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RESUMO

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR ULTRARRAPIDA: IMPLEMENTAC}AO,
DESENVOLVIMENTO E APLICACOES. O trabalho em questdo destaca a
implementacéo, desenvolvimento e aplicacdo da técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear Ultrarrapida (RMN-UR), proposta por Frydman e colaboradores. Por meio
desta técnica, € possivel realizar experimentos multidimensionais numa Unica
varredura, reduzindo dessa forma, drasticamente, o tempo de aquisi¢do, que pode
durar uma fracéo de segundo. E apresentado um protocolo préatico, que foi otimizado
para implementacdo dos primeiros experimentos de RMN 2D COSY e HSQC
ultrarrdpidos realizados no Brasil, e ao que se sabe no hemisfério Sul. Este processo
envolve desde a calibracdo de pulsos e gradientes, até a configuracdo do esquema
especifico de aquisicdo relativo a esta técnica. Além disso, alguns aspectos
operacionais importantes sdo discutidos visando contribuir ainda mais para que
futuras implementacfes sejam realizadas de maneira segura e eficiente. Também
como parte deste estudo foi desenvolvido um programa em linguagem de
programacao C, para o processamento em tempo real (1 segundo) dos dados de
RMN-UR, e este foi incorporado ao programa computacional de aquisicdo e
processamento dos dados de RMN da empresa Bruker - TopSpin® verséo 3.0.
Foram realizados ainda dois estudos aplicando os experimentos de RMN-UR. O
primeiro trata-se da identificacdo em tempo real de uma mistura de 3 flavonoides
(epicatequina, naringenina e naringina) submetida a separacdo cromatografica, num
sistema CLAE-RMN no modo fluxo continuo. Experimentos de COSY-UR foram
realizados ao longo de toda corrida cromatografica, sendo possivel obter os
espectros 2D correspondentes de cada flavonoide e acompanhar com sucesso a
separacao destes no decorrer do tempo. A segunda aplicagcdo foi 0 monitoramento
da reacdo de hidrolise do acetal 2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano. O intermediario
hemiacetal desta reacdo possui curta duracéao, sendo portanto de dificil identificacéo
via RMN tradicional. Por isso, foram realizados experimentos de HSQC-UR durante
todo o desenvolvimento da reacédo e, por meio destes, foi possivel caracterizar a
presenca do intermediario hemiacetal. A correlacédo atribuida a este foi confirmada
através de célculos quanticos de deslocamento quimico de RMN de *H e *3C e dos
NBOs (Natural Bonding Orbital).
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ABSTRACT

ULTRAFAST NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE: IMPLEMENTATION,
DEVELOPMENT AND APPLICATIONS. This work highlights the implementation,
development and application of the Ultrafast Nuclear Magnetic Resonance (UF-
NMR) technique, proposed by Frydman and co-workers. Through this technique, it is
possible to perform multidimensional experiments in a single scan, thus reducing the
experiment time drastically, which can be a fraction of second. This study shows a
practical protocol, which was optimized for the implementation of the first ultrafast 2D
NMR COSY and HSQC experiments performed in Brazil and, to our knowledge, in
the southern hemisphere. This process involves the setting of several parameters
from the initial calibration of encoding gradients and pulses, to the setting of a
specific acquisition scheme required by the technique. Furthermore, some important
operational aspects are discussed in order to contribute, even more, to future
implementations to be carried out safely and efficiently. Also, as part of this study, a
software in C language was developed to obtain the real-time processing (1 second)
of the UF-NMR data, and this was incorporated in the Bruker software for the
acquisition and processing of NMR data - TopSpin® version 3.0. Finally, two studies
were also performed using the UF-NMR experiments. The first one was the real-time
identification of a mixture of flavonoids (epicatechin, naringenin and naringin), which
underwent on-flow chromatographic separation, in a commercial HPLC-NMR system.
UF-COSY experiments were performed during the chromatographic run, so that it
was possible to obtain the 2D NMR spectra related to each flavonoid and to
successfully follow their separation over the course of time. The second application
was the monitoring of the hydrolysis reaction of the 2-(4-nitrophenyl)-1,3-dioxolane
acetal. The hemiacetal intermediate of this reaction has a short lifetime, being difficult
to identify by conventional NMR. Therefore, HSQC-UR experiments were performed
during the reaction development, thus, it was possible to characterize the presence
of the hemiacetal intermediate. This assignment was confirmed by quantum
calculation of *H and *C NMR chemical shifts and of the NBOs (Natural Bonding
Orbital).
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1 - Introducéao

1.1 - Ressonancia Magnética Nuclear

Ao analisarmos o panorama histérico da Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), é possivel notar uma acentuada evolucdo desde o0s primeiros
registros deste fenbmeno até os tempos atuais.

No fim do século XIV, Zeeman verificou que o0s nucleos de certos
atomos comportavam-se estranhamente quando submetidos a um campo
magnético. Ele demonstrou que a linha azul do cadmio, sob influéncia de um forte
campo magnético externo, desdobrava-se em 3 linhas equidistantes®. Em 1938, Rabi
et al.? registraram a primeira observacéo do que viria a ser conhecido como a RMN.
Eles constataram que para um valor bem definido de radiofrequéncia, o feixe de
radiagdo produzido pelas moléculas em estudo sofria um desvio apdés absorver
energia. Contudo, o que ainda ndo se sabia era que a RMN também podia ser
observada em materiais de fase condensada. Foi entdo que nos anos 40, este
fendmeno teve sua aplicacdo expandida para materiais nos estados liquido e sélido
através dos experimentos de Bloch et al.® e Purcell et al.*.

Outro marco na histéria da RMN foi a década de 70, na qual a fronteira
imposta pelos experimentos unidimensionais (RMN 1D) foi rompida pelo surgimento
dos experimentos bidimensionais*® e de imagem®’. As décadas que se seguiram
foram marcadas pelo desenvolvimento de diferentes metodologias, visando ampliar

ainda mais o alcance desta poderosa ferramenta.

1.1.1 - Fundamentos

O fendmeno conhecido como RMN ocorre quando ndcleos com
momento angular de spin, diferente de zero (ex.: *H, *C, **N, 1’0), s&o submetidos a
um campo magneético estatico e perturbados com um segundo campo magnético de
natureza oscilatéria®. A estes nucleos estdo associados um momento angular e um
momento magnético, e ambos 0s momentos estdo relacionados por meio de um
fator magnetogirico y, que é caracteristico de cada nucleo, conhecido como

constante magnetogirica®.
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Assim como o efeito observado por Oersted'® em correntes elétricas, a
rotacdo do nucleo carregado positivamente criard um pequeno campo magnético,
fazendo com que esse nucleo se comporte como uma pequena barra magnética.
Esta, por sua vez, quando submetida ao torque imposto por um campo magnético
estatico, dara origem a um movimento circular em torno deste campo, conhecido
como precessdao. A forca do campo magnético aplicado é diretamente proporcional a
taxa (v) na qual a precessdo ocorrerd, também chamada frequéncia de Larmor,

como podemos ver na equagao seguinte:
v = —¥Bo (1.1)

onde v é a frequéncia de Larmor em Hertz (Hz), ¥ corresponde a (y/2w) e Bo € 0
campo magnético estatico ao qual o nicleo esta submetido®**.

Os nucleos em precessdo irdo se alinhar no mesmo sentido ou
contrarios ao campo magnético principal, ocupando assim os diferentes estados de
energia ou de spin m, determinados pelo nimero quantico do momento angular de
spin nuclear |, segundo a relacao [2] + 1] (1.2). Com relacdo a esses estados de
energia, também chamado estados de Zeeman, temos dois conceitos importantes a
destacar®.

Primeiramente, as transicbes entre esses niveis podem ser
estimuladas pela absorcdo de energia aplicada na forma de radiacéo
eletromagnética. De acordo com as regras de selecdo da mecanica quantica, as
transicdes de dipolos magnéticos permitidas sdo do tipo Am = +1. Logo, para que
uma transicdo permitida entre estes estados ocorra, é necessario que a frequéncia
da onda eletromagnética emitida coincida com a frequéncia de precesséo do nucleo

em questdo™, o que nos leva a seguinte equaco:
AE = hyBo (1.3)

onde AE € a energia requerida para que a transicdo (excitagdo) ocorra, e
k a constante de Planck dividida por 2.

Um segundo conceito importante é a respeito do vetor, paralelo ao eixo
z, que representa a magnetizacdo inicial (Mp), que consiste na resultante do
pequeno excesso populacional existente no estado de spin de menor energia. A

magnitude deste vetor esta intimamente ligada a sensibilidade da espectroscopia de
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RMN, e é diretamente proporcional ao j4 referido excesso populacional. Este pode
ser determinado, no equilibrio, por meio da distribuicdo de Boltzmann. Para um

nacleo de spin £%, temos a seguinte relacao:

Na — gbE/kT (1.4)
Ng

onde N, e Ng representam o numero de nucleos com orientacdo paralela e

antiparalela em relacdo a B, respectivamente, kg a constante de Boltzmann e T a
temperatura em Kelvin®**12,

Partindo destes fundamentos basicos, podemos avancar para a analise
das diferentes formas existentes de manipularmos essas ditas transi¢des, de modo a
extrair do ndcleo a informacdo que desejamos. Essas manipulacdes sao feitas
através de uma importante ferramenta da espectroscopia de RMN: o pulso de

radiofrequéncia (rf).
1.1.2 - Pulsos de rf

Na unidade chamada de transmissor de rf o pulso é gerado e pode ter
sua fase modificada, conforme as instrugdes existentes na sequéncia de pulsos.
Este processo se inicia no sintetizador de frequéncia, que produz um pulso de rf de
baixa poténcia (da ordem de mW), passando entdo por um atenuador e, por fim,
pelo amplificador de rf. O amplificador possui um valor fixo de amplificacéo, portanto,
se quisermos aplicar um pulso de baixa poténcia, o atenuador localizado entre o
sintetizador e o amplificador tem um papel crucial, pois ir4 atenuar o sinal antes de
encaminha-lo ao amplificador. Desse modo, o pulso de rf saira do transmissor com a
poténcia requerida e ser4 encaminhado para a sonda®?.

O pulso de rf consiste num componente eletromagnético com
frequéncia definida, e é aplicado no plano perpendicular a Bo. Esta irradiacdo de rf
corresponde a um campo magnético B que, segundo a regra de Fleming®®, produz
um torque perpendicular tanto a Bo quanto a B1 (Figura 1). Esse torque ira deslocar o
vetor My, na direcdo do plano x-y, num angulo de rotagdo 6, que é diretamente

proporcional & amplitude e durac&o do pulso de rf**.
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B

Torque

Figura 1. Representacao grafica da regra de Fleming para motores aplicada na
RMN.

Desde as Ultimas décadas, diferentes tipos de pulso foram
desenvolvidos, e de acordo com o tipo de informacao desejada utilizam-se os pulsos
mais adequados. Dentre os mais utilizados atualmente, podemos destacar nesse

texto trés tipos.
1.1.2.1 - Pulso duro

O pulso duro, também conhecido como hard pulse, € de curta duracao.
Nesta situacdo, segundo o Principio da Incerteza de Heisenberg, o transmissor de rf
nao ficara ligado tempo suficiente para gerar uma oscilacdo com frequéncia
fundamental exata. Com isso, um pulso duro € capaz de excitar ndo somente uma
frequéncia especifica, mas sim uma ampla faixa de frequéncia, que o caracteriza
como um pulso n&o seletivo**2.

A frequéncia central do pulso € conhecida como "em ressonancia”,
enquanto que as demais (offset) estdo na condicao "fora de ressonancia”. O tempo
de duracdo do pulso (tp) € inversamente proporcional a largura de banda de

excitacdo do pulso (Figura 2)**2.

a) tp

o
Figura 2. Representacao grafica do pulso de rf de alta poténcia (a) e o perfil de
excitacao (b).

5
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1.1.2.2 - Pulso mole

O pulso mole, também chamado de soft pulse, é gerado por uma
descarga de energia de baixa poténcia e longa duracdo. Neste caso, 0 transmissor
de rf ficara ligado por tempo suficiente para que produza uma onda de rf com
frequéncia fundamental bem definida, isto é, esse tipo de pulso excitara
seletivamente apenas uma pequena faixa de frequéncia'**2.

Este pulso é classificado como seletivo, e sua largura de banda de
excitacdo mantém a mesma relacdo citada anteriormente para o pulso duro, com o

tp (Figura 3)+*2,
a) b)

tp _

_

el B Wre—__

tpt
Figura 3. Representacao grafica do pulso de rf de baixa poténcia (a) e o perfil de

excitacao (b).

Um problema associado a este tipo de pulso é que mesmo para picos
distantes da frequéncia de referéncia do pulso, podera ser formada magnetizacao
tanto em y quanto em x. Ao observamos o formato do perfil de excitacdo
correspondente, verificamos que este decai lentamente e possui uma série de
batimentos com varios pontos de nulo e de maximo, que explicam a origem do
problema citado anteriormente®"*?,

Diferentes tipos de pulsos tém sido desenvolvidos com intuito de
resolver este problema. Estes se baseiam em geral no principio que envolve a
criagdo de pulsos com perfis de excitacdo de formatos especificos, de tal forma que
sejam ligados e desligados suavemente. Esses pulsos sdo chamados de pulsos

formatados®?.
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Dentre os pulsos formatados mais utilizados atualmente, podemos
destacar um tipo especial que é bastante aplicado quando o experimento que

desejamos realizar requer a inversdo dos spins: o pulso adiabatico.
1.1.2.3 - Pulso adiabatico

O pulso adiabatico € aplicado de modo a executar a varredura (ou
scan) ndo somente de um unico valor de frequéncia, mas sim de uma faixa de
frequéncias™**.

Um detalhe importante a respeito desta varredura, € que ela precisa
ser suficientemente lenta, para permitir que o vetor de magnetizacdo My siga a
trajetéria do campo magnético efetivo atuante nos spins (Be), mas rapida o
suficiente para impedir que as relaxagdes transversal e longitudinal entrem em acéo.
Devido ao fato do pulso adiabético ser aplicado num tempo muito menor do que as
constantes de relaxacdo, nos referimos a este tipo de pulso como sendo de
passagem rapida adiabatica. Assim, é atingida a chamada condicdo de

adiabatical**:

de
5| < ¥Bed = wer (L5)

onde 8 é o angulo de rotacdo em relacdo ao eixo z, proporcionado pelo pulso. A
condicdo adiabatica representada na equacao 1.5, significa que a frequéncia de

precessao de My em torno da direcéo de Ber (w.f) tem de ser muito maior do que a
velocidade com que B¢ muda de diregcéo (%) em relacdo ao eixo x. Tal condicao
garante que o vetor My seja guiado pelo campo Bes durante a execucéo do pulso e,
ao final desta os spins experimentem a inversao requerida.

A variavel que reflete o grau de satisfacdo da condigdo adiabatica € o
fator de adiabaticidade ¢***:

Q _ Wef

T |de/dt] (1.6)

Levando em consideracdo o fato de que a varredura do pulso
adiabatico passa pela condigdo "em ressonancia”, isto é, quando o offset € zero, a

equacdo que descreve o fator de adiabaticidade nesta condicdo (Qo) é***:

7
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w?

Qo = |dQ/dt]|

(1.7)

A F-3 H X H n a H n dﬂ
onde w, é a frequéncia de precessdo dos spins "em ressonancia”, e s corresponde

a taxa de variacao do offset em funcao do tempo.

Ao relacionarmos a equacao 1.5 com a 1.6 e 1.7, vemos que este fator
tem que ser significativamente maior do que 1, para que a condi¢cdo adiabatica seja
satisfeita. Na préatica, geralmente trabalha-se com valores em torno de 3 e 5.

E importante salientarmos que uma grande vantagem deste tipo de
pulso € que a inversdo que ele propicia contempla precisamente uma ampla faixa de
frequéncia, o que o torna bastante Gtil em experimentos que envolvem nucleos com
largas bandas de frequéncia. Outra vantagem € que uma vez alcancada a condi¢éo
adiabatica, a inversdo ocorrera precisamente mesmo que haja inomogeneidades no
campo magnético induzido pelo pulso, ou que a poténcia deste ndo esteja
corretamente ajustada. Por isso, vale ressaltar que ao calibrar esses pulsos deve-se
tomar muito cuidado para ndo danificarmos a sonda, pois ainda que o valor da
poténcia esteja muito acima do minimo requerido, observaremos a mesma precisao
na inversédo dos spins™.

Dentre os diversos pulsos adiabaticos desenvolvidos nas ultimas
décadas, um dos mais utilizados € chamado pulso CHIRP. Este pulso é o mais
simples dentre os adiabaticos, apresenta um perfil de excitacdo retangular e realiza
uma varredura de frequéncia linear. Para minimizar uma possivel violacdo da
condicdo adiabatica no CHIRP por conta de um perfil exclusivamente retangular, é
utilizada uma suavizacdo nas bordas do perfil de excitacdo do pulso, motivo pelo
gual geralmente refere-se a este pulso como smoothed CHIRP ou CHIRP suavizado.
Os perfis de excitagcdo de ambos os pulsos estdo exemplificados na Figura 4, e

descritos mais detalhadamente na secéo 4.1.1 (Figura 31 - pg. 60) **°.

a) b)

Figura 4. Perfil de excitacdo do pulso CHIRP n&o suavizado (a) e suavizado (b).
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Assim como os pulsos de rf, um outro tipo de pulso € bastante util e
comumente aplicado em diversas sequéncias de pulsos utilizadas atualmente.

Estamos nos referindo ao gradiente de campo pulsado.

1.1.3 - Gradiente de campo pulsado

O gradiente de campo pulsado é gerado pela bobina de gradiente, que
geralmente esta localizada da sonda, mas também pode ser parte integrante do
magneto. Por esta bobina passa uma corrente elétrica que induz a formacéo de um
campo magnético, cuja intensidade varia linearmente de acordo com a posigao
espacial. O sentido do fluxo da corrente elétrica € controlado, assim como a sua
guantidade. Com isso, podemos modificar tanto a intensidade quanto o sentido do
gradiente de campo formado. As bobinas de gradiente podem ser desenvolvidas de
modo a produzir este gradiente de campo em todas as direcdes’?*°.

A aplicacdo de um gradiente de campo cria uma variagao linear do
campo magnético principal sentido pelas moléculas, induzindo assim a uma
disperséo de frequéncia com dependéncia espacial (Figura 5).

+Z7 A , L.
saida da corrente elétrica

u entrada da corrente elétrica

Figura 5. Representacao grafica de um gradiente de campo pulsado e crescente na

direcdo +z.

Da mesma forma que o campo magnético apresenta essa dependéncia
espacial, a frequéncia de Larmor também varia conforme a posicdo. Podemos
descrever essa relagdo para um pulso de gradiente aplicado na diregcao z, por

exemplo, como:

w(z) = wy— yG, (1.8)
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onde w(z) é a frequéncia de Larmor na posicdo z, e G, representa 0 campo
magnético gerado pelo gradiente. Pouco tempo depois da aplicacdo do pulso h&
uma defasagem completa dos spins, ocasionando entdo a perda da coeréncia, ou
seja, a rede de magnetizacdo se torna nula. Entretanto, podemos recuperar a
coeréncia pela aplicacdo de outro gradiente que, com magnitude e direcéo
apropriadas, induzira a formacdo de um eco conhecido como eco de gradiente'?*°,

O pulso de gradiente de campo é bastante utilizado em experimentos
que requerem, por exemplo, a selecdo de coeréncia ou mesmo para realizar a

excitacao espacialmente seletiva dos spins, conforme detalharemos posteriormente.

