSADORAS DE CACAU, 2024a).
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Figura 2. Producao de derivados de cacau no mercado brasileiro entre os anos de 2018 e 2023.

PRODUCAO DE DERIVADOS DE CACAU NO MERCADO INTERNO
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Fonte: ASSOCIAGAO NACIONAL DAS INDUSTRIAS PROCESSADORAS DE CACAU (2024a)

Considerando a exportagdo de chocolates (Figura 3), observa-se também um
crescimento nas exportagdes brasileiras. Entre 2018 e 2023 houve um aumento de
mais de 10 mil toneladas exportadas (ASSOCIACAO NACIONAL DAS INDUSTRIAS
PROCESSADORAS DE CACAU, 2024b).

Figura 3. Dados de exportagéo de chocolate pelo Brasil, entre 2018 e 2023.

EXPORTAGAO DE CHOCOLATES 2024 (em tons)
50000
40000
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20000

10000
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Fonte: ASSOCIAGAO NACIONAL DAS INDUSTRIAS PROCESSADORAS DE CACAU (2024b)

Além disso, ha perspectiva de maior crescimento no mercado brasileiro. Em
2023, a cadeia do chocolate rendeu US$ 3,24 bilhdes e ha previsdo de que renda US$
3,98 bilhdes até 2028. Também ¢é valido ressaltar a importancia desse setor para a
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exportacdo, que até junho do ano de 2023 foi de US$ 71,8 milhdes (ABICAB, 2023;
MORDOR INTELLIGENCE INDUSTRY REPORTS, 2023).

Dentre os constituintes do grdo de cacau, a fragéo lipidica, denominada de
manteiga de cacau, é um dos principais componentes e da ao chocolate algumas das
suas principais caracteristicas sensoriais. Além disso, em muitos processos de
produgao de chocolate ha adigdo de porgdes extras de manteiga de cacau, visando
melhorar tanto suas caracteristicas fisico-quimicas quanto sensoriais. Assim, pode-se
dizer que o controle e garantia de qualidade da manteiga de cacau sao imprescindiveis
para a confeccao de produtos de alta qualidade e com alto valor agregado. Sabe-se
que as propriedades da manteiga de cacau variam conforme a variedade,
caracteristicas edafoclimaticas da regido produtora (terroir), e da estagdo do ano em
que o fruto foi colhido (FIGUEIRA; LUCCAS, 2022).

1.1. Manteiga de cacau

O chocolate é formado por uma porcéo lipidica e uma porgéo nao lipidica, esta
ultima € composta, majoritariamente, pelos sélidos de cacau ndo gordurosos, agucar
e derivados lacteos. Considerando a porgao gordurosa, destaca-se a manteiga de
cacau, que esta sempre presente nos chocolates; outras fontes lipidicas séo, por
exemplo, o emulsificante e a gordura do leite, no caso de chocolate ao leite (TALBOT,
2012).

A manteiga de cacau € uma gordura vegetal responsavel por muitas das
caracteristicas do chocolate, como brilho, dureza e quebra (snap) e, quando esta na
boca do consumidor, sua fusao completa permite a liberagdo de aromas, contribuindo
para a percepg¢ao sensorial. Industrialmente, € geralmente extraida do liquor de cacau
(prensagem hidraulica) e ndo da améndoa (expeller) (LUCCAS, 2001; RIBEIRO et al.,
2012; TALBOT, 2012).

A composicdo da manteiga de cacau esta atrelada as suas propriedades
fisicas, como microestrutura, fusao e cristalizacdo, polimorfismo e conteudo de
gordura sdlida (SFC). Contudo, a composi¢do da manteiga de cacau varia de acordo

com as condigdes de cultivo, ou seja, varia conforme a regido geografica e os climas,
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como ja mencionado. A manteiga de cacau produzida em algumas regides do Brasil
tem maior conteudo de acido oleico quando comparada com a de outras regides
produtoras, ou seja, tem ponto de fusdo menor e, portanto, € mais macia e sua
cristalizagdo € menos favoravel, contudo, ha trabalhos que ja demonstraram que
amostras de determinadas regides do Brasil possuem perfil similar a manteiga de
cacau de regides que apresentam maior conteudo de gordura sélida (BECKETT, 2009;
RIBEIRO et al., 2012; TALBOT, 2012; VIEIRA et al., 2015).

1.1.1. Estrutura cristalina de triglicerideos

A manteiga de cacau €& composta majoritariamente por misturas de
triglicerideos (TAG), ja o0s componentes minoritarios sao diglicerideos,
monoglicerideos e acidos graxos livres. Os TAG sao ésteres de glicerol ligados a trés
moléculas de acidos graxos (Figura 4). A maioria desses acidos graxos na manteiga
de cacau sao: acido oleico (C18:1), o qual corresponde a aproximadamente 35%,
acido estearico (C18:0), aproximadamente 34%, e &acido palmitico (C16:0),
aproximadamente 26% (BECKETT, 2008; GHAZANI; MARANGONI, 2021; SCHENK;
PESCHAR, 2004).
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Figura 4. a) Estrutura de triacilgliceréis, em que R1, R2 e R3 podem ou ndo ser iguais; b) estrutura
quimica do acido oleico (C1sH3402), c) estrutura quimica do acido estearico (C1sH360z2), d) estrutura
quimica do acido palmitico (C16H3202) e e) exemplo de estrutura da TAG para POS.

a) O b)
)k o R, 2
(6]
o
Ra/go
c) d) .

e) Acido esteérico

GW
v I QLO\WN

Acido palmitico

Acido oleico Glicerol

Fonte: Autoria propria

Os TAG mais comuns na MC sao o POS (1-palmitato-2-oleato-3-estearato de
glicerila), SOS (1,3-diestearato-2-oleato de glicerila) e POP (1,3-dipalmitato-2-oleato
de glicerila), em que O representa o acido oleico, S, o acido estearico e P, o acido
palmitico. A concentragcdo desses TAG interfere tanto na forma cristalina quanto na
transicdo de fases (BECKETT, 2008; GHAZANI; MARANGONI, 2021; SCHENK;
PESCHAR, 2004).

Os triglicerideos solidos séo estruturas polimorficas, isto é, possuem diferentes
formas cristalinas. Comumente, apresentam trés formas cristalinas: «, f’ e § (Figura
5). A estrutura a possui cela do tipo hexagonal, a estrutura g’, ortorrbmbica e a §3,
triclinica. A estabilidade dessas estruturas cresce na ordem apresentada, ou seja, a <
B' < B (BECKETT, 2008; GHAZANI; MARANGONI, 2021; SASAKI; UENO; SATO,
2012; SCHENK; PESCHAR, 2004).
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Figura 5. Representacao das estruturas das celas cristalinas possiveis para triglicerideos.

Hexagonal Ortorrombica Triclinica

Fonte: Adaptado de SASAKI; UENO; SATO (2012)

Contudo, para a manteiga de cacau estdo descritas na literatura seis estruturas
cristalinas, de acordo com Vaeck (1960) e Willie e Lutton (1966). A Tabela 1 apresenta
algumas de suas caracteristicas (BECKETT, 2008; GHAZANI; MARANGONI, 2021;
SASAKI; UENO; SATO, 2012; SCHENK; PESCHAR, 2004; VAECK, 1960; WILLE;
LUTTON, 1966).

Tabela 1. Estruturas polimorficas da manteiga de cacau, conforme a definicdo de Vaeck e a definicao
de Willie e Lutton. Valores de temperatura de fusao atribuidos a cada uma das estruturas, bem como o
tipo de cela cristalina de cada.

Vaeck  Wille e Lutton Temperatura de fuséo (°C) Estrutura de cela

y I 17,3 Nao determinada
a I 23,3 Hexagonal

B’ 1] 25,5 Ortorrdmbica
B’ v 27,5 Ortorrémbica

B V 33,8 Triclinica

B VI 36,3 Triclinica

Fonte: adaptado de SASAKI; UENO; SATO (2012)

A forma cristalina y é a mais instavel das estruturas polimoérficas da manteiga
de cacau, por isso, logo é transformada na estrutura a, a qual também pode ser
formada com o resfriamento da manteiga de cacau liquida. Analogamente, as
estruturas g’ (I111), B'(IV) e B(V) sao formadas diretamente do material em seu estado
liquido, enquanto a estrutura g(VI) s6 € formada por transicdo do tipo sélido-sélido
(BECKETT, 2008; GHAZANI; MARANGONI, 2021; SASAKI; UENO; SATO, 2012;
SCHENK; PESCHAR, 2004).
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1.2. Fundamentos de Ressonéncia Magnética Nuclear - RMN

A Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) €& uma dentre varias técnicas
espectroscopicas que utilizam a interagao das ondas eletromagnéticas com a matéria
para obter informagdes sobre propriedades fisico-quimicas de materiais, como por
exemplo sua estrutura quimica. Para o caso da RMN, emprega-se ondas de radio ou
radiofrequéncias, as quais possuem baixa energia e sdo usadas para observar a
transicdo de spins nucleares (MACOMBER, 1997; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005).

As primeiras observacdes da RMN em matéria condensada (liquida e sdlida)
surgiram em grupos independentes liderados pelos fisicos Edward Purcell, da
Universidade de Harvard, e Felix Bloch, da Universidade de Stanford. Tais estudos,
cujos artigos foram publicados em 1946, renderam-lhes o Prémio Nobel de Fisica em
1952, pela descoberta do fendbmeno de ressonancia magnética nuclear na matéria
condensada (BLOCH; HANSEN; PACKARD, 1946; CLARIDGE, 2016; GIL;
GERALDES, 1987; PURCELL; TORREY; POUND, 1946; THE NOBEL PRIZE IN
PHYSICS, 1952).

Pesquisas feitas pelos grupos mencionados, bem como por outros grupos,
resultaram em mais avangos na area. Por exemplo, os estudos realizados durante a
década de 1950 possibilitaram observar que dependendo do ambiente quimico do
isétopo observado na RMN, sua frequéncia de precesséao é ligeiramente diferente,
fendmeno conhecido como deslocamento quimico (§) e devido as interagdes com
seus ligantes vizinhos é observado o efeito da constante de acoplamento spin-spin
(J), fenbmenos os quais possibilitaram a determinacédo estrutural de moléculas
organicas (GIL; GERALDES, 1987; LEVITT, 2013; SIEVERS, 1973).

Durante as décadas de 1960 e 1970, os avangos observados nesse campo de
estudo foram ainda maiores, devido a introducdo dos espectrometros de ressonancia
magnética nuclear pulsados com transformada de Fourier, o0 qual promove a excitagao
de todos os sinais com pulso de RF unico. Outros avangos no ganho de resolugao
espectral ocorreram com a introducdo de imas supercondutores de alta

homogeneidade de campo e na observagao de outras interagdes dos spins nucleares
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através das técnicas de RMN multidimensional nos anos seguintes (GIL; GERALDES,
1987; LEVITT, 2013; SIEVERS, 1973).

Os impactos dos estudos na area de RMN foram tamanhos que a Fundacao
Nobel premiou diversos cientistas, além de Bloch e Purcell (1952), Richard Ernst
recebeu o Prémio Nobel em Quimica em 1991, pelo desenvolvimento da RMN pulsada
com Transforma de Fourier e RMN multidimensional, Kurt Wathrich também recebeu
o Prémio Nobel em Quimica em 2002, pela utilizacdo da técnica para a determinagao
da estrutura tridimensional de proteina. Ja em 2003, o Prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina foi concedido a Paul Lauterbur e Peter Mansfield pela introdugao da imagem
por ressonancia magnética (THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY, 1991; THE NOBEL
PRIZE IN CHEMISTRY, 2002; THE NOBEL PRIZE IN PHYSICS, 1952; THE NOBEL
PRIZE IN PHYSIOLOGY OR MEDICINE, 2003).

Atualmente, a RMN pode ser segmentada em duas grandes areas: a
espectroscopia e a tomografia por RMN ou imagem por ressonancia magnética. A
espectroscopia de RMN pode ser subdividida em espectroscopias de RMN em baixa

resolucao (largura de linha Av >> 10 ppm) em baixo campo, com densidade de fluxo
magnético B, < 1T, que usam imas permanentes e sdo aparelhos de bancada, e
espectroscopia de RMN de alta resolucdo (Av << 0,01 ppm) e alto campo (B, > 5T).

Atualmente, o aparelho com maior campo magnético tem §O = 28,2 T, o qual possui
frequéncia de ressonéancia de 1,2 GHz para 'H. A espectroscopia de RMN de alta
resolucdo pode ser subdividida em RMN de amostras liquidas ou solugcdo e amostra
soélidas. Essa subdivisdo se deve a diferentes interacdes observadas em amostras
liquidas e sodlidas, o que leva a uso de diferentes sequéncias de pulsos, diferentes
sondas (probes), e resulta em diferentes larguras de linha espectrais (CLARIDGE,
2016; COLNAGO; DE ANDRADE, 2017; KEELER, 2011).

A espectroscopia de RMN utiliza as transigdes entre niveis de energia dos spins
nucleares (I) para a obtengdo de informaces sobre as amostras em estudo. Os
nucleos que dao sinal de RMN tém spin de valores semi-inteiros ou inteiros
(1/2,1,3/2,2 ...) e sédo nucleos que tém um préton ou um néutron desemparelhado ou
um proéton e um néutron desemparelhados. Dessa forma, os nucleos com spin

possuem um momento angular quantizado (Z), cuja orientacdo na dire¢ao do campo
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magnético € dada pelo numero quantico magnético (m), e possuem um momento
magnético (i). Essas sdo propriedades intrinsecas do nucleo, como carga e massa
(GIL; GERALDES, 1987; KEELER, 2011).

Uma vez inserido em campo magnético externo estatico (B,Z ) orientado na
direcédo 2z, os momentos magnéticos de nucleos com spin diferente de zero (f;t 0)
precessionam ao redor deste campo, com uma frequéncia conhecida como frequéncia
de Larmor (w,), a qual é caracteristica de cada isétopo, pois é fungdo da constante
magnetogirica (y), que é a razdo entre 0 momento magnético e 0 momento angular
do nucleo. A frequéncia de Larmor, ou frequéncia de ressonancia, é definida pela
Equacgéo 1 (GIL; GERALDES, 1987; KEELER, 2011):

&y = v.B, Equagéo 1
Considere o caso do 'H, o qual possui spin 1/2, este se alinha paralela ou

antiparalelamente ao campo estatico (B, ), 0 que pode ser descrito como dois niveis

de energia diferentes: estado a (spin se orienta de forma paralela ao campo B,; € 0

estado de menor energia) e o estado S (spin se orienta de forma antiparalela ao

campo §0; estado de maior energia). Na presenca de §0, as populacdes dos estados
a e B seguem a distribuicdo de Boltzmann, o que é conhecido como estado de
equilibrio térmico. Por possuir niveis distintos de energia, o sistema pode absorver
energia, no caso, na regiao de radiofrequéncia (rf). A absorg¢do segue a condigéo de
Bohr, dada pela Equacéao 2 (KEELER, 2011).

AE = hv Equacéo 2

em que h é a constante de Planck e v corresponde a frequéncia.

Com a aplicacao de pulso de radiofrequéncia, na frequéncia de ressonancia,
ocorre a transicao de spin entre os estados a e 8, o que altera o equilibrio térmico. O
retorno dos spins ao estado de equilibrio térmico € dado pelos processos de

relaxacéo, que serdo abordados mais adiante (KEELER, 2011).

E importante destacar que para amostras reais ndo se tem somente um Unico
spin em estudo, e sim um conjunto de spins, cada qual representando um nucleo

pertencente a amostra. Assim sendo, estuda-se o chamado momento magnético total
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ou magnetizacédo resultante (M},), que corresponde a soma dos vetores momento
magneético de cada nucleo, como pode ser observado na Figura 6 (DUER, 2001;
LEVITT, 2013).

Figura 6. (A) Vetores momento magnético na auséncia de campo magnético externo (§0) séo
orientados de forma aleatéria, logo, eles se anulam, o que leva ao sistema ter um momento magnético

total nulo. (B) Quando na presencga de B, , os vetores momento magnético se orientam e precessionam
de acordo com tal campo, observando-se a formagdo de um vetor magnetizacdo resultante (M,) na
diregao de B,.

(A) (B)

/\f'\\ N1/
S \
N

Bo

Fonte: adaptado de DUER (2001)

Ao se aplicar um pulso de radiofrequéncia na amostra, havera a geragao de um
campo magnético oscilante B1. Com isso, M, precessara em diregdo a B+, portanto,
se deslocando do eixo Z. Uma vez encerrado o pulso, o campo B1 deixa de existir e

MO volta a precessar em dire¢gao ao campo §0. Essa volta pode ser medida, pois gera
o sinal de RMN na bobina da sonda, esse sinal é conhecido como FID (Free Induction
Decay ou decaimento de inducgao livre) (COLNAGO; DE ANDRADE, 2017; LEVITT,
2013).

A Equacdo 3 mostra que o angulo de rotacédo do vetor MO (6) & fungao da

intensidade de B+, da constante magnetogirica (y) e da duragdo do pulso de
radiofrequéncia (tp) (COLNAGO; DE ANDRADE, 2017; LEVITT, 2013).

6 = y Bit, Equacao 3

Avolta da precessao de 1\7fo em dire¢cao ao eixo Z € denominada relaxagao spin-
rede (T1) e o desaparecimento do sinal de RMN é conhecido como relaxagao spin-
spin (T2). Esses dois processos ocorrem simultaneamente (COLNAGO; DE
ANDRADE, 2017).
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A relaxacao spin-rede, também conhecida por relaxagao longitudinal, é dada
pela constante de tempo T1. Ela busca reestabelecer o equilibrio termodinamico, ou
seja, a volta do vetor 1\7fo ao eixo Z (diregcado de §0). A constante de tempo T1 &
costumeiramente determinada através da sequéncia Inversao — Recuperacéo (IR), na
qual se aplica pulso de 180° seguido por um pulso de 90° separados por tempo t. Ao
variar o valor de t, constroi-se curva exponencial, que pode ser ajustada pela Equagéao
4 (BLOCH; HANSEN; PACKARD, 1946; GIL; GERALDES, 1987; PURCELL;
TORREY; POUND, 1946; VOLD et al., 1968):

M, = M, [1 — exp (— Til)] Equacgéo 4

Sua representagdo esquematica se encontra na Figura 7. Para a construcéo da
curva utilizada na determinagao de T1, realizam-se experimentos diferentes, nos quais
se varia somente o valor de 7, numa escala de microssegundos a segundos
(COLNAGO; DE ANDRADE, 2017; GIL; GERALDES, 1987; VOLD et al., 1968).

Figura 7. Representagédo da sequéncia de pulso Inversdo-Recuperagao (IR). Pulso de 180° seguido
por pulsos de 90°, separados por tempo 7,;z. A aquisigdo de sinal inicia-se ap6s tempo morto (z,,) do
instrumento.

180° 90°

TIR T}
:

Fonte: Autoria propria

E de grande importancia a determinacdo do valor de T+, visto que ele interfere
no tempo de espera entre medicdes de RMN. Como visto na Equacao 4, o retorno ao
estado de equilibrio térmico € um processo exponencial. Assim, recomenda-se
esperar um tempo equivalente a 5T1 entre uma analise e outra, garantindo que pelo
menos 99% da magnetizagao original tenha retornado ao seu equilibrio térmico, como
visto na Figura 8. Isso é essencial para analises quantitativas (COLNAGO; DE
ANDRADE, 2017).
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Figura 8. Intensidade do sinal de RMN para sequéncia de pulso IR em fungéo do tempo. A presencga

de um platd, para tempos longos, indica que a majoritaria parte do vetor magnetizagao resultante (MO)
retornou ao seu estado de equilibrio térmico.

Tir ~ 9T

|
J

<1y

Intensidade (u.a.)

v

Tempo (1;5)

Fonte: Autoria propria

Enquanto a relaxacdo spin-rede descreve a volta a condigdo de equilibrio
térmico, a relaxagcao spin-spin descreve a perda de coeréncia no plano transversal
(xy), como visto na Figura 9. Por esse motivo, € também nomeada relaxagao

transversal e sua constante de tempo é T2 (COLNAGO; DE ANDRADE, 2017; GIL;
GERALDES, 1987; LEVITT, 2013).

Figura 9. Visualizagéo da perda de coeréncia do vetor magnetizagéo resultante no plano xy (Mxy) com

0 passar do tempo. A defasagem encerra quando Mxy for nulo. A constante de tempo que define tal
processo é To.

NIPARNIPARNY

Fonte: Autoria propria

Essa relaxagcao € descrita por decaimento exponencial, conforme mostrado

pela Equacédo 5. Vale destacar que ambos os processos de relaxagdao ocorrem

simultaneamente: enquanto o vetor M, retorna a sua posigao inicial na dire¢ao do eixo
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Z (equilibrio térmico), ele tende a zero considerando o plano xy (COLNAGO; DE
ANDRADE, 2017).

t ~
M, (t) = M,y (cos wot)exp (_T_z) Equacgéo 5

Além das interacbes moleculares, ha outro fator que contribui para o

decaimento de T2: a ndo-homogeneidade do campo magnético (Aﬁo). Ovalorde T2 €é
sempre inferior ao de T1 e, por ser o menor valor de constante de tempo, o sinal FID
decai com Tz, isso para campos magnéticos homogéneos. Contudo, quando ha nao-
homogeneidade, o sinal decai conforme a constante de tempo efetivo (T2"), conforme
mostrado pela Equacao 6. A diferenca no decaimento de um sinal de RMN em um
campo homogéneo e ndo homogéneo pode ser visualizada na Figura 10. Em
aparelhos com imés de baixa homogeneidade, o decaimento do FID é muito menor
do que o valor de T2 observado em amostras liquidas (COLNAGO; DE ANDRADE,
2017).

L= Ti + YAB, Equacao 6
2

*

Figura 10. Diferenca de decaimento do sinal para o processo de relaxagéo spin-spin considerando
campo magnético homogéneo (decaimento Tz2) e considerando o efeito da ndo homogeneidade do
campo magnético (decaimento T2*).

Fonte: Autoria propria

Essa dificuldade é superada utilizando-se sequéncia de eco de spin. Esse tipo
de sequéncia refocaliza o sinal na forma de eco, e sua intensidade é independente da
nao-homogeneidade do campo magnético. Atualmente, a sequéncia mais utilizada

para a determinacgao de T2 € a CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill), desenvolvida pelos
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pesquisadores que Ilhe ddo o nome (CARR; PURCELL, 1954; COLNAGO; DE
ANDRADE, 2017; MEIBOOM; GILL, 1958).

Figura 11. Representagdo esquematica da sequéncia de pulso CPMG, comumente utilizada na
determinagéo da constante de tempo T2. Consiste em pulso de 90°x seguido por n pulsos de 180°y. Os

ecos gerados em fungdo do tempo, resultam em decaimento independente da ndo-homogeneidade do
campo magnético.

90°, 180°,

|
|

Fonte: Autoria propria

A sequéncia CPMG (Figura 11) é constituida por um pulso de 90°x, seguido por
um tempo t, € por uma série de n pulsos de 180°y, espacados por um tempo 27, até
que o sinal decaia totalmente, ou seja, sua intensidade atinja valores proximos a zero.
O sinal de eco é medido no tempo central entre os dois pulsos de 180°. Note que o
eco de cada pulso € adquirido apds 7 (CARR; PURCELL, 1954; COLNAGO; DE
ANDRADE, 2017; MEIBOOM; GILL, 1958).

1.2.1. Caracteristicas gerais das técnicas espectroscopicas de RMN

Como mencionado previamente, a técnica espectroscopica RMN pode ser
separada em RMN em baixa resolugdo em baixo campo e RMN em alta resolugdo em
alto campo, a qual, por sua vez, pode ser ainda subdividida em funcéo do estado fisico

da amostra: liquido/solucao e sdlido.

Na Figura 12 esta um diagrama dos espectrémetros e as principais diferencas
entre as trés classes de espectrdmetros de RMN. As analises espectroscopicas de
alta resolugao sao realizadas em aparelhos grandes que usam imas supercondutores
na temperatura de Hélio liquido, além de caros, possuem alto custo de manutencéao

principalmente devido a necessidade de reposicao periddica de Hélio e N2 liquidos.
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As amostras liquidas s&o analisadas em tubos de quartzo de alta precisdo enquanto
as analises das amostras sélidas, em rotores ceramicos. Ja os aparelhos de baixo
campo sao pequenos, pois usam imas permanentes, e podem usar tubo de vidro
comum para as analises e tém baixo custo de manutencgao.

Figura 12. Espectrdmetros de RMN de alto campo para amostras liquidas ou em solugédo e para
amostras sélidas e espectrometro de RMN no dominio do tempo.

Fonte: Autoria prépria

As espectroscopias de RMN em alta resolucdo em alto campo (RMN-AR)

baseiam-se principalmente no deslocamento quimico. Os diferentes deslocamentos
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quimicos se devem as diferencas de blindagem magnética causadas pela densidade
eletrénica na vizinhanca dos nucleos atémicos presentes nas moléculas (KEELER,
2011; LEVITT, 2013).

No caso de RMN-AR de amostras liquidas os nucleos se encontram em um
ambiente magnético isotropico, devido a rapida reorientagdo molecular. Os espectros
fornecem, além dos deslocamentos quimicos, outros parametros espectrais, como
acoplamentos spin-spin, multiplicidade dos acoplamentos etc. No caso de amostras
solidas os nucleos se encontram em um ambiente anisotrépico, devido a baixa ou
nenhuma reorientagdo molecular, e os espectros podem ser muito largos devido a
anisotropia do deslocamento quimico, interagao dipolar ou quadrupolar. Para se obter
espectros de amostras solidas em alta resolugdo é preciso usar técnicas especiais
que serao discutidas em detalhes no item 1.3.2 (DUER, 2001; KEELER, 2011; LEVITT,
2013).

Nos aparelhos de RMN-AR pulsada (método padrao, atualmente) € necessario
converter o sinal FID no dominio do tempo para dominio de frequéncia utilizando a
Transformada de Fourier (TF). Esse método emprega, normalmente, imas
supercondutores, os quais podem variar de 4,7 a 28,2 T, com frequéncia de
ressonancia entre 200 e 1200 MHz para o nucleo 'H, o que garante alta resolugdo
espectral. Recentemente, foram langados aparelhos de RMN de bancada, de média
resolugdo entre 1 e 2,3 T (40 a 100 MHz para 'H), sua principal vantagem é o uso de
imas permanentes, 0os quais ndo precisam de liquidos criogénicos como N2 e He
(CLARIDGE, 2016; COLNAGO; DE ANDRADE, 2017; KEELER, 2011).

A espectroscopia de RMN-AR de amostras em solugdo é a mais usada e
encontra aplicacbes em diferentes areas da quimica, como, por exemplo, na
determinacdo da estrutura de produtos naturais e sintéticos, proteinas, lipideos,
agucares e acidos nucleicos, nas analises do perfil de metabdlitos (metabolémica) de
extratos e fluidos bioldgicos, entre muitas outras aplicagbes (GIL; GERALDES, 1987;
KEELER, 2011).

O espectro de RMN em baixa resolugdo, em baixo campo, por sua vez,

apresenta sempre um unico sinal muito largo, devido a inomogeneidade de B,. Ou

seja, qualquer substancia liquida ou em solugdo gera o mesmo sinal largo sem
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qualquer resolugao para observar os deslocamentos quimicos. Com isso, ndo ha
necessidade de fazer a TF dos sinais em dominio do tempo, como é o caso para 0s
sinais obtidos nos aparelhos de RMN-AR. Como se usa os sinais diretamente no
dominio do tempo (FID e/ou ecos), é também conhecida como RMN no dominio do
tempo (RMN-DT). Nesses aparelhos, as analises quantitativas sdo baseadas na
intensidade do FID ou eco, nos tempos de relaxacédo T1 e T2, entre outras medigdes
(COLNAGO; DE ANDRADE, 2017).

A RMN-DT é largamente usada no controle e certificagcbes de qualidade para
produtos e processos industriais, principalmente nas industrias alimenticias, petréleo

e petroquimica, polimeros, farmacéutica e agricultura (MITCHELL et al., 2014).

1.3. Ressonancia Magnética Nuclear de amostras soélidas

Como descrito anteriormente, nas amostras sélidas, os nucleos, devido a baixa
ou nenhuma reorientagdo molecular, se encontram em um ambiente magnético
anisotrépico. Com isso, os espectros de amostras em estado solido possuem linhas
muito largas, devido a anisotropia do deslocamento quimico (Chemical Shift
Anisotropy - CSA), interacado dipolar ou quadrupolar. Como neste trabalho serao
analisados os isotopos de 'H e '3C nao se observa a interagdo quadrupolar, que ocorre

para nucleos com | >1/2.

Assim, nos espectros de RMN de '3C ou 'H das amostras sdlidas de manteiga
de cacau e chocolates, amostras que serdo estudadas neste trabalho, observa-se a
CSA e a interagao dipolar. Eles sao responsaveis pelo alargamento de linha e,
portanto, devem ser minimizados ou eliminados para que se obtenham espectros de
RMN de amostras solidas com alta resolucdo. Os procedimentos utilizados para a
obtengdo de espectros de '3C sao: desacoplamento de alta poténcia (DEC — High
Power Decoupling), o qual minimiza os efeitos da interagao dipolar C-H, e rotagédo em
torno do angulo magico (MAS — Magic Angle Spinning), a qual minimiza os efeitos da
anisotropia de deslocamento quimico (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012;
DUER, 2001).



38

Na Figura 13 estdo os espectros de RMN de '3C de uma amostra de acetato
de célcio sdlido. Na Figura 13c esta o espectro de '3C obtido utilizando condigdes
experimentais para a obtencdo de espectros de RMN de '3C que simula os obtidos
em solugdo. Como se pode ver no espectro da Figura 13a, obtido com pulso e sem
DEC ou MAS, tem-se apenas uma linha muito larga devido a anisotropia do
deslocamento quimico e, principalmente, a interagcédo dipolar. Na Figura 13b esta o
espectro da mesma amostra com DEC, no qual € possivel observar dois sinais largos
centrados em cerca de 170 ppm (grupo -COOH) e em 25 ppm (grupo -CH2). Observe
como o sinal da carboxila € muito mais largo do que o grupo -CHz devido a maior
anisotropia das ligagdes C=0 (GIL; GERALDES, 1987).

Na Figura 13c esta o espectro do acetato de calcio usando tanto o DEC quanto
o MAS, com rotagdo da amostra em velocidade superior a CSA e em angulo magico
(54,74°). Diferentemente do espectro de RMN de '3C do acetato de calcio em solugéao,
que apresenta apenas dois sinais, o espectro em estado sélido apresenta quatro
sinais para o grupo carboxila e dois para o grupo CHs. Esses diferentes
deslocamentos quimicos sao devidos a diferentes ambientes em que cada carbono
esta localizado em fungao das diferentes formas cristalinas (GIL; GERALDES, 1987).
Figura 13. Espectros de '3C do acetato de calcio sélido, Ca(CH3CO2)2, a 22,6MHz. (a) estatico, sem

desacoplamento; (b) estatico, com desacoplamento; (c) com desacoplamento, MAS e polarizagéo
cruzada.
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A seguir serdo apresentados maiores detalhes dessas interagbes e das

técnicas para fazer as analises de amostras sélidas em alta resolugao.

1.3.1. Interagdes que influenciam na RMN-ES

1.3.1.1. Anisotropias de deslocamento quimico

A CSA ¢é resultado da interacdo dos elétrons que envolvem os nucleos,
presentes nas moléculas, com o campo magnético externo (§0). Devido a circulagéo
dos elétrons, na chamada nuvem eletrénica, ha geragao de campo magnético local, o
qual pode blindar ou desblindar o nucleo. Como a densidade eletrénica na vizinhanga
dos nucleos normalmente ndo é esférica, os deslocamentos quimicos das amostras
solidas tém dependéncia quanto a orientacdo das moléculas em relagdo ao campo
magnético §0, na forma (3 cos?6 — 1). Ou seja, cada nucleo sofre influéncia da

blindagem em funcdo da densidade eletronica ao redor do nucleo e da orientagéo

desta em relagdo ao campo §0, assim, cada nucleo experimenta uma blindagem
eletrénica diferente levando a frequéncias ligeiramente diferentes, o que, por sua vez,
resulta em alargamento de linha. Esse alargamento é funcédo da sobreposi¢ao das
frequéncias observadas para cada orientagao, como pode ser visualizado na Figura
14. Ainda é valido lembrar que algumas orienta¢des diferentes podem resultar em
valores iguais de deslocamento quimico, o que afeta a intensidade, a qual sera
proporcional a quantidade de moléculas naquela orientagdo. Esse espectro largo
devido a CSA é conhecido como padrao de p6 (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON,
2012; DUER, 2001).
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Figura 14. Efeito do deslocamento quimico anisotrépico para amostras sélidas a) sinal para cada
orientagao espacial da molécula b) sobreposi¢cao das frequéncias de cada orientagdo como observado
em (a), resultando no alargamento de linha.

Deslocamento quimico 6 (ppm)

Deslocamento quimico & (ppm)
Bo

Fonte: adaptado de APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON (2012)

1.3.1.2. Interagao dipolar

Como mencionado anteriormente, os nucleos sofrem influéncia de campos
locais dos diferentes nucleos vizinhos. Considere o atomo de C de uma ligagao do
tipo C-H, além do campo externo §0, ele também sente a influéncia do campo local
associado ao momento magnético do nucleo de H. Sua frequéncia de ressonancia
sera dependente de ambas as contribuigdes (B, € Bioc). O campo magnético dipolar
(Edip) € dado pela Equacéao 7. Observe a dependéncia da distancia entre os nucleos
(r12), do momento magnético do hidrogénio (i, ) e do dngulo 0 formado pela orientagao
da ligacdo, no caso, C-H, em relacdo ao eixo de §0 (APPERLEY; HARRIS;
HODGKINSON, 2012; DUER, 2001; ZERI, 1997).
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§dip ~ 7‘;—3}; (1 — 3cos%8,,) Equagao 7

Por ser um sistema rigido, as amostras so6lidas apresentam diversos conjuntos
de ligagdes que tenham distancias internucleares e angulos 6 diferentes, o que implica
em diferentes frequéncias de ressonéncia e, portanto, alargamento de linha no
espectro. E valido destacar que a interacdo dipolar magnética é a principal causa de
alargamento de linha espectral para amostras solidas (APPERLEY; HARRIS;
HODGKINSON, 2012; DUER, 2001; ZERI, 1997).

Como ja mencionado, para o caso da RMN em alta resolugao, algumas técnicas
podem ser utilizadas de forma a minimizar a influéncia das interagdes acima descritas.
A anisotropia de deslocamento quimico € minimizada por rotacédo em torno do angulo
magico (MAS - Magic-Angle Spinning), os acoplamentos dipolares por
desacoplamento de alta poténcia (DEC — High-Power Decoupling) e a baixa
sensibilidade de certos nucleos por polarizagdo cruzada (CP — Cross-Polarization)
(APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).

1.3.2. Técnicas aplicadas em RMN-ES

1.3.2.1. Rotacao em angulo magico — MAS

A técnica MAS ¢ rotineiramente utilizada, visando eliminar principalmente os
efeitos da anisotropia do deslocamento quimico, bem como minimizar os efeitos da
interagao dipolar (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).

Durante a década de 1950, Lowe demonstrou que quando a interacao dipolar
€ descrita na forma vetorial em relagédo ao campo §0, as interagoes anisotropicas tém
dependéncia angular, na forma de 3cos?8 - 1. A dependéncia geométrica é eliminada
ao anular este termo, isto € 3cos?0 - 1 = 0, o que é possivel se 8 for equivalente a
54,74° em relacdo ao campo §0 . Tal angulo é conhecido como angulo magico
(APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; COHEN; FEYNMAN; LOWE, 1957;
DUER, 2001).
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Na Figura 15, pode-se observar o posicionamento do rotor em relagdo ao

campo magnético B,. Para que a dependéncia geométrica seja anulada, 6 deve ser

equivalente a 54,74°. Nesta figura, mostra-se, também, o eixo de rotagéo do rotor.

Figura 15. Representagdo esquematica da relagdo geométrica entre a posi¢cao do rotor contendo

-
amostra e o campo magnético externo By. O angulo indicado quando apresenta valor 8 = 54,74° é
conhecido por angulo magico. Ao rotacionar o rotor em altas velocidades, quando em angulo magico,
os efeitos da anisotropia sdo reduzidos.

Fonte: Autoria propria

Para a eliminacéo dos efeitos mencionados, é necessario que haja rotagéo da
amostra, pois, se ela somente estiver parada no angulo magico, ainda havera
orientagdes espaciais diferentes para cada molécula, logo, os efeitos de anisotropia
ainda estariam presentes. Ao rotacionar a amostra em frequéncia de rotagao grande
suficiente, atinge-se a média de orientagcbes espaciais, 0 que suprime os efeitos de
anisotropia (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).

1.3.2.2. Desacoplamento de alta poténcia — DEC

O acoplamento dipolar causa alargamento da linha do espectro, para amostras
solidas isso é ainda mais perceptivel, visto que os valores da constante de
acoplamento (D) sdo muito altos. Devido a sua abundéancia natural de apenas 1,1%,
tem-se que o espectro de '3C possui baixa sensibilidade, a qual se torna ainda mais
baixa devido aos alargamentos causados pelo acoplamento dipolar entre, por
exemplo, 'H e 13C (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).
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Com o intuito de melhorar a resolugéo, usa-se um desacoplador, o qual deve
possuir poténcia elevada, visto que o campo aplicado deve ser suficientemente grande
para compensar os efeitos de acoplamento dipolar. Essa irradiacao € aplicada em um
canal, por exemplo, o canal do 'H, na frequéncia de ressonancia deste,
simultaneamente, a aquisi¢cao de sinal que é realizada no outro canal. Ou seja, mede-
se o sinal FID em um dos canais, enquanto o outro esta sob irradiacdo (APPERLEY;
HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).

E importante destacar o fato de que a poténcia aplicada, visando diminuir e/ou
eliminar os efeitos dos acoplamentos dipolares, € alta, assim, cuidado deve ser
tomado com seu ajuste, para nao ultrapassar o limite da sonda, o que evitara danos a
esta (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).

1.3.2.3. Polarizagao cruzada — CP

Como mencionado anteriormente, para nucleos que possuem baixa
abundancia natural e baixa razdo magnetogirica, o espectro € de baixa sensibilidade.
Para melhorar a raz&o sinal-ruido € necessario a acumulagao de muitos espectros, o
que torna os experimentos longos. No caso de '3C, o tempo de aquisicdo pode ser
muito longo, pois os valores da constante T1 podem ser da ordem de centenas de
segundos. A fim de resolver este problema, foi desenvolvido a sequéncia de
polarizagéo cruzada (Cross-Polarization — CP), a qual pode ser visualizada na Figura
16. Esta sequéncia consiste em transferir magnetizagdo do nucleo mais abundante,
como é o caso do nucleo 'H, para aquele de menor abundancia, por exemplo, 3C
(DUER, 2001). Essa transferéncia € mediada pela interagao dipolar entre os nucleos,
ou seja, quanto maior a interagao dipolar maior a intensidade dos sinais (APPERLEY;
HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).
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Figura 16. Representacado esquematica da sequéncia de pulsos utilizada para a polarizagdo cruzada
entre os spins para os canais de 'H e '3C. Note que para o canal do 'H o pulso inicial, 90°x, é
responsavel por levar a magnetizagédo ao plano x’y’. O pulso em -y, para ambos os canais, € do tipo
spinlock e o responsavel pela condigdo de Hartmann-Hahn. Apés o pulso de contato entre os canais,
para o canal de 'H tem-se o desacoplador, enquanto para o canal de '3C abre a aquisicao do sinal FID.

90% .y

Desacoplador

WSC

Fonte: Autoria propria

Para que seja possivel a transferéncia de polarizagdo, € necessario que o
sistema esteja na condicdo de Hartmann-Hahn, descrita em artigo do ano de 1962.
Isso implica dizer que os nucleos devem possuir a mesma frequéncia de precessao
no campo magnético oscilante B1 (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012;
DUER, 2001; HARTMANN; HANN, 1962).

Quando inserido em campo magnético B, 0s spins nucleares sao distribuidos

em diferentes estados de energia, para o caso de spins 1/2 se tem os estados a e 3,
ou seja, +1/2 e — 1/2 respectivamente. Tais niveis sdo separados por variacido de

h ~ .
—: (outra forma de escrever a Equacédo 2), a qual é

energia AE, em que AE = >

proporcional a intensidade de §0. Tem-se, da Equacédo 1, que a frequéncia de
precessdo w é diretamente proporcional a constante magnetogirica y, a qual, por sua
vez, é intrinseca de cada nucleo. Como o campo Eo € 0 mesmo para os nucleos da
amostra em estudo, a frequéncia @ depende somente dessa constante y. Na Tabela
2 se tem os valores da constante y para alguns nucleos; desses valores, pode-se dizer
que, por exemplo, a variagcdo AE é aproximadamente quatro vezes maior para o

nucleo 'H em comparacgéo ao '3C. Ou seja, os nucleos precessionam em frequéncias
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distintas e a transferéncia de magnetizagdo, 'H —» '3C, é inviavel (APPERLEY;
HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).