1.1.4 - Funcdes de apodizacéao

Uma importante manipulagédo dos dados que antecede a transformada
de Fourier (TF) é a aplicacdo de fun¢des de apodizacéo, que conferem maior peso a
algumas partes especificas do FID (decaimento livre de inducao), a fim de melhorar

11,15

a resolucdo ou mesmo a relacdo sinal/ruido do espectro™. O processo de

apodizacdo envolve a multiplicagdo de cada ponto n no dominio de tempo (P,) que

compde o FID por um fator (F,) determinado conforme a funcéo escolhida:
P, = E,P, (1.9)

onde P, é o novo valor do ponto P, apodizado™.

As funcdes de apodizagcdo que promovem um aumento da porcao
central e final do FID propiciam uma melhor resolugdo espectral, uma vez que essa
operacdo amplia o tempo de decaimento do sinal. Ja as fungbes que atuam
aumentando o peso das regides do FID onde o sinal é significativamente maior do
que o ruido, reduzindo desse modo a intensidade do ruido, promovem uma melhoria

na sensibilidade, haja vista que a relac&o sinal/ruido do espectro é aumentada*'*°.

E importante salientar o compromisso existente entre resolucdo e
sensibilidade, pois, em geral, um aumento na sensibilidade ocasionara a diminui¢éo
da resolucdo e vice-versa. Assim, a funcdo de apodizacédo ideal a ser utilizada
dependera dos objetivos especificos de cada problema em questéo.

Dentre as fun¢bes de apodizacado mais utilizadas, podemos destacar:

10
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e Multiplicacdo exponencial (EM): a funcdo de apodizacéo

11,15

exponencial é utilizada para aumentar a sensibilidade™™", e o fator de multiplicacdo

é dado por®®:

_ (n—l)LBn) (1.10)

fo = exp( 25W
onde n € o numero do ponto no dominio de tempo, SW a janela espectral e LB 0
fator de alargamento de linha exponencial.

e Multiplicagcdo Gaussiana (GM): a fungcédo de apodizacdo gaussiana
possibilita uma melhoria na resolucéo espectral*'*®, e o fator de multiplicacdo neste
caso corresponde a'®:

F, = exp((—at) — (—bt?)) (1.11)

onde t se refere ao tempo de aquisicdo, enquanto que as variaveis a e b

correspondem a.
a
2GBt

a=LBnr e b= —

(1.12)

sendo GB o fator de alargamento de linha Gaussiano.

e Funcédo seno (sine): a funcao de apodizacédo seno € utilizada para
aumentar a resolucao espectral, e apesar de possibilitar um aumento significativo da
resolucao, ela causa uma diminuicdo expressiva da sensibilidade e, por isso, evita-
se 0 uso desta em experimentos unidimensionais, sendo aplicada majoritariamente
em experimentos bidimensionais*>. O fator de multiplicacdo para esta funcéo é
dado por®®:

F, = seno((m — FI)(t'/t) — FI) (1.13)

onde SSB é o fator de mudanca da funcdo seno e tse refere ao tempo de aquisigéo,
enquanto t' e FI correspondem a:
0<t'<t e FI= n/SSB (1.14)

e Funcdo seno quadrado (gsine): a fungcdo de apodizacdo seno
quadrado é semelhante a funcdo seno e também propicia um aumento da resolugéo
espectral. Contudo, a seno quadrado atua mais eficientemente nas extremidades do

11,15

FID, se comparada a funcdo seno O fator de multiplicacdo € descrito

matematicamente como®:

E, = seno((mr — FD)(t'/t) — FI)? (1.15)

11
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1.1.5 - RMN bidimensional

O esquema inicial de realizagdo de experimentos de RMN
bidimensional (RMN 2D) foi proposto teoricamente por Jeener’ na entdo Ampere
Summer School em 1971. Neste evento estava presente o primeiro aluno de pos-
graduagéao de Richard Robert Ernst. Ele assistiu a apresentagéo desta inovadora
proposta e levou-a até o conhecimento de Ernst, que alguns anos depois reportou a
primeira realizacdo de um experimento de RMN 2D°. As décadas seguintes foram
marcadas pelo desenvolvimento de diferentes metodologias, visando ampliar ainda

mais o alcance desta poderosa ferramenta.

1.1.5.1 - Esquema geral

Conceitualmente, e independentemente dos nudcleos analisados, o0s
experimentos de RMN 2D sdo norteados pelas seguintes etapas basicas:

preparacdo, evolucdo, mistura e deteccdo (Figura 6)*’.

Preparacéo Evolucao(ty) Mistura Aquisicao(ty)

Figura 6. Representacdo de um esquema basico para a realizacdo de um

experimento de RMN 2D.

Na etapa de preparacao ocorre a excitacdo dos spins e pode também
incluir instrugbes para supressao de sinais indesejados. Na mistura podem ser
aplicados pulsos e/ou tempos de espera de acordo com a informacéo requerida pela
sequéncia de pulsos. A aquisicdo dos dados é similar a correspondente para um
experimento de RMN 1D, onde o decaimento livre de inducédo (FID) dos spins &
registrado num grafico que relaciona a amplitude deste decaimento com o tempo.
Cada um desses FIDs representa a primeira dimens&o (dominio de tempo t,)*".

O periodo de evolugdo representa uma etapa crucial para a formagéo
da segunda dimensao. Esta dimenséo é formada por uma série de FIDs que, apos

acumulados, serdo organizados em diferentes linhas ou experimentos (Figura 7).

12
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Figura 7. Representacao grafica de uma série de FIDs organizados em sete

experimentos.

Ao iniciar a varredura de um novo experimento o valor de t; é
incrementado parametricamente e, com isso, é possivel monitorar a evolucao
indireta no dominio t;. Portanto, na matriz de dados bidimensional cada experimento
corresponde a um valor diferente de t;, e 0 conjunto destes experimentos compde a

segunda dimensao (Figura 8).

A=16 | | VA NYANNE
A=15 ] B a4
A=14 | | ZaN =
A=13 | | ~ A~
a=12__1 1 =
;c:‘_?" A=11_ 01  1 e~
£ A=10 | | | —_—
= A=9 | |
~ a8 1 1
A=T 11 -

t, [msec]

Figura 8. Representacao grafica de uma matriz de dados de um experimento de
RMN bidimensional (2D).

Aplicando a transformada de Fourier (TF) em t,, pode-se observar a
evolucédo dos sinais de RMN ao longo do dominio t;. Por fim, ao aplicarmos uma
segunda TF agora em t;, obtém-se as correlacdes descritas por ambos os dominios

de tempo (Figura 9).
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Figura 9. Representacao grafica da evolugcéo ao longo de t; ap6s TFemt,(a) e o

espectro de RMN 2D correspondente apos TF em t; (b).

Na realidade, os programas computacionais para processamento
utiizam a transformada de Fourier bidimensional (TF-2D), que realizara as

transformacdes descritas acima sequencialmente (primeiro TF em t, e depois em t;)
12,17

1.1.5.2 - Aplicacdes

A RMN 2D possibilita a realizacdo de experimentos homonucleares,
tais como: COSY, TOCSY, NOESY, entre outros. Os experimentos do tipo
heteronuclear também sdo contemplados por esta técnica, dentre os quais podemos
destacar: HMQC, HSQC, HMBC, dentre outros*'*2. Esses experimentos de RMN 2D
podem ser aplicados em diferentes tipos de estudos, como por exemplo a
determinacao estrutural de compostos, verificacdo da qualidade de alimentos e para
tracar perfis metabolicos, etc®**.

Contudo, apesar de todo esse progresso, 0s experimentos tradicionais
de RMN 2D continuam associados a um elevado numero de varreduras, a fim de
amostrar adequadamente o dominio t;, levando a longos tempos de duracao (entre
algumas dezenas de minutos a muitas horas). Esta limitacdo cria ndo somente

restricbes de tempo, mas também limitam os experimentos de RMN
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multidimensional (RMN nD) em estudos de fenbmenos dindmicos que ocorram numa
curta escala de tempo, ou mesmo com técnicas hifenadas com a RMN.

Diversas metodologias foram propostas para contornar essa limitacao e
permitir a obtencdo de espectros de RMN multidimensional em uma menor escala
de tempo®?, dentre as quais e em especial, destaca-se a proposta feita por
Frydman e colaboradores®, conhecida como "RMN ultrarrapida’ (RMN-UR), que
permite a realizacdo destes experimentos numa Unica varredura, com tempo total de

aguisicao da ordem de milissegundos.

1.2 - Ressonancia Magnética Nuclear Ultrarrapida

A abordagem dos experimentos de RMN-UR difere da utilizada na
RMN multidimensional tradicional, principalmente quanto a evolugcdo dos spins e
também no que se refere a aquisicdo dos dados. Em termos gerais, a realizacdo de

um experimento de RMN-UR envolve as etapas descritas na figura abaixo:

Preparacao Evolucao(t,) Mistura Aquisicao(t,)
espacialmente dependente independente espacialmente
seletiva da posicéo da posicédo decodificada

Figura 10. Representacao de um esguema bésico para a realizacdo de um

experimento de RMN-UR.

A etapa de preparacéo que no protocolo tradicional envolve a excitacao
uniforme dos spins, agora passa a utilizar a excitacdo espacialmente seletiva,
também referida como codificagdo espacial. Isso é possivel através da aplicacédo
simultanea do gradiente de campo pulsado e do pulso de rf. Enquanto o pulso de
gradiente faz com que a frequéncia de Larmor varie conforme a posi¢ao (Equacgéo
1.8), o pulso de rf propicia a excitacdo dos spins de acordo com suas respectivas
frequéncias. Logo, cada spin é excitado num tempo diferente e, dessa forma, cada
um deles esta submetido a um tempo de evolugao (t;) distinto®*.

O processo de mistura ocorre da mesma forma que o tradicional, isto €,
sem dependéncia espacial. J& na etapa de aquisicdo, ocorre a decodificacdo das
informacdes através de um esquema baseado na técnica de Imagem Eco-
Planar(EPI)®.
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1.2.1 - Método de excitacao discreta

Inicialmente, os experimentos de RMN-UR foram propostos utilizando o
protocolo de codificacdo espacial discreta®’. Neste esquema de excitacdo (Figura
11), ao invés de utilizar um anico pulso, um trem de pulsos seletivos e consecutivos

é aplicado na presenca de pares de gradientes bipolares alternados (xGe).

('<_ Aty 9\ ~4
~ Aty :
C_U — Fatia 1
[ 244, ratia2
> ratia
{O;} S 3At,
n
o °
3 °
On
= |
o —> Fatia N
Q >
N Excitacao / evolucéao(ty)

Figura 11. Esquema de excitacdo seletiva discreta proposto por Frydman e
colaboradores®.
Com isso, os spins da amostra ficam como que divididos em “fatias” e a
medida que uma “fatia” € excitada as anteriores ja estdo evoluindo, sendo cada uma

dessas “fatias” submetida a um tempo de evolugéo (t;) diferente (Figura 12).

Y 4 y 4

-~

Figura 12. Representacao grafica das “fatias” excitadas sequencialmente e os
respectivos tempos de evolugéo distintos.
A evolucado de fase com dependéncia espacial dos spins surge da

combinacéo das frequéncias de ressonéancia e do fato delas serem dependentes da
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posicdo espacial e do uso de pulsos de rf com frequéncia variada®. Esta evolucédo

interna pode ser descrita como:
Be(2) = C(z - 2) (1.16)

onde @.(z) indica a fase na posigéo z, Q; representa a frequéncia de ressonancia no
referencial rotativo, e C € uma constante, ajustavel pelos parametros de aquisicéo,
gue relaciona o grau de codificacao espacial z com a extenséo da evolucéo t;:

Atq _ At1YeGe
Az~ AO

C = , A0 =041 — 04 (2.17)
onde At, é variacdo do tempo entre a aplicacdo de pulsos sucessivos, .G, a forca
do gradiente na excitacdo e AO corresponde ao incremento constante do offset nos
pulsos seletivos.

Entretanto, existem algumas desvantagens associadas ao esquema de
codificacdo discreta. A primeira delas € a necessidade de uma comutagdo rapida
dos gradientes, cuidadosamente sincronizada com o pulso de rf. Também existem
os efeitos produzidos nos spins "fora de ressonancia’, em especial 0s
deslocamentos de Bloch-Siegert?®, que podem tornar a evolucdo do deslocamento
quimico ndo linear em relacdo ao eixo z. A segunda desvantagem € o fato de ser
impossivel excitar a amostra completamente, salvo se 0s pulsos utilizados
possuirem perfis de excitacdo perfeitamente retangulares®’. Ademais, a aplicacdo do
esquema (Figura 11) leva ao aparecimento de picos fantasmas (ghost peaks) no

dominio indireto?.

1.2.2 - Método de excitacdo continua

Para contornar essas limitacbes foram propostos diversos esquemas
de codificacdo continua visando substituir o esquema discreto, todos eles baseados
na aplicacdo de pulsos com varreduras continuas e em conjunto com gradientes
bipolares.

O conceito comum nestas propostas é que a excitagcdo ocorre de
27,30

maneira continua, ja a codificacéo pode ser em funcdo da amplitude®® ou da fase
(Figura 13).
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Figura 13. Representacdo esquematica de excitacao continua com codificacdo da

amplitude (a), da fase com um eco de spin (b) e da fase com duplo eco de spin (b,c).

Neste trabalho, sera detalhado somente o esquema de excitacdo
continua proposto por Pelupessy?’, que é uma das abordagens mais eficientes em
termos de sensibilidade e resolucédo, utilizando a codificacdo da fase com duplo eco

de spin.
1.2.2.1 - Codificagcdo modulada pela fase com duplo eco de spin

O método proposto por Pelupessy®’ baseia-se na codificacdo modulada
pela fase utilizando um duplo eco de spin (Figura 12c). Inicialmente, é aplicado um
pulso ndo seletivo de 90° para levar o vetor magnetizacdo My para o plano
transversal. Em seguida, um pulso adiabatico de inversdo com varredura linear de
frequéncia é aplicado simultaneamente a um pulso de gradiente. O pulso adiabatico
propicia uma inversao precisa dos spins, porém quando utilizamos este pulso para
induzir a refocagem, como neste caso, podem surgir diversas distorcées de fase®..
Além disso, a defasagem induzida (@(z)) apresenta dependéncia quadratica®* em

relacédo ao termo z:

_ (Q1+YeGe2)’tT
O(z) =—(— (1.18)

onde tZ corresponde ao tempo de duracdo do pulso adiabatico e A0 a faixa de
frequéncia do pulso adiabatico.

Para eliminar esse termo quadrético e as distor¢cfes de fase citadas, €
aplicado um segundo pulso adiabatico com varredura de frequéncia similar ao
primeiro, juntamente com um gradiente de mesma amplitude e sentido oposto ao

primeiro. Isso garante que os spins evoluam somente em funcdo do deslocamento
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quimico, e ndo em funcao deste acrescido do efeito do gradiente de campo local.
Por fim, a defasagem dos spins neste ponto (@’(z)) pode ser descrita como:

4tTQ01YeGez

= (1.19)

0'(2) =

Através da equacdo 1.12, podemos notar que apds o segundo pulso

adiabatico a defasagem é diretamente proporcional a posicédo. O termo 4t7 é igual

ao dobro do tempo de duracédo dos pulsos adiabaticos, e indica que esta codificacéo

com tempo constante é duas vezes mais eficiente quanto a evolucao se comparada

a codificacdo em tempo real. Além disso, este tempo total de evolucdo (4t7)

compensa a reduzida evolucdo efetiva associada ao fato de que, a faixa de

frequéncia do pulso adiabatico deve ser maior do que a criada pelos gradientes a fim
de excitar uniformemente toda a amostra®’.

E importante ressaltar que tanto o pulso duro quanto os adiabaticos

utilizados nesta etapa tém de ser precisamente calibrados. Do contrario, pode

ocorrer uma diminuicao significativa da sensibilidade dos experimentos de RMN-UR.
1.2.3 - Aquisicao/decodificacao dos dados

O esquema de aquisicdo utilizado na RMN-UR, baseado na EPI®,
fundamenta-se na decodificacdo dos dados através da aplicacdo de pulsos bipolares
de gradiente de campo (xG,), apds a etapa de mistura, para refocar a defasagem
induzida durante a codificacdo espacial. Isto leva a formacdo de um eco cuja

33,34

posicdo € diretamente proporcional a frequéncia de ressonéancia codificada e

dada por:
k = fotz VaGa(t)dt (1.20)

onde k € o numero de onda dependente do gradiente, ou seja, representa a posicao
na qual a defasagem criada pela excitacdo seletiva € completamente removida pelo
efeito de refocalizacdo do gradiente®.

O valor de k se refere a posicdo do eco e, por isso, apoés O
processamento do espectro de RMN-UR, os valores adquiridos das frequéncias dos

ndcleos nao estdo corretamente ajustados. Por isso, € necessario realizar a
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calibragcdo da frequéncia de um sinal conhecido, para que entdo as demais
frequéncias tenham seus respectivos valores ajustados corretamente, pois a posi¢ao
dos ecos é diretamente proporcional a frequéncia de ressonancia dos nucleos
codificados especialmente. A cada par bipolar de gradiente aplicado dois conjuntos

opostos de ecos sao formados (Figura 14).

<& Atz >
Ta
—
— +Ga _Ga [—
T _

N2
Figura 14. Representacao esquematica da decodificacdo dos sinais na RMN-UR,
onde um par bipolar de gradientes € aplicado N, vezes, durante toda a aquisi¢ao,

para amostrar adequadamente o espaco k.

Numa analogia com os experimentos de RMN multidimensional
tradicional, o numero de repeticbes do bloco de aquisicdo (N,) corresponderia ao
namero de pontos utilizados no dominio de tempo indireto t;. Com a refocagem dos
spins ocorrendo varias vezes temos a formacdo dos sucessivos ecos que compdem
a primeira dimenséao (v1), também chamada de dimensao ultrarrdpida, que é obtida
diretamente sem a necessidade de aplicar a transformada de Fourier. Estes ecos
sucessivos estdo sujeitos a evolugdo em fungéo de t, (v2), possibilitando assim que a
frequéncia interna em t; (v2) também seja monitorada, compondo entdo a segunda
dimensdo também chamada de dimens&do convencional®*. A fase desta evolucdo é

descrita como:
®=k'Z+t2'V2 (121)

Esta evolucdo na presenca de gradientes bipolares (xG,) pode ser
representada como uma trajetOria em zig-zag no espaco k (Figura 15), que para uma

correta digitalizacao exige um dwell time curto o suficiente (em torno de 1,0 us) para
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permitir a caracterizacdo de maneira sequencial tanto do comportamento de &

quanto de t, %3

Espaco k

[

kv,

Figura 15. Representacao grafica da formacéo do espaco k oriundo do esquema de
aquisicdo, baseado na EPI®, utilizado na RMN ultrarrapida.

Portanto, diferentemente das varias varreduras requeridas na RMN 2D
tradicional (Figura 16a), na RMN-UR numa Unica varredura € formado o espaco %, e

com isso o espectro de RMN 2D (Figura 16b).