Tabela 2. Valores de constante magnetogirica e abundancia natural de alguns nucleos comumente
estudados utilizando a técnica de RMN.

Constante magnetogiricay  Abundancia natural

Nicleo (108 rad s T-) (%)
H 267,522 ~100
13C 67,283 1,1
5N -27,126 0,37
31p 108,394 ~100
295 -53,19 4.7

Fonte: Adaptado de LEVITT (2013)

Visando atingir a condicdo de Hartmann-Hahn, deve-se ajustar o sistema de
forma que cada nucleo experimente um campo magnético distinto (Figura 17), afinal,
a constante magnetogirica, por ser intrinseca a cada nucleo, n&o é variavel. Isso é
possivel através da sequéncia de pulso utilizada, como visto na Figura 16
(APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001; HARTMANN; HANN,
1962).

Figura 17. Niveis de energia para os spins 'H e '3C quando colocados na presenca de: a) campo
magnético B, igual para ambos os spins, a diferenca entre AE é fungdo da constante magnetogirica y,
a qual é diferente para cada spin e, no caso dos spins 'H e '3C, y, é aproximadamente quatro vezes
maior do que y, e b) condi¢cdo de Hartmann-Hahn, na qual cada spin experimenta um campo magnético
diferente, devido ao pulso spinlock aplicado, quando ajustados corretamente atingem essa condigéo,
na qual w{y = wy3¢, €M que € possivel a transferéncia de polarizacao entre os nucleos.

a)

¢ wo('H) we(°C) i T

H IEC
b)
H —— wo('H) wo('*C) e

Fonte: Autoria propria
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Como se pode ver na Figura 16, aplica-se um pulso de 90°x no canal de 'H, o
que leva a magnetizagao para o plano x’y’. Outro pulso, chamado pulso de contato, é
aplicado em ambos os canais, esse pulso é do tipo spinlock, o que trava os spins no
plano x'y’, por onde ocorrera a transferéncia de polarizagdo. O campo gerado pelo
pulso spinlock no canal do 'H, §1(1H), pelo periodo de contato, € o unico responsavel

pela quantizag&o de energia, ou seja, os estados de energia durante a aplicagdo desse
pulso séo ar* e BH*. O analogo acontece para o canal do '3C. Assim, os campos B1('H)

e §1(13C) podem ser ajustados de tal maneira que correspondam a condi¢cdo de
Hartmann-Hahn dada pela Equacéao 8 (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012;
DUER, 2001; HARTMANN; HANN, 1962):

YuBi(*H) = y¢B(**C) Equagéo 8

Quando na condigado de Hartmann-Hahn, a variagédo AE é a mesma para ambos
0s nucleos, logo, uma transigéo entre os estados an*— Br*, pode ser compensada por
uma transicéo Bc* — ac*. Assim, por interagao dipolar, ha redistribuicdo de energia

entre os spins de 'H e de '3C, mantendo a energia total do sistema (DUER, 2001).

E importante destacar que o campo §1(1H) gerado pelo pulso de spinlock é

muito menor do que o campo §0 e, portanto, ndo consegue sustentar a magnetizagao
originada desse ultimo campo, o que leva ao sistema relaxar com constante de tempo
Tip. O parametro tempo de contato dos pulsos é de extrema importancia, pois varia
para cada nucleo, visto que a transferéncia melhor ocorre para nucleos cujos vizinhos
sao atomos de hidrogénio; levando em consideracdo a média: valores baixos nao
permitem uma polarizagao cruzada eficiente, enquanto valores muito altos sofrem o
efeito da relaxacgao T;p. Outro fator que deve ser considerado é a forca da interacao
dipolar entre os spins, para sistemas rigidos a transferéncia de polarizagao sera mais
rapida (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012; DUER, 2001).

1.3.3. Analise de Manteiga de cacau e derivados por RMN de '*C em estado
sblido e RMN-DT

O estudo de triglicerideos por RMN ja foi realizado e com isso, tem-se definidas

as regides de deslocamento quimico (§) para cada parte da molécula, bem como as
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pequenas variagdes em tais valores em fungéo da estrutura cristalina do material. Os
estudos em questao foram realizados tanto em RMN de solugdo quanto em RMN em
estado sélido (ARISHIMA et al., 1996; DIOMANDE et al., 2022).

A espectroscopia de RMN-ES em alto campo tem como uma das principais
aplicagcbes no estudo de TAG a analise de suas estruturas polimoérficas e dindmica
molecular, como demonstrado por Bociek em 1985. Nesse estudo, os espectros de
13C de alta resolugdo em estado soélido foram obtidos para os TAG tripalmitina e
triestearina, utilizando de alta-poténcia de desacoplamento (DEC), polarizagao
cruzada (CP) e rotagdo em torno do angulo magico (MAS). Observou-se diferentes
deslocamentos quimicos e larguras de linha para diferentes estruturas polimoérficas
(BOCIEK; ABLETT; NORTON, 1985).

Os principais triglicerideos da manteiga de cacau também ja foram estudados
por RMN-ES. De forma analoga ao estudo realizado por Bociek, diferengas tais como
cadeias saturadas e insaturadas levam a conformacdes diferentes, o que permite a
discussao sobre estrutura polimérfica, pois ha alteragdes do ambiente local do nucleo
e sua mobilidade, logo, observam-se diferentes padrdes espectrais para cada
estrutura (ARISHIMA et al., 1996). Na Figura 18 estdo os espectros de RMN-ES de
13C, obtidos utilizando sequéncia CPMAS, para as diferentes estruturas polimorficas
do TAG SOS.
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Figura 18.Espectros de '3C obtidos utilizando sequéncia CPMAS obtidos para as diferentes estruturas
polimérficas do TAG SOS.

- \Jr\/\/\ J Ji\

Fonte: adaptado de ARISHIMA et al.(1996)

Considerando o sinal mais intenso das amostras, referente ao grupo (-CH2)n,
tem-se diferentes deslocamentos quimicos: para estruturas ortorrdbmbicas, isto €, as
estruturas B’ (I111) e B' (IV), o sinal esta em 33 ppm e para triclinica, estruturas (V)
e B(VI), o sinal estda em 34 ppm, como destacado ao longo do texto de Arishima et al.
(1996). A Figura 18, contudo, fornece informagao associada ao grupo metilico terminal
na regiao por volta de 15 ppm. Para a estrutura polimérfica @ ha apenas um pico,
enquanto para as demais estruturas cristalinas aparecem dois, ou mesmo trés sinais
ao se considerar os desdobramentos observados para os espectros referente as
estruturas denominadas 7 e ', o que indica que enquanto para a forma a os grupos
-CHs terminais s&o simétricos para os acidos graxos S e O, 0 mesmo nao é valido

para as outras formas polimoérficas (ARISHIMA et al., 1996).

Em 2008, Adam-Berret utilizou tanto RMN-DT quanto RMN-ES para avaliar o

efeito da temperatura e do comprimento de cadeia nos parametros de relaxacao de
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TAG. Enquanto se determinou o valor de T2 para carbono a partir de RMN-DT, utilizou-
se RMN-ES para determinar o valor do segundo momento M2 e, a partir disso,
confirmar a diferenciacao das diferentes estruturas polimérficas (ADAM-BERRET et
al., 2008).

Mais recentemente, Bernin e colaboradores estudaram a transicao de fase
soélido-liquido de TAG presente em produtos alimenticios advindos de gordura de
porco, através de RMN-ES. Eles demonstraram a coexisténcia de moléculas de TAG
em fases solida e liquida, devido a presenca de atomos de carbono saturados e
insaturados e, também, devido a presenga de menores cadeia carbdnicas, visto que
diferentes formas possuem diferentes temperaturas de fusdo. A diferenca nas
proporgdes das fases solida e liquida causa diferengas nas percepgdes sensoriais dos
consumidores (BERNIN; LEVENTAKI; TOPGAARD, 2023).

Devido a possibilidade de caracterizagdo quanto as estruturas quimicas
presentes, € possivel estudar a composi¢ao de triglicerideos presentes em éleos e
gorduras, bem como seus derivados, utilizando a técnica de RMN em alta resolugao.
Com isso, pode-se avaliar propriedades fisico-quimicas e a utilizagdo de materiais
derivados como gorduras vegetais alternativas, bem como realizar estudos de
autenticacdo do material (CASTRO-ALAYO et al., 2023; COGLIANO et al., 2022;
TRUZZI et al., 2023).

1.4. Conteudo de gordura soélida — SFC

Para produtos alimenticios € de grande importancia que o consumidor esteja
satisfeito com aquilo que esta sendo comercializado, logo, aspectos sensoriais, tais
como aparéncia, sabor e consisténcia sao fundamentais. Quando se trata de
gorduras, o conteudo de gordura sélida (SFC — Solid Fat Content) influencia tais
aspectos, pois a transicido entre os estados soélido e liquido ocorre durante a
mastigagdo (BERNIN; LEVENTAKI; TOPGAARD, 2023).

O valor de SFC da manteiga de cacau depende da variedade da planta e de
sua regiao de cultivo, visto que suas propriedades variam em fungdo do ambiente

(terroir). Variagbes nos valores de SFC sao responsaveis por modificagdes em suas
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propriedades fisicas, como sabor, textura e dureza em temperatura ambiente. Assim,
em se tratando da industria do chocolate, o valor de SFC se torna de interesse, uma
vez que este influenciara a estabilidade do produto e, portanto, sua vida de prateleira,
tal como influenciara na aceitabilidade do consumidor (LUCCAS, 2001; TALBOT,
2012; TORBICA et al., 2016).

Dentre as varias técnicas usadas para caracterizar tanto os grédos quanto a
manteiga de cacau esta a técnica de RMN-DT. Essa técnica é usada para a
determinacao do teor de manteiga de cacau nos graos, o teor de gordura sdlida das

manteigas de cacau e chocolates (SFC) e, também, a dinamica de sua cristalizagao

(ADAM - BERRET et al., 2008; DECLERCK et al., 2018, 2021; LADD PARADA et al.,

2019; LADD-PARADA et al., 2019; TODT et al., 2008). O SFC & uma das principais
caracteristicas analisadas para a manteiga de cacau e o procedimento estabelecido
pelas normas ISO 8292-1 (método direto) e ISO 8292-2 (método indireto). O método
direto é preciso, mas ndo exato e o método indireto € exato, mas n&o preciso. Aanalise
de SFC pelo método direto pode ser aplicada somente para a manteiga de cacau, pois
a presenca de materiais soélidos, tais como proteinas e carboidratos nas amostras,
resultam em valores SFC que nao representam, de fato, somente a porcao soélida de
gordura das amostras, mas, representam o conjunto de todos os materiais solidos
presentes na amostra. Assim, novos métodos de determinacado de SFC por RMN vém
sendo sugeridos para que sejam tanto exatos quanto precisos (DUYNHOVEN et al.,
2002).

Por defini¢cdo, o valor de SFC por RMN-DT pela ISO/CD 8292-1 (2008) método
direto, é a razdo entre a quantidade de '"H em estado sdélido em relagdo a quantidade
de "H total da amostra, ou seja, protons em ambos estados fisicos (sdlido e liquido),
para temperatura especifica. Para a determinacdao de seu valor, sao utilizadas as
intensidades do sinal FID em 11 us e 70 us, como na Figura 19 (ISO/CD 8292-1,
2008).
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Figura 19. Exemplo de decaimento de sinal FID utilizado para a determinagdo do valor de SFC
seguindo o protocolo ISO. Em destaque, encontra-se as regibes de 11 us e 70 us utilizadas nos
célculos.
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Fonte: Autoria propria

Ap0bs o preparo da amostra seguindo os procedimentos estabelecidos pela ISO
8292-1, a medicao do valor de SFC é realizada em um espectrometro de RMN-DT
com a medicdo das intensidades do sinal em 11 pus e 70 us usando a Equacdo 9
(ISO/CD 8292-1, 2008).

oy — _ J*(S11—S70) ~
SFC (%) TGS+ 5. * 100 Equacéo 9

Em 11 ps a intensidade do sinal corresponde aos nucleos de 'H em ambos os
estados, representada por S;4, ja em 70 ps a intensidade do sinal é referente apenas
a porgao liquida da amostra, representada por S,,. Logo, a quantidade de gordura
sélida é a razdo mostrada na Equagéao 9, na qual S;; — S;, representa a intensidade
do sinal somente para a porcao sélida da amostra. O termo f representa um fator de
corregao empirica, que contabiliza o tempo morto do instrumento (ISO/CD 8292-1,
2008).

Para o método indireto, o calculo de SFC é realizado utilizando uma amostra
de referéncia. Ambas as amostras, de referéncia e de estudo, devem passar por duas
medi¢des: a 60°C, temperatura em que ambas estdo liquidas, e a temperatura de
analise. Para cada medicao, determina-se a intensidade em 70 us e, a partir desses

valores, calcula-se o SFC segundo a Equagéo 10, na qual, S7,.r 0 € a intensidade
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em 70 ps da amostra de referéncia em 60°C e S, ,.r r, Na temperatura em estudo, os
valores 570,460 © S70, T S0 0s valores analogos para a amostra em estudo (ISO/CD
8292-2, 2008).

SFCT (%) _ (1 . 570,ref60*S7o,aT) + 100 Equac&o 10

S70,a60 * S70,ref T

Os métodos protocolados para a determinagao de valor de SFC sao utilizados
ha décadas, contudo, ambos apresentam limitagdes. Para o método direto, tem-se
que este apresenta precisdo, mas nao exatiddo, enquanto para o método indireto,
observa-se o contrario, isto €, apresenta exatiddo, mas nao precisao. Além disso, é
necessario um fator de calibragdo, experimentalmente calculado utilizando uma
amostra do tipo plastico em 6leo. Ademais, os métodos certificados foram
desenvolvidos durante a década de 1970, logo, a medi¢cao de SFC pode se beneficiar

com o desenvolvimento de novos métodos (DUYNHOVEN et al., 2002).

Utilizando espectréometros de RMN de baixo campo, ndo s6 estudos de SFC
para manteiga de cacau ja foram realizados, mas também estudos de polimorfismo
deste material, bem como estudos envolvendo o processo de cristalizagcdo da
manteiga de cacau sao encontrados utilizando espectrémetros de RMN do tipo Fast
Field Cycling (FFC). Os resultados sédo suportados por estudos com técnicas mais
comumente utilizadas, como por exemplo a Difragdo de Raios-X (ADAM-BERRET et
al., 2008; DECLERCK et al., 2018, 2021; LADD PARADA et al., 2019; LADD-PARADA
et al., 2019; TODT et al., 2008).

Esse trabalho de mestrado busca avaliar se técnicas de RMN de *C em alta
resolucao no estado solido (RMN-ES) podem ser usadas para a determinagédo de SFC
e outras propriedades fisicas e quimicas de manteiga de cacau e chocolates. Sabe-
se, entretanto, que, quando amostras sdélidas sao analisadas, utilizando a técnica
RMN-ES de '3C em alta resolugdo, em alto campo, tanto a alta frequéncia de rotagdo
a qual a amostra é submetida quanto a aplicacao de desacoplamento de alta poténcia
com curto tempo de repeticdo pode levar ao aquecimento da amostra (AGUILAR-
PARRILLA et al., 1990). Como a manteiga de cacau tem faixa de fusédo entre 17°C e
36 °C aproximadamente, os experimentos de RMN-ES podem levar a fusdo da
amostra, podendo ocasionar em resultados errébneos, mesmo quando estes sio

realizados com passagem de ar com temperatura da ordem de 24°C. Logo, fez-se
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necessaria a analise prévia das condi¢bes de aquisigao dos espectros, antes das

medi¢des das propriedades fisico-quimicas da amostra.

2.0. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar as condigbes experimentais para a
obtencdo de espectros de RMN-ES sem aquecimento da amostra, para analisar
manteiga de cacau e seus derivados e estudar a viabilidade de determinar a razéo
soélido-liquido (SFC) e formas cristalinas das amostras através destes espectros, além

de averiguar eventuais outros parametros fisico-quimicos.

2.2. Objetivos Especificos

1- Avaliar os efeitos da frequéncia de rotagao do rotor (FR), da poténcia de

desacoplamento (DEC) e do tempo de reciclagem (TR) na temperatura da amostra.

2- Determinar as condicbes experimentais em que FR, DEC e TR nao

interferem na temperatura da amostra. Aquecimento de até 2°C.

3- Determinar os parametros experimentais da RMN de '3C em estado solido
para medi¢cao do SFC e comparar com os métodos ISO 8292-1 e ISO 8292-2 (métodos

direto e indireto, respectivamente).

4- Utilizar a RMN de '3C no estado sdlido para acompanhar o processo de
cristalizagao isotérmico da amostra de manteiga de cacau e determinar as diferentes

estruturas polimorficas que ocorrem durante o processo.
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3.0. Materiais e Métodos

3.1. Preparo de amostra

As analises de condi¢cdes experimentais foram realizadas com manteiga de
cacau extraida da améndoa de cacau ja torrada, identificada como MC_1. As
améndoas torradas foram obtidas de produtores de chocolate localizados no Espirito

Santo, Brasil.

Para a extragao, retirou-se as cascas das améndoas de cacau torradas e moeu
os nibs de cacau em moinho analitico basico A11 IKA. Da amostra moida, foram
separadas 4,0 g que foram colocadas em Erlenmeyer de 250 mL, ao qual se adicionou
50,0 mL de Cloroférmio P.A ACS (Exodo Cientifica, lote: 2110185693); deixou-se o
sistema sob agitacdo magnética (agitador magnético com aquecimento codigo ALL
AMAOS5 — Allerbest Produtos para lab. Ltda) branda por um periodo de 1 h. Fez-se a
filtragem separando o material sélido da manteiga de cacau dissolvida em cloroférmio.
Utilizou-se um evaporador rotativo Fisatom modelo 801 para a extracdo do solvente e
obtencdo da manteiga de cacau, esta em fase liquida. A amostra foi colocada em tubo

Falcon e esperou-se a cristalizagao do material.

As analises de parametros experimentais de RMN-ES foram realizadas com a
amostra solida. Para empacota-las em rotor de zircbnio de 4mm (4mm MAS Rotor Kit,
Bruker BioSpin; material da tampa: Kel-F), foi utilizado um funil, o qual evitava o
contato direto com a amostra, portanto, ndo a aquecendo devido a temperatura
corporal. O rotor de zircénio 4mm, uma vez devidamente empacotado e tampado, era
colocado em espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de 400MHz Avance

[II HD Bruker, localizado na Embrapa Instrumentacéo, Sdo Carlos/SP.

Com relagao a determinagao da variagao de temperatura da amostra em fungao
da frequéncia de rotacdo e da poténcia e duracdo dos pulsos de radiofrequéncia,
utilizou-se amostra de manteiga comercial sem sal, comprada em mercado local. A
manteiga de vaca foi escolhida devido a viabilidade de acompanhar a variagao de
temperatura em fungéo do deslocamento quimico referente ao sinal da agua presente

em tal produto, através de espectro de 'H obtido por sequéncia one-pulse utilizando
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RMN-ES, como sera mais bem detalhado no item 4.2. Devido a textura da amostra,

fez-se necessario sua fusao para devido empacotamento.

Uma quantidade de aproximadamente 3,0 g de manteiga comercial foi disposta
em tubo criogénico de 5,0 mL. Este foi colocado em banho seco Agimaxx LAB-BS338,
cuja temperatura foi ajustada para 65°C, por 10 minutos, a fim de os TAG fundirem
completamente. Devido aos demais componentes da composi¢cao da manteiga, fez-
se necessario deixar a amostra em agitador orbital basico IKAMS 3 por 1 minuto, para
sua homogeneizacdo. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, a amostra fundida e
homogeneizada foi colocada no rotor. Antes de tampa-lo, a amostra foi refrigerada por
5 minutos, para sua cristalizagcao ser acelerada, evitando que o material ndo fundido
se sedimentasse. Em seguida, o rotor foi tampado e a amostra colocada no

espectrémetro para as devidas analises.