Tradicional Ultrarrapida
t, (TF id t, (TF requerida)
A 2 (TF requerida) A 2 "
N A A A A A New, ” -
e a
[ [ [ [ [ [ -
[ [ [ [ I [ ~e.
I 1 (I I 1 .,:?'
o T.
[ [ [ [ [ [ -® a
[ [ [ [ [ [ o-*
1 1 1 1 1 I < .
[ 1 [ [ [ I *-o o Ta
[ 1 1 [ 1 [ - g
[ Y
[ [ [ [ 1 [ e
1 1 1 1 1 [ aws _e®” T
1 1 1 1 1 1 ,__\f*" ° °

SRR * >
»
k/ V1 (TF n&o requerida)

11 (TF requerida)
Figura 16. Representacdo esquematica da comparacéo entre o esquema de aquisicao

de um experimento de RMN 2D tradicional (a) e ultrarrapida (b).
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1.3 - Estudos de Processos Dinamicos via RMN-UR

No esquema de aquisicdo de experimentos de RMN nD esta implicita a
necessidade de muitas varreduras com o incremento dos tempos de espera.
Conforme citado anteriormente, isto implica em elevados tempos de aquisicéo,
assim como no possivel aparecimento de muitos ruidos na dimensao t;, pois os
incrementos requeridos tornam estes experimentos bastante sensiveis as
instabilidades ocorridas ao longo do tempo®. Tais desvantagens limitam muito a
aplicacdo de experimentos de RMN convencional em estudos de processos
dindmicos de curta duracdo, como, por exemplo, os da ordem de milissegundos.

Com o surgimento dos experimentos de RMN-UR?*, essa fronteira
imposta aos fendmenos de curta duragdo foi superada, ampliando ainda mais o
nimero de ferramentas passiveis de serem utilizadas em estudos conformacionais®

37,38

e de mecanismos de reacBes organicas® ", monitoramento de separacfes

cromatograficas em tempo real®, dentre outros.

1.3.1 - Estudo cinético da mutarrotacdo da D-glicose

Ao dissolvermos a a-D-glicose em solucdo tem inicio um processo
conhecido como mutarrotacdo, no qual os compostos andémeros apresentam
interconversdo. No caso de acucares ciclicos esta interconversdo ocorre entre as
formas anoméricas o e B. Normalmente, os estudos cinéticos via RMN deste
fendmeno s&o confinados a serem realizados em solventes deuterados®, haja vista
gue os picos dos solventes podem afetar muito a precisdo do estudo. Por exemplo,
se usarmos agua nao deuterada, os sinais dos prétons anoméricos sdo diretamente
afetados pelo sinal da agua, e mesmo uma pré-saturacao deste sinal ndo resolveria
completamente o problema.

Recentemente, Giraudeau e colaboradores® reportaram um estudo
cinético da mutarrotacdo da D-glicose em &gua ndo deuterada, utilizando o
experimento de RMN 2D HSQC, no qual os sinais dos hidrogénios anomeéricos nao
sdo afetados pelo sinal da agua. Entretanto, como o equilibrio € alcancado em
aproximadamente trés (3) h*°, realizar este experimento no modo convencional

impossibilitaria um monitoramento mais preciso da cinética da mutarrotacéo, ja que
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0 tempo de aquisicdo seria elevado. Logo, o estudo em questdo foi realizado
utilizando o experimento de HSQC no modo ultrarrapido (HSQC-UR), onde com

somente 16 varreduras (82 segundos) foi possivel obter o espectro 2D (Figura 17).
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Reproduzido com permissao da ref. 36. Direitos autorais 2011 Simplex Academic Publishers.

Figura 17. Espectro de RMN 2D HSQC-UR da D-glicose, cujos anémeros rebatidos

para dentro da janela indicam os valores dos deslocamentos quimicos reais.

Os sinais dos protons anomeéricos na figura 17 (95,9 e 92,1 ppm) foram
rebatidos na dimensao ultrarrapida, através do ajuste dos gradientes aplicados antes
e depois da etapa de mistura®.

Apos a dissolugdo da D-glicose em &gua ndo deuterada, foi realizada
uma série de experimentos de HSQC-UR intercalados a cada trés (3) minutos, de
modo a caracterizar corretamente a mutarrotacdo. As concentracdes relativas de
ambos anémeros foram ajustadas a um modelo matematico de cinética de primeira
ordem. Os resultados experimentais e do modelo em questdo apresentaram uma
excelente correlagéo (Figura 18), ilustrando assim uma potencialidade da RMN-UR

nos estudos dindmicos em tempo real.
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Reproduzido com permissao da ref. 36. Direitos autorais 2011 Simplex Academic Publishers.

Figura 18. Grafico da cinética da mutarrotacdo da D-glicose em agua. Concentracao

relativa obtida pelo calculo do volume relativo dos picos cruzados anoméricos no

espectro de HSQC-UR, representada em funcdo do tempo.

1.3.2 - Mecanismo de reacao organica

Outra aplicacdo da RMN-UR é o monitoramento de reacdes organicas

em tempo real. Recentemente, Herrera e colaboradores® realizaram um estudo

sobre 0 mecanismo envolvido na sintese de alquilpirimidinas a partir de cetonas

alifaticas.

Os mecanismos envolvidos nas reacfes de compostos carbonilicos e

anidridos trifluormetanossulfénicos ou triflicos (Tf,O) é bastante conhecida, e a

proposta mais aceita indica a formacgdo de um carbocéation (2) de vida média com um

tempo muito curto, oriundo do ataque eletrofilico do anidrido trifico no oxigénio

carbonilico (1). Dependendo das condicdes da reacdo e/ou da natureza do

composto carbonilico, o intermediario 2 pode levar a formacao de triflatos vinilicos

ou mesmo a outros produtos (Figura 19).
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R2 \ Intermediarios —» Outros

/—ETf I f Triflatos vinilicos
Sy O &
R, R ®
) TfOe B
2 -Tf = SO,CF;

1

Adaptado com permissdo da ref. 38. Direitos autorais 2010 American Chemical Society.

Figura 19. Esquema reacional de possiveis reacdes entre anidridos triflicos e

cetonas.
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No estudo em questédo, os reagentes utilizados foram acetofenona com
carbonila marcada (**C) e acetonitrila-d3. A evolugéo do carbono carbonilico foi
monitorada através do experimento de HMBC no modo ultrarrapido (HMBC-UR),
acompanhando duas janelas diferentes devido a limitacdo em termos de janela
espectral da RMN-UR*. Os experimentos foram realizados a cada 10s durante 1h e
52min, resultando num total de 438 experimentos. Dentre estes, 6 experimentos
foram selecionados e possibilitaram o monitoramento (150-210 ppm *3C; 2-9 ppm

'H) da evolucgdo do carbono carbonilico, conforme pode ser verificado na figura 20.
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Adaptado com permissédo da ref. 38. Direitos autorais 2010 American Chemical Society.
Figura 20. Esquema da série de 6 experimentos de HMBC-UR com o0s picos

cruzados do reagente 1, intermediario 2 e produto 3.

O espectro HMBC-1 correspondente a condicéo inicial que antecede a
adicao de Tf,O, mostra um pico cruzado (198,9-2,56 ppm) referente ao acoplamento
dos hidrogénios metilicos com o carbono carbonilico da acetofenona 1. Apds a
adicao de Tf,0O, ocorreu no HMBC-2 uma ligeira mudanca na posicdo do pico
cruzado de 1, e observou-se o aparecimento de um novo pico cruzado (195,2 - 3,26

43,44

ppm) associado ao intermediario 2, com base em dados da literatura e pelo valor
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do deslocamento quimico calculado pelo programa ACD/Laboratories 8.00 Release.
Este sinal apresentou aumento e diminui¢do da intensidade no decorrer da reagéo, o
gue segundo os autores condiz com seu carater de intermediario.

O pico cruzado referente a pirimidina 3 (167,4-8,38 ppm) surgiu no
espectro HMBC-3 e teve sua intensidade aumentada até o fim do monitoramento
(HMBC-6). Foi possivel observar também que o pico relativo a acetofenona 1
diminuiu gradativamente (HMBC-1 a HMBC-5) até desaparecer no HMBC-6,
restando neste somente o pico de baixa intensidade do intermediario 2, e o referente
ao produto 3 de intensidade elevada.

Outra janela (120-180 ppm **C; 2-9 ppm H) foi monitorada e, através
desta foi possivel verificar a presenca de uma mistura de outros dois intermediarios.
Com isso, foi possivel evidenciar o grande potencial que o experimento de HMBC-
UR possui para monitorar uma reacao organica, e fornecer informagdes importantes

tanto de cunho mecanistico quanto estrutural da evolugcéo do centro reativo.

1.3.3 - Monitoramento de separacao cromatografica em tempo real

Atualmente, inumeros estudos de misturas complexas contendo
compostos com atividade biolégica utilizam a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para separacdo e/ou purificacdo destes. Por vezes, a técnica
CLAE é utilizada juntamente com técnicas espectroscopicas e/ou espectrométricas,
sendo estas associacbes conhecidas como técnicas hifenadas*®, dentre as quais
destaca-se a separacdo via cromatografia liqguida (CL) aliada a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN)*.

Na técnica CLAE-RMN a analise pode ser feita em modo continuo (on-
flow), com a realizacdo de uma série de experimentos de 'H & medida que os
compostos vao eluindo da coluna, ou no modo estatico (stop-flow). Neste ultimo, o
pico selecionado previamente é encaminhado ao espectrometro de RMN, e quando
estiver localizado na regido de deteccao a corrida cromatografica € interrompida e a
analise espectroscépica é realizada. Ainda tratando do modo estatico, outra
alternativa € utilizar um dispositivo pos-coluna de extracdo em fase sélida (EFS),
onde as fracbes podem ser coletadas individualmente logo apos a eluicéo,
concentradas em cartuchos com adsorventes apropriados e analisadas uma a uma

através da RMN*"48,
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Mesmo nao permitindo o acompanhamento em tempo real da
separacdo cromatogréfica, e necessitando muitas vezes de um conjunto de
equipamentos mais sofisticados, 0 modo parado é geralmente mais utilizado do que
0 continuo. Isto se deve ao fato de permitir a realizacdo de experimentos de RMN
2D, propiciando assim um estudo estrutural mais completo das substancias
separadas, além de permitir a realizacdo de varios experimentos. Para a execucao
de experimentos de RMN 2D tradicionais, temos que considerar o elevado nimero
de varreduras e dos experimentos na dimenséo t;, o que, implicara num tempo de
anélise mais elevado do que simples experimentos de RMN de 'H, sendo esta uma
das razbes principais para a escolha do modo estatico. Entretanto, este modo
apresenta um problema que pode comprometer os possiveis bons resultados, pois
guando uma corrida cromatografica é interrompida, se o analito eluido for de um pico
largo, ele podera contaminar os proximos picos devido ao efeito de difusédo dentro da
prépria célula de fluxo do espectrometro®’.

Visando contornar a limitacdo do CL-RMN no modo continuo e permitir
a obtencdo de espectros de RMN 2D, Frydman e colaboradores® realizaram um
estudo com experimentos de RMN-UR, para investigar se seria possivel
acompanhar as separacdes cromatograficas em tempo real de uma mistura de 3
compostos: 1-bromonaftaleno, 3,5-dibromobenzeno e dibenzoilmetano.

Por ndo disporem de um equipamento acoplando CLAE-RMN, eles
modificaram uma sonda de 5 mm, fabricada pela empresa Bruker, e instalaram uma
célula centrada na posi¢do da bobina de deteccdo do espectrobmetro, fazendo com
que houvesse uma conexao de entrada e saida do fluxo advindo de uma coluna de
vidro.

Inicialmente, foram feitos alguns experimentos de TOCSY ultrarrapido
(TOCSY-UR) para caracterizar os sinais de cada um dos compostos em estudo
(Figura 21).
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Adaptado com permissado da ref. 39. Direitos autorais 2004 American Chemical Society.

Figura 21. Representacao de espectros individuais de TOCSY-UR do

1-bromonaftaleno, 3,5-dibromobenzeno e dibenzoilmetano.

Como esta separacdo envolveu tempos de retencdo da ordem de

minutos, foi possivel realizar experimentos de TOCSY-UR com 8 varreduras

utilizando fase ciclica, e intercalados por um tempo de reciclagem de 4 segundos, de

modo a aumentar a relacdo sinal/ruido. Com isso, foram coletados 30 espectros

durante a corrida cromatogréafica, dentre

figura 22.
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Figura 22. Representacao da série de 20 experimentos de TOCSY-UR registrados

no decorrer da corrida.
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Ao analisar a série de espectros apresentados na figura 22, foi possivel
observar padrbes caracteristicos das correlacdes esperadas a medida que a eluigdo
ocorria, e estas foram surgindo e desaparecendo gradualmente ao longo do tempo,
comprovando assim a viabilidade do uso de experimentos de RMN-UR para o

acompanhamento de separac¢des cromatograficas em tempo real.

1.4 - Quimica Computacional

Com o intuito de explicar a dindmica dos &tomos e dos sistemas
nucleares, a partir de 1900, foram desenvolvidas diversas teorias que se enquadram
numa denominagdo comum: “Mecanica Quantica” (MQ).

A teoria proposta no ano de 1900 pelo alem&o Max Planck foi uma
propuls&o inicial para o surgimento desse novo ramo cientifico'. Planck propds que
as emissdes atbmicas para uma determinada frequéncia ndo ocorrem de forma
continua, como indicariam as Leis Classicas da Fisica, mas em pequenos pacotes,
que s6 podem ser emitidos quando a energia disponivel para isso atinge valores que
sdo multiplos inteiros de um certo valor minimo dado pelo produto da frequéncia, em
qguestao, por uma constante h que se tornou conhecida desde entdo como constante
de Planck®. Tais pacotes de energia foram chamados de quanta, o plural da palavra
latina quantum, que possui 0 mesmo radical de “quantos” ou “quantidade”. Desde
entdo sucessivas teorias, tal como a do efeito fotoelétrico de Einsten, foram
desenvolvidas e contribuiram indispensavelmente para a consolidagdo da MQ, como
sendo uma ferramenta de extensivas aplicacbes em diversos campos cientificos, e

nao destinada ao fracasso fora dos dominios do atomo.

1.4.1 - Métodos de estrutura eletrdnica

Os métodos de estrutura eletrbnica da matéria se fundamentam na MQ
e possibilitam uma descricdo detalhada da distribuicdo eletrbnica nas moléculas,
tendo em vista que os elétrons sdo particulas muito leves, o que impossibilita uma
descricdo correta através da Mecanica Classica (MC). O objetivo principal desses
métodos € propiciar a resolucdo da equacdo de Schrodinger independente do

tempo:
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HYy=EY (1.22)

onde E representa a energia do sistema, H é o operador Hamiltoniano e ¥ é a
funcdo de onda que descreve o elétron. Nos métodos aqui tratados € utilizada uma
importante simplificagédo, tanto conceitual quanto computacional, pela introducao de
modelos independentes de particulas, onde o movimento de um elétron é

considerado independente da dinamica de todos os outros elétrons®".

1.4.1.1 - DFT (Teoria do Funcional de Densidade)

O método DFT foi desenvolvido em 1964 por Hohenberg e Kohn*?, que
demonstraram ser possivel determinar a energia eletrénica do estado fundamental,
através da densidade eletrbnica p. Se pensarmos numa funcéo de onda para um
sistema de N elétrons que contém 4N varidveis, sendo 3 espaciais e uma
coordenada de spin, a medida que a complexidade da funcdo cresce
exponencialmente com o namero de elétrons, a densidade eletrénica tem 0 mesmo
namero de variaveis, tendo em vista que a densidade € o quadrado da funcao de
onda, integrado sobre N-1 coordenadas eletronicas e cada densidade de spin sé
depende de 3 coordenadas espaciais. A grande questdo € que apesar de cada
densidade resultar numa diferente energia do estado fundamental ndo havia, até o
teorema de Hohenberg-Kohn ser elaborado, um funcional (uma rotina de execucéo
para produzir um numero através de uma funcdo) que conectasse estas duas
quantidades. O método DFT possibilita a conexao entre a densidade eletrénica com
a energia®>>°,

Os primeiros métodos DFT buscavam expressar todos 0s componentes
da energia como um funcional da densidade eletrbnica, mas por ter baixo
desempenho os métodos baseados na fungcdo de onda tiveram maior preferéncia.
Em 1965, Kohn e Sham sugeriram que a energia cinética do elétron podia ser
calculada a partir de um conjunto auxiliar de orbitais, usados para representar a
densidade eletrénica. Para que a eficiéncia do método DFT aumentasse foram
desenvolvidos métodos de gradientes corrigidos ou métodos generalizados de
gradiente. Dentre as varias formas de funcionais de gradientes corrigidos a versao

mais utilizada é a desenvolvida por Lee, Yang e Parr (LYP)**, que é submetido a um
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tratamento matematico conhecido como correcdo de gradiente de Becke®, de forma
gue o conjunto formado por esses trés parametros passa a ser chamado B3LYP.

A vantagem do método DFT frente a muitos outros, da-se através do
fato de que neste método o numero de variaveis se mantém constante
independentemente do numero de elétrons, o0 que ndo ocorre, por exemplo, no
método de Hartree-Fock, no qual as fun¢des de onda tornam-se mais complexas na
medida em que o numero de elétrons do sistema aumenta. Além disso, podemos
citar que o método DFT leva em consideracéo as relacdes eletronicas existentes nas
moléculas®**°,

Os grandes avancos em termos de preciséo para aplicacdes quimicas,
propiciados pelas contribuicdes, em especial, de W. Kohn e J. A. Pople renderam a

estes dois cientistas o prémio Nobel em Quimica no ano de 1998°°.

1.4.1.2 - MQller-Plesset

A formulagdo perturbativa mais popular € a teoria de perturbagcédo de
Rayleigh-Schrddinger, e tem como ideia central dividir o Hamiltoniano em uma parte
principal que possui autofuncdes conhecidas (Hamiltoniano ndo perturbado) e uma
parte restante, chamada perturbacdo. A energia exata € obtida da soma de infinitas
contribuicbes de perturbacédo, chamadas perturbacdes de diversas ordens. Uma
teoria que deriva desta primeira é a teoria de perturbacdo de Mgller-Plesset (MP),
também conhecida como teoria de perturbacdo de muitos corpos (MBPT), que
baseia-se na de Rayleigh-Schrodinger porém com o uso da particdo do Hamiltoniano
eletronico proposta por MP. Dentre as aproximagdes mais utilizadas na MBPT estéo
a de ordem 2 (MP2), 3 (MP3) ou 4 (MP4)8,

Embora a teoria de perturbacdo seja um método bastante usado,
circunstancias existem em que a série de perturbacdo é divergente. Um esquema
alternativo, capaz de fornecer a energia de correlacéo eletrénica de modo eficiente é
o0 método de “coupled cluster” (cc). O método cc foi inicialmente desenvolvido por
Coester e Kimmel na década de 50 para estudos relacionados a fenbmenos fisicos
nucleares, mas para a quimica quantica ganhou uma importancia maior depois que
Cizek e Paldus, na década de 60, reformularam o método para incluir a correlagéao
eletrbnica em atomos e moléculas. De modo geral, ele trata um sistema de muitos

elétrons separando-o em varios aglomerados (“clusters”) com poucos elétrons. Feito
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isso, calculam-se as interacBes entre os elétrons de um mesmo aglomerado e

depois entre diferentes aglomerados®®.

1.4.2 - Conjunto de bases

Um conjunto de funcdes usado para descrever matematicamente 0s
orbitais de um composto quimico é chamado de conjunto de bases. Expandir uma
funcdo desconhecida, como a de um orbital molecular, num conjunto de fungdes
conhecidas n&do seria uma aproximagdo se o conjunto de bases fosse completo.
Entretanto, um conjunto de bases completo significa que um infinito nidmero de
funcdes precisa ser usado, o que ndo é possivel nos calculos atuais. A escolha
correta do conjunto de bases tanto em termos de precisdo quanto ao de tempo de
célculo, é extremamente importante™’.

Dois tipos de funcbes de base comumente utilizados em calculos de
estrutura eletrbnica sdo os orbitais do tipo Slater (STO) e orbitais do tipo Gaussian
(GTO). Os STOs e os GTOs podem ser utilizados juntos para formar uma base
completa, entretanto é necessario um namero maior de GTOs, em compara¢do ao
de STOs, para alcancar certo nivel precisado®’ 8,

Uma nova implementacao de conjunto de bases foi obtida dobrando o
namero de gaussianas em relacdo ao conjunto minimo, produzindo a base do tipo
Double Zeta (DZ). O termo zeta € derivado da letra grega C (zeta) que representa o
expoente da funcdo de base STO. Uma base DZ faz uso de 2 fungdes s (1s e 1s’)
para hidrogénio, 4 funcdes s (1s, 1s’, 2s e 2s’) e 2 conjuntos de funcdes p (2p e 2p’)
para os elementos do 1° periodo da tabela periodica, e assim sucessivamente. 1Sso
confere uma descricdo mais apurada e precisa, por exemplo, da distribuicdo
eletrdnica que é diferente em diferentes dire¢cdes. Tendo em vista que os orbitais
internos ndo sofrem influéncia tdo significativa em comparacdo ao aos orbitais de
valéncia, atualmente, o dobro de orbitais raramente é considerado. Desse modo,
uma variacao da base DZ é geralmente utilizada, na qual somente é considerado o
dobro do numero de orbitais de valéncia, gerando assim um conjunto de base de
valéncia dividida (VDZ). Analogamente também ha a Triple Zeta (TZ), Quadruple
Zeta (QZ) e Quintuple Zeta (5Z). Quanto maior for o expoente da funcdo de base
STO, maior também sera a precisdo dos calculos, aumentando para tal o tempo de

célculo®®.
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Outro tipo de funcéo de base muito importante € a base de correlacao
consistente (cc), conhecida como de Dunning, na qual h& a recuperacdo da energia
de correlacdo dos elétrons de valéncia. Aléem disso, esta base ndo possui algumas
restricbes apresentadas pelas bases anteriormente descritas, sendo dessa forma
mais flexiveis, porém computacionalmente mais custosas. Dentre as bases de
Dunning mais utilizadas estdo a cc-pVDZ (correlagédo consistente polarizada de
valéncia Double Zeta)> e cc-pVTZ®® (correlacdo consistente polarizada de valéncia

Triple Zeta).
1.4.3 — Célculos de propriedades de RMN

Os calculos de propriedades RMN séo realizados em termos da teoria
da perturbacdo descrita por Ramsey. Propriedades como a constante de
acoplamento, susceptibilidade magnética e deslocamento quimico (obtido através do
tensor de blindagem) podem ser calculadas através de modelos teoricos, nos quais
0 campo magnético externo é tratado como uma perturbacéo®.

Quando descrevemos 0 campo magnético externo, € apropriado

escrevermos o potencial vetorial magnético (4) como:
1
A(r) = EBx (r —Ry) (1.23)

Na equacdo 1.16 Ry € a origem gauge, que representa o ponto zero do
vetor potencial. Geralmente, a origem gauge do vetor potencial magnético é tomada
como o centro de massa do sistema, mas com a mudanca da origem deste vetor
podem ser desenvolvidos diferentes modelos tedricos. Dentre os modelos utilizados
para realizar calculo de propriedades de RMN, o mais utilizado para esse tipo de
céalculo é o GIAO (Gauge Independent Atomic Orbital)®*®®, que define para cada
atomo, independentemente, uma origem do potencial vetorial do campo magnético

externo.

33



Introducéo

1.4.4 — Calculos de NBO (Natural Bond Orbital)

O calculo do orbital natural de ligacdo (NBO) toma por base a
densidade eletrbnica entre os atomos para descrever os orbitais das ligacdes
moleculares. Estas ligacdes sdo descritas segundo o padréo de pares eletrénicos da
teoria de Lewis, e os orbitais de ligacdo sdo computados a partir dos orbitais naturais
hibridos, de modo a representarem a densidade eletrénica maxima®.

O NBO pode descrever uma ligacéo o ou «, e para cada NBO ligante
formado ha também a formacdo do correspondente antiligante. O calculo do NBO
também envolve a andlise das interacdes entre NBOs ligantes e antiligantes que
constituem um sistema eletrbnico doador-aceitador. Essas interacbes séao
mensuradas através da energia de estabilizacdo ou delocalizacdo de segunda
ordem (AE®), e quanto maior for o valor desta energia maior também sera a
interac&o doador-aceitador eletrénico. E importante destacar que também é possivel

avaliar interacdes néo ligantes com esta teoria®.

1.5 - Linguagem de programacéao C

O C é uma linguagem de programacdo genérica, imperativa,
estruturada e padronizada pela Organizacao Internacional para Padronizagao (1SO).
Ela foi criada por Dennis Ritchie nos laboratérios da empresa AT&T Bell para
superar as limitacées da linguagem B (criada por Ken Thompson) e, posteriormente,
utilizada para reescrever o sistema operacional UNIX, que se tornou um dos
primeiros sistemas operacionais desenvolvidos em linguagem diferente de
assembly®*%°.

A linguagem C possui caracteristicas tanto de baixo quanto de alto
nivel, o que confere ao C uma grande versatilidade e contribuiu para que se
tornasse uma das linguagens mais amplamente utilizadas de todos os tempos®®,
sendo possivel com ela desenvolver sistemas operacionais e diversos tipos de
programas como de comunicacao, automacéo industrial, gerenciadores de banco de
dados, e até mesmo programas voltados para a solucdo de problemas em

estatistica, matematica, fisica, quimica, dentre outras areas®’. Além disso, varios
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programas voltados para a aquisicdo e/ou processamento de dados de RMN fazem
uso do C como uma de suas linguagens béasicas.

Um programa em C € escrito numa linguagem logica que é
compreendida pelo programador, mas nao diretamente pela maquina. Por isso, &
necessario que antes da execuc¢do o programa seja compilado, que nada mais é do
que ser traduzido para a linguagem de maquina. Grande parte dos sistemas
operacionais atuais possui compiladores C e, com isso, um cédigo escrito num
sistema pode com pouca ou mesmo nenhuma alteracdo ser compilado e executado
normalmente em outro sistema que possua tal compilador. Isso confere uma
caracteristica de portabilidade que é marcante nesta linguagem®.

Vale ressaltar que o C influenciou a criacdo de varias linguagens de
programacao, dentre as quais podemos citar a conhecida C++, inicialmente derivada

do C para suportar a programacao utilizando orientacdo a objetos®®.
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Objetivos

2 - Objetivos

Os objetivos deste trabalho sao:

1. Implementar e otimizar as sequéncias de pulso de COSY e HSQC
no modo ultrarrgpido (COSY-UR e HSQC-UR), nos espectrémetros de RMN do
laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da
UFSCar, visando assim descrever um protocolo detalhado para implementagéo
destes experimentos.

2. Desenvolver um algoritmo em linguagem de programacdo C e
incorporéd-lo ao programa computacional do proprio espectrébmetro, de modo a
permitir o processamento dos dados de RMN-UR, e consequentemente a obtencéo
dos espectros em tempo real.

3. Realizar a identificacdo em tempo real de uma mistura dos
flavonoides: epicatequina, naringenina e naringina, submetida a separacdo
cromatografica num sistema CLAE-RMN em modo de fluxo continuo, através da
realizacdo de experimentos de RMN 2D COSY-UR.

4. Monitorar a reacdo de hidrélise do acetal 2-(4-nitrofenil)-1,3-
dioxolano com o experimento de RMN HSQC-UR, a fim de inferir a respeito do
mecanismo da reacdo por meio da identificacdo de intermediario(s).
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3 - Procedimentos Experimentais

3.1 - Materiais e equipamentos

a) Espectrometros de RMN

Os estudos de implementacdo e monitoramento de reacédo foram
realizados no laboratério de RMN do Departamento de Quimica da UFSCar, nos
seguintes equipamentos:

e Espectrémetro Bruker Avance Il - 9,4 Tesla, cujas frequéncias para
'H e '3C sd0 400,15 MHz e 100,62 MHz, respectivamente. A sonda utilizada foi a
modelo SmartProbe™ para tubos com didmetro de 5 mm, sendo esta equipada com
uma bobina de gradiente de campo no eixo z (50 G/cm) e uma unidade de ajuste
automético da sintonia - ATMA (Automatic Tuning and MAtching). A bobina de
deteccdo mais interna pode ser sintonizada para observar tanto °F quanto outros
ndcleos que esteja na faixa de *'P e N. J4 a bobina mais externa é sintonizada
para 'H tanto no modo observacdo quanto no desacoplamento. Esta sonda foi
projetada para permitir detectar de forma direta os ntcleos X (3P — °N).

e Espectrometro Bruker Avance Ill - 9,4 Tesla, com frequéncias para *H
e °C iguais a, respectivamente, 400,13 MHz e 100,62 MHz. Equipado com uma
sonda multinuclear de deteccéo inversa (BBI - Broadband Inverse) para tubos com
diametro de 5 mm, sendo munida de uma bobina de gradiente de campo no eixo z
(50 G/cm) e uma unidade de ajuste automéatico da sintonia - ATMA (Automatic

Tuning and MAtching).

b) Sistema CLAE-RMN

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia AGILENT TECHNOLOGIES
1200 SERIES, contendo uma bomba quaternaria com degaseificador G1322A, um
detector ultravioleta com arranjo de diodos (UV-DAD) G1315D e um auto injetor
G1329A. Utilizou-se uma coluna Kromasil 100-5-C18 (5 pm, 100 A, 25 cm x 4.6 mm)
do fabricante AkzoNobel. O controle do cromatografo foi realizado através do

software HyStar 3.2.
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Este sistema cromatografico esta acoplado a um espectrémetro Bruker
Avance Il — 14,1 Tesla, com frequéncias para 'H e **C iguais a 600,23 MHz e
150,93 MHz, respectivamente. Equipado com uma sonda criogénica TCI (Triple-
resonance Cryprobe Inverse) de 5 mm, na qual as bobinas de *H e *C e o pré-
amplificador séo refrigerados por hélio, permitindo um aumento significativo da
sensibilidade, que nesse caso € 4 vezes maior em comparagado a sensibilidade das
sondas convencionais. Esta sonda possui uma bobina de gradiente de campo no
eixo z (53 G/cm) e uma unidade de ajuste automatico da sintonia - ATMA (Automatic
Tuning and MAtching). Para permitir o acoplamento CLAE-RMN foi instalado o
acessorio CryoFIT™, que é inserido na sonda e possui capilares, nas extremidades,
que sdo conectados ao CLAE, além de possuir uma cela de deteccdo com um

volume total de 60 pL.
c) Outros

Para efetuar a pesagem dos compostos estudados foi utilizada uma
balanca analitica digital Bioprecisa (modelo FA-2104N) com precisao de 0,1 mg.

3.2 - Preparo das amostras

a) Solventes deuterados

Os solventes deuterados utilizados nas andlises de RMN foram:

e Oxido de deutério (D,0): comercializado pela Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. (CIL) com pureza de 99,9%.

e Cloroformio-D (CDCI3): comercializado pela Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. (CIL) com pureza de 99,8%.

e Metanol-D4 (MeOD): comercializado pela Cambridge Isotope

Laboratories, Inc. (CIL) com pureza de 99,8%.
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b) Amostras para implementacao

As amostras padréo utilizadas na implementagao dos experimentos de
RMN-UR foram de H,O/D,O (90:10 — 600 uL) e de 1-bromohexano (200 uL em
400 puL de CDCl3) comercializado pela Merck KGaA, com pureza igual a 99%.

Também foram preparadas amostras de dois compostos comerciais
para testar os experimentos implementados: Levamisol (pureza = 99%) - Sigma-
Aldrich (10,0 mg em 600 uL de MeOD) e D-(+)-glicose (pureza = 99,5%) - Sigma-
Aldrich (220,0 mg em 600 uL de D,0).

c) Mistura de flavonoides

Para efetuar o estudo da identificacdo em tempo real no sistema CLAE-
RMN, a mistura dos flavonoides naringenina (pureza = 95%) - Sigma-Aldrich,
naringina (pureza = 95%) - Sigma-Aldrich, e epicatequina (pureza = 98%) - Sigma-
Aldrich foi preparada contendo 10,0 mg de cada um deles. Estes foram solubilizados
em 1 mL de acetonitrila/agua (ACN/H,0) na proporcéo 45:55.

d) Reacéo de hidrélise

Para realizar o estudo de monitoramento de reagdo organica foi
utilizado o acetal 2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano (40,0 mg em 600 uL de CDCI3), ao
qual foram adicionados 50 uL de &cido trifluoracético anidro. A reagéo deste estudo
foi realizada a 25°C.

Para obtermos os dados experimentais de RMN do produto desta
reacdo, foram realizados experimentos de RMN 1D de 'H e **C do
p-nitrobenzaldeido (5,0 mg em 600 uL de CDCI;3) comercializado pela Sigma-Aldrich
com pureza de 98%.

O acetal citado anteriormente foi sintetizado e fornecido pela
mestranda Fabiane Aparecida Batalha dos Santos (DQ-UFSCar), orientada pelo
Prof. Dr. Kleber Thiago de Oliveira, que também forneceu o acido trifluoracético

anidro e o p-nitrobenzaldeido.
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3.3 - Aquisicéo e processamento dos experimentos de RMN

3.3.1 - Experimentos 1D de hidrogénio

Os espectros de RMN de *H foram realizados no espectrémetro Bruker
Avance Il 400,15 MHz para 'H equipado com a sonda SmartProbe™, adquiridos
utilizando-se uma sequéncia de pulsos com um Unico pulso para *H (zg), sem girar a
amostra e numa temperatura de 25°C. Os parametros utilizados na aquisicdo estédo

descritos na tabela 1.

Tabela 1: Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos 1D de hidrogénio.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 65.536
Janela espectral (SW) 12,0 ppm
Tempo de aquisicéo (AQ) 6,82 s
N.° de varreduras (NS) 8
Duracéao do pulso de 90° (p1) 8,25 us
Frequéncia central do pulso (O1P) 6,0 ppm
Tempo de relaxagao (d1) 10s

Em seguida, os dados foram processados aplicando-se uma
transformada de Fourier com 65.536 pontos (SI), a fase (apk) e a linha de base (abs)

foram corrigidas automaticamente.

3.3.2 - Experimentos 1D de carbono

Os espectros de RMN de **C {*H} foram realizados no espectrémetro
Bruker Avance Il 400,15 MHz para ‘H equipado com a sonda SmartProbe™,
adquiridos utilizando-se uma sequéncia de pulsos com um pulso duro para **C com
angulo de rotacdo de 30° e desacoplamentos de *H considerando o efeito NOE
durante o tempo de relaxacdo (zgpg30), sem girar a amostra e numa temperatura de

25°C. Os parametros utilizados na aquisi¢do estao descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Parametros de aquisicao utilizados nos experimentos 1D de carbono.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 32.768
Janela espectral (SW) 240,0 ppm
Tempo de aquisicéo (AQ) 0,68s
N.° de varreduras (NS) 1024
Durac&o do pulso de 30° (*3C) 4,95 ps
Frequéncia central do pulso (O1P) 100,0 ppm
Tempo de relaxagéo (d1) 0,1s
Programa de desacoplamento (CPDPRG) waltz16
Duracéo do pulso de 90° para desacoplamento 90 us

Em seguida, os dados foram processados aplicando-se uma
transformada de Fourier com 32.768 pontos (SI), a fase (apk) e a linha de base (abs)

foram corrigidas automaticamente.

3.3.3 - Experimentos de COSY convencional

As correlagdes homonucleares *H-'H foram obtidas através dos
experimentos de COSY, que foram realizados no espectrometro Bruker Avance Il
400,15 MHz para 'H equipado com a sonda SmartProbe™, sem girar a amostra e

numa temperatura de 25°C. Foi utilizada a sequéncia de pulsos descrita na figura 23

(cosygpdf).
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Figura 23: Representacdo esquematica da Sequéncia de pulsos do experimento
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COSY tradicional utilizada nos estudos de implementacgéao realizados neste trabalho.

Os parametros de aquisicdo utilizados estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3: Parametros de aquisicdo utilizados nos experimentos de COSY

convencional.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo direto (TDF2) 4.096
N.° de pontos do dominio de tempo indireto (TDF1) 128
Janela espectral do dominio direto (SW2) 12,0 ppm
Janela espectral do dominio indireto (SW1) 12,0 ppm
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ-F2) 0,37 s
Tempo de aquisi¢cdo no dominio indireto (AQ-F1) 0,01s
N.° de varreduras (NS) 6
Duracéo do pulso de 90° (p1) 8,75 us
Frequéncia central do pulso (O1P) 6,0 ppm
Tempo de relaxagao (d1) 20s
Tempo maximo de duracéo da evolucédo indireta 22,87 ms
Duracéo do gradiente G, 1,0 ms
Amplitude do gradiente G; +5,0 G/cm

Em seguida, os dados foram processados aplicando-se uma
transformada de Fourier com 2048 pontos em F2 (SIF2) e 512 pontos em F1 (SIF1),
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utilizando a funcéo de apodizacdo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 3,

em ambos 0s eixos. A fase foi ajustada manualmente.

3.3.4 - Experimentos de HSQC convencional

As correlacdes heteronucleares 'H-*C foram obtidas através de
experimentos de HSQC, que foram realizados no espectrobmetro Bruker Avance lll
400,13 MHz para 'H equipado com a sonda BBI, sem girar a amostra e numa

temperatura de 25°C. Foi utilizada a sequéncia de pulsos descrita na figura 24

(hsqcetgp).
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Figura 24: Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos do experimento

HSQC tradicional utilizada nos estudos de implementacéao realizados neste trabalho.

Os parametros de aquisicao utilizados estao descritos na tabela 4.