Diferentes amostras de manteiga de cacau e amostras de outros derivados de
cacau foram analisadas, com o intuito de determinar o valor de SFC, utilizando-se dos
espectros obtidos por RMN-ES, espectros estes adquiridos a partir da sequéncia de
pulsos HPDEC (High-Power Decoupling ou Desacoplamento de Alta Poténcia). Duas
amostras de manteiga de cacau (amostras MC 2 e MC_3) foram obtidas
comercialmente, da mesma fazenda de produgcdo das améndoas de cacau torradas,
as quais foram utilizadas para a extragao da manteiga de cacau usada nos estudos
dos parametros de aquisicdo (amostra MC_1), e uma amostra de manteiga de cacau
foi extraida de chocolate comercial, seguindo procedimento descrito acima (amostra
MC_4). Além disso, amostras de manteiga de cacau, liquor de cacau e chocolate
também foram fornecidas pelo Laboratério de Frutas, Hortaligas e Produtos
Acucarados (LFHPA) da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), codificada como MC_5, MC_6, L_1
alL3 CL1aCcCL6, C60 1 aC604, C70_ 1 e C70_2. Tais amostras foram
empacotadas de forma analoga ao empacotamento de manteiga de cacau descrito

acima. Descricao detalhada das amostras encontra-se na Tabela 9, no item 3.2.5.

Por fim, acompanhou-se o processo de cristalizacado isotérmico da amostra de
manteiga de cacau extraida da améndoa (amostra MC_1). A amostra foi empacotada
de forma analoga ao descrito anteriormente, porém, antes de ser colocada no

espectrometro, ela foi fundida em banho seco a 60°C por 30 minutos.



56

3.2. Parametros de aquisicao

As sequéncias de pulsos utilizadas foram: CPMAS, one-pulse e HPDEC. E
importante destacar que as sequéncias utilizadas ndo foram obtidas da biblioteca da
Bruker e, sim, sequéncias que foram modificadas para que cada um dos parametros

pudesse ser alterado de forma individual sem afetar os demais.

3.2.1. Variagao espectral ocasionada por MAS e DEC para experimentos

utilizando sequéncia CPMAS

O comportamento da amostra quanto a frequéncia de rotacdo (MAS) foi
avaliado para o espectro de 3C, adquirido utilizando a sequéncia CPMAS, visto que
esta € uma sequéncia que favorece os sinais referente as porgdes solidas das
amostras em estudo, o que, por vez, torna-se relevante para o estudo de estruturas

polimorficas.

Para cada experimento, os parametros, destacados na Tabela 3, mantiveram-
se 0s mesmos, exceto pela frequéncia de rotagao, que era alterada, obtendo, ao final,
um espectro em cada frequéncia de rotagao, entre 0,5 kHz e 11 kHz, variando de 1
kHz em 1 kHz. Também foi obtido espectro estatico.

Tabela 3. Parametros de aquisicdo dos espectros de '3C, utilizando sequéncia CPMAS. Para essa

sequéncia, o canal 1 refere-se ao canal do '3C, enquanto o canal 2 ao canal do 'H. Tais parametros
foram utilizados para experimentos estatico e com rotagdao em frequéncias até 11 kHz.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisicédo (AQ) 0,049 s
Recycle delay (D1) 50s
Numero de scans (NS) 2048
Tempo de contato com poténcia equivalente a
PLW1 e SPWO0 (P15) 1 ms
Poténcia durante tempo de contato (PLW1) 50 W
Duracgao pulso de excitagao (P3) com poténcia
PLW12 2,5 us
Poténcia de desacoplamento (PLW12) 70W
Poténcia do canal 2 durante tempo de contato
(SPWO) 55 W

Fonte: Autoria propria
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Além disso, o comportamento da amostra quanto a poténcia de
desacoplamento (DEC) foi avaliado através das sequéncias CPMAS. Os parametros
da Tabela 3 foram mantidos, com excec¢do do parametro PLW12, o qual foi variado
para cada experimento, sendo utilizados os valores 10, 30 e 70 W. A frequéncia de

rotacao utilizada para estes experimentos foi mantida igual para todos como 3 kHz.

O comportamento do espectro foi também avaliado variando os valores de
tempo de reciclagem. Utilizou-se os mesmos parametros descritos na Tabela 3, exceto
o parametro D1, o qual foi avaliado para os valores: 2, 5, 15, 25 e 30 segundos para

a analise de intensidade do sinal.

3.2.2. Variagao espectral ocasionada por MAS e DEC para experimentos

utilizando sequéncia one-pulse

A sequéncia CPMAS, por nado ser usualmente utilizada em aquisi¢cdes
quantitativas, n&o € indica para a determinagao de propriedades quantitativas, como
€ 0 caso para o calculo do valor de SFC. Para este, necessita-se de determinacdes
quantitativas, a fim de correlacionar area e concentracédo das porcdes solida e liquida
da amostra. Assim, fez-se necessario o estudo de outras sequéncias de pulso, como
€ 0 caso da sequéncia one-pulse. Tal sequéncia permite a aquisicdo de espectros de

'H em condigdes quantitativas.

Para verificagdo do comportamento da amostra em fungao da frequéncia de
rotagdo (MAS), foram, portanto, adquiridos os espectros de 'H utilizando sequéncia
one-pulse. Para cada experimento, os mesmos parametros (Tabela 4) foram utilizados
e os espectros foram obtidos de forma estatica, ou seja, com o rotor parado. Para
avaliar a influéncia da frequéncia, o rotor foi rotacionado na frequéncia em estudo (3
kHz, 5 kHz e 10 kHz) por meia hora, em seguida a rotagdo cessou e adquiriu-se o
sinal com o rotor parado. O espectro de referéncia foi o primeiro obtido, no qual a

amostra ndo havia sido rotacionada previamente.
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Tabela 4. Parametros de aquisi¢cdo dos espectros de 'H, utilizando sequéncia one-pulse, o canal 1
refere-se ao 'H nesta sequéncia. Tais parametros foram utilizados para experimentos sem rotacgéo,
contudo, entre cada medida, a amostra estava sob a influéncia da frequéncia de rotagdo desejada, 3
kHz, 5 kHz e 10 kHz, por 30 minutos.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisicédo (AQ) 0,17 s
Recycle delay (D1) 50s
Numero de scans (NS) 128
Duracéo pulso de excitacao (P1) 5,0 us
Poténcia do pulso de excitagdo (PLW1) 25W

Fonte: Autoria propria

Desenvolveu-se um experimento que simulava o efeito sofrido pela amostra
durante a aquisicdo de espectro desacoplado. Isto porque a sequéncia one-pulse nao
utiliza um segundo canal para realizar o desacoplamento, utiliza apenas o canal
referente ao 'H para a aquisigdo de espectro de excitagao direta. Assim, para avaliar
os efeitos referente ao DEC foi necessario desenhar um experimento que simulava
pulso de desacoplamento, para isso, fez-se dois experimentos, um seguido do outro:
o primeiro teve sua duragao e poténcia de pulso alteradas para que equivalessem
aquelas de uma sequéncia de desacoplamento e o segundo, o qual gerou os
resultados analisada, mantinham os parametros de aquisicdo destacados na Tabela
4.

De forma a avaliar a influéncia do pulso de rf nas propriedades fisico-quimicas
da amostra, foram realizados experimentos de variagao de tempo de reciclagem. A
amostra, sem rotacao, foi submetida, por 30 minutos, a irradiacao de rf com duragao
de 50 ms e poténcia de 70 W, separados por tempo de reciclagem RD, como indicado
na Figura 29, no item 4.1.1., diferentes para cada experimento. Apds tal periodo,
adquiriu-se o espectro de 'H utilizando a sequéncia one-pulse e os mesmos
parametros apresentados na Tabela 4. Os valores de RD utilizados foram: 1, 5, 10 e
50 s.

3.2.2.1. Determinagao da variagao de temperatura da amostra

Para demonstrar a relacdo da variacdo espectral com a temperatura,

determinou-se a variacao da temperatura experimentada pela amostra. Essa medi¢ao
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foi realizada com uma amostra de manteiga comercial sem sal. Utilizaram-se os
experimentos analogos ao de variagcdo de MAS e RD para avaliagdo da variagao
espectral observada para a sequéncia one-pulse, descrito acima. Assim, seguiu-se 0s

mesmos parametros relacionados na Tabela 4.

Para a alteragcédo ocasionada por MAS foram obtidos espectros com frequéncia
de rotacao entre 1 e 11 kHz, enquanto para a alteragao ocasionada por diferentes
tempos de reciclo, foram obtidos espectros com diferentes valores de D1, sendo eles:
0,5,1, 2,5, 10, 15, 20, 30 e 50 segundos.

3.2.3. Determinagao da constante de tempo T1

Apesar da sequéncia one-pulse poder ser utilizada para a aquisicdo de
espectros de forma quantitativa, o espectro de 'H em si ndo viabiliza a distingdo entre
as porgoes solida e liquida de moléculas de TAG, como é observado para espectros
de '3C. Assim, fez-se necessario o estudo da sequéncia de pulso HPDEC, uma
sequéncia de excitagdo direta, para a aquisicdo de espectros de '3C de forma

quantitativa.

Para analises quantitativas a prévia determinagéo da constante de tempo de
relaxagéo spin-rede (T1) é necessaria. Utilizou-se a sequéncia HPDEC e duas
abordagens para a obtencado deste valor: saturacao-progressiva (SP) e inversao-
recuperacao (IR), nas quais se variaram os tempos de reciclagem. Para SP os tempos
de reciclagem utilizados foram 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300 e 500 segundos, € 0s

demais parametros de aquisicao estao na Tabela 5.
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Tabela 5. Pardmetros de aquisi¢cao do experimento Saturagdo-Progressiva, para a qual o canal 1 refere-
se ao canal do 3C e o canal 2 ao canal do 'H; utilizado frequéncia de rotagdo do rotor de 3kHz. * O
parémetro recycle delay foi variado para cada experimento, a sequéncia de realizagdo dos
experimentos, conforme RD foi: 500, 300, 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2 e 1 s, a ordem crescente de tempos
também foi utilizada para obtengdo dos resultados. ** Para RD menor que 100 segundos, foram
utilizados 4 dummy scans.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisicao (AQ) 0,049 s
Recycle delay (D1) *

Dummy scans (DS)

*%

Numero de scans (NS) 8
Duragao pulso de excitagao do canal 1 (P1) 4,0 yus
Poténcia durante pulso de excitagdo (PLW1) 54W
Poténcia de desacoplamento (PLW12) 70W

Fonte: Autoria propria

Para a IR, utilizou-se de lista variavel de delay (D2) com os valores: 0,01; 0,02;
0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,5; 0,8; 1,3; 2,1; 3,3; 5,4; 8,6; 13,9; 22,4; 36,0; 57,8; 93,0;
149,5; 240,5; 386,7; 621,8; 1000,0 segundos. Os demais parametros estdo na Tabela
6.
Tabela 6. Parametros de aquisicao do experimento Inversdo-Recuperagao, para a qual o canal 1 refere-
se ao canal do "°C e o canal 2 ao canal do 'H; utilizado frequéncia de rotagédo do rotor de 3kHz. * O
parédmetro delay variavel (VD) foi diferente para cada experimento, sendo os valores utilizados: 0,01;

0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,5; 0,8; 1,3; 2,1; 3,3; 5,4; 8,6; 13,9; 22,4; 36,0; 57,8; 93,0; 149,5; 240,5;
386,7;621,8; 1000,0 s.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisi¢do (AQ) 0,049 s
Recycle delay (D1) 800 s
Delay variavel (VD) *
Numero de scans (NS) 4
Duragao pulso de excitagao do canal 1 (P1) 4,0 us
Duragao pulso de excitagao do canal 1 (P2) 8,0 us
Poténcia durante pulso de excitagdo (PLW1) 54W
Poténcia de desacoplamento (PLW12) 70W

Fonte: Autoria propria
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3.2.4. Variagdo espectral ocasionada por MAS e DEC para experimentos

utilizando sequéncia HPDEC

O comportamento da amostra, frente a variagao de poténcia (DEC) e frequéncia
de rotacao diferentes (MAS), para analise por HPDEC foi avaliado de forma analoga
aos experimentos realizados para a sequéncia CPMAS. Para o estudo da influéncia
da frequéncia de rotagéo, foram utilizados os parametros de aquisicdo apresentados
na Tabela 7 para a amostra sem rotacdo, bem como para rotagdes entre 0,5 e 12 kHz.
Para o caso da avaliacado da influéncia da poténcia de desacoplamento, utilizou-se a
velocidade de rotacédo de 3 kHz e os mesmos parametros da Tabela 7, com excegao
de PLW12, o qual foi variado para cada experimento, ao final obtendo espectros em
10,30 e 70 W.

Tabela 7. Parametros de aquisicdo dos espectros de '3C, utilizando sequéncia HPDEC, para esta, o

canal 1 refere-se ao canal do '3C e o canal 2 ao canal do 'H. Tais parametros foram utilizados para
experimentos estatico e com rotagado em frequéncias 0,5 kHz a 12 kHz.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisigédo (AQ) 0,049 s
Recycle delay (D1) 250,0 s
Numero de scans (NS) 128
Duracgao pulso de excitagéo do canal 1 (P1) 4000,0 us
Poténcia do pulso de excitagao (PLW1) 54W
Poténcia de desacoplamento (PLW12) 70W

Fonte: Autoria propria

Com relagao ao tempo de reciclo, foram obtidos espectros com os parametros
de aquisi¢cao da Tabela 7, exceto o valor de D1, e rotagdo em 3 kHz. Os valores de D1

para os espectros adquiridos foram: 0,5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 e 50 segundos.

3.2.5. Determinagao dos valores de SFC

Devido as limitacdes presentes para os métodos protocolados de determinacao
de SFC, propde-se um novo método para tal determinacéao, este utiliza de espectros
de 3C por RMN-ES. A obtencdo dos valores de SFC por RMN-ES foi realizada
utilizando a sequéncia HPDEC, com os parametros de aquisi¢ao descritos na Tabela
8. Estes se assemelham aos da Tabela 7, ajustados para pulso de 30°, segundo a

equacéao de Ernst.
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Tabela 8. Parametros de aquisigdo dos espectros de '3C, utilizando sequéncia HPDEC, para esta, o
canal 1 refere-se ao canal do '3C e o canal 2 ao canal do 'H. Tais parametros foram utilizados para
experimentos de determinacao de SFC.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisigédo (AQ) 0,049 s
Recycle delay (D1) 25,0s
Numero de scans (NS) 128
Duracéo pulso de excitacdo do canal 1 (P1) 1350,0 us
Poténcia do pulso de excitagao (PLW1) 54W
Poténcia de desacoplamento (PLW12) 70W

Fonte: Autoria propria

Para a obteng¢ao dos valores de SFC, a fim de comparacédo qualitativa com
aqueles obtidos pelo método proposto, utilizou-se dos protocolos ISO 8292-1 e ISO
8292-2 para a preparacdo da amostra e a medicdo. Note que as analises foram
realizadas para as amostras que ndo passaram e as que passaram por tratamento
térmico. O tratamento térmico realizado é descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Descrigdo do tratamento térmico realizado para as amostras em estudo, com indicativo de
temperatura e tempo em que a amostra foi mantida na temperatura especificada.

Temperatura (°C) Tempo
60 30 min
0 90 min
26 40 h
0 90 min
23 60 min

Fonte: Adaptado de ISO/CD 8292-1 (2008) e ISO/CD 8292-2 (2008)

A aquisicao dos valores de SFC seguindo os protocolos foi realizada em
Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear Minispec ND mq20 (Bruker,
Alemanha) com ima permanente de 0,47 T (19,9 MHz para 'H), utilizando tubo de
vidro de 10 mm. Os dados foram analisados com os programas Bruker TopSpin 4.2.0

e OriginPro (OriginLab Corporation).

Para este estudo foram utilizadas amostras de diferentes derivados de cacau,
sendo eles: liquor de cacau (nibs de cacau finamente moido), manteiga de cacau e
chocolate ao leite, 60% e 70% de cacau. A identificagao das amostras se encontra na
Tabela 10.
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Tabela 10. Identificagdo, descricdo e origem das amostras utilizadas no estudo da determinagéo e
comparacgao entre diferentes métodos, protocolados e proposto, de obtengéo de valores de SFC.

Identificacéo

Descricdo da amostra

Origem

MC_1

MC_2

MC_3

MC_4

MC_5

MC_6

L1

L2

L 3

cL. 1

CL. 2

CL_3

CL_4

Manteiga de cacau extraida de améndoa de
cacau fermentada, seca e torrada

Manteiga de cacau comercial utilizada na
producéo de chocolate da marca Lamberti

Manteiga de cacau comercial utilizada na
producado de chocolate da marca Lamberti

Manteiga de cacau extraida do chocolate Lindt

Manteiga de cacau comercial da marca Barry
Callebaut

Manteiga de cacau extraida de améndoa de
cacau fermentada, seca e torrada

Liquor de cacau obtido de améndoas de cacau
fermentadas, secas e torradas

Liguor de cacau comercial da marca Barry
Callebaut

Liquor de cacau obtido de améndoas de cacau
fermentadas, secas e torradas

Chocolate ao leite produzido com MC_5e L 2,
com teor de gordura de leite de 4,0%

Chocolate ao leite produzido com MC 5e L 2
(maior teor de proteinas), com teor de gordura de
leite de 4,0%

Chocolate ao leite produzido com MC 5e L 2
(maior teor de minerais), com teor de gordura de
leite de 4,0%

Chocolate ao leite produzido com MC 5e L 2
(mesma formulacdo CL_1), com teor de gordura
de leite de 4,0%

Espirito Santo -
Brasil

Espirito Santo -
Brasil

Espirito Santo -
Brasil

Mistura

Mistura

Bahia - Brasil

Para - Brasil

Mistura

Bahia - Brasil

MC 5elL 2
(mistura)

MC 5el 2
(mistura)

MC 5el 2
(mistura)

MC 5el 2
(mistura)

continua
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continuagao

Identificacéo Descricdo da amostra Origem
Chocolate ao leite produzido com MC 5e L 2 MC 5el 2
CL 5 (mesma formulacdo CL_1), com teor de gordura (rrﬁstura)_
de leite de 4,0%
cL 6 Chocolate ao leite produzido com MC_6 e L_3, MC 6el_3
- com teor de gordura de leite de 5,2% (Bahia)
C60 1 Chocolate intenso - 60% cacau, produzido com MC 6el_3
- MC 6elL_3 (Bahia)
Chocolate intenso - 60% cacau, produzido com Manteiga de,
C60_2 . . cacau do Para
- manteiga de cacau do Parae L 1 ,
el 1 (Para)
C60 3 Chocolate intenso - 60% cacau, produzido com MC 6elL 3
- MC 6elL 3 (Bahia)
. Ao ,
C60_4 Chocola:[e intenso - 60% cacau, produzido com Bahia - Brasil
améndoas de cacau néo fermentadas
c70 1 Chocolate intenso - 70% cacau, produzido com MC 6el_3
- MC 6elL 3 (Bahia)
C70 2 Chocolate intenso - 70% cacau, produzido com MC 6el_3
- MC 6elL 3 (Bahia)

Fonte: Autoria propria

3.2.6. Cristalizacao isotérmica de manteiga de cacau

A cristalizacdo da manteiga de cacau foi acompanhada tanto por sequéncia

CPMAS (parametros na Tabela 11) quanto por sequéncia HPDEC (parametros na

Tabela 12). Como ja dito, a amostra empacotada foi fundida previamente, a fim de

garantir que ndo houvesse memoria de cristalizagao.

O rotor, com a amostra fundida, foi inserido no espectrémetro e um espectro de

13C, obtido com a respectiva sequéncia, foi adquirido de hora em hora por um periodo

total de 70 h. Para isso, foi utilizado dummy scans para que cada experimento durasse

1 h, comegando pelo segundo experimento.
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Tabela 11. Parametros de aquisicdo dos espectros de '3C, utilizando sequéncia CPMAS, para essa
sequéncia, o canal 1 refere-se ao canal do '3C, enquanto o canal 2 ao canal do 'H. Tais parametros
foram utilizados para experimentos de acompanhamento de cristalizagao.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisicédo (AQ) 0,049 s
Recycle delay (D1) 30,0s
Numero de scans (NS) 64
Dummy scan (DS) 55
Tempo de contato com poténcia equivalente a
PLW1 e SPWO (P15) 1 ms
Poténcia durante tempo de contato (PLW1) 50W
Duragao pulso de excitagado (P3) com poténcia
PLW12 2,5us
Poténcia de desacoplamento (PLW12) 70W
Poténcia do canal 2 durante tempo de contato
(SPWO) 55W

Fonte: Autoria propria

Tabela 12. Parametros de aquisigdo dos espectros de '3C, utilizando sequéncia HPDEC, para esta, o
canal 1 refere-se ao canal do '3C e o canal 2, ao canal do 'H. Tais parametros foram utilizados para
experimentos de acompanhamento de cristalizagao.