Tabela 4: Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos de HSQC

convencional.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo direto (TDF2) 4.096
N.° de pontos do dominio de tempo indireto (TDF1) 128
Janela espectral do dominio direto (SW2) 14,0 ppm
Janela espectral do dominio indireto (SW1) 240,0 ppm
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Continuacao da tabela 4

Parametro Valor
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ-F2) 0,183 s
Tempo de aquisi¢cdo no dominio indireto (AQ-F1) 0,003 s
N.° de varreduras (NS) 8
Durac&o do pulso de 90° (*H) 8,00 ps
Durac&o do pulso de 90° (*3C) 15,00 us
Frequéncia central do pulso no canal de *H (O1P) 6,0 ppm
Frequéncia central do pulso no canal de **C (O2P) 99,0 ppm
Tempo de relaxacgéo (d1) 20s
Tempo de espera — INEPT (1/4J) 1,72 ms
Tempo maximo de duracdo da evolucéo indireta 2,63 ms
Duracéao do gradiente G, 1,0 ms
Amplitude do gradiente G; +40,00 G/cm
Duracéao do gradiente G, 1,0 ms
Amplitude do gradiente G, +10,00 G/cm

Os dados foram processados aplicando-se uma transformada de

Fourier com 2048 pontos em F2 (SIF2) e 512 pontos em F1 (SIF1), utilizando a
funcdo de apodizacdo seno quadrado (QSINE) e o fator SSB igual a 3, em ambos os

eixos. A fase foi ajustada manualmente.

3.3.5 - Calibracédo dos pulsos e gradientes da etapa de excitacao

dos experimentos de RMN-UR

A calibracdo dos pulsos e gradientes da etapa de excitagcdo dos
experimentos de RMN-UR foi realizada no espectrémetro Bruker Avance Ill 400,15
MHz para 'H equipado com a sonda SmartProbe™, sem girar a amostra e numa

temperatura de 25°C. Foi utilizada a sequéncia de pulsos descrita na figura 25.
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Figura 25: Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos para calibracdo dos

pulsos e gradientes da etapa de excitacao dos experimentos de RMN-UR.

Os parametros espectrais de aquisicdo utilizados estdo descritos na

tabela 5.

Tabela 5: Parametros espectrais de aquisi¢cao utilizados na calibracdo dos pulsos e

gradientes da etapa de excitacdo dos experimentos de RMN-UR.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo (TD) 2984
Janela espectral (SW) 300,0 ppm
Tempo de aquisicédo (AQ) 10 ms
N.° de varreduras (NS) 1
Duracgéo do pulso de 90° (p1) 8,75 us
Frequéncia central do pulso (O1P) 4,8 ppm
Largura do pulso formatado 60 kHz

Forma do pulso formatado
Suavizacao do pulso formatado
Duragéao do pulso formatado (p11)
Poténcia calibrada do pulso formatado (SPW1)
Tempo de relaxacao (d1)

Tempo de espera d;

Tempo de espera ds

Tempo de espera dg

a7

Smoothed Chirp
10%

15 ms
794,33 mW
20s
1,0 ms
1,0 ms

1,0 ms
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Continuacao da tabela 5

Parametro Valor

Tempo de espera ds 4,3 ms

Duracgéo do gradiente G; 15,0 ms
Amplitude do gradiente G; (GPZ0) +6,77 G/cm

Duracéo do gradiente G, (d2) 10,0 ms
Amplitude do gradiente G, (GPZ1) +4,00 G/cm

Duracao do gradiente G3 (d5) 14,3 ms
Amplitude do gradiente G3 (GPZ2) +4,00 G/cm

Para o processamento dos dados foi aplicando uma transformada de
Fourier com 2984 pontos e utilizando uma funcéo de apodizagcdo com LB =-20 Hz e
GB = 0,5. A fase foi ajustada manualmente e o valor de corregao encontrado foi de
70.000°.

3.3.6 - Experimentos de COSY-UR
As correlacdes homonucleares 'H-'H foram obtidas através dos
experimentos de COSY-UR, que foram realizados no espectrometro Bruker Avance

Il 400,15 MHz para *H equipado com a sonda SmartProbe™, sem girar a amostra e

numa temperatura de 25°C. Foi utilizada a sequéncia de pulsos descrita na figura 26.
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Figura 26: Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos do experimento

COSY-UR utilizada nos estudos de implementacéo realizados neste trabalho.

Os parametros de aquisicao utilizados estédo descritos na tabela 6.

Tabela 6: Parametros de aquisicéo utilizados nos experimentos de COSY-UR.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo direto (TDF2) 131.072
N.° de pontos do dominio de tempo indireto (TDF1) 1
Janela espectral do dominio direto (SW2) 1666,0 ppm
Janela espectral do dominio indireto (SW1) indiferente
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ-F2) 0,065 s
Tempo de aquisicdo no dominio indireto (AQ-F1) indiferente
N.° de varreduras (NS) 1
N, (13) 128
Duracéo do pulso de 90° (p1) 8,75 us
Frequéncia central do pulso (O1P) 2,1 ppm
Largura do pulso formatado 60 kHz

Forma do pulso formatado
Suavizacao do pulso formatado

Duracgao do pulso formatado (p11)
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Continuacao da tabela 6

Parametro Valor
Tempo de espera d; 10,0 ps
Tempo de espera d3 20,0 us
Tempo de espera dg 30,0 us
Tempo de espera ds 10,0 ps
Tempo de espera dg 20,0 us
Tempo de espera d; 20,0 us
Duracgéo do gradiente Ge 15,0 ms
Amplitude do gradiente G, (GPZ0) 16,77 G/cm
Duracéo do gradiente G; (p23) 1,0 ms
Amplitude do gradiente G; (GPZ23) +45,00 G/cm
Duracéo do gradiente G, (p26) 1,0 ms
Amplitude do gradiente G, (GPZ26) +45,00 G/cm
Duracéo do gradiente Gy, (d25) 400,0 ps
Amplitude do gradiente G, (GPZ25) -10,0 G/cm
Duracéo do gradiente +G, (d20) 236,0 us
Amplitude do gradiente +G, (GPZ2) +35,00 G/cm
Duracao do gradiente -G, (d20) 236,0 us
Amplitude do gradiente -G, (GPZ3) -35,01 G/cm

Em seguida, os dados foram processados por meio de um pacote de
processamento (ufpg) criado pelo Dr. Patrick Giraudeau, utilizando uma funcéo de
apodizacdo na dimensao ultrarrapida (LB = -50,0 Hz e GB = 0,5) e também na
dimenséo tradicional (LB =-8,0 Hz e GB = 0,08).

3.3.7 - Experimentos de COSY-UR com pré-saturacao

Os experimentos de COSY-UR com pré-saturacdo foram realizados no
espectrdometro Bruker Avance Il 600,23 MHz para *H equipado com uma criossonda
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TCI, sem girar a amostra e numa temperatura de 25°C. Foi utilizada a sequéncia de

pulsos descrita na figura 27.
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Figura 27: Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos do experimento

COSY-UR com pré-saturacao utilizada nos estudos de CLAE-RMN realizados neste

trabalho.

Os parametros de aquisicdo sdo idénticos aos descritos para 0s
experimentos de COSY-UR (Secéo 3.3.6), salvo pela inclusdo de alguns parametros

para pré-saturacdo dos sinais dos solventes, conforme descritos na tabela 7.

Tabela 7: Parametros de aquisicdo adicionais utilizados nos experimentos de

COSY-UR.
Parametro Valor
Duracao do pulso de pré-saturacédo no canal 1 (d1) 6,0s
Poténcia do pulso de pré-saturacdo no canal 1 (PLW9) 0,1 mW
Duracao do pulso de pré-saturacédo no canal 2 (d1) 6,0s
Poténcia do pulso de pré-saturacdo no canal 2 (PLW12) 0,1 mW
Tempo de espera ds 43,0 pus

O processamento foi realizado da mesma forma descrita para os
experimentos de COSY-UR (Secé&o 3.3.6).
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3.3.8 - Experimentos de HSQC-UR

As correlacdes heteronucleares 'H-*C foram obtidas através de
experimentos de HSQC-UR, que foram realizados no espectrometro Bruker Avance
Il 400,13 MHz para 'H equipado com a sonda BBI, sem girar a amostra e numa
temperatura de 25°C. Foli utilizada a sequéncia de pulsos descrita na figura 28.
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Figura 28: Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos do experimento
HSQC-UR, baseado no esquema de codificacao espacial em tempo constante
proposta por Pelupessy?’.

Os parametros de aquisicdo utilizados estéo descritos na tabela 8.

Tabela 8: Parametros de aquisi¢do utilizados nos experimentos de HSQC-UR.

Parametro Valor
N.° de pontos do dominio de tempo direto (TDF2) 131.072
N.° de pontos do dominio de tempo indireto (TDF1) 1
Janela espectral do dominio direto (SW2) 1666,0 ppm
Janela espectral do dominio indireto (SW1) indiferente
Tempo de aquisicdo no dominio direto (AQ-F2) 0,065 s
Tempo de aquisicdo no dominio indireto (AQ-F1) indiferente
N.° de varreduras (NS) 8

52



Procedimentos Experimentais

Continuacao da tabela 8

Parametro Valor
N2 (13) 128
Durac&o do pulso de 90° (*H) — (p1) 8,75 us
Durac&o do pulso de 90° (**C) — (p3) 13,0 ps
Frequéncia central do pulso (*H) — (O1P) 2,0 ppm
Frequéncia central do pulso (**C) — (O2P) 25,0 ppm
Largura do pulso formatado 60 kHz
Forma do pulso formatado Smoothed Chirp
Suavizacao do pulso formatado 10%
Duracgéo do pulso formatado (p7) 15 ms
Tempo de espera d; 10,0 ps
Tempo de espera d3 10,0 ps
Tempo de espera dg 10,0 ps
Tempo de espera — INEPT (1/4J) 1,72 ms
Duracéo do gradiente Ge 15,0 ms
Amplitude do gradiente G (GPZ0) +20,00 G/cm
Duracéo do gradiente G; (d14) 650,0 ps
Amplitude do gradiente G; (GPZ4) +30,00 G/cm
Duracéao do gradiente G, (d15) 650,0 us
Amplitude do gradiente G, (GPZ5) +7,50 G/cm
Duracéao do gradiente +G, (p15) 236,0 us
Amplitude do gradiente +G, (GPZ15) +35,00 G/cm
Duracgao do gradiente -G, (p15) 236,0 ps
Amplitude do gradiente -G, (GPZ16) -35,01 G/cm

Em seguida, os dados foram processados por meio de um pacote de

processamento (ufpg) criado pelo Dr. Patrick Giraudeau, utilizando uma funcao de

apodizacdo na dimensao ultrarrapida (LB = -50,0 Hz e GB = 0,5) e também na

dimenséao tradicional (LB =-8,0 Hz e GB = 0,08).
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3.4 - Condi¢cdes cromatogréficas

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando modo reverso
de eluicdo, fase movel constituida da mistura isocrética de acetonitrila/agua
(ACN:H20) na proporcdo 45:55, sendo H,O uma mistura 50:50 de H,O/D,0O, com
vazéo de 0,4 mL/min. e monitorando o comprimento de onda de 244 nm. O volume

de injecao da amostra foi de 100 pL.

3.5 - Célculos teodricos

Para a realizacdo do estudo tedrico do acetal, intermediario e do
produto final da reacéo de hidrolise, foi utilizado um computador configurado com um
processador AMD Phenom Il X4 8403.2 GHz, memoria de 4,0Gb DDR3 e HD de
500Gb, operando no sistema operacional Linux - distribuicdo openSUSE 11.3. As
estruturas dos compostos foram desenhadas no programa GaussView 4.1.2°¢, assim
como os orbitais NBO também foram visualizados neste programa computacional.
Ap6s isso foi realizada a otimizacdo destas no programa GAUSSIAN 03", usando o
método MP2. O conjunto de bases cc-pVDZ foi usado para as otimizacfes das
geometrias.

Todos os célculos de tensores de blindagem de RMN e NBO foram
feitos utilizando como entrada as estruturas otimizadas, com o nivel de teoria B3LYP
e usando o método GIAO. O conjunto de fungBes de base aplicado para realizar
estes célculos foi 0 cc-pVTZ, sendo as bases de correlacdo consistente (cc) geradas
através da recuperacdo da energia de correlacdo dos elétrons de valéncia. O efeito
do solvente cloroformio foi incluido em todos os calculos tedricos realizados
utilizando o modelo continuo polarizavel (PCM).

Os tensores de blindagem de RMN calculados foram convertidos em
deslocamentos quimicos (8), considerando os tensores de blindagem de *H e de **C
calculados do TMS no mesmo nivel de teoria. Os valores calculados dos tensores de
blindagem (deslocamentos quimicos) de RMN de 'H e de *C foram entdo

comparados com os valores experimentais.
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3.6 - Desenvolvimento do algoritmo de processamento

Para desenvolver um algoritmo de processamento dos dados de RMN-
UR em linguagem de programacgéo C, foi utilizado um computador configurado com
um processador Intel Core i7 930 2.80 GHz, memodria de 8,0 GB DDR4 e HD 1,0
Tera, operando no sistema operacional Linux - distribuicdo openSUSE 11.3. O
software TopSpin 3.0, versao Linux, foi instalado neste computador para realizar 0os

testes de implementac&o necessarios.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 - Implementacé&o dos experimentos de RMN-UR

Na literatura é possivel encontrarmos os mais variados tipos de artigos
a respeito da promissora técnica RMN-UR, que vao desde estudos sobre a
sensibilidade®, resolucdo’®, forma de linha™ e janela espectral**’?, até aplicacdes
em processos dinamicos’®, anéalises quantitativas’™® ou mesmo no acoplamento da
Polarizacdo Dinamica Nuclear com a RMN®. Contudo, a implementacéo deste tipo
de experimento ndo € tarefa trivial, e alguns erros passiveis de serem cometidos
neste procedimento podem ocasionar danos irreversiveis a sonda de rf.

Por isso, no presente capitulo sera descrito o protocolo que otimizamos
e utilizamos para implementar os experimentos de RMN-UR nos espectrometros do
laboratorio de RMN do DQ-UFSCar, discutindo ainda os principais cuidados a serem
tomados na realizacdo deste procedimento. As sequéncias de pulsos de RMN-UR
utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelo Dr. Patrick Giraudeau (Université de

Nantes).

4.1.1 - Calibracao dos gradientes e pulsos de codificagéo

Para os experimentos de RMN-UR, uma etapa muito importante é a
excitacao espacialmente seletiva. Primeiramente, é necessario calibrar os gradientes
de excitacdo e, com isso, determinar a disperséo de frequéncia induzida por estes. A
proxima etapa € a calibracédo dos pulsos de excitacdo de modo que "coincidam™ com
a dispersdo de frequéncia criada pelos gradientes. Na verdade, a largura de pulso
deve ser ligeiramente superior a esta dispersdo para garantir que toda a amostra
seja excitada, pois devido a natureza do pulso adiabatico suavizado a amplitude
maxima ndo € alcancada instantaneamente ap0s a aplicacdo deste, mas somente
alguns instantes depois e ap6s o término do crescimento inicial gradativo da
amplitude, conforme ilustrado na figura 4b (pg. 8).

Para uma calibracdo inicial, deve ser utilizada uma amostra com

somente uma frequéncia de ressonancia e, por isso, utilizamos H,O em D,O na
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proporcao 90:10. A sequéncia de pulsos utilizada na calibracdo dos gradientes e

pulsos de codificacdo esta representada graficamente conforme a figura 29.

Figura 29: Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos para calibracdo dos
gradientes requeridos na etapa de codificacdo dos experimentos de RMN-UR. O

bloco tracejado € incluido para calibracdo dos pulsos formatados.

Na sequéncia de pulsos da figura 29 a primeira etapa, delimitada por
um retangulo tracejado, envolve a aplicacio de um pulso adiabético
concomitantemente a um pulso de gradiente de campo, 0 que resulta numa
excitacdo espacialmente seletiva dos spins de maneira continua. Ja os demais
blocos séo responséaveis por induzir a formagdo de um eco de spin, que possibilita a
obtencao do perfil de excitagcdo da amostra.

Inicialmente o bloco tracejado foi desativado ajustando a poténcia do
pulso de excitacao seletiva para 0,0 W, e a do gradiente G; para 0,0 G/cm. Realizou-
se entdo a calibracdo da dispersdo de frequéncia induzida pelos gradientes,
utilizando o bloco restante da sequéncia de pulsos (Figura 29).

O gradiente G, ndo possui um valor fixo, podendo ser configurada com
amplitude diferente de 4,0 G/cm, porque ele somente servira como uma referéncia
para um determinado valor de disperséo de frequéncia, e que, sera posteriormente
ajustado conforme a largura do pulso de excitacdo utilizado. O valor do tempo
requerido para ligar o gradiente foi ajustado, e o experimento repetido algumas
vezes até que o eco gerado estivesse corretamente posicionado no centro da janela
espectral, conforme pode ser visto na figura 30.

Para o processamento dos dados aplicou-se uma funcdo de
apodizagédo com LB (Lorentzian-Broadening) de -20 Hz e GB (Gaussian-Broadening)
igual a 0,5, ou seja, na posicao central da janela de aquisicdo. Por fim, uma
transformada de Fourier foi realizada e o perfil de excitagdo da amostra obtido
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(Figura 30a). Contudo, devido a dispersao de frequéncia induzida pelos gradientes
tornou-se necessaria uma ampla correcdo de fase de primeira ordem (70.000°),
seguida de uma pequena correcdo de ordem zero, para obtermos uma imagem
simétrica deste perfil (Figura 30b).

a) b)

Fase corrigida

——r 7T —— T T 7T
40 20 0 -20 [ppm] 40 20 0 20 [ppm]

Figura 30: Representacao do perfil de excitagao obtido da sequéncia de pulsos na
Figura 1 (sem o bloco tracejado), possibilitando a calibracéo da intensidade do

gradiente, sem (a) e com (b) a correcéo de fase.

A largura a meia altura (Av) do perfil de excitagdo (Figura 30b)
corresponde a dispersdo de frequéncia induzida pelo gradiente G,, que pode ser

descrita matematicamente como:

onde y é a constante magnetogirica do nacleo detectado e L representa o

comprimento da regiao de deteccéo da bobina. No nosso caso, um gradiente G, de
4,0 G/cm induziu uma disperséao de frequéncia de 31.905,5 Hz.

Para que a realizacdo de um experimento de RMN-UR seja bem
sucedida, a amplitude do pulso de gradiente tem de ser ajustada, de modo a induzir
uma dispersao de frequéncia muito maior que a faixa de deslocamento quimico dos
spins em guestdo. Isso garante que todas as frequéncias de ressonancia seréo
igualmente localizadas numa dada posi¢cdo z. Como a amplitude do gradiente tem
relacdo diretamente proporcional com a dispersdo induzida, utilizou-se uma

amplitude de 6,77 G/cm (parametro G; - Figura 29) para induzir uma dispersao de
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frequéncia de aproximadamente 54.000,0 Hz, valor bem superior a faixa de
deslocamento quimico normalmente associada aos nucleos de hidrogénio.

Por razdes citadas anteriormente, a largura do pulso de codificacao
espacial precisa ser um pouco maior do que a dispersao de frequéncia induzida. Por
isso, na calibracdo do pulso adiabatico de codificacdo um pulso formatado do tipo
smoothed chirp foi criado (Figura 31) com 10% de suavizacdo, duracdo de
15 ms e uma faixa de frequéncia de 60.000 Hz, valor este 10% maior que a

disperséo previamente calibrada.

SmoothedChirp

oliude g
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6000 Size of Shape / +

600000 Total Sweep-Width [Hz] 60000 0 /

15000.0 Length of Pulse [usec) 15000.0
10.0 % to be smoothed 10.0 /

va

v Low to high Field
Smoathing (-pi2 -> +pii2)

Resulls
900.00 R-Factor
797.88 GammaB1 (max)/2pi/sqri(Q) [Hz]
Calculator

50 Q (for middie of shape)
178412 | GammaB1(max)/2pi [Hz)

T T

T
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T T T
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Figura 31: Representacéo da imagem do perfil de amplitude e fase do pulso
smoothed chirp, utilizado na etapa de codificacdo, com as respectivas

especificacdes deste pulso.