Parametros (nomenclatura Bruker) Valores
Tempo de aquisi¢cao (AQ) 0,049 s
Recycle delay (D1) 25,0s
Numero de scans (NS) 128
Dummy scans (DS) 16
Duracgao pulso de excitagéo do canal 1 (P1) 1350,0 us
Poténcia do pulso de excitagao (PLW1) 54W
Poténcia de desacoplamento (PLW12) 70W

Fonte: Autoria propria

4.0. Resultados e Discussao

O artigo intitulado “Establishing optimal parameters to mitigate the heating
effects caused by CPMAS sequence in 3C solid-state NMR studies of cocoa butter
and other fat samples”, publicado no periédico Food Research International, refere-se
a parte dos resultados neste trabalho apresentados. O artigo traz os resultados e
discussao referente ao estudo das condigbes de analise e como elas influenciam nas
caracteristicas espectrais observadas, bem como os resultados referente ao processo
de cristalizacao isotérmica (TOBIAS; MORAES; COLNAGO, 2025).
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Como discutido na introdugéo, quando amostras heterogéneas, contendo fases
sélida e liquida, como é o caso da manteiga de cacau (MC) e/ou derivados, sao
analisadas por RMN de '3C e 'H em estado solido, dois fatores sdo muito influentes
na resolucao espectral do componente sélido: a interacéo dipolar entre os spins € a
anisotropia de deslocamento quimico (CSA). Esses fatores sao responsaveis pelo
alargamento de linha e, portanto, devem ser minimizados ou eliminados para se obter
espectros de amostras sélidas em alta resolucdo. Os procedimentos utilizados para
isso sdo: desacoplamento de alta poténcia (DEC), o qual minimiza os efeitos da
interacdo dipolar, e rotagcdo em torno do angulo magico (MAS), que minimiza

principalmente os efeitos da anisotropia de deslocamento quimico.

A poténcia de DEC tem que gerar uma banda de excitacdo maior do que a
largura da interacdo dipolar, que € da ordem de dezenas de kHz. Além disso, a
velocidade de rotacdo da amostra em torno do angulo magico (MAS) deve ser maior
do que a CSA. Por exemplo, para sélidos, em que a CSA do '3C é da ordem de 200
ppm, referente ao espectro inteiro, ou seja, a todos os grupos organicos pertencentes
a amostra, em campo magnético de 9,4T (frequéncia de ressonancia para 'H de 400
MHz), a velocidade de rotacao seria da ordem ou superior a 20 kHz, o que garante
que nao haja banda lateral. Como o material de estudo é a MC, e deseja-se analisar
os sinais de grupos CHz, é indicado que a rotagdo da amostra seja da ordem de 10
kHz, que é uma velocidade maior do que o CSA de cerca de 100 ppm dos CH2 de
triglicerideos sélidos (DUNCAN, 1987).

Como ja mencionado, os principais triglicerideos da MC s&o: POS, SOS e POP,
que representam cerca de 37, 30 e 22% do TAGs, respectivamente. Os principais
acidos graxos dos TAGs da MC sao: acido estearico (~35%), acido oleico (~34%) e
acido palmitico (~26%). A MC possui, portanto, aproximadamente 63% de acidos

graxos saturados e 37% de acidos graxos insaturados (BECKETT, 2008).

As amostras de MC foram caracterizadas por RMN de 'H e '3C usando MAS, o
que gera espectros com resolugéo similar aos de amostra liquida. Na Figura 20, tem-
se espectro de RMN de '"H de uma MC, com MAS de 10 kHz.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H dos de uma amostra de MC com MAS de 10 kHz.
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Fonte: Autoria propria

Tabela 13. Assinalamento dos sinais presentes no espectro de RMN de 'H dos componentes liquidos
da MC com deslocamento quimico em fungéo do grupo funcional.

Deslocamento

Sinal quimico & (ppm) Grupo funcional
1 1,00 -CHs todas as cadeias acil
2 1,39 -(CH2)n da cadeia acil
3 1,69 -CH2-CH2-COOH da cadeia acil
4 2,13 -CH2-CH=CH- todos acidos graxos insaturados
5 2,36 -CH2-COOH todas as cadeias acil
6 2,86 -CH=CH-CH2-CH=CH: acido linoleico
7 4,20; 4,38 -CH20COR glicerol
8 5,33 >CHOCOR glicerol
9 5,42 -CH=CH- acido graxo insaturado

1,23; 4,03 Nao representam sinal de TAG

Fonte: Autoria propria
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Na Tabela 13 estao os assinalamentos dos principais sinais observados nesse
espectro que sdo atribuidos aos 'H com diferentes deslocamentos quimicos das
moléculas de TAGs (Figura 21). O sinal 1, em 1,00 ppm é referente aos hidrogénios
do grupo -CHs terminal (»1), enquanto os hidrogénios presentes nos grupos (CH2)n,
sinal 2, estdo em 1,39 ppm. Os hidrogénios dos grupos o e B da Figura 21, sinais 5 e
3, estdo em 2,36 e 1,69 ppm, respectivamente. Enquanto os hidrogénios diretamente
envolvidos na dupla ligagdo (sinal 9) estdo em 5,42 ppm, aqueles ligados aos
carbonos vizinhos de uma dupla ligagao estdao em 2,13 ppm (sinal 4). Por fim, os sinais
referentes aos hidrogénios do glicerol sdo assinalados aos hidrogénios nas posicoes
1e 3, sinal 7em 4,20 e 4,38 ppm, e na posicao 2, sinal 8 em 5,33 ppm. O sinal 6, em
baixa intensidade, é dos grupos CHz, entre duas duplas do acido linolénico. Os sinais
em 1,23 e 4,03 ppm, assinalados com um asterisco, nao sao dos TAGs, podendo ser
de outros componentes minoritarios presentes na MC.

Figura 21. (a) Estrutura geral de um acido graxo saturado com indicativo de posi¢des que dao sinais

em diferentes deslocamentos quimicos e (b) representagao da parte insaturada, em cis, de acido graxo
presente em MC.

0O
(@) B w3 w1

HO

(b)

Fonte: Autoria propria

Na Figura 22 estdo o espectro de RMN de 3C dos componentes liquidos de
uma amostra de MC obtido com HPDEC, com MAS de 10 kHz e um pulso no carbono
e DEC de 70 W (a) e o espectro dos componentes solidos e liquidos (b) obtido com a
sequéncia CPMAS. Na Tabela 14 estdo os assinalamentos de todos os sinais do

espectro do componente liquido, aos respectivos carbonos dos TAGs.
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Figura 22. Espectros de RMN de 3C dos componentes liquidos (a) e componentes sélidos e liquidos
(b) da MC. Os espectros foram obtidos em velocidade de rotagdo 10 kHz, poténcia de desacoplamento
de 70 W e tempo de reciclagem de 250 s (para a sequéncia HPDEC) e 5 s ( para a sequéncia CPMAS),
respectivamente.

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O
Deslocamento quimico & (ppm)

Fonte: Autoria propria

Tabela 14. Assinalamento dos sinais presentes no espectro de RMN de '3C dos componentes em
estado liquido da MC com deslocamento quimico em func¢éo do grupo funcional.

Deslocamento quimico

Sinal O (ppm) Grupo funcional
1 14,7 -CHs terminal (w;)
2 23,4 -CH2- (w,)
3 25,5 -CH2- beta
4 28,0 -CH2-CH=CH-CH2-
5 30,6 -(CH2)n
6 32,8 -CH2- (w3)
7 34,4 -CH2- alpha
8 62,6 -CH20COR glicerol
9 69,7 >CHOCOR dlicerol
10 130,3 -CH=CH- acido oleico
10' 128,7 -CH=CH- acido linoleico
11 172,40 -COOH carboxilico

Fonte: Autoria propria
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Todos os sinais no espectro da Figura 22a podem ser assinalados aos
diferentes carbonos dos triglicerideos da MC. O sinal em 14,7 ppm € assinalado ao
grupo -CHs (6mega 1 - w;) terminal de todos os acidos graxos, os sinais em 23 ppm,
25 ppm, 32 ppm e 34 ppm séao referentes aos grupos -CHz dos grupos w,, 8, w; €
respectivamente, observados na Figura 21. Em 28 ppm, tem-se os carbonos alilicos
8 e 11 do acido oleico e o sinal em 30 ppm corresponde aos demais grupos -CH2. Os
sinais referentes a molécula de glicerol estdo em 62,6 ppm (carbonos 1 e 3) e 69,7
ppm (carbono 2). Os carbonos 9 e 10 em dupla ligagdo no acido oleico apresentam
sinal em 130,3 ppm enquanto para uma das duplas ligagdes no acido linoleico estao
em 128,7 ppm, enquanto a outra dupla ligacdo se sobrepde ao sinal em 130,3 ppm.

Ja o sinal em 172,40 ppm é assinalado ao carbono carboxilico.

Comparando os dois espectros da Figura 22a e 22b, pode-se perceber
diferencgas significativas entre os sinais dos componentes liquidos (a) e componentes
liquidos e solidos (b). Diferentemente do espectro (a), o espectro (b) apresenta dois
picos bem intensos, os quais sao referentes aos grupos (CHz2)n em estado liquido (30
ppm) e em estado solido (34 ppm). A diferenca de deslocamento quimico entre os dois
estados fisicos esta associada a configuracao trans rigida que se observa na estrutura
cristalina da MC (ARISHIMA et al., 1996). Esses picos serao utilizados, por exemplo,
para identificar ambos os estados fisicos da amostra e eventualmente serao utilizados
para calcular a razdo entre gordura sélida e liquida (SFC), em medidas quantitativas
de RMN.

Como a temperatura de fusdo da MC esta na faixa de 17,3°C a 36,3°C, ela
pode se liquefazer com o aquecimento da amostra tanto pela sua alta rotagcdo nos
experimentos de MAS quanto pela alta poténcia de desacoplamento (DEC) e curto
tempo de repeticao da sequéncia (RD- recycle delay ou D1 nos equipamentos Bruker).
Por isso foi necessario estudar o efeito desses parametros na fusdo da MC em
experimento a temperatura ambiente (AGUILAR-PARRILLA et al., 1990; BERNARD
et al., 2017; DVINSKIKH; CASTRO; SANDSTROM, 2004; HINDMAN, 1966;
HOFFMAN, 2022; HOFFMAN; BECKER, 2005; JAEGERS; WANG; HU, 2020; MALAR
et al., 2021; SASAKI; UENO; SATO, 2012; THURBER; TYCKO, 2009).
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4.1. Influéncia da frequéncia de rotagdo da amostra e irradiagcdo de

radiofrequéncia nos espectros de RMN de manteiga de cacau

Como descrito anteriormente, as analises de RMN de '3C, no estado sdlido,
usam normalmente a sequéncia polarizagao cruzada (CP) com rotagdo da amostra
em torno do angulo magico (MAS) e desacoplamento de alta poténcia (DEC), ou
simplesmente CPMAS. A sequéncia de CP é usada para acelerar a aquisicao dos
sinais de RMN, visto que muitos dos experimentos em estado sélido envolvem o
estudo de spins com baixa abundancia natural e baixa razdo magnetogirica e longos

tempo de relaxagéo T+, como é o caso do "*C.

Além da CP, as amostras tém que ser rotacionadas a uma alta frequéncia (10
kHz ou mais) e utilizar desacoplamento de alta poténcia que podem levar a fusdo da
MC em experimentos realizados na temperatura ambiente (cerca de 23°C). Para que
a amostra gire nessa frequéncia alta € necessario que o rotor seja suspenso por um
colchao de ar ou gas inerte (bearing) e que um gas passe em alta velocidade pelas
aletas da tampa do rotor, fazendo-o girar. Esse processo causa atrito entre o rotor e 0
gas, o que pode aquecer e até fundir a MC (AGUILAR-PARRILLA et al., 1990).

Como poténcias de DEC, de dezenas de Watts, precisam ser aplicadas na
amostra de cerca de 100 mg, por varios milissegundos, com tempo de repeticdo de
alguns segundos, uma grande quantidade de energia € incidida sobre a amostra, o

que também pode levar a fusdo de amostras de MC.

Na Figura 23, encontram-se os espectros de RMN de '3C, da regi&o dos grupos
CH2 e CHs, entre 0 e 60 ppm, obtidos utilizando sequéncia CPMAS em diferentes

velocidades de rotacéo.
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Figura 23. Espectro de RMN de '®C de MC entre 0 e 60 ppm obtidos com a sequéncia CPMAS, em
diferentes frequéncias de rotagdo, com poténcia de desacoplamento de 70 W e tempo de reciclagem
de 5 s. As diferentes velocidades aplicadas foram: (a) 10 kHz, (b) 3 kHz e (c) estatico.

Sem rotacao
—— 3kHz
—— 10kHz
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Fonte: Autoria propria

Para a amostra de MC sendo rotacionada em 10 kHz (Figura 23a), os sinais
em 34 e 30 ppm relativos aos componentes solido e liquido, respectivamente, estao
presentes e com areas relativamente similares. Ou seja, a MC amostrada esta com
componentes em ambos os estados fisicos. Contudo, no espectro adquirido com
rotacao de 3kHz (Figura 23b), somente o sinal do componente sélido (34 ppm) tem

alta area, enquanto a area do componente liquido € muito pequena.

A hipotese para essa aparente discrepancia, com relacédo ao espectro em 3 kHz
(pouco componente liquido), € que a amostra de MC fundiu parcialmente a 10 kHz e
que nao fundiu ou fundiu menos a 3 kHz. Ou seja, a auséncia de um sinal de grande
area em 30 ppm para rotacdo em 3 kHz indica que, nessa velocidade, a amostra de
MC tem uma menor quantidade da fracao liquida se comparado com o espectro em
10 kHz. Para o espectro estatico (Figura 23c) se pode ver um sinal muito largo, de 10
a 50 ppm, e com grande area, referente a por¢ao solida e um sinal mais estreito em
30 ppm e com area bem menor, referente a porcao liquida, indicando também uma

menor quantidade da fracdo liquida nessa condicido de analise.
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Como o sinal referente a porgcao sélida (34 ppm) da amostra esta presente em
todos os espectros encontrados na Figura 23, foi possivel utiliza-lo para acompanhar
a variagao da area do sinal em funcéo da frequéncia de rotagcdo, como pode ser visto
na Figura 24 a seguir.

Figura 24. Variagao da area referente a porgao soélida, obtida através do espectro de '3C adquirido com
a sequéncia CPMAS, da amostra de manteiga de cacau, em fung¢éo da frequéncia de rotacao.
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Fonte: Autoria propria

A area foi calculada para toda a regido entre 0 e 60 ppm, visto que para baixas
frequéncias de rotacédo existem bandas laterais, cujas areas contribuem para a area

total da porgao sélida da manteiga de cacau.

Pode-se perceber que, conforme o aumento da frequéncia de rotacéo, a area
referente a porcao sélida diminui; é interessante destacar que este decréscimo nao é
linear, sofrendo uma queda rapida a partir de 7 kHz. A area acompanhada no grafico
representa a concentracdo do material em estado sélido, portanto, sua diminuicao
implica dizer que a amostra esta sofrendo os efeitos do aquecimento causado pela
rotacao (MAS) e se liquefazendo. Os TAGs fundidos passam a contribuir para o sinal
referente a porgao liquida da amostra, ou seja, o sinal na regido em 30 ppm, por isso,

passa-se a observar este sinal de forma mais representativa no espectro, como pode
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ser visualizado na Figura 23, quando comparados os espectros obtidos em 3 e 10
kHz.

Quanto a poténcia de desacoplamento, tem-se, na Figura 25, os espectros de
RMN de "3C obtidos com a sequéncia CPMAS e varias poténcias de desacoplamento,
utilizando frequéncia de rotacao de 3 kHz. Nesta figura, pode-se ver que, ao reduzir a
poténcia do DEC, as linhas dos sinais do componente sélido ficam mais largas devido
a ineficiéncia do DEC em eliminar a interagao dipolar. Portanto, a poténcia de DEC
deve ser suficientemente alta para suprimir a interagdo dipolar entre 'H e 3C, o que
leva a melhores resolugdes espectrais.
Figura 25. Espectros de RMN de '®C, em diferentes poténcias do DEC, para amostra de MC,
rotacionadas em 3 kHz. A sequéncia utilizada, CPMAS, permite variacdo no parametro de poténcia de

desacoplamento da interacao dipolar entre os spins 'H e 13C. As diferentes poténcias aplicadas foram:
(a) 70 W, (b) 30 W e (c) 10 W.
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Fonte: Autoria propria

O problema de utilizar DEC de 70 W esta no fato de esta ser uma poténcia
muito alta, logo, pode causar aquecimento da amostra, o que nao € desejado. Assim,
para reduzir esse efeito do aquecimento, deve-se aumentar o RD para dar tempo de
a amostra voltar a temperatura anterior, ou seja, dissipar energia. Além disso, na

sequéncia de CP, durante o tempo de contato (TC), a amostra esta sob irradiagcao
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tanto na frequéncia de 'H quanto de '3C, por longos periodos (faixa de milissegundos),
para que ocorra a transferéncia de polarizagao (condi¢ao de Hartmann-Hahn). Apds o

TC, ainda ha o DEC no canal do 'H, durante a aquisi¢édo do espectro de '3C.

Na Figura 26 estado os espectros CPMAS de uma MC adquiridos com diferentes
valores de RD. Como se pode acompanhar pelo sinal em 34 ppm, a intensidade
aumenta com o aumento de RD, ou seja, intensidade do sinal para RD = 30 > 25> 15
> 5> 2 segundos. O T1dos 'H dos TAG esta na ordem de 7 s, o que também pode
influenciar as areas desses sinais, pois na sequéncia CP a intensidade do sinal de '°C
depende do T1 do 'H. Para caracterizar se a alteragdo da area do sinal em 34 ppm foi
funcado do aquecimento, por MAS ou DEC, ou devido ao valor de T1, foram feitos
experimentos de RMN de 'H e experimentos de RMN de 3C em estado soélido, obtidos
por outra sequéncia de pulsos.

Figura 26. (1) Espectros de '3C obtido utilizando sequéncia CPMAS com diferentes valores de tempo

de reciclagem: (a) 30 s, (b) 25 s, (c) 15 s, (d) 5s e (e) 2 s. (ll) Variagdo da intensidade do sinal 34 ppm
em funcao do valor de tempo de reciclagem.
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Fonte: Autoria propria

4.1.1. Influéncia do MAS e DEC nos espectros de 'H de uma amostra de

manteiga de cacau

Como a sequéncia de CP ndo é quantitativa, resolveu-se averiguar a
possibilidade de utilizar RMN de 'H estatico para verificar tanto o efeito da rotagéo da

amostra, quanto da poténcia do desacoplamento na fusdao parcial ou total das
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amostras de MC. Para isso, foram montados dois tipos de experimentos, cada um
referente a um desses parametros. No primeiro, as amostras de MC foram giradas em
velocidades de 3, 5 e 10 kHz, por 30 minutos antes da aquisicdo dos espectros
estaticos da MC (Figura 27) e, usou-se como referéncia de largura de linha o espectro
de RMN de 'H adquirido sem rotagao prévia da amostra (Figura 28a). Além disso, no
segundo tipo de experimento, avaliou-se o efeito da poténcia do DEC e do tempo de
reciclagem nos espectros de RMN de 'H de uma amostra de MC. Nesse caso, as
amostras foram irradiadas por 30 minutos, na frequéncia de RMN de 'H com 70 W e
diferentes valores de RD (Figura 29). Durante esses 30 minutos o desacoplador foi
ligado por 50 ms com tempos de repeticao de 1, 5, 10 e 50 segundos (Figura 30) antes

de fazer a aquisigdo do sinal da amostra estatica.

E vélido ressaltar que os experimentos aqui realizados ndo medem
explicitamente a temperatura da amostra em fungao da velocidade de rotagdo ou
DEC, mas apresentam os efeitos causados pelo aquecimento da amostra, por esses
dois fatores, na largura das linhas dos espectros obtidos, apés o MAS ou DEC, sem a

rotacdo das amostras, ou seja, em espectros estaticos.

Na Figura 28 estao os espectros de RMN de 'H de uma amostra de MC, que
foi girada em frequéncias de rotagdo de 3, 5 e 10 kHz, por 30 minutos antes da
aquisicao do espectro estatico da MC (espectro sem rotacdo da amostra).

Figura 27. Experimento para avaliacédo do efeito da velocidade de rotacdo do rotor para espectros de

"H em amostra de MC. A amostra foi girada em 3, 5 e 10 kHz por 30 minutos antes de fazer a aquisi¢do
do espectro sem rotagao.
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Fonte: Autoria propria
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Figura 28. Espectros de RMN de 'H, entre -1 e 7 ppm, de uma amostra MC submetida por 30 minutos
a rotagbes de (b) 3, (c) 5 e (d) 10 kHz previamente a aquisigdo. O espectro em (a) representa o
experimento estatico sem prévia rotacao (referéncia).

Referéncia - estatico
—— 3kHz

— 5kHz

—— 10kHz

a)

b)

d)

6 5 4 3 2 1 0 -1

~J -

Deslocamento quimico & (ppm)
Fonte: Autoria propria

A sequéncia utilizada na obtencao desses espectros foi do tipo excitacido direta
da frequéncia de RMN de 'H, one-pulse, na qual somente um pulso de excitacdo é

utilizado. Os parametros de aquisicao foram apresentados na Tabela 4.

Apesar de todos os espectros da Figura 28 terem sido obtidos sem rotacéo,
cada um tem uma condi¢ao anterior diferente: na Figura 28a, tem-se o espectro de
referéncia, obtido da amostra que nao foi submetida a nenhuma rotagao. O espectro
(b), da amostra parada, apds sua rotagédo por 30 minutos em 3 kHz. Nos espectros (c)
e (d) estdo os espectros sem rotacdo das amostras previamente rotacionadas por 30

minutos em 5 kHz e 10 kHz, respectivamente.

Para a rotagcao em 3 kHz (Figura 28b) e em 5 kHz (Figura 28c) ndo se observa
diminui¢cao da largura de linha em comparagéo ao espectro de referéncia. Ou seja, os
espectros obtidos nessas rotacbes nao apresentam diferencas significativas em
relacdo ao espectro padrao, o que indica que nao houve fusdo de parte da amostra.
O mesmo nao pode ser dito para o espectro obtido apds a rotagdo em 10 kHz (Figura
28d) visto que a largura das linhas deste espectro € menor do que o espectro de

referéncia. Considerando que todos os espectros foram obtidos sem MAS (de forma
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estatica), uma justificativa plausivel para essa alteracéo é a fusao parcial da amostra,
visto que, quando em estado liquido, ha maior movimento molecular e,
consequentemente, uma reducdo ou eliminacdo dos efeitos de CSA e interagao
dipolar. Note, contudo, que a melhora na resolugdo nao indica que toda a amostra
fundiu, pois o espectro ainda apresenta caracteristica de espectro de sélido e nédo de

espectro de solucdo homogénea, isto €, ainda existe alargamento de linha.

Como mencionado anteriormente, também se avaliou o efeito da poténcia de
desacoplador (DEC) e do tempo de reciclagem (RD) nos espectros de RMN de 'H de
uma amostra de MC. A Figura 30 apresenta os espectros da MC apoés 30 minutos de
irradiacao, por 50 ms na frequéncia de RMN de '"H com 70 W e RD variavel (Figura
29). Os tempos de repeticao foram de 1, 5, 10 e 50 segundos.

Figura 29. Experimento para avaliacdo do efeito da poténcia de desacoplador (DEC) e tempo de

reciclagem (RD) para espectros de RMN de 'H em amostra de MC. Os valores dos tempos de RD
utilizados foram: 1, 5, 10 e 50 s.
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Figura 30. Espectros de RMN de 'H, entre -1 e 7 ppm, obtidos sem rotagdo. O espectro (a) é referente
a amostra sem passar pelo processo de irradiagao e é considerado o espectro de referéncia. Os demais
espectros foram adquiridos apos amostra ser irradiada por 30 minutos, na frequéncia de RMN de 'H
com 70 W. Durante esses 30 minutos o desacoplador foi ligado por 50 ms com tempos de repeticao de:
b)50s,c)10s,d)5see)1s.
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Fonte: Autoria propria

Como se pode ver os espectros para os RD de 50 e 10 segundos (Figuras 30b
e 30c respectivamente) n&do apresentaram variagbes com relacdo aquele de
referéncia, obtido sem irradiacdo da amostra (Figura 30a). Contudo, com RD
equivalente a 5 s (Figura 30d), percebe-se a diminuigdo da largura de linha, indicativo
de fusao da amostra. Para RD de 1 s (Figura 30e) a diminui¢ao da largura de linha é
ainda mais perceptivel e tem uma melhor separagdo de linhas. Assim, pode-se
entender que maiores valores de RD s&o indicados para analises a fim de evitar a

fusao da amostra.

Desta forma, o aquecimento da amostra pode ser minimizado pela longa
duracao do tempo de reciclagem, ou seja, o tempo de espera entre a aquisicao de um
scan e outro, e pela rotagdo da amostra em baixa velocidade, 3 kHz, por exemplo.
Neste caso, entretanto, os espectros de 'H ndo podem ser utilizados para fazer
avaliacao quantitativa de quanto a MC se liquefaz por efeitos de MAS ou DEC. Assim,

se fez necessario estudar esses efeitos através de RMN quantitativo (RMNq) de '3C,
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como sera visto em secdes adiante. Prévio a isso, destaca-se a avaliacdo da variacao
de temperatura experimentada pela amostra devido aos efeitos desses mesmos

fatores.

4.2. Determinagdao da variagcao de temperatura da amostra de manteiga

comercial sem sal em fungao de MAS e DEC

A determinacdo da variacdo de temperatura da amostra em fungdo da
frequéncia de rotacéo e poténcia de desacoplamento ndo é possivel para a amostra
de manteiga de cacau, visto que esta ndo possui henhum sinal cujo deslocamento
quimico se altere conforme a mudancga de temperatura. Contudo, existem outras
amostras de TAG sdlidos que permitem a determinagao de sua temperatura, como é
o caso de manteiga comercial, gordura suina e gordura bovina, cujos espectros estéo
na Figura 31.

Figura 31. Espectros de 'H de amostras de manteiga comercial sem sal (a), gordura bovina (b) e
gordura suina (c) com destaque ao sinal referente a agua presente nas amostras.

Deslocamento quimico & (ppm)

Fonte: Autoria propria
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A diferenca entre a manteiga de cacau e as outras amostras exemplificadas &
a presencga de agua, a qual possibilita a determinagao da temperatura da amostra.
Isso é viavel devido a alteragdo de deslocamento quimico desse sinal conforme a
temperatura; ocorre uma variagdo de 0,0090 + 0,0005 ppm °C-' (DVINSKIKH;
CASTRO; SANDSTROM, 2004). Assim, pode-se acompanhar a alteragdo de
temperatura sofrida pela amostra, devido a utilizacdo de MAS e DEC. Averiguou-se

tal mudanga para a amostra de manteiga comercial sem sal.

A Figura 32 mostra a variacédo do deslocamento quimico do sinal referente a
agua presente na amostra de manteiga comercial sem sal em funcédo da frequéncia
de rotacdo. E importante destacar que o experimento foi realizado de forma analoga
aos experimentos de aquisi¢do de espectro de 'H para a manteiga de cacau, ou seja,
o espectro foi adquirido apds 30 minutos de rotacéo do rotor na frequéncia indicada,
a fim de se atingir temperatura estavel por toda a amostra. Note, contudo, que para o
caso desse experimento, as aquisicdes foram realizadas com as amostras ainda em

rotacdo na frequéncia indicada.

Figura 32. Espectro de 'H em diferentes frequéncias de rotagdo (a) e janela espectral referente ao sinal

da agua (b).
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Fonte: Autoria propria

Como se pode perceber, a sobreposicao dos espectros obtidos em diferentes

frequéncias de rotagao resulta em espectro idéntico, exceto pelo sinal na regido de
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4,8 ppm, ou seja, o sinal referente a agua, que sofre deslocamento para a direita
conforme aumenta a frequéncia de rotacdo. Isso é explicado pelo aumento de
temperatura sofrido pela amostra, justificado pelo atrito entre o rotor e o gas, o que é
responsavel pelo aquecimento da amostra conforme se aumenta a frequéncia de

rotacao.

O equivalente acontece para a poténcia de desacoplamento. Os experimentos
de aquisi¢gdo de espectros de 'H para diferentes valores de tempo de reciclagem
passam por 30 minutos sob irradiacado de pulso de rf com poténcia de 70 W, para se
assemelhar ao sistema de desacoplamento para sequéncias de aquisigdo de
espectros de '3C, como ja visto na Figura 29. Para estes experimentos também se
observou a variagao no deslocamento quimico do sinal referente a agua. O aumento
de temperatura para este caso € justificado pelo acumulo de energia provido por

pulsos de rf, que ndo ¢é dissipado para valores baixos de tempo de reciclo.

A literatura descreve que o sinal de agua no espectro de 'H desloca
aproximadamente 0,01 ppm °C-', como ja& mencionado. A partir desta relagao,
consegue-se calcular a variagdo de temperatura da amostra, considerando que esta
esta a principio na temperatura ambiente do laboratério, que, no caso, é de 23°C. Esta

variagao de temperatura € visualizada na Figura 33.

Figura 33. Variacdo da temperatura da amostra de manteiga comercial sem sal em funcédo da

frequéncia de rotagao do rotor.
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Note que para a amostra de manteiga comercial sem sal houve um acréscimo
de temperatura em forma quase linear com relagédo ao aumento de frequéncia de
rotacdo, o que levou a uma variagdo de quase 15°C, atingindo na rotagcédo de
frequéncia 11 kHz a temperatura de 37,8°C. Apesar da amostra ndo ser equivalente a
manteiga de cacau e, portanto, ndo se pode dizer que as temperaturas atingidas sao
as mesmas, € possivel utilizar esses dados para afirmar que um aumento de
temperatura similar € também observado para manteiga de cacau, quando esta é
analisada em altas frequéncias de rotagdo, logo, a amostra, em especial a manteiga
de cacau devido a sua faixa de fusao, se liquefaz. A liquefagdo da amostra resulta em
variagao espectral ndo desejada, como ja demonstrado anteriormente, o que, por sua
vez, leva a determinacao errbnea de propriedades fisico-quimicas da amostra solida

ao nao se atentar a essa fonte de aquecimento.

Estudo analogo pbde ser realizado para a alteragao de temperatura em fungao
da poténcia de desacoplamento. Como ja visto, tanto a poténcia quanto o tempo de
reciclo sao fatores que resultam em aquecimento da amostra, contudo, enquanto se
pode alterar o parametro de aquisicdo do tempo de reciclo, ndo € recomendado
diminuir a poténcia de desacoplamento, visto que isto resultaria em perda de
resolugdo nos espectros, devido as interagdes dipolares entre os atomos 'H-3C. A

influéncia do tempo de reciclo na temperatura pode ser vista na Figura 34.

Figura 34. Variagcado da temperatura da amostra de manteiga comercial sem sal em fungéo do tempo

de reciclo entre os scans.

Temperatura (°C)
N N w w w w
(=] (=] o N B (+2]

L]
B
| |

N
L]

50 40 30 20 10 0
Tempo de reciclo (s)

Fonte: Autoria propria



84

Note na Figura 34 que o aumento de temperatura em fungdo do tempo de
reciclo ndo segue uma caracteristica linear, mas sim uma caracteristica exponencial,
na qual quanto menor o tempo de reciclo, maior sera a temperatura da amostra. A
variacao de temperatura observada neste experimento foi de aproximadamente
13,5°C, atingindo 36,45°C para tempo de reciclo equivalente a 0,5 s. Essa variagao
de temperatura similarmente resultaria no aquecimento e liquefacdo da amostra de

manteiga de cacau.

A fim de demonstrar que os efeitos de MAS e DEC responsaveis pelo
aquecimento da amostra podem ser acompanhados a partir da variagao de area do
sinal em espectros de '3C, utilizou-se a sequéncia CPMAS para a obtencdo dos
espectros de '3C para a manteiga comercial sem sal. De forma andloga ao estudo
realizado para a averiguar a variagdo de area da MC, fez-se para a amostra em

questado. Os resultados estao na Figura 35.

Figura 35. Variacao de area do sinal referente a porgéo sélida da amostra de manteiga comercial sem

sal (34 ppm) como fungao da variagéo de (a) frequéncia de rotagéo e (b) tempo de reciclo.
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Fonte: Autoria propria

Considerando o aumento de temperatura ocasionado pelo aumento da
frequéncia de rotacdo, a amostra sofre liquefacdo e, portanto, a concentracdo do
material solido diminui, como observado na Figura 35a. O equivalente é observado na
Figura 35b para o caso da variagao de tempo de reciclo, quanto menor este for, maior
0 aquecimento causado, logo, maior a liquefagdo e, portanto, a concentragdo de

material sélido diminui.
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Assim, pode-se utilizar a variagdo de area como indicativo do aquecimento e
liquefagdo da amostra de manteiga de cacau, visto que esta ndo tem sinal que varia

conforme a temperatura da amostra.

4.3. Andlise da frequéncia de rotacao e DEC nos espectros de RMN de '3C de

manteiga de cacau obtidos por sequéncia HPDEC

Para fazer analises quantitativas por RMN de '3C usando a excitagdo direta da
transicao dos '3C usando a sequéncia HPDEC (Figura 36), foi necessario determinar
os valores de T1 da amostra de MC. Isso é necessario para determinar qual deve ser
o tempo de reciclagem (RD) da sequéncia (RD~ 5T+1), que corresponde ao retorno de
99,33% da magnetizagdo a condi¢cado de equilibrio termodinamico. Ou seja, um erro
de até 0,67 %.

4.3.1. Determinagio da constante de tempo T1 de '3C da amostra de MC

A melhor sequéncia de pulsos para determinar T1 € a Inversao-Recuperacao
(IR). No entanto, a medigdo com essa sequéncia € a mais longa, visto que é
necessario esperar um tempo de pelo menos 5T+ entre cada aquisicado. Como se sabe
que os valores de T1 dos '3C de solido organicos sdo bem mais longos do que os do
'H, uma analise de T1 por IR n&o é interessante. Por isso, utilizou-se inicialmente uma
sequéncia mais rapida de medicdo de T1 conhecida como Saturagdo Progressiva
(SP), descrita na Figura 36. Essa sequéncia consiste em pulsos de 90° separados por
tempo repeticdo (TR) = AQ + D1. Usa-se essa sequéncia em experimentos com
diferentes valores de D1 ou RD. Com isso, pode-se determinar o valor de T+, fazendo-

se uma curva da variagao de area do sinal em fungdo do D1 ou RD.
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Figura 36. Representagédo esquematica do experimento de Saturagdo-Progressiva, no qual o valor de
D1 é variavel.
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Na Figura 37a, observa-se os espectros de '3C entre 36 e 29ppm,
correspondente a regido dos grupos (CHz)n, solidos e liquidos, em 34 e 30 ppm,
respectivamente. Nesta figura sdo mostrados apenas os sinais adquiridos com D1 de
500 (1), 10 (I) e 1 s (Ill). No caso do sinal de sdlidos, pode-se ver, como esperado, que
ha aumento da area do sinal com o aumento de D1. No entanto, com o componente
liquido, acontece o contrario, ha diminuigdo da area com o aumento de D1. Esses dois
efeitos podem ser mais bem observados na Figura 37b que mostra a variagcao de area
dos dois sinais em fung¢ao do tempo de D1. O sdlido apresenta um crescimento similar
a uma exponencial, sem atingir um maximo mesmo em 500 s, enquanto o sinal do

componente liquido apresenta um rapido decréscimo e depois atinge um plateau.
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Figura 37. Resultado do experimento de SP para amostra de MC: a) espectros de 3C com D1 de 500
(1), 10 (I1) e 1 s (1), janela espectral 36 — 29 ppm adquiridos com D1 em ordem crescente; b) area (u.a.)
vs. tempo (s) para o deslocamento quimico 34 ppm e 30 ppm para espectros visualizados em (a); ¢)
espectros de 3C com D1 de 500 (1), 10 (Il) e 1 s (lll), janela espectral 36 — 29 ppm adquiridos com D1
em ordem decrescente; d) area (u.a.) vs. tempo (s) para o deslocamento quimico 34 ppm e 30 ppm
para espectros visualizados em (c), juntamente com fitting mono-exponencial para o grafico referente
ao sinal em 34ppm.
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Fonte: Autoria propria

A explicacao para essa redugao na amplitude do sinal do componente liquido
pode ser atribuida ao aquecimento da amostra (fusdo) causado pela poténcia do
desacoplamento utilizada e para os valores de D1 curtos. Essa grande variagao de
area também pode ser explicada por esse experimento ter sido realizado em ordem
crescente de D1. Com isso, a amostra aqueceu e liquefez nos primeiros experimentos,
com D1 curtos, menores do que 10 s. Por isso, observa-se sinal em 30 ppm com areas
grandes nesses tempos curtos, nos quais ndo ha tempo para a amostra trocar calor
com o ambiente, enquanto para D1 maior que 10 s, em que ha tempo habil para isso,
a area nao é tao grande. Com isso nao foi possivel obter um valor preciso de T+1, pois

a concentragao do componente liquido se altera com o valor de D1.
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Com o intuito de verificar se tal hipétese era verdadeira, o experimento foi
repetido, mas, agora, em ordem decrescente do valor de D1. Os espectros, analogos
aqueles indicados na Figura 37a, e as areas dos sinais em fungéo de D1 podem ser
visualizados nas Figuras 37c e 37d, respectivamente. Nesse caso, ambos os sinais
se tornam mais intensos com o aumento de D1. Nota-se, contudo, que a intensidade
do sinal na regidao de 30 ppm para valores de D1 menores que 10 s volta a aumentar,
0 que contribui para a explicagdo dada anteriormente, ou seja, ha fusdo da amostra

para pequenos valores de D1.

Por essa variagao na curva do sinal em 30 ppm para D1 menores que 10 s, 0
ajuste da curva do sinal nesta regidao foi feito a partir desse tempo, ou seja,
desconsiderou-se os dados para valores de D1 menores que 10 s. Com o ajuste,
obteve-se T1 correspondente a 6 s. Ja o ajuste exponencial do sinal em § 34ppm

apresentou T1 = 30 segundos.

Para obter valores de T1 mais precisos e evitar a fusdo parcial da amostra, fez-
se também a determinagéo do T1 pelo método de Inversdo-Recuperacao (IR). Nessa
sequéncia (Figura 38), usa-se um pulso de 180°, na ressonancia do '3C, seguido de
um tempo D2 variavel e um pulso de 90°, apds o qual ha aquisicdo conjuntamente
com o desacoplamento em alta poténcia do 'H.

Figura 38. Representagdo esquematica do experimento de Inversao-Recuperacédo, no qual o valor de
D2 é variavel.
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Na Figura 39a estio os sinais do IR, pode-se ver que para valor de 0,01s tanto
o sinal em 34 e 30 ppm estao negativos. Com RD de 0,15 s se percebe uma diminui¢cao
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na intensidade do sinal em 34 ppm e o sinal em 30 ppm fica nulo. Pode-se estimar o

valor de T1 usando-se esse tempo do ponto nulo (PN), através da equagdo T; =
PN/ln 2, que corresponde a 0,22 s. Para RD de 0,5 s, o sinal em 30 ppm fica positivo

enquanto o sinal em 34 ppm ainda esta negativo. Para RD de 4,0 s, o sinal em 33 ppm
ao lado do sinal de sdlidos ja esta positivo confirmando que ele é referente ao grupo
CHz do componente liquido. Em RD de 20 s, o sinal de sélido fica perto do valor nulo,
e, a partir deste, estima-se que o valor de T1 € da ordem de 30 s. Com RD de 100,0
s, ambos o0s sinais ja estao positivos, mas a area do sinal do solido esta menor do que
a do sinal em 30 ppm. Com RD de 800,0 s o sinal de sdlido atinge valor maximo, bem

maior do que o sinal em 30 ppm.

Na Figura 39b estdo os ajustes exponenciais tanto para o sinal liquido (preto)
quanto para o componente solido (vermelho). O componente liquido apresentou ajuste
para curva indicando um T1 = 0,70 s. O ajuste exponencial do sinal do componente
sélido apresentou um T1 de 169,0 s, ou seja, para amostras que podem fundir devido
a poténcia do DEC em valores de RD curtos, o IR tem que ser usado para nido se
chegar a valores erréneos.