A etapa de calibracdo do pulso (Figura 29 - bloco tracejado) foi entao
ativada e partindo de 0,1 mW a poténcia do pulso formatado foi aumentada
parametricamente. Acompanhou-se minuciosamente a inversdo e ao ser obtida a
inversdo completa do perfil de excitacdo conforme figura 32, certificou-se que o

pulso estava corretamente calibrado e a poténcia usada foi de 794,33 mW.
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40 20 0 -20 [ppm]

Figura 32: Representacéo do perfil de excitacdo obtido da sequéncia de pulsos na
Figura 1 (incluindo o bloco tracejado) com a correcao de fase, permitindo a
calibracdo da poténcia do pulso formatado antes de realizar os experimentos
ultrarrapidos.

E importante ressaltar que esta etapa requer muita atencéo e cuidado,
pois devido a natureza do pulso adiabatico mesmo que a poténcia configurada seja
superior a requerida para uma inversdo completa, o perfil visualizado continuara
mostrando-se invertido, podendo dar a impressao errbnea de que o processo de
inversao ainda esta ocorrendo. Como a duracéo do pulso formatado utilizado é longa
(15 ms), uma poténcia com valor acima do necessario podera causar danos

irreversiveis a sonda.

4.1.2 — Implementagdo do experimento COSY-UR

A partir da calibracdo do gradiente e do pulso de codificacao,
procedeu-se a implementacéo do experimento de RMN homonuclear 2D COSY-UR.
Conforme discutido anteriormente, a abordagem de codificagcao espacial em tempo
constante, proposta por Pelupessy”, é uma das mais eficientes em termos de
sensibilidade e resolucéo, sendo esta, portanto, adotada neste trabalho. A sequéncia

de pulsos utilizada para realizacdo deste experimento é ilustrada na figura 33.
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Figura 33: Representacdo da sequéncia de pulsos do experimento COSY-UR,
baseado no esquema de codificacéo espacial, em tempo constante, proposta por
Pelupessy®.

A sequéncia de pulsos acima inicia com um pulso ndo seletivo n/2,
seguido do bloco de codificacdo espacial em tempo constante, no qual dois pulsos
adiabaticos sdo aplicados juntamente com um par bipolar de gradientes (Gg),
proporcionando a codificacdo espacial dos spins. Apés o primeiro pulso formatado a
fase dos spins tem dependéncia quadratica em z (Equacdo 1.16, p. 17), sendo
portanto necessaria a aplicacdo de um segundo pulso na presenca de um gradiente
oposto para remover esta dependéncia e tornar as posicdes em z dos spins
linearmente proporcionais as frequéncias de ressonancia.

Prosseguindo na sequéncia de pulsos temos a etapa de mistura, que é
a mesma utilizada em experimentos de COSY 2D tradicionais, e também a etapa de
selecéo de coeréncia através de gradientes (G; e G;) antes e depois da mistura. Um
gradiente de purga (Gp) € usado com o intuito de alterar a posicdo dos ecos na
dimensao ultrarrapida, a fim de centraliza-los na janela passivel de ser observada. A
amplitude de G, tem de ser ajustada manualmente e pode ser tanto positiva quanto
negativa, dependendo somente da posi¢do dos ecos na dimensdo ultrarrapida. Por
fim, utilizando um esquema de aquisicdo baseado na EPI®, um par bipolar de
gradientes de aquisicdo (G,) é aplicado durante 2xT,, para refocar a defasagem
induzida pela etapa de codificacdo espacial, resultando na formacéo de sucessivos
ecos de acordo com as distintas frequéncias de precessdo dos nucleos. Este
processo € repetido N, vezes, possibilitando assim a amostragem completa do

espaco k numa Unica varredura.
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Para a realizacdo do experimento COSY-UR, os parametros dos pulsos
e gradientes de codificacdo utilizados foram os mesmos determinados anteriormente
na etapa de calibragcdo. O numero de pontos (NP) configurado para todos os
experimentos de RMN-UR é determinado pela razdo entre a duracéo total da etapa
de aquisicdo e o intervalo de tempo de amostragem dos pontos - dwell time (dw):

NP = [((dgq + t,). 2). No]/dw (1.25)

onde d;, € a duracdo do gradiente de aquisicdo (G,), t,, 0 tempo de recuperacéo do
Ga e N, o numero de repeticdes do bloco de aquisi¢céo.

ApoOs a realizacdo do primeiro experimento COSY-UR para uma
amostra de 1-bromohexano, verificou-se a ocorréncia de um efeito conhecido como

shearing, ocorrido durante a aquisicdo, causado por uma nao linearidade dos
gradientes positivos e negativos. Estes gradientes sdo desligados e religados num
tempo muito curto (20 us) e, com isso, a aquisicao decorrente dos gradientes
negativos ndo é precisamente a oposta dos positivos. Como resultado disso, €&
possivel observar um deslocamento linear da posicdo dos picos no decorrer da
aquisicdo (Figura 34). E importante destacar que este efeito permite identificar
possiveis imperfeicdes nas unidades de gradiente, como € o caso quando esse

deslocamento da posicédo dos ecos apresenta-se de forma néo linear.
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Figura 34: Representacao da evolugéo spins ao longo da aquisi¢do utilizando

gradientes de intensidades +35,00 G/cm e -35,00 G/cm.
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Este efeito provoca a perda de resolucdo no espectro e, por isso,
precisa ser corrigido quer seja via processamento ou na propria aquisicao.
Experimentalmente o que pode ser feito € ajustar minuciosamente a amplitude do
gradiente negativo, de forma a remover a distorcdo causada pelo efeito shearing,
obtendo assim um perfil de evolucdo dos spins ao longo da aquisicdo semelhante ao
encontrado na figura 35. Para os experimentos COSY-UR que realizamos, a
amplitude ideal encontrada para o gradiente negativo foi de -35,01 G/cm, valor este

gue confirma o carater minucioso deste ajuste.
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Figura 35: Representacéo da evolucédo dos spins ao longo da aquisi¢ao utilizando

gradientes de intensidades +35,00 G/cm e -35,01 G/cm.

O processamento de todos os espectros ultrarrapidos deste trabalho foi
realizado através de um conjunto de programas desenvolvido pelo Dr. Patrick
Giraudeau (Universitté de Nantes) para o programa TopSpin®. A rotina de
processamento € realizada no modo de magnitude, inclui o preenchimento com
zeros e 0 uso da funcdo de apodizacédo (LB = -8 Hz e GB = 0,08) na dimensao
tradicional, assim como na dimensao ultrarrapida (LB = -50 Hz e GB = 0,5).

O espectro de COSY-UR do 1-bromohexano apresentado na figura 37,
foi realizado num tempo total de 70 ms, ao passo que o COSY tradicional (Figura 36)

para este composto foi adquirido em 30 min.
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Figura 36: Espectro de COSY tradicional da amostra de 1-bromohexano (1)

realizado com 6 varreduras e 128 incrementos em t;, num tempo total de 30 minutos.
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Figura 37: Espectro de COSY-UR da amostra de 1-bromohexano realizado numa

Unica varredura, cuja aquisi¢cao total durou 70 ms.
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Ambos os espectros (Figuras 36 e 37) apresentam as mesmas
correlagdes homonucleares, confirmando assim a eficiéncia do experimento de
COSY-UR e da implementagao deste.

Todavia, é possivel notar que os eixos do espectro ultrarrapido (Figura
37) ndo estdo corretamente calibrados, conforme o esperado para este tipo de
experimento. Isto se deve ao fato de que a rotina de processamento utilizada néo faz
0 ajuste automatico das diferentes janelas espectrais na dimenséao tradicional (SW5)

e ultrarrapida (SW1), que podem ser descritas matematicamente® como:
SW, =1/(2T,) (1.26)
SW; = (RYaGaTo)/(2yeGe) (1.27)

onde R é dado pelo quociente entre a largura do pulso formatado e o tempo de
duracéo deste pulso.

Ao que sabemos até o momento, henhum pacote de processamento
realiza a correcdo das janelas espectrais de maneira automatica e, por isso, este
ajuste tem de ser feito manualmente. Para se efetuar a correcéo, a distancia entre
dois picos conhecidos é medida no espectro de RMN 1D de 'H. Mede-se entdo a
distancia, em ambos os eixos (F1 e F2), entre 0s mesmos picos no espectro de
COSY-UR.

Os quocientes obtidos entre o valor medido no espectro 1D e os
valores determinados no 2D correspondem, respectivamente, aos fatores de
correcdo das janelas espectrais. A multiplicacdo destes fatores pela largura da
janela espectral em F1 e F2 resulta nos valores corretos da largura dessas janelas
para o referido experimento.

ApoOs realizar o ajuste citado acima, os valores corrigidos da largura
das janelas espectrais em Fl1 e F2 foram, respectivamente, 4,87 ppm e
3,37 ppm. Desde que nenhuma variavel das equacdes 1.26 e 1.27 seja alterada,
uma vez realizado esse procedimento o valor da largura das janelas espectrais
continua corretamente ajustado para os demais experimentos.

Na Figura 39 apresentamos outro experimento COSY-UR realizado
agora para uma amostra do composto comercial Levamisol, cujos parametros de
aquisicdo foram idénticos aos utilizados para obter o espectro ultrarrapido do
1-bromohexano, exceto o valor da frequéncia central que neste caso foi de 4,5 ppm.
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Destacamos novamente o0 curto tempo para aquisicdo do espectro ultrarrapido
(70 ms), em comparacdo aos 30 min. requeridos para obtencdo do espectro

equivalente via COSY tradicional (Figura 38).
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Figura 38: Espectro de COSY tradicional da amostra de Levamisol (2) realizado

com 6 varreduras e 128 incrementos em t;, num tempo total de 30 minutos.
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Figura 39: Espectro de COSY-UR da amostra de Levamisol realizado numa unica

varredura, cuja aquisi¢ao total durou 70 ms.

Novamente foi possivel confirmar a eficiéncia do experimento
COSY-UR, uma vez que praticamente as mesmas correlacdes foram observadas em
ambos 0s espectros, tradicional e ultrarrdpido. Na verdade, o espectro mostrado na
figura 39 apresenta apenas uma correlacao ndo encontrada no espectro da figura 38
e, além disso, anomalamente esta correlacdo ndo possui correspondente na
diagonal do espectro ultrarrdpido. Contudo, este sinal ndo se trata de um ruido ou
algo do tipo, e sua origem pode ser mais bem compreendida ao analisarmos o
espectro de COSY tradicional do Levamisol, expandido até a regido dos sinais de

hidrogénios aromaticos (Figura 40).
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Figura 40: Espectro de COSY tradicional da amostra de Levamisol ampliado até a

regiao de 7,80 ppm.

No espectro da figura 40 podemos identificar a presenca de um pico
intenso na diagonal e na regido dos 'H aromaéticos. E exatamente este pico que
observamos destacado no espectro da figura 39 e que, neste caso, foi rebatido (fold
back) para dentro da janela espectral.

Segundo verificamos na equacdo 1.27, a janela na dimensao
ultrarrapida € limitada pela intensidade dos gradientes de aquisi¢cao, sendo a largura
espectral para nucleos de 'H de poucos ppm em grande parte das sondas
comumente utilizadas. Com isso, por vezes um ou mais sinais ficam fora da janela

observavel nos experimentos de RMN-UR, como ilustrado na figura 41.

e an

Figura 41: Representacao dos ecos positivos e negativos formados durante a

aquisicao, dos quais somente trés ecos positivos estdo dentro da janela espectral na

dimenséao ultrarrapida.
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Entretanto, para certos estudos pode ser de fundamental importancia
monitorar sinais que estejam além da pequena janela passivel de ser observada nos
experimentos de RMN-UR. Visando contornar essa limitacdo foi proposto
recentemente*?, um método baseado na aplicacéo de gradientes antes e depois da
etapa de mistura, que possibilita um aumento no numero de sinais observaveis na
dimenséo ultrarrgpida. O principio envolvido nesta proposta € que antes da etapa de
mistura os sinais encontram-se modulados pela fase, e ao aplicarmos um gradiente
neste ponto, 0s ecos positivos e negativos se deslocam em direcdes opostas (Figura
42a), ao passo que quando um gradiente é executado apOs a etapa de mistura, ou
seja a modulacéo é pela amplitude, os ecos se movem na mesma direcdo (Figura
42b).

Este método de rebatimento foi utilizado no experimento COSY-UR
para o Levamisol e permitiu que o sinal dos hidrogénios aromaticos fosse rebatido
precisamente para dentro da janela espectral observada (Figura 39), utilizando uma
amplitude para G; de -12,5 G/cm e G, de 2,5 G/cm.

da - h

G, G,

R

Hmnnie

Figura 42: Representacao da acéo dos gradientes antes e depois da etapa de

mistura. (a) Antes da mistura o ecos se deslocam em dire¢des opostas e (b) depois

desta etapa eles se movem na mesma direcao.
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4.1.3 — Implementacédo do experimento HSQC-UR

Apés a implementacdo com sucesso do experimento COSY-UR,
iniciou-se entdo a do experimento heteronuclear HSQC-UR 2D. A sequéncia de
pulsos utilizada nesta implementacao (Figura 43) também se baseia no esquema de
codificac@o espacial proposto por Pelupessy, e que nesse caso é realizada no canal
do *C. Portanto, para contemplar a ampla faixa espectral do ntcleo de **C utilizou-

se uma maior amplitude dos gradientes de codificacao.
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Figura 43: Representacédo da sequéncia de pulsos do experimento HSQC-UR,

baseado no esquema de codificacéo espacial em tempo constante proposta por

Pelupessy?’.

A sequéncia de pulsos acima possui varios blocos similares aos de um
experimento HSQC 2D tradicional. Primeiramente, é aplicado um bloco INEPT
(Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer) que permite um aumento da
sensibilidade dos ntcleos de '°C pela transferéncia de polarizacdo dos nucleos de
'H. Em seguida, a codificacéo espacial é realizada no canal do 13¢C para possibilitar a
evolucdo dependente da posigcédo destes nucleos, e no meio deste periodo um pulso
de 180° é aplicado no canal do *H com o intuito de refocar os acoplamentos Jc.
Apos a realizacdo de um bloco retro-INEPT, com a finalidade de transferir a

magnetizacéo dos nlcleos de **C (intensificados pela sequéncia INEPT) para os de
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'H, o sinal é entdo detectado no canal do 'H. Os ecos observados durante a
aplicacdo dos gradientes de aquisicdo correspondem ao espectro de *C, enquanto
o espectro de 'H é obtido a partir da dimens&o do espaco k. Ainda tratando da
aquisicdo, o desacoplamento dos nticleos de *3C é realizado através de pulsos duros
de 180°. E importante ressaltar que estes pulsos tém de ser precisos e
cuidadosamente calibrados, pois como eles sdo aplicados repetidas vezes durante a
aquisicao (256 vezes em 65 ms, no nOSsSO caso), uma poténcia acima da requerida
por estes pulsos podera até mesmo danificar a sonda de rf, caso este ja ocorrido em
outro laboratério numa sonda criogénica durante este processo de implementacéo e
otimizacdo do experimento.

Para a realizagdo do experimento HSQC-UR foi utilizado o mesmo
pulso formatado do COSY-UR, porém com maior amplitude dos gradientes de
codificacdo, para que a disperséo de frequéncia induzida por estes abrangesse toda
a ampla faixa espectral dos nicleos de '*C. Os gradientes aplicados para a
aquisicao foram idénticos aos empregados nesta etapa no experimento COSY-UR
(valores com a corregéo do efeito shearing).

Inicialmente, o experimento de HSQC-UR foi aplicado a amostra de
1-bromohexano, cujo espectro é apresentado na figura 45. Neste caso a duragéo
total de cada experimento ultrarrapido foi de 135 ms, todavia para realizar a
ciclagem de fase requerida para uma selecéo de coeréncia mais eficiente e também
por questdes de sensibilidade, foram acumuladas 8 varreduras (d1 = 5s) deste
experimento, resultando num tempo total do experimento de 41s. Com isso, O
espectro foi obtido em menos de 1 minuto e mostrou as mesmas correlagbes
observadas no espectro de HSQC tradicional realizado para a mesma amostra em

58 minutos (Figura 44).
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Figura 44: Espectro de HSQC tradicional da amostra de 1-bromohexano (1)

realizado com 8 varreduras e 128 incrementos em t;, num tempo total de 58 minutos.
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Figura 45: Espectro de HSQC-UR do 1-bromohexano realizado com 8 varreduras,
cuja aquisicao total de cada experimento durou 135 ms. O sinal marcado foi rebatido

para dentro da janela. A duracao total do experimento foi de 41s.
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Devido ao fato da janela espectral na dimens&o do *3C ser limitada a
somente algumas dezenas de ppm, tornou-se necessario utilizar o principio de
rebatimento para que a correlagdo em 13,9 ppm (**C) pudesse ser observada
juntamente com as demais num mesmo espectro.

Alterando somente a frequéncia central do pulso (F2 = 4,3 ppm; F1 =
68,08 ppm) e a amplitude dos gradientes G; (-36,59 G/cm) e G, (-14,31 G/cm), foi
realizado o experimento de HSQC-UR para uma amostra de D-glicose. O espectro
proveniente desta aquisicao (Figura 47) mostra as mesmas informacdes contidas no
espectro tradicional de HSQC da D-glicose (Figura 46), e um resultado importante
obtido foi o fato de que no espectro ultrarrapido da figura 39 apresenta ndo somente
um sinal rebatido para dentro da janela, mas sim dois (92,1 e 95,9 ppm). Esse fato
destaca ainda mais a potencialidade do uso do principio de rebatimento descrito

anteriormente e para monitorar sinais que estejam fora da janela observavel.
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Figura 46: Espectro de HSQC tradicional da glicose (3) realizado com 8 varreduras

e 128 incrementos em t;, num tempo total de 58 minutos.
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Figura 47: Espectro de HSQC-UR da glicose realizado com 8 varreduras, cuja
aguisicao total de cada experimento durou 135 ms. Os sinais marcados foram

rebatidos para dentro da janela. A duracéao total do experimento foi de 41s.

Esses experimentos mostraram a potencialidade da técnica
ultrarrapida, e que, a sua implementacao e otimizacdo dos parametros de aquisicédo
e processamento Sdo Vviaveis para obtermos experimentos com 0S mMesmos
resultados (correlacdes *H-'3C e 'H-'H) em fragdes de segundos. Ressaltamos que
na otimizacdo dos gradientes pulsados, varios cuidados apontados no texto

merecem atencao.
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4.2 — Desenvolvimento de um algoritmo para processamento

Os dados de RMN-UR requerem um processamento especifico que,
até o momento, € realizado utilizando algoritmos desenvolvidos para programas
matematicos como o MATLAB® e, ao que se sabe, ha somente um pacote existente
para um programa de aquisicdo e processamento do proprio espectrébmetro, que
nesse caso trata-se do TopSpin®. Em geral, a principal desvantagem associada a
estes pacotes é o tempo requerido para o processamento do espectro.