Figura 39. Resultado do experimento de IR para amostra de MC: a) espectros de *C com D2 de 0,01;
0,15; 0,50; 4,0; 20,0; 100,0; 800,0 s, janela espectral 40 — 20 ppm adquiridos com D1de 800,0 s; b)

intensidade (u.a.) vs. tempo (s) para o deslocamento quimico 34ppm e 30ppm para espectros
visualizados em (a).
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4.4. Avaliagao da influéncia da DEC e MAS na razao sélido/liquido de amostra

de manteiga de cacau por RMNq de 3C

Nas secodes anteriores foram discutidas a influéncia de parametros de aquisicao
para sequéncias CPMAS e one-pulse. Asequéncia CPMAS, como ja mencionado, ndo
€ uma sequéncia quantitativa, pois € baseada na transferéncia de polarizagédo entre
0s nucleos. Ja a sequéncia one-pulse nao fornece informagdes que permitam a
diferenciacao entre as porgdes solida e liquida da amostra. Visando obter espectros
com informagdes quantitativas a respeito dessas porgdes, utilizou-se a sequéncia
HPDEC, que é uma sequéncia de um pulso de excitagdo no '3C, com desacoplamento
de alta poténcia (DEC) e rotacdo da amostra no angulo magico e com valor de RD
suficientemente longo, de pelo menos 5 vezes o valor de T4, para que pelo menos
99,33% da magnetizacdo retorne ao eixo z. Para isso, utilizou-se o valor de T1

determinado experimentalmente, o qual foi tratado na seg¢ao anterior.

De forma analoga a sequéncia CPMAS, foram estudados os efeitos causados
tanto pela variacdo de poténcia aplicada ao canal de 'H, quanto aqueles causados

pela frequéncia de rotagao.

Novamente, a poténcia € um fator importante, pois pode causar aquecimento
da amostra, além disso, para o caso da sequéncia HPDEC, a utilizagao de poténcias
muito altas pode provocar danos ao aparelho. O efeito da poténcia nos espectros pode

ser visualizado na Figura 40.
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Figura 40. Espectros de 3C, em diferentes poténcias, para amostra de MC, medido com velocidade
de 3 kHz. A sequéncia utilizada, HPDEC, permite variagado no parametro de poténcia do desacoplador
no canal de 'H. As diferentes poténcias aplicadas foram (a) 70 W, (b) 30 W e (c) 10 W.
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Fonte: Autoria propria

O desacoplador visa eliminar os efeitos da interac&o dipolar entre os spins em
estudo, no caso 'H e '3C. Essa interagéo € significativa para substancias em estado
solido, mas nao para substancias liquidas. Como a amostra em estudo tem
componentes em ambos os estados, pode-se acompanhar a eficiéncia de

desacoplamento com a variagao da poténcia.

Para poténcias baixas, a interacdo dipolar ndo é suficientemente eliminada,
assim, o sinal obtido referente a porgao sdélida nao sera favorecido, enquanto o sinal
referente a porcao liquida se mostrara intenso. Caracteristica observada para o
espectro da Figura 40c adquirido com 10 W. E valido ressaltar que esse espectro
possui baixa resolucao, visto que principalmente o sinal referente a por¢cao sélida da

amostra tem a caracteristica de banda larga.

Com o aumento da poténcia, a interacao dipolar comeca a ser reduzida, assim,
o sinal solido passa a estar presente. Uma poténcia média elimina parte da interacao
dipolar, logo, o sinal que era visivel na forma da banda larga, passa a ter resolugao
suficiente para aparecer como um pico. O experimento realizado em 30W (Figura 40b)
demonstra essa observagao, pois tanto o sinal em deslocamento § 30ppm quanto

aquele em deslocamento § 34ppm passam a ser observados.
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Conforme o aumento da poténcia, a contribuicdo do sinal em deslocamento §
34 ppm passa a aumentar, ou seja, ha melhora na resolugcédo espectral, como pode
ser percebido pela comparagao entre os espectros obtidos com poténcia de 70 W
(Figura 40a).

Esses resultados sdo concordantes com aqueles apresentados para os sinais
obtidos utilizando a sequéncia CPMAS. De forma geral, a aplicagdo de baixas
poténcias de desacoplamento da interagdo dipolar entre 'H e '3C, resultam em
espectros de baixa resolugdo, bem como sinais referentes a porgéo solida do material

com baixa intensidade para o caso da sequéncia HPDEC.

Em se tratando do aquecimento causado pela aplicacdo de DEC, tem-se,
também, que considerar o fator tempo de reciclagem. Como visto para CPMAS e one-
pulse, o tempo de reciclagem curto leva ao maior aquecimento da amostra quando
comparado a tempos longos de reciclagem, isso porque a amostra ndo tem tempo
suficiente para dissipar a energia fornecida entre um pulso e o seguinte, logo, o
acumulo de energia leva ao aquecimento e possivel fusdo do material. Para este
estudo, acompanhou-se a variagao do sinal referente a porgéo liquida, 30 ppm, em
funcdo do tempo de reciclo (Figura 41).

Figura 41. Variacdo da area do sinal referente a porgao liquida (30 ppm) da amostra de MC, obtido a
partir do espectro de '®C adquirido com a sequéncia HPDEC, em fungdo do tempo de reciclo.
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Fonte: Autoria propria
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No grafico acima (Figura 41), acompanha-se a variagdao da area referente a
por¢ao liquida dos TAGs da MC. Perceba para curtos tempos de reciclo que a
concentracdo do material referente a porgao liquida é alta, contudo, para longos
tempos de reciclagem, a concentracdo da mesma por¢gdo € menor e constante, ou
seja, € indicado utilizar um RD de ao menos 2 s para que nao se observe a liquefagéo

da amostra, que resultara no aumento da concentragdao do material liquido.

E importante destacar que o tempo de reciclagem necessario para evitar o
aquecimento da amostra para a sequéncia CPMAS, como visto na Figura 26, € maior
do que para HPDEC. Isso acontece porque na sequéncia CPMAS existe o tempo de
contato, no qual ambos os canais, de 'H e 13C, estdo sob irradiacéo, a fim de atingir a
condigdo de Hartmann-Hahn, para que haja a transferéncia de polarizagéo, o que ndo
€ presente para a sequéncia HPDEC, ou seja, a energia fornecida durante a aquisicéo
de espectro de '3C por HPDEC é menor do que aquela fornecida para a aquisi¢cdo
realizada por CPMAS.

Considerando a frequéncia de rotagao do rotor, para os experimentos utilizando
3 kHz, tem-se que a amostra nao se liquefaz, como demonstrado pelos experimentos
apresentados nas Figuras 23 e 28. Contudo, é interessante observar como a
velocidade interfere nas caracteristicas espectrais para a sequéncia HPDEC,
utilizando a poténcia que apresentou melhor resultado de desacoplamento da

interagéo dipolar. O efeito de MAS no espectro pode ser visualizado na Figura 42.
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Figura 42. Espectro de 3C, em diferentes frequéncias de rotagéo, para amostra de MC, medido com
poténcia de 70 W. As diferentes velocidades aplicadas foram (a) 10 kHz, (b) 3 kHz e (c) sem rotagéo.
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O espectro obtido com frequéncia de rotagao de 3 kHz (Figura 42b) apresenta
0s sinais em ambos os deslocamentos, § 30ppm e § 34ppm, isto €, as componentes
liquida e solida. Por serem obtidos da sequéncia HPDEC, pode-se utilizar de suas

areas para calcular valores de SFC, como sera apresentado em sec¢ao posterior.

As duas fragdes, liquida e sdlida, também estdo presentes no espectro obtido
com o rotor parado (Figura 42c), contudo, o sinal referente a porgéo solida é uma

banda larga, isso implica dizer que tal espectro tem baixa resolucéo.

Para o experimento realizado em 10 kHz (Figura 42a), percebe-se a presenca
do componente liquido da amostra (deslocamento § 30ppm), contudo o componente
solido quase nao esta presente. Como mencionado anteriormente, a sequéncia
HPDEC resulta em sinais proporcionais as concentracdes da amostra, assim, pode-
se entender o resultado obtido como funcéo da fusdo desta quando rotacionada em

tal velocidade, o que é suportado pelos espectros de 'H apresentados na Figura 28.

Se comparado aos resultados obtidos com velocidade de rotacdo de 10 kHz
utilizando sequéncia CPMAS e HPDEC, se torna evidente que o sinal intenso relativo

ao componente solido no espectro de CPMAS ¢é resultado da transferéncia de
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polarizagcédo, a qual € muito efetiva para componentes sélidos, que possuem forte
interacao dipolar.

Pode-se também acompanhar a variacdo da concentragdo da porcao liquida
da manteiga de cacau a partir da variagdo da frequéncia de rotac&o (Figura 43). De
forma contraria ao que foi observado na Figura 24, a concentragédo da porgao mével
de TAGs da MC aumenta conforme se aumenta a frequéncia de rotagao. A justificativa,
contudo, mantém-se: a friccdo entre o gas e o rotor leva ao aquecimento da amostra
conforme progride a frequéncia de rotagao, este é suficiente para fazer com que a
amostra passe por fusao, visto que a faixa de fusdo da MC, de 17,3°C até 36,3°C, néo
tem temperaturas altas. Uma vez fundida, a porgéo solida passa a contribuir para a
concentracéo da porg¢ao liquida, logo aumenta a concentragao desta ultima.

Figura 43. Variacdo da area do sinal referente a porgéao liquida (30 ppm) da amostra de MC, obtido a
partir do espectro de '3C adquirido com a sequéncia HPDEC, em fungdo da frequéncia de rotagao.
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Fonte: Autoria propria

4.5. Descrigcdo do método de determinacdo de SFC por espectro '3C obtidos
por RMN-ES

No presente trabalho, também, desenvolveu-se um novo protocolo, o qual
permite a avaliacdo do teor de gordura no estado sdlido, isto €, SFC, utilizando a

Ressonancia Magnética Nuclear em Estado Sélido (RMN-ES) de '3C. Para isso, usou-
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se os sinais da amostra de MC correspondentes aos componentes liquido (30 ppm) e
soélido (34 ppm). Na Figura 44 estao os espectros, obtidos com a sequéncia HPDEC,
de RMN de "3C, entre 20 e 40 ppm, da MC liquida (a), a cerca de 40°C, e da MC com
componentes solido e liquido (b), a cerca de 23°C. Na Figura 44a, pode-se ver o sinal
intenso em 30 ppm (5), relativo aos grupos (CHz2)n, e 0s sinais 2, 3, 4, 6 e 7 relativos
aos outros carbonos da MC (discutidos no item 4.0., com relagdo a Figura 22). Na
Figura 44b, pode-se ver o sinal (CH2)» tanto em 34 ppm (componente sélido), quanto
em 30 ppm (componente liquido) para a amostra de MC, além disso, observa-se os
sinais 2, 3, 4 e 6 da Figura 44a, no entanto, o sinal 7 ndo € observado, pois este esta
sobreposto pelo sinal do componente sélido em 34 ppm.

Figura 44. Espectros de RMN de '*C dos componentes liquidos (a) e componentes sdlidos e liquidos

(b) da MC para identificagao dos sinais sobrepostos pelo sinal da porgao rigida do TAG (34 ppm), que
devem ser corrigidos no calculo de SFC seguindo o método HPDEC.

b)

40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
Deslocamento quimico & (ppm)

Fonte: Autoria propria

Com isso, para o calculo do valor de SFC é necessario a corre¢cao da area do
sinal de '3C da fragdo sdlida, em 34 ppm, a fim de retirar a contribuigdo dos sinais 6 e
7. Para essa corregao, usa-se a Equacao 11, na qual a area do sinal em 34 ppm
corrigida (Ac) é a area desse sinal menos 2/3 das areas dos sinais laterais 2, 3 e 4
(Alaterais ).

2 ~
Ac = A34ppm - gAlaterais Equagéo 11
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Com essa corregao, o valor de SFC pode ser calculado com a Equacgéao 12, na
qual a area corrigida (Ac) é dividida pela area total do grupo (CH2)n, que corresponde
a soma da area do sinal em 34 ppm corrigida (Ac) e da area do sinal em 30 ppm
(A3oppm).

Ac

SFC (%) = Equagéo 12

Act Azoppm

Contudo, para que esta determinagédo seja possivel é necessario utilizar as
condi¢cbes de aquisicdo em que a amostra ndo aqueca, que sao: FR = 3 kHz e DEC
70 W e RD > 10 s. Além disso, € necessario obter espectros de forma quantitativa
utilizando a sequéncia HPDEC. Para ser uma analise quantitativa, usando pulsos de
90°, é necessario esperar um tempo de reciclagem equivalente a pelo menos 5Th.
Como o T1 da fragdo solida da MC é 169 s (Figura 39), € necessario esperar um tempo
RD de 850 s, o que equivale a aproximadamente 14 minutos, para, entao, fazer uma
nova varredura. Como € necessario adquirir um grande namero de scans, o tempo
total de analise pode ser de até algumas horas. A fim de diminuir o tempo da analise,
mantendo a mesma razao sinal ruido, passou-se a usar pulso de apenas 30°. Com
isso, calculou-se o valor de RD, seguindo a Equagéo 13, conhecida como angulo de
Ernst (APPERLEY; HARRIS; HODGKINSON, 2012). Na Equagao 13, tem-se que 6

€ o0 angulo de Ernst. Para um angulo de 30° o valor de RD foi de apenas 25 s.

—(RD)/T1

cosOp = e Equacéo 13

Na Figura 45 estao os valores de SFC sem subtracao dos sinais 6 e 7, HPDEC
(RMN-ES) — sem correcéo, e com a subtracdo desses sinais, HPDEC (RMN-ES) —
com correcao. Como se pode ver, os valores de SFC sem a corregcdo sao sempre

maiores do que os valores corrigidos.
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Figura 45. Comparativo entre os valores de SFC obtidos a partir de espectro '*C por HPDEC, com e
sem correcao dos valores, devido a sinais que sobrepdem ao sinal referente a porgao solida em 34
ppm. Na identificagdo da amostra ha indicativo do que é a amostra: MC refere-se a manteiga de cacau,
L ao liquor de cacau, CL ao chocolate ao leite, C60 ao chocolate 60% de cacau e C70 ao chocolate
70% de cacau.

HPDEC (RMN-ES) - Com corregéo
HPDEC (RMN-ES) - Sem correcao

L2
L 3]

Identificagcao da amostra

Fonte: Autoria propria

Fez-se, também, comparagao dos valores de SFC, determinados por RMN de
13C, para as mesmas amostras com e sem tratamento térmico. O tratamento térmico
€ usado para fundir a MC, ou outros produtos derivados da MC no caso do presente
estudo, visando eliminar o historico térmico da amostra e cristaliza-la de forma
homogénea e controlada, uma vez que apdés a fusdo, a amostra segue um processo
de cristalizagdo determinado pela ISO 8292-1 e ISO 8292-2 para amostras S

estabilizadas.

Na Figura 46 estdo os valores de SFC obtido através da sequéncia HPDEC
para amostras de derivados de cacau (manteiga de cacau, liquor de cacau, chocolate
ao leite, 60% e 70% de cacau) com e sem tratamento térmico prévio. Como o
esperado, nesta figura, pode-se ver que as amostras apds o tratamento térmico
apresentaram menor valor de SFC. A excegao foi a amostra CL_3, a qual é uma
amostra de chocolate ao leite, com 25% de substituigdo de leite. Esta substituicdo de
leite pode ter afetado o processo de cristalizagao da amostra, observado no periodo

desde sua temperagem até a analise.
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Contudo, as diferengas entre os valores de SFC ndo sao grandes e as
diferengas observadas podem ser justificadas pela presenca de diferentes estruturas
cristalinas, visto que o tratamento térmico viabiliza a cristalizagdo homogénea das
amostras, enquanto aquelas que nao passaram por tratamento térmico podem
apresentar quaisquer estruturas polimorficas. Note, por exemplo, que as amostras que
estavam ha mais tempo em processo de cristalizagdo, podem ter passado pela
transicdo solido-solido de longa duracgéo da forma g (V) para a forma g (VI). Assim,
quando comparados os valores de SFC para a mesma amostra com e sem tratamento
térmico, devido as diferentes estruturas cristalinas presentes nesta amostra, observa-
se diferentes valores de SFC.

Figura 46. Comparativo dos valores de SFC obtido através da sequéncia HPDEC para amostras de
derivados de cacau com e sem tratamento térmico. Na identificagdo da amostra ha indicativo do que é

a amostra: MC refere-se a manteiga de cacau, L ao liquor de cacau, CL ao chocolate ao leite, C60 ao
chocolate 60% de cacau e C70 ao chocolate 70% de cacau.

[ ]HPDEC (RMN-ES) - Com tratamento térmico
| |HPDEC (RMN-ES) - Sem tratamento térmico
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4.6. Comparagao entre os valores de SFC obtidos por RMN-ES e RMN-DT

(normas ISO)

Fez-se a comparagao entre os valores de SFC determinado pela RMN-ES de
3C e aqueles determinados seguindo os métodos de RMN-DT da ISO. A
determinacao do valor de SFC é usualmente realizada seguindo o protocolo da ISO
8292-1, para o método direto, e ISO 8292-2, para o método indireto (ISO/CD 8292-1,
2008; I1ISO/CD 8292-2, 2008). Como ja descrito no item 1.4, tais métodos possuem

limitacoes e isto leva a procura de melhores métodos de determinacédo de SFC.

A diferencga entre os métodos ISO e o método proposto se da ao fato de que os
métodos ISO usam a determinagdo da quantidade de 'H sodlido e/ou liquido, o que
depende do numero de ligagdes duplas do acido graxo. Acidos graxos saturados,
como o acido estearico, tém maior proporgdo de hidrogénio que acidos graxos
insaturados, como o acido oleico por exemplo. Para o método proposto, determina-se
quantos grupos (CH2)n, nas fragbes solida e liquida, estdo presentes. Isso é

independente da presencga de saturagcédo ou nao.

Outras limitagdes dos métodos protocolados envolvem a precisdo e exatidao
das medidas, como ja mencionado (DUYNHOVEN et al., 2002). Isso pode ser visto
na Figura 47. Nesta figura, encontram-se os valores de SFC obtidos para as diferentes
amostras de MC e derivados de cacau. Como se pode ver nesta figura, os valores de
SFC determinados pelo método direto tém menores barras de erro, ou seja, é mais

preciso do que o método indireto, o qual apresenta maiores barras de erros.
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Figura 47. Comparativo entre valores de SFC apds tratamento térmico, obtidos seguindo os protocolos
ISO 8292-1 (a) e ISO 8292-2 (b) para amostras diferentes derivados de cacau. Na identificacdo da
amostra ha indicativo do que é a amostra: MC refere-se a manteiga de cacau, L ao liquor de cacau, CL
ao chocolate ao leite, C60 ao chocolate 60% de cacau e C70 ao chocolate 70% de cacau.
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Segundo DUYNHOVEN et al. (2002), os valores de SFC determinados pelo
meétodo indireto sdo exatos, enquanto valores determinados pelo método direto n&o
sdo exatos. Isso pode ser claramente observado, ao comparar os valores de SFC
obtido por ambos os métodos, que se encontram na Figura 47. Para amostras de
derivados de cacau do tipo liquor de cacau, chocolate ao leite e chocolates 60% e
70% de cacau, os valores de SFC determinados pelo método direto sdo muito maiores
do que os determinados pelo método indireto. Isso € devido a presenca de outros
componentes sélidos que ndo sdo gorduras, como € o caso de agucares, proteinas,

massa de cacau entre outros, os quais interferem na analise.

Isso ocorre porque no método direto a determinacéo do valor de SFC ocorre
pela correlagao entre as intensidades do sinal FID em 11 ps e 70 ps. Tais intensidades
sao referentes a concentragao total de "H da amostra (11 pus) e a concentragao de 'H
da por¢cao mével da amostra (70 us), ou seja, a determinagao do valor de SFC ocorre
em uma unica medi¢ao e o componente sélido interferente aumenta a intensidade do
sinal em 11 ps. Ja para o método indireto, observa-se a correlagdo da intensidade do
sinal FID em 70 us em duas temperaturas. Em uma das analises a amostra esta a
60°C, portanto a amostra esta totalmente liquida. A outra analise se faz na temperatura
que se deseja determinar o valor de SFC. Devido a determinagao ser realizada a partir
de sinais obtidos em dois experimentos diferentes, com periodo de tratamento térmico
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entre eles, tal determinacéo é dita ser indireta. Como as medi¢des sdo sempre do
sinal do componente liquidos, outros produtos sélidos nao interferem na medigao do
SFC. Porisso pode ser usada para determinar o SFC em chocolates e liquor de cacau,

por exemplo.

Na Figura 48 estdo os valores de SFC das amostras de MC determinados pelos

métodos ISO e HPDEC, sem tratamento térmico e indireto com tratamento térmico.