Quando o processamento é realizado numa plataforma como o
MATLAB®, pelo fato da aquisicdo n&o ser realizada no mesmo programa do
processamento, torna-se necessario que apos a finalizacdo do experimento o
usuario realize manualmente o seguinte conjunto de operacdes: abra a janela do
MATLAB®, inicie o algoritmo de processamento, defina quais foram os principais
parametros de aquisicdo, escolha a localizacdo do arquivo com os dados, “carregue”
este arquivo, defina alguns parametros de processamento (como o preenchimento
com zeros), escolha quais dados serdo processados (positivo e/ou negativo) e, por
fim, ap6s alguns segundos o espectro € obtido.

Ja no pacote desenvolvido para o TopSpin®, boa parte dessas
operacbes € realizada automaticamente, sendo preciso apenas definir o0s
parametros de processamento (como o uso de funcdes de apodizacdo). Contudo,
tanto no caso do MATLAB® quanto no do TopSpin®, trabalhando no sistema
operacional Linux e num computador de Ultima geracdo, todas as etapas para o
processamento levam, em média, de 30 a 60 segundos para serem concluidas. Se
estivermos operando num sistema Windows® esse tempo é de no minimo 60
segundos, podendo se estender até 120 segundos.

A etapa do processamento onde ocorre a separacdo dos dados
provenientes dos gradientes positivos e negativos é a que demanda maior tempo
para ser completamente executada, especialmente no pacote do TopSpin®, sendo
esta a principal responsavel pela elevada duracdo deste processo. Estes dados sdo
armazenados sequencialmente no decorrer da aquisicdo, porém para serem
processados de maneira distinta eles tém de ser extraidos do arquivo original, e

separados em diferentes novos arquivos (Figura 48).
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Figura 48: Representacdo esquematica da separacao dos dados provenientes dos

gradientes positivos e negativos em arquivos distintos.

Neste trabalho, foram realizados aproximadamente 2000 experimentos
até que o primeiro espectro de RMN-UR pudesse ser obtido com sucesso. O tempo
total requerido para a execucdo destes experimentos foi de 5 minutos e
40 segundos, enquanto que o processamento destes dados teve duracao total de
33 horas e 20 minutos. Esses valores indicam que, em média, o tempo requerido
pelo processamento foi 353 vezes maior do que o para aquisi¢do, e tal fato contribui
para distanciar mais os experimentos de RMN-UR da realidade dos experimentos de
RMN multidimensional de rotina. Além disso, este longo tempo de espera para o
processamento, em comparacdo ao tempo da aquisicdo, torna o processo de
implementagédo da RMN-UR uma etapa ainda mais exaustiva do que normalmente
estajao é.

Com isso, essa limitagcdo atual dos pacotes de processamento nos
instigou a buscar desenvolver um algoritmo para processamento em tempo real dos
dados de RMN-UR, e que pudesse ser inserido no préprio programa computacional
do espectrometro de RMN.
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4.2.1 - KUP - Keng Ultrafast Processing

O problema da separacdo dos dados positivos e negativos foi
solucionado na linguagem de programacdo C, que por possuir capacidade de
acesso a memoria em baixo nivel, permite que as operacdes necessarias para o
processamento dos dados de RMN sejam realizadas numa velocidade superior, se
comparada as operacdes executadas pelos pacotes de processamento disponiveis
atualmente.

O pacote de processamento desenvolvido foi intitulado KUP - Keng
Ultrafast Processing, e possui um arquivo principal kup e um secundario kuplib que
corresponde a uma biblioteca de funcdes acessada continuamente ao longo da
execucdo do arquivo kup. As principais etapas bem como um escopo geral da
sequéncia de operacdes realizadas pelo pacote de processamento kup estédo
descritas na figura 49.

KupP

Determinagao do
n.2 de pontos real

Criagdo do
subdiretédrio de
dados

Declaragdo das
bibliotecas e
variaveis

Localizagdo do
arquivos de
dados

Configuragao dos
parametros de
processamento

Parametros
gerais de
aquisicao

N.2 de repeticdes
do bloco de
aquisicao

Extragdo dos
dados

01, 02 e SW

Modo de
digitalizagdo dos
dados

Processamento
dos dados

ESPECTRO PROCESSADO

Figura 49: Fluxograma das principais etapas envolvidas na execucao do pacote kup
de processamento de dados de RMN-UR.
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Os principais codigos e funcdes, bem como a sintaxe da linguagem de

programacao C utilizada sédo descritos nos tépicos a seguir.

4.2.1.1 — Declaracédo das bibliotecas e variaveis

Assim como a estrutura geral encontrada em qualquer programa
computacional desenvolvido em linguagem C, o kup inicia com a declaracdo das
bibliotecas e variaveis que serdo utilizadas. Neste caso, algumas bibliotecas como
stdio.h e string.h sdo implicitamente incluidas no programa durante a compilacao
realizada no préprio TopSpin®, j& o arquivo cabecalho kuplibb é declarado
explicitamente no kup através do comando “#include <inc/kuplib>"(sem aspas). Em
seguida, € necessario declarar quais sao as variaveis globais por meio dos
comandos a seguir (Figura 50).

25 char ir [PATH_MAX], usl[PATH_MAX];

26  char PROBH[PATH_MAX], lpwg[16]="11", lprg[16];

27 char iRaw_PathName [PATH_MAX];

28 char oRaw_PathName [PATH_MAX];

29 char nuc_2[1],nuc_c[]="off",nuc_h[]="1H", alltest([]="all", gtest[]="gradset",
stest[]="shearing", zefftest[]="eef";

30 int Parmode, 17, TD1_T, TDI, TD2R, NSI, lpok, vdta, vdtypa=4, expn, dmod, dda,
ftmod, nuc_test;

31 float dH=4257.6, dC=1070.5 , dN=431.6, dX=dH;

32 float GradOk, GradStr=GradValue, GradEX, offs_1, offs_2, 1lb, dP=60.0, lacg=1.8;
33 double dda_d, swh_1, swh_2, sw_1, sw_2, ol_p, 02_p;

Figura 50: Comandos utilizados para a declaracdo das variaveis globais.

Na figura 50 estdo descritas todas as variaveis globais utilizadas pelo
kup, sendo estas responsaveis por armazenar caracteres (char), nimeros inteiros
(int) e nimeros reais, também chamados de niumeros de ponto flutuante, com média
(float) e alta (double) precisdo. Algumas dessas variaveis estao inicialmente vazias
(ex.: Figura 50 — linha 33), enquanto outras apresentam valores predeterminados
como, por exemplo, os médulos das constantes magnetogiricas para os nucleos de
'H, 3¢ e **N (Figura 50 — linha 31).
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4.2.1.2 — Carregamento dos parametros de aquisicao

Com as variaveis globais ja declaradas parte-se entdo para o
carregamento de alguns parametros de aquisicdo (Figura 51), que sdo essenciais
para as etapas seguintes do processamento, tais como 0 numero de pontos
digitalizados e o do experimento correspondente (Figura 51 — linhas 37 e 44).

35 FETCHPARS ("1 3",&17)

36 FETCHPAR ("PARMODE" , &Parmode)
S FETCHPARS ("TD", &TDI)

38 FETCHPARS ("NS", &NSTI)

39 FETCHPARS ("PROBHD", &PROBH)
40 FETCHPARS ("DTYPA", &vdta)

41 FETCHPARS ("DIGMOD", &dmod)

42 FETCHPARS ("FT_mod", &ftmod)

43 FETCHPAR("LB", &1b)
44 expn=expno;

Figura 51: Comandos para o carregamento dos parametros de aquisi¢cao.

Todas as variaveis carregadas segundo os comandos encontrados na
figura 51 se mantém inalteradas durante a execucdo do kup. Duas das variaveis
mais importantes destacadas acima sdo o PARMODE e o DIGMOD, que
correspondem a dimensao de aquisicdo do experimento (1D, 2D, 3D, ...) e ao modo
de digitalizacdo dos dados (analégico ou digital), respectivamente. Os valores
dessas duas variaveis sao verificados e, de acordo com estes o0 processamento

segue por caminhos distintos conforme sera detalhado posteriormente.

4.2.1.3 — Configuracdo dos valores de O1, O2 e da janela espectral

segundo o tipo do experimento

Como um novo diretério é criado para incluir os dados positivos e
negativos, os valores de Ol1, O2 e da janela espectral ndo estdo inicialmente
corretos, por isso torna-se preciso carregar algumas variaveis com os valores reais

conforme o tipo do experimento (Figura 52).
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116 FETCHPARS ("O1P", &0l_p)
117 FETCHPARS ("NUC2", &nuc_2)

118 if ((stremp(nuc_c,nuc_2)==0) || (strcmp(nuc_h,nuc_2)==0))
119 {

120 02_p=0l_p;

121 swh_2=1692.620;

122 swh_1=1588.206;

123 sw_2=4.2299;

124 sw_1=3.9690;

125 }

126 else

127 {

128 nuc_test=1;

129 FETCHPARS ("02P", &02_p)
130 swh_2=2455.568;

131 swh_1=1953.125;

132 sw_2=24.4038;

133 sw_1=4,8812;

134 }

Figura 52: Comandos para determinar os valores de O1, O2 e da janela espectral.

Primeiramente, a frequéncia central do pulso no primeiro canal de rf
(O1P) e o valor do nucleo no segundo canal (NUC2) sado carregados (Figura 52 —
linhas 116 e 117). Em seguida, uma condi¢do € verificada e se o experimento for
homonuclear (*H) utilizando um ou mesmo dois canais, o valor de O2 é igualado ao
de Ol e a janela espectral (em F2 e F1) é ajustada para os valores
predeterminados, em ppm e Hertz (Figura 52 — linhas 118 a 125). No caso do
experimento ser heteronuclear: a variavel sinalizadora nuc_test é igualada a 1, o
valor da frequéncia central do pulso no segundo canal de rf é configurado, e a janela
espectral tanto no dominio direto quanto no indireto tem seus valores carregados
conforme definicao prévia (Figura 52 — linhas 126 a 134).

E importante ressaltar que os valores de O1 e 02 sdo configurados
automaticamente de acordo com os parametros da aquisicao, ja a janela espectral
tem de ser calculada manualmente (Secédo 4.1.2) e os valores corretos incluidos nas

linhas correspondentes.

4.2.1.4 — Verificacao do modo de digitalizacao

Uma etapa importante € a da verificagdo do modo de digitalizacéo, pois
se o filtro utilizado for analégico o sinal de RMN comeca a ser adquirido a partir do

ponto zero do FID. Entretanto, no caso do filtro digital os primeiros pontos dos dados
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adquiridos sdo sempre zero, sendo preciso descontar estes pontos quando da
separacdo dos dados positivos e negativos. Isto € possivel ao fazermos uso do
parametro group delay, que informa o nimero de pontos iniciais que sao iguais a
zero. Na figura 53 encontramos os comandos que realizam esta operacao: se o filtro
for digital, o nimero de pontos a serem excluidos € dado pela férmula contida na
linha 141, ja se o filtro for anal6égico nenhum ponto precisara ser excluido na analise
do arquivo dos dados adquiridos.

138 if (dmod==1)
139 {

140 FETCHPARS ("GRPDLY", &dda_d)
141 dda=(2*dda_d+0.5);

142 }

143 else

144 {

145 dda=0;

146 }

Figura 53: Comandos para verificacdo do modo de digitalizacao.

4.2.1.5 - Verificagdo do numero de repeticobes do bloco de

aquisicéao

O numero de repeticbes do bloco de aquisicdo neste trabalho € dado
pelo parametro “L3”, contudo diferentes variaveis para descrever este numero
podem ser usadas por quem escreve as sequéncias de pulsos. Por isso, é
necessario verificar se a variavel carregada no inicio do kup (I7) corresponde de fato
a este numero de repeticdes, o que pode ser feito através dos comandos contido na
figura 54.

157  if (17 < 32)
158 {

159 GETSTRING("Which variable did you set for acquisition loop? (11, 12, 13, ...)",lpwq)
160 lpok=LoopGet (1pwg) ;

161 sprintf (lprg, "l %d",lpok);

162 FETCHPARS (1lprg, &17)

163}

Figura 54: Comandos para verificacdo do n.° de repeticdes do bloco de aquisicéo.

Se o valor da variavel |7 for menor do que 32, isso indica que
certamente esta ndo corresponde ao numero de repeticbes em questdo. Nesse

caso, surge na tela uma janela que possibilita ao operador informar qual é o
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parametro correto, e com o auxilio de uma funcdo da biblioteca kuplib este serd

entdo carregado corretamente na variavel citada acima.

4.2.1.6 — Localizag&o do arquivo dos dados adquiridos

Os experimentos de RMN-UR podem ser realizados tanto no modo 1D
qguanto em nD. Logo, o comando abaixo (Figura 55 — linha 167) tem a funcéo de
verificar se o experimento foi adquirido como 1D (arquivo fid) ou nD (arquivo ser) e,
apos isso, determinar a localizacdo do arquivo que contém os dados brutos
adquiridos. Este comando faz com que o processamento possa ser realizado em
arquivos fid ou ser, diferentemente dos pacotes de processamento existentes
atualmente, que foram desenvolvidos exclusivamente para experimentos no modo
1D ou nD, o que contribui para uma abrangéncia ainda maior da aplicabilidade do
pacote kup.

165 // set the original raw data path

166
167 strcpy (iRaw_PathName, ACQUPATH(Parmode ? "ser":"fid"));

Figura 55: Comando para determinar o tipo e a localiza¢do do arquivo dos dados.

4.2.1.7 — Determinacdo do numero de pontos

Outro parametro importante de ser levado em consideracédo é o numero
de pontos no dominio direto. No caso do dominio indireto este valor é dado pelo
dobro do nimero de repeticbes do bloco de aquisicdo (Figura 56 — linha 177), ja que
a cada bloco dois gradientes bipolares sao utilizados. De posse deste valor realiza-
se 0 céalculo do numero de pontos no dominio direto, correspondente a cada
gradiente aplicado (Figura 56 — linha 181). Estes dados sdo essenciais para a etapa
de separacdo dos dados positivos e negativos, por serem indicadores diretos da

guantidade de informacao a ser extraida do arquivo fid ou ser.
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175 //set total TDF1

176

177 TD1_T = 17*2;

178

179 //set real size of TDF2
180

181 TD2R=TDI/TD1_T;

Figura 56: Comando para determinar o nimero de pontos.

4.2.1.8 — Criacado do subdiretério dos dados positivos

Quando os dados positivos sdo extraidos do arquivo original da
aquisicdo eles podem ser inseridos num arquivo que ir4 sobrepor o original. Porém
isso ndo é recomendado, pois além de uma possivel perda da informacao dos dados
negativos, caso seja necessario realizar outro processamento, também ndo sera
possivel dispor do arquivo de aquisi¢cado original. Por isso, € preciso que um novo
subdiretério seja criado (Figura 57) para que 0S Nnovos arquivos possam ser
armazenados sem comprometer a integralidade dos primeiros.

183 // create positive directory

184
185 DATASET (usl, expn*10+1,1,disk, user)

Figura 57: Comando para criar o subdiret6rio dos dados positivos.

O comando acima (Figura 57 — linha 185) cria um novo subdiretério
para os dados positivos, cujo diretdrio principal terd nome similar ao do adquirido
acrescido dos caracteres “ US”. Todos os diretérios que contém espectros
processados via kup possuem esse acréscimo como forma de diferencia-los do

diretorio original de aquisicao.

4.2.1.9 - Configuracéo dos parametros de processamento

Apos a criacédo do diretorio na sec¢ao anterior, 0s principais parametros
de processamento tém de ser configurados (Figura 58). Dentre estes podemos
destacar o numero de pontos do dominio de tempo (TD) e a quantidade de dados
processados (Sl), cujo valor tem relacdo direta com o nivel de preenchimento com
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zeros utilizado. Os valores de janela espectral sdo configurados segundo as
variaveis carregadas na secéo 4.2.1.3.

214 STOREPAR ("TD", TDI/TD1_T)

215 STOREPARS ("TD", TDI/TD1_T)

216 STOREPARL ("TD", TD1_T/2)

217 STOREPARLIS ("TD",TD1_T/2)

218 STOREPAR ("NS",NSI)

219 STOREPARS ("NS",NSI)

220 STOREPAR("SI"™, (TDI/ (TD1_T*2)))

221 STOREPARS ("SI", (TDI/(TD1_T*2)))

222 STOREPARL ("SI", (2*TD1_T))

223 STOREPARIS("SI", (2*TD1_T))

224 STOREPAR ("SWH", swh_2)

225 STOREPARS ("SWH", swh_2)

226 STOREPARIL ("SWH", swh_1)

227 STOREPAR1IS ("SWH", swh_1)

228 STOREPAR ("PKNL", 0)

229 STOREPARS ("PKNL", Q)

Figura 58: Comandos para configurar alguns parametros de processamento.

Por fim, o parametro que indica se 0s primeiros pontos dos dados a
serem processados sdo iguais a zero (PKNL) é configurado com o valor false, ja que
0 novo arquivo de dados foi preenchido com informacfes ja descontando os pontos

zeros incluidos pelo filtro digital.

4.2.1.10 — Extragcdo dos dados positivos

A etapa de extracdo dos dados positivos € uma das mais importantes e
um diferencial do kup, pois esta € a parte do processamento que consome mais
tempo nos pacotes criados para até o momento. Para realiza-la € utilizada a fungéo
FidProc_Pos (Figura 59 — linha 242), da biblioteca kuplib, cujas variaveis de entrada
sao a localizacédo do arquivo dos dados adquiridos, o caminho do arquivo ser que
contera somente os dados positivos, 0 numero de repeticdes do bloco de aquisigéo,
o tipo de dados adquiridos (int, float ou double), o nUmero de pontos correspondente
a cada gradiente aplicado e o nUmero de pontos iniciais iguais a zero.

240 // separate positive

241
242 FidProc_Pos (iRaw_PathName, oRaw_PathName, 17, vdtypa, TD2R,dda) ;

Figura 59: Funcao da biblioteca kuplib para extrair os dados positivos.
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A funcdo descrita no paragrafo anterior realiza as operacfes de
extragdo dos dados positivos e insercdo destes num novo arquivo de modo
sequencial, permitindo assim que essa operagao seja realizada num tempo inferior a
um (1) segundo, independentemente do sistema operacional trabalhado. Maiores
detalhes a respeito dessa operacdo podem ser obtidos analisando a biblioteca kuplib

completa na ultima se¢éo (Apéndices) deste trabalho.

4.2.1.11 — Processamento dos dados positivos

Finalizada a extracdo dos dados positivos, parte-se entdo para o
processamento do espectro de RMN-UR. Essa etapa envolve uma extensa série de
linhas de comandos, cujas operacgOes realizadas serdo descritas resumidamente
nesta secao.

Primeiramente, no caso de ser preciso verificar se estd ocorrendo
shearing, o comando para processamento requer este argumento, sendo preciso
digitar “kup shearing” (sem aspas). Dessa forma, o algoritmo realiza todos os
procedimentos descritos anteriormente, porém ndo é aplicada a transformada de
Fourier (TF) no dominio indireto. Na realidade, apesar dos dados no dominio direto
ja estarem em frequéncia no arquivo ser, é necessario aplicar uma TF neste
dominio, em seguida uma funcéo de apodizacao. Por fim, efetua-se uma TF inversa
para que o espectro com a evolugdo dos spins ao longo da aquisicdo possa ser
mostrado na tela. Isto ocorre porque para o TopSpin® o arquivo ser contém somente
informacBes no dominio de tempo, que séo plotadas apds algum tipo de tratamento
destes dados.