Figura 48. Comparativo dos valores de SFC obtidos seguindo a ISO 8292, tanto pelo método direto
quanto pelo método indireto, e seguindo o método proposto (HPDEC) para diferentes amostras de
manteiga de cacau que nao passaram por tratamento térmico.
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Fonte: Autoria propria

Na Figura 48, pode-se ver a diferenca entre os valores de SFC obtidos pelos
varios métodos. No caso do método indireto, tem-se os valores de SFC tanto para
amostras que passaram quanto para amostras que ndo passaram pelo tratamento
térmico. Na pratica, o que se alterou durante as analises foram as ordens de
temperatura de medigao, ou seja, para as que passaram por tratamento térmico, elas
foram, primeiro, fundidas, passaram por tratamento térmico e, depois, fez-se a analise
na temperatura em estudo. Ja para as analises indicadas como “sem tratamento
térmico”, realizou-se, primeiro, a medi¢cao na temperatura de estudo e, depois, em
temperatura na qual as amostras estao fundidas. Devido a isso, pode-se observar a
influéncia do efeito das diferentes estruturas cristalinas presentes na amostra. E
interessante destacar que a falta de tratamento térmico prévio a analise, implica em

amostras com estruturas cristalinas nao identificadas e, portanto, estas podem ser
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diferentes, o que afeta o valor de SFC, quando comparado tais valores obtidos para a
mesma amostra quando esta passou ou nao pelo tratamento térmico. Destaca-se,
também, que na temperatura de analise, 23°C, algumas das estruturas polimoérficas ja

estao fundidas, o que, por sua vez, afeta o valor de SFC.

Tal efeito pode ser também utilizado para justificar as diferengas entre os
valores de SFC obtidos por cada um dos métodos. Para as analises por método
indireto sem tratamento térmico, foram utilizadas amostras que nao passaram pelo
mesmo periodo de cristalizagéo, pois elas ja haviam sido usadas anteriormente para
o estudo e determinacdo de SFC com tratamento térmico, aplicados para tais
métodos. Por isso, observa-se, para a maioria das amostras, que o valor de SFC
obtido pelo método indireto sem tratamento térmico difere dos valores de SFC obtido
pelos métodos direto e HPDEC para as amostras que ndo passaram por tratamento

térmico.

Na Figura 49, encontra-se a comparagéao entre os valores de SFC obtidos para
amostras de liquor de cacau, chocolate ao leite, 60% e 70% de cacau. Os valores de
SFC, analogamente ao experimento anterior, foram obtidos utilizando os trés métodos,
contudo, sdo comparados dois a dois: método direto e HPDEC (Figura 49a) e método
indireto e HPDEC (Figura 49b).

Figura 49. Comparativo valores de SFC obtidos para amostras de derivados de cacau que nédo
passaram por tratamento térmico. Valores de SFC determinados através do método protocolado, tanto
direto quanto indireto, e pela sequéncia propostas (HPDEC). Na identificacdo da amostra hé indicativo
do que é a amostra: L refere-se ao liquor de cacau, CL ao chocolate ao leite, C60 ao chocolate 60% de
cacau e C70 ao chocolate 70% de cacau.
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Considerando os valores de SFC obtidos pelo método direto, para amostras de
derivados de cacau, observa-se um padrao com relagao aqueles adquiridos utilizando
o método HPDEC (Figura 49a): todos os valores de SFC foram maiores para o método
direto. Essa diferenga é facilmente justificavel em fungao dos interferentes presentes,
como massa de cacau e agucar, 0os quais vao contribuir para a concentragao total de
'"H presente na amostra. Assim, determina-se a porgdo sdélida da amostra, ndo
somente a porgéo de gordura solida da amostra, como € o caso para a obtencéo dos
valores de SFC por HPDEC.

Na Figura 49b estao os valores de SFC determinados pelos métodos indireto e
HPDEC. Note que os valores de SFC entre os métodos sao similares, exceto para as
amostras CL_1, CL_2 e CL_3. Essa discrepancia para amostras de chocolate ao leite,

pode ser devido aos TAGs presente no leite ou outros produtos adicionados.

Segundo a ISO 8292 para se determinar os valores reais de SFC, as amostras
devem passar por tratamento térmico prévio (ISO/CD 8292-1, 2008; ISO/CD 8292-2,
2008). Na Figura 50 estado os valores de SFC para diferentes amostras de manteiga
de cacau que passaram por tratamento térmico, obtidos seguindo a ISO 8292
(métodos direto e indireto) e o método proposto (HPDEC).

Figura 50. Comparativo dos valores de SFC obtidos seguindo a ISO 8292, tanto pelo método direto

quanto pelo método indireto, e seguindo o método proposto (HPDEC) para diferentes amostras de
manteiga de cacau que passaram por tratamento térmico.
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Como pode ser visto na Figura 50, os valores de SFC, para amostras de MC
tratadas termicamente, adquiridos pelos métodos direto e HPDEC foram similares e
maiores do que os valores medidos pelo método indireto. Este padrao também foi
percebido para as mesmas amostras sem tratamento térmico. Uma explicacédo para

essa diferenca ainda nao foi obtida.

Na Figura 51 se encontra o comparativo entre os valores de SFC obtidos para
amostras de liquor de cacau, chocolate ao leite, 60% e 70% de cacau que passaram
por tratamento térmico. Note, contudo, que aqui ndo se apresenta os valores de SFC
obtidos pelo método direto, visto que este sofre a interferéncia de outras moléculas
sélidas que ndo sao TAG, logo, seus valores de SFC sao todos maiores do que 0s
métodos indireto e HPDEC, o que torna a comparagao inviavel.

Figura 51. Comparativo valores de SFC obtidos para amostras de liquor de cacau, chocolate ao leite,
60% e 70% que passaram pelo tratamento térmico. Valores de SFC determinados através do método
protocolado indireto, e pela sequéncia propostas (HPDEC). Na identificagdo da amostra ha indicativo

do que é a amostra: L refere-se ao liquor de cacau, CL ao chocolate ao leite, C60 ao chocolate 60% de
cacau e C70 ao chocolate 70% de cacau.
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Nesta figura, pode-se ver que os valores de SFC, obtidos por ambos os
métodos, indireto e HPDEC, para as amostras que passaram por tratamento térmico,
sao similares. As maiores diferencas foram observadas para as amostras CL 4, CL_5
e CL_6, todas as quais sdao de amostras de chocolate ao leite. Considerando que as
maiores diferengas foram observadas para amostra de chocolate ao leite, pode-se
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justificar devido a presenca de leite e sua gordura ou de adigdo de outros

componentes no produto.

De forma geral, € de mais facil visualizagao a diferenga entre os valores de SFC
pelos trés métodos distintos ao tomar um dos métodos como referéncia
(DUYNHOVEN et al., 2002). Na Figura 52, usou-se o0 método HPDEC como referéncia
para demonstrar como variam os valores de SFC obtidos pelos métodos ISO 8292-1
e I1ISO 8292-2.

Figura 52. Comparativo entre as diferengas dos dados de SFC para os métodos indireto (quadrado
preto) e direto (circulo vermelho) em relagéo aos valores de SFC obtidos por HPDEC (referéncia) para
amostras de derivados de cacau que passaram por tratamento térmico. Na identificagdo da amostra ha
indicativo do que é a amostra: MC refere-se a manteiga de cacau, L ao liquor de cacau, CL ao chocolate
ao leite, C60 ao chocolate 60% de cacau e C70 ao chocolate 70% de cacau.
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Como descrito anteriormente, nesta figura, usou-se o método HPDEC como
referéncia. Logo, os valores no eixo y para o SFC determinado pelo método direto
(circulos vermelhos) e indireto (quadrados pretos) indicam as diferengas para os

valores determinados por HPDEC.

Observe que para o método indireto as diferengas se encontram em regido de

até 10% para todas as amostras, logo, em uma analise qualitativa entre os métodos,
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pode-se dizer que os valores sdo concordantes. Como os valores da diferengca do
método indireto sdo, em sua maioria, positivos, isso indica que os valores de SFC

obtidos por método indireto sdo menores do que aqueles obtidos por HPDEC.

Quando se compara os valores de SFC obtidos pelo método direto, observa-se
uma clara distingdo entre dois grupos de amostras. Para as amostras de MC
(amostras MC_1 a MC_6), as diferengas observadas estdo na faixa de 5%, indicando
que os métodos sao concordantes. Contudo, para as amostras de derivados de cacau:
liquor de cacau (amostras L_1 a L_3), chocolate ao leite (amostras CL_1 a CL_6),
60% (amostras C60_1 a C60_4) e 70% de cacau (amostras C70_1 e C70_2),
destacados pelo retangulo pontilhado, observa-se a interferéncia nos resultados,
ocasionada pela presengca de componentes solidos que ndo sdo TAG, como ja

mencionado.

Fez-se, por fim, a andlise do comportamento linear da determinagado dos
valores de SFC, comparando os valores obtidos seguindo o método ISO 8292-2
(método indireto) e o proposto (HPDEC). Para isso, utilizou-se das amostras CL_1,
CL_4 e C60_2, que tém valores de SFC baixo, médio e alto. Os resultados podem ser
visualizados na Figura 53.

Figura 53. Comparativo valores de SFC, com respectivos desvios padrdes, obtidos pelo método

proposto e pelo método indireto para as amostras CL_1, CL_4 e C60_2. Fitting linear descrito pela
equagdo y = (13,2 + 1,5) + (0,86 + 0,04)x, com R2 equivalente a 0,99813.
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Na Figura 53, pode-se observar que os desvios-padrao dos valores de SFC
referente as analises realizadas utilizando HPDEC sado menores do que aqueles para
as analises realizadas seguindo o método indireto. E, contudo, necessario destacar a
importancia da corregéo de fases dos espectros de RMN de '3C. As fases devem ser
ajustadas de forma que para cada uma das analises, elas sejam iguais, pois, o calculo
€ baseado na area integrada do sinal, a qual varia para fases distintas. Ou seja, 0
ajuste é necessario para garantir que desvios padrdes grandes ndo sejam

observados.

Para o fitting linear observado na Figura 53, tem-se R? equivalente a 0,99, o
que indica boa correlagéo entre os valores de SFC obtidos pelos métodos indireto e
HPDEC. Isso implica dizer que o método proposto, no qual a determinag¢ao do valor
de SFC é realizada através de RMN-ES pode ser utilizado como uma alternativa aos
métodos ISO. O que precisa ainda ser melhor determinado € o porqué houve essas

diferencgas principalmente quando o HPDEC foi comparado ao método indireto.

4.7. Diferenciagcdo de polimorfos durante o processo de cristalizagao

isotérmico

Entender o processo de cristalizagdo isotérmica € de interesse industrial, visto
que a composicao da manteiga de cacau € afetada pela regido de cultivo do cacaueiro.
Devido as caracteristicas da manteiga de cacau, o processo de cristalizagdo é

afetado, o que, por vez, afeta, por exemplo, a estabilidade do chocolate.

Como visto na secéo 1.1.1., a manteiga de cacau possui 6 diferentes estruturas
cristalinas. O processo de cristalizacdo de forma isoterma é comumente estudado
através das técnicas de Difracdo de Raio X (DRX) e Calorimetria de Varredura
Diferencial (Diferencial Scanning Calorimetry - DSC). Em se tratando de estudo por
RMN-ES, tem-se a caraterizagcao dos diferentes polimorfos de moléculas de TAGs,
mas nao o estudo da transigao de fase sélido-liquido.

Para que a transicao de fase possa ser rapidamente observada por RMN de
3C em estado sdlido, utilizou-se a sequéncia CPMAS, que detecta preferencialmente

os sinais das regides rigidas da amostra. Apesar da CPMAS nao ser uma analise
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quantitativa, é possivel utilizar tal sequéncia para a aquisi¢ao dos sinais em fungéo do

tempo de cristalizagao e identificar os polimorfos presentes em cada fase.

Para isso, fez-se a aquisicdo dos espectros de RMN-ES em fung¢ao do tempo
de cristalizagao de amostras de MC, previamente aquecidas a 60°C por 30 minutos,
para eliminar qualquer forma cristalina, e, em seguida, colocadas no probe com a
temperatura de 23°C. Quando a MC fundida é colocada em uma temperatura perto de
20°C, observa-se a transicao liquido-sélido para a estrutura polimérfica a, seguida
pela transi¢ao solido-solido a para B’ e, por fim, a transi¢ao solido-sélido g’ para . Ja
para temperaturas até por volta de 25°C a transigao liquido-sdlido acontece, contudo,
a estrutura polimérfica observada é S, seguida pela transicdo solido-sélido B’ para 8
(MALSSEN et al., 1999; SCHENK; PESCHAR, 2004).

As transi¢cdes podem ser acompanhadas através da variagao do deslocamento
quimico referente a porgédo solida do material em espectros de '3C adquiridos
utilizando a técnica de RMN-ES. O sinal em 33 ppm é assinalado as estruturas
cristalinas a e B’', enquanto o sinal em 34 ppm é assinalado as estruturas g e y
(ARISHIMA et al., 1996).

A Figura 54 mostra os espectros de 3C, obtidos através da sequéncia CPMAS,
durante o processo de cristalizagdo. Destaca-se, na Figura 54b, os espectros entre os
tempos 11 h e 20 h, nos quais se observa tanto a variagado de amplitude do sinal quanto
seu deslocamento quimico variando de 33 ppm para 34 ppm; até 18 h de cristalizagao

€ visto o sinal em 33 ppm, a partir de 19 h, passa-se a observar o sinal em 34 ppm.
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Figura 54. Espectros de '8C adquiridos com sequéncia CPMAS acompanhando o processo de
cristalizagdo da manteiga de cacau por 70 h (a) e transi¢cao solido-sélido verificada pela variagéo de
deslocamento quimico do sinal referente a porgéo rigida do TAGs (b).
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Fonte: Autoria propria

A transigao sélido-solido acontece a fim de atingir a estrutura polimérfica mais
estavel, para o caso da manteiga de cacau as estruturas cristalinas mais estaveis séo
B(V) e B(VI). Note, contudo, que na literatura ndo se faz a distingdo entre as
formas (V) e B(VI) em dados de cristalizagao isotérmica ou em dados de variagao
de deslocamento quimico, como pode ser visto em Schenk e Peschar (2004), assim,
para a distincdo dessas estruturas se faz necessario que a amostra seja cristalizada
em cada uma dessas estruturas, o que foge do objetivo do experimento que

acompanha o processo de cristalizagao natural da amostra.

O acompanhamento da cristalizacdo pode ser melhor observado no grafico da
Figura 55, o qual correlaciona a variagao de area dos sinais em 30, 33 e 34 ppm em
funcao do tempo. O sinal em 30 ppm é referente a fracao liquida, em 33 ppm, da forma

a ou B’ e, em 34 ppm, da forma .
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Figura 55.Cristalizagdo da MC acompanhada pela variagdo de area dos sinais referente as porgoes
movel em 30 ppm (quadrado preto) e rigida em 33 ppm (circulo vermelho) e 34 ppm (triangulo azul).
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Fonte: Autoria propria

A area do sinal em 30 ppm (quadrados pretos) foi determinada com sequéncia
HPDEC. Como a amostra esta a principio liquida, espera-se observar o decaimento
da area desse sinal com o tempo. Tal decaimento € lento nas primeiras 12 h, seguido
por um decaimento rapido entre 12 h e 17 h de experimento e, por fim, um novo
decaimento lento até o final do experimento, em 70 h, em que a amplitude fica

aproximadamente constante

Para os sinais obtidos com a sequéncia CPMAS (circulo vermelho, referente
ao sinal em 33 ppm, e tridangulo azul, para o sinal em 34 ppm), referentes as por¢des
rigidas dos TAGs, tem-se primeiro 0 aumento da area do sinal em deslocamento
quimico de 33 ppm (circulos vermelhos) até a hora 18. Note que este periodo
corresponde ao decaimento lento inicial da area do sinal em 30 ppm. Apds 18 h,
observa-se a sobreposig¢ao deste sinal com aquele em 34 ppm (Figura 54.b), logo, néo
se pode dizer, em definitivo, em qual momento a cristalizagéo nas formas a e ' deixa
de ocorrer, visto que o sinal na regido de 34 ppm € muito maior do que o sinal em 33
ppm. A area em 34 ppm aparece em 18 h e tem um crescimento rapido até as 22 h,
seguido por crescimento lento até o final do experimento (70 h). Note que este
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crescimento rapido acontece duas horas apds o fim do decréscimo rapido do sinal em

30 ppm.

Os resultados obtidos por RMN-ES sao concordantes com aqueles obtidos por
DRX e por DSC encontrados em literatura. Por DRX foi observado as transi¢cdes de
fase em isoterma a 18°C, no qual se verificou a estrutura cristalina a sendo formada
na primeira hora do experimento, seguida pela formagao do polimorfo g’ por 5 dias e,
por fim, a formacdo da estrutura § depois de seis semanas. Ja os resultados em
isoterma a 20°C mostra a formacao da estrutura a, analogamente, na primeira hora,
seguida pela estrutura g'até 12 h e apds tal periodo, o polimorfo 8 era o dominante
(MALSSEN et al., 1999; SCHENK; PESCHAR, 2004).

5.0. Conclusao

A analise de materiais classificados como gorduras, como é o caso da manteiga
de cacau, por espectroscopia de RMN de 3C em estado soélido deve ser cautelosa
quanto aos parametros utilizados. Como visto, a frequéncia de rotacido e poténcia de
desacoplamento, que sao técnicas comumente utilizadas a fim de melhorar a
resolucado espectral, sdo fatores que podem ser fontes de aquecimento para a
amostra. As condigdes rotineiras de analise podem levar ao aquecimento de até 15°C
da amostra, o que, para a amostra de manteiga de cacau, implica dizer que esta sofre

fusdo completa.

Como averiguado pelo estudo de alteracdo de parametros de aquisigéo, a
poténcia de 70 W para o desacoplador deve ser utilizada para valores de RD
superiores a 10 s e a frequéncia de rotacado que evita o aquecimento da amostra é 3
kHz. Menores valores de tempo de reciclagem para a utilizagao de DEC de 70 W, bem
como maiores frequéncias de rotagao implicam no fornecimento de energia térmica
acarretando movimentos moleculares, os quais afetam as interagcdes dipolares
caracteristicas de amostras em estado solido. Os processos dinamicos promovem
aspectos isotropicos para o sistema em detrimento de aspectos anisotropicos originais
do material em estado sdlido, consequentemente, afeta-se a caracteristica espectral

que de fato corresponde a amostra.
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A fusdo da amostra é prejudicial as analises de propriedades fisico-quimicas
desta, quando se deseja avaliar as caracteristicas do material em estado s6lido, como
€ 0 caso para as propriedades SFC e polimorfismo. As analises destas propriedades
podem ser realizadas utilizando espectros de '3C em estado solido, desde que
utilizando os parametros de aquisigao descritos acima, visto que tais condi¢oes levam

ao aquecimento minimo da amostra (aproximadamente 2°C).

O parametro SFC é de grande relevancia para a avaliagédo de gorduras e sua
determinacdo é realizada seguindo as normas ISO 8292-1 e ISO 8292-2, que
possuem limitagdes quanto a precisao, exatidao e a presenca de interferentes, esta
ultima para o caso da ISO 8292-1. A medigao do valor de SFC através de espectros
de alta resolucdo, como é caso do método proposto, o qual utiliza espectros '3C
obtidos por RMN-ES, permite a distingcdo entre os componentes, assim, pode-se
determinar o valor de SFC a partir somente dos grupos —(CH2)n dos triglicerideos que
estdo em estados sdlido e liquido. Os estudos comparativos mostraram os resultados
obtidos utilizando o método HPDEC condizentes com aqueles obtidos seguindo
métodos ISO. A vantagem do método proposto, em relagdo ao método direto, esta no
fato de nao sofrer interferéncias pela presenca de outros materiais sélidos, como

acgucares, proteinas e massa de cacau.

Os espectros de '3C da manteiga de cacau também permitem a distingdo entre
as estruturas polimorficas. Essas analises devem, contudo, ser realizadas de forma
que o sinal sélido seja favorecido, por isso, utilizou-se a sequéncia de pulso CPMAS.
Com valores caracteristicos para estruturas polimoérficas distintas, acompanhou-se o
processo de cristalizagao isotérmico da amostra de manteiga de cacau. Devido as
estruturas cristalinas diferentes, observa-se o deslocamento quimico referente a
por¢ao solida do triglicerideo variar conforme a transigao liquido-sélido e solido-sdlido.
Para o caso da manteiga de cacau, pode-se observar a transicao liquido-sélido para

a estrutura polimorfica a e a transigao soélido-solido para a estrutura .

Nas perspectivas futuras um esforco devera ser dado para entender as
diferengas nos valores de SFC principalmente quando comparado o método HPDEC

com o método indireto.
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