Contudo, com a realizacdo de uma TF seguida de uma TF inversa, 0
eixo F2 estaria em tempo e ndo em frequéncia, como esperado. Logo, € necessario
alterar os valores do modo da TF aplicada e da unidade do eixo F2, de modo induzir
forcosamente o TopSpin® a apresentar esse eixo em unidade de frequéncia.

Se o shearing ja tiver sido verificado, digitando apenas “kup” (sem
aspas) a etapa descrita acima € desconsiderada. Nesse caso, uma TF no dominio
direto é aplicada para transpor os dados do arquivo ser para a janela do espectro
processado. Uma funcdo de apodizacdo e, na sequéncia, uma TF indireta sao
aplicadas somente nos dados processados. Finalmente, é aplicada no dominio

indireto uma TF e a unidade do eixo F2 é convertida de tempo para frequéncia
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utilizando a mesma metodologia citada no paragrafo anterior. Ao final desta etapa, o
espectro de RMN-UR devidamente ajustado e processado é plotado
automaticamente na tela através do comando “VIEWDATA?” finalizando por

completo o processamento dos dados positivos em menos de um (1) segundo.

4.2.1.12 — Processamento dos dados negativos

Grande parte das andlises realizadas com experimentos de RMN-UR
leva em consideracdo, principalmente, os dados adquiridos pelos gradientes
positivos. Entretanto, em alguns casos o processamento dos dados provenientes
dos gradientes negativos também é requerido e, por isso, o espectro destes dados
também pode ser obtido com o kup, sendo necessario apenas digitar “kup all” (sem
aspas). Esta opcéo resultard em espectros dos dados positivos e negativos.

O processamento dos dados negativos ocorre de forma similar ao dos
positivos, sendo criado um subdiretério distinto, configurados os principais
parametros de processamento, extraidos os dados do arquivo de aquisi¢do bruto e,
por ultimo, realizadas as operacdes de processamentos dos dados negativos,
culminando assim num espectro de RMN-UR corretamente processado em
aproximadamente um (1) segundo.

Assim, tem-se o protocolo para o desenvolvimento do algoritmo para
processamento dos dados de RMN-UR, intitulado kup, tendo sido abordados os
principais codigos e funcbes deste pacote baseado na linguagem de programacao
C, bem como a funcéo de cada um destes no decorrer do processamento. Através
deste novo pacote, os espectros de RMN-UR podem ser processados em tempo
real, 0 que representa uma importante contribuicdo no campo de desenvolvimento
da RMN-UR, aproximando um pouco mais 0s experimentos de RMN-UR da
realidade dos experimentos de RMN multidimensional rotineiros. Ademais, como
ainda é requerida a realizacdo de varios experimentos até que todos os parametros
sejam devidamente ajustados, esse processamento agil colabora para que tanto o
processo de implementacdo quanto de aplicagcdo dos experimentos de RMN-UR

sejam menos exaustivos do que o sdo até o presente momento.
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4.3 — Aplicagbes desenvolvidas com o uso da RMN-UR

4.3.1 — Identificagcdo em tempo real de uma mistura de flavonoides
num sistema CLAE-RMN

A técnica hifenada CLAE-RMN, conforme mencionado anteriormente, é
uma ferramenta muito poderosa, sendo aplicada em diversas pesquisas que vao
desde a andlise de produtos naturais’® a estudos metabdlicos’. Apesar da
potencialidade do uso desta técnica no modo fluxo continuo, o modo mais utilizado é
0 estatico, uma vez que permite a realizacdo de experimentos de RMN 2D
tradicionais, normalmente ndo associados ao modo continuo devido ao tempo de
aguisicao dos experimentos.

Uma alternativa para a obtencdo de correlacbes de RMN 2D num
tempo reduzido é a espectroscopia de Hadamard, que ja foi utilizada com sucesso®
num sistema CLAE-RMN no modo fluxo continuo. Entretanto, essa metodologia
requer um conhecimento prévio das ressonancias estudadas, o que limita muito a
generalidade de aplicacdo desta.

Um estudo recente utilizando a RMN-UR®* indicou a viabilidade do
uso desse tipo de experimento no acompanhamento em tempo real da separacao
cromatografica de uma mistura, submetida a um sistema CL-RMN. Contudo, além
do fato de trabalharem somente com um solvente ndo hidrogenado, por néo
disporem na época de um equipamento CLAE, os autores fizeram uso de uma
coluna de vidro classica. Tais condicbes estdo bem distantes das utilizadas
rotineiramente em sistemas CLAE-RMN, ndo comprovando assim a aplicabilidade
dos experimentos de RMN-UR na hifenacdo CLAE-RMN em fluxo continuo.

Com intuito de investigar a viabilidade da aplicagdo da RMN-UR num
sistema CLAE-RMN no modo fluxo continuo, em condicbes rotineiras,
desenvolvemos numa mistura de produtos naturais similares o estudo apresentado a

sequir.
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4.3.1.1 — Seleg&o dos compostos da mistura

Inicialmente, foram procurados trés produtos naturais com estruturas
basicas semelhantes para compor uma mistura que se aproximasse mais da
realidade dos analitos comumente estudados. Com isso, foram escolhidos os
flavonoides naringina (4), epicatequina (5) e naringenina (6), cujas férmulas
estruturais se encontram na figura 60, que por possuirem estruturas aroméaticas
similares constituem um bom exemplo de mistura para ser submetido no sistema

CLAE-RMN no modo fluxo continuo.

Naringina (4) Epicatequina (5) Naringenina (6)

Figura 60: Férmulas estruturais dos flavonoides que constituem a mistura submetida

a separacao cromatografica no sistema CLAE-RMN.

Ao analisarmos os espectros de RMN de 'H da regido aromaética
destes flavonoides (Figura 61), é possivel notar que os deslocamentos quimicos
referentes aos hidrogénios dos anéis benzénicos estdo restritos a uma faixa de
aproximadamente 1,5 ppm, o que € bom do ponto de vista da RMN-UR, uma vez
gue 0 Sseu uso é restrito a termos uma janela espectral pequena, devido a limitacao
dada pela amplitude dos gradientes aplicados. Outra questao importante é que 0s
flavonoides 4, 5 e 6 apresentam espectros de RMN de 'H distintos na regido
aromatica, assim como o0s tempos de retencdo no cromatograma da mistura, o que
permite que estes compostos sejam caracterizados via RMN-UR a medida que
forem eluindo do cromatografo liquido de alta eficiéncia.
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H-6,8

H-6.8 H2 HE.6

H-6,8

7.5 7.0 6.5 [ppm]

7.5 7.0 6.5 [ppm]

7.5 7.0 6.5 [ppm]

Figura 61: Espectros de RMN de 'H da regido aromética e as respectivas estruturas

dos flavonoides estudados neste trabalho.

4.3.1.2 — Otimizacao dos parametros do COSY-UR

Os experimentos de RMN-UR foram realizados utilizando uma

sequéncia de pulsos de COSY-UR similar a descrita na figura 26. As principais
mudancas feitas nesta sequéncia foram a inclusdo de gradientes para selecao de
coeréncia (single quantum) no bloco de codificacdo espacial, e o uso de onda
continua nos canais F1 e F2 para realizar a pré-saturacdo dos sinais dos solventes.
Os parametros de aquisicdo destes experimentos foram configurados segundo o0s
valores otimizados previamente (Tabela 6), com excec¢do do valor da frequéncia
central do pulso que foi, neste caso, de 7,0 ppm. Os espectros individuais de COSY-

UR dos flavonoides estéo dispostos na figura 62.
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Figura 62: Regides arométicas dos espectros de RMN-UR COSY individuais dos

flavonoides utilizados neste estudo.
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Tratando das condicfes experimentais do COSY-UR, os parametros de
aquisicao utilizados propiciaram a obtencdo de uma janela espectral de
aproximadamente 2,0 ppm. Esse pequeno valor esta associado ao fato de que num
campo magnético maior a faixa de frequéncia a ser codificada aumenta, e como o
valor da amplitude maxima do gradiente do espectrémetro de 14,1 T (53 G/cm) é
muito proximo ao do equipamento de 9,4 T (50 G/cm), ao trabalharmos num campo
magnético maior sem utilizarmos um gradiente com amplitude também superior, o
valor da janela espectral acessivel sera menor em comparacdo ao obtido num
campo magnético menor.

Embora fosse possivel expandir a janela espectral até 3,0 ppm,
bastando somente aplicar os gradientes de decodificacdo com amplitude maxima,
isso exigiria o limite maximo dos recursos de gradiente da criossonda. Em funcao
disso, visando reduzir o desgaste do equipamento de gradiente e também pela
largura de 2,0 ppm ser suficiente para contemplar os sinais monitorados na regido
aromatica em questao, esta expansao da janela espectral foi desconsiderada.

Ainda sobre os experimentos COSY-UR, foi testado o principio do
rebatimento de sinais na dimenséo ultrarrapida, com o intuito de monitorar os sinais
de uma outra janela (3,0 a 4,5 ppm) juntamente com os da regido aromética. No
entanto, os sinais residuais dos solventes pré-saturados foram intensos o suficiente
para distorcer os sinais dos hidrogénios dos flavonoides, comprometendo assim todo

o espectro de COSY-UR quanto o rebatimento foi utilizado.

4.3.1.3 — Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

Finalizada a definicdo dos parametros do COSY-UR, partiu-se entéo
para a otimizacao das condicbes da separacédo cromatografica. No caso do sistema
CLAE-RMN utilizado, o acoplamento do CLAE com espectrobmetro de RMN é
intermediado pela unidade cryofit™ que possui uma cela de deteccédo de 60 pL. Por
recomendacdo da empresa fabricante, ndo foi utilizado nenhum tipo de &cido na fase
movel, pois isto poderia comprometer a integridade fisica da cela. Outro ponto
importante a ser considerado é que dependendo do solvente escolhido para compor
a fase movel, ele podera interferir diretamente na janela espectral observada na
RMN-UR, uma vez que os sinais intensos do solvente, quando presentes na janela
observada, causam distor¢cdes nos sinais do analito. Além disso, vale ressaltar que
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uma mistura ideal deve apresentar 0s picos no cromatograma com largura superior a
duracédo do experimento de RMN-UR, de modo a garantir que a concentragdo néo
varie significativamente ao longo da aquisi¢do do experimento.

Como na eluicdo gradiente pode haver mudancas nos deslocamentos
quimicos dos sinais de RMN, a fase movel com eluicdo isocratica foi escolhida
preferencialmente em relacdo ao modo gradiente. Com isso, a melhor condi¢ao para
a separacao cromatografica encontrada foi a fase movel com eluigcdo isocratica
ACN/H,O — 45:55. Foram realizadas ainda inje¢des individuais dos flavonoides, o
que permitiu determinar o tempo de retencdo correspondente a cada um deles
(Figura 63).
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Figura 63: Cromatograma (A= 244 nm) obtido para a mistura dos flavonoides 4, 5 e

6, com eluicado isocratica ACN/H,O (45:55) e volume de injecdo de 5 pL.

Um aspecto importante a destacar, € que foram realizados testes
utilizando fases moveis ternarias para alterar a seletividade e proporcionar uma
maior separac¢ao dos dois primeiros picos (Figura 63). Porém, a pré-saturagédo dos
sinais de 'H dos trés solventes nao foi eficiente, afetando assim substancialmente a
resolucdo dos espectros de COSY-UR e, por isso, essa abordagem foi
desconsiderada neste estudo.

Apbés a otimizagdo tanto dos parametros dos experimentos COSY-UR
quanto das condi¢gbes cromatograficas, iniciou-se a corrida cromatografica no CLAE

a medida que os espectros de COSY-UR foram sendo adquiridos continuamente.
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Uma vazéao de 0,4 mL/min. foi escolhida para aumentar o tempo de residéncia dos

analitos na cela de deteccéao.

4.3.1.4 - Acompanhamento da separacdo cromatografica dos
flavonoides via COSY-UR

A fim de realizar os experimentos de RMN-UR com fase ciclica, para
uma supressdo mais eficiente dos sinais do solvente e por questdes de
sensibilidade, foram efetuadas duas varreduras para cada experimento e para cada
uma delas o tempo de recuperacéo foi de 6 s. Desse modo, um espectro de COSY-
UR foi adquirido a cada 12 s, no decorrer da corrida cromatografica. Ao ser injetado
no CLAE um volume de 100 uL os compostos 4 e 5 coeluiram, como podem ser

observados no cromatograma da figura 64.
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Figura 64: Cromatograma (A= 244 nm) obtido para a mistura dos flavonoides 4, 5 e

6, com eluicao isocratica ACN/H,O (45:55) e volume de inje¢do de 100 pL.

Os principais espectros de COSY-UR obtidos durante o monitoramento

da separacao cromatografica estdo organizados sequencialmente na figura 65.
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Figura 65: Regides aromaticas dos espectros de RMN-UR COSY adquiridos ao longo da separacao cromatografica da mistura dos
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flavonoides naringina, epicatequina e naringenina num sistema CLAE-RMN no modo fluxo continuo.
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Analisando a série de espectros contida na figura 65, vemos que nao
foi possivel observar nenhum sinal no instante 5,0 min. Avancando para 5,4 min. o
espectro obtido permitiu identificar o flavonoide naringina (4), enquanto nos instantes
5,6 e 5,8 min. temos a coeluicdo deste com a epicatequina (5), o que condiz com o
ja observado no cromatograma da figura 64. Nos tempos 6,0 e 6,2 min. somente
foram observados os sinais de 5, comprovando assim que mesmo 0S compostos 4 e
5 possuindo tempos de retencao similares e apresentando um anico pico no detector
UV-DAD, estes puderam ser detectados separadamente pelo monitoramento em
tempo real via COSY-UR.

Ja do instante 10,6 ao 11,0 min. os espectros apresentaram sinais
caracteristicos do flavonoide naringenina (6). Apesar dos deslocamentos quimicos
no espectro de RMN de *H do composto 4 serem muito semelhantes aos do 6, estes
compostos foram nitidamente separados devido a diferenca dos seus respectivos
tempos de retengdo. A partir de 11,2 min. até o final da corrida cromatografica ndo
foi observado mais nenhum sinal nos espectros de COSY-UR adquiridos.

A principal limitacdo encontrada no estudo apresentado foi a baixa
sensibilidade dos experimentos utilizados, o que se deve principalmente ao fluxo
continuo do eluente durante a execucao do experimento, especialmente durante a
etapa de codificacdo espacial que dura 30 ms. Foram realizadas algumas corridas
cromatograficas com maiores vazfes, contudo isso resultou numa significativa perda
de sensibilidade, confirmando assim que a vazdo de 0,4 mL/min. era a ideal para
este estudo.

Dessa forma, os resultados apresentados e discutidos acima
comprovam a eficiéncia da aplicacdo da RMN-UR num sistema CLAE-RMN, no
modo fluxo continuo e com solventes rotineiramente utilizados em CLAE. Este é o
primeiro estudo a empregar os experimentos de RMN-UR num equipamento

comercial CLAE-RMN, abrindo assim varias possibilidades de aplicagdes.
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4.3.2 — Monitoramento em tempo real de uma reacdo organica via
RMN-UR

A RMN multidimensional tradicional tem aplicacéo limitada em estudos
de mecanismos de reacOes, pois muitas dessas ocorrem num tempo muito inferior
ao minimo requerido para uma aquisicdo completa deste tipo de experimento de
RMN.

Com o advento da RMN ultrarrapida estes processos de curta duracéo

podem ser monitorados em tempo real, e alguns trabalhos recentes®’®

ja
comprovaram a eficiéncia da aplicacdo da RMN-UR em estudos mecanisticos de
reacdes organicas. Muito embora tais estudos representem um importante avancgo,
eles ainda sdo limitados a compostos enriquecidos com *C e reacdes com
intermediarios de longa duracéo, condicdes estas que restringem a generalizacédo da
aplicagdo da RMN-UR neste tipo de estudo.

Visando expandir os limites de aplicacdo da RMN-UR no estudo de
mecanismos de reacdes, realizou-se 0 monitoramento de uma reacao de hidrélise
com o experimento de RMN HSQC-UR, a fim de inferir a respeito do mecanismo da
reacdo por meio da identificacdo de um intermediario de curta duracdo. Dessa forma
utilizou-se compostos com abundancia natural de **C, almejando aproximar ainda
mais as condicfes deste estudo com as encontradas rotineiramente nos laboratorios

de sintese.

4.3.2.1 — Reacdao de hidrolise de acetais

A reacao de hidrolise, catalisada por acido trifluoracético (ATF), do
acetal 2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano foi escolhida para este estudo devido ao trabalho
de parceria com o laboratério de sintese organica do DQ-UFSCar. A reacdo esta
esquematizada abaixo (Figura 66) onde parte do acetal
2-(4-nitrofenil)-1,3-dioxolano (7), cujo carbono protegido é C-2, e leva a formacao do

produto p-nitrobenzaldeido (14).
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Figura 66: Esquema reacional da hidrélise do acetal 7, catalisada pelo ATF.

A proposta mecanistica desta reacéo®’ (Figura 67) inicia-se com a
protonacdo de um dos oxigénios do grupo protetor (7), levando a formacdo de um
intermediario com um bom grupo abandonador (8). A saida desse grupo conduz ao
ion oxdnio (9), o qual possui boa eletrofilicidade. Uma molécula de agua atua entédo
como um nucledfilo e ataca o intermediario 9, gerando assim um hemiacetal
protonado (10), que por sua vez ao ter um hidrogénio abstraido por uma segunda
molécula de agua, da origem a um hemiacetal neutro (11). Essa etapa representa a
primeira metade do processo de desprotecdo decorrente da hidrélise, e este ultimo
intermediario (11) apresenta relativamente maior estabilidade se comparado aos
demais formados nas etapas anteriores.

Seguindo o mecanismo proposto na figura 67, a protonacdo do
oxigénio do grupo protetor do intermediario 11 origina 0 composto 12, que possui um
bom grupo abandonador. A saida deste grupo leva a formacdo de um aldeido
protonado (13) e a liberagdo de uma molécula de etilenoglicol. Por fim, uma
molécula de agua abstrai um préton do intermediario 13 gerando o produto final
desprotegido p-nitrobenzaldeido (14), e regenerando o acido utilizado como

catalisador da reacéo.
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Figura 67: Proposta mecanistica da reacéo de hidrdlise do acetal 7, catalisada pelo

ATF.

A reacao descrita acima foi a escolhida para esse estudo, uma vez que

nela ha a formacgéao de um intermediario de curta duracdo (11), o que permitiria inferir

a respeito da potencialidade da RMN-UR para caracterizagdo de compostos de meia

vida curta.
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4.3.2.2 — Otimizacao dos parametros do HSQC-UR

A fim de monitorar tanto os sinais de RMN dos atomos de carbono 13
quanto de hidrogénio, o experimento HSQC-UR foi escolhido para acompanhar a
evolucdo desta reacdo. Ademais, até o presente momento ndo ha registros na
literatura de estudos de mecanismos de reacgfes organicas via HSQC-UR, sendo,
portanto, um desafio adicional a comprovacao da eficiéncia do uso deste tipo de
experimento nestes casos.

Para os experimentos de HSQC-UR foi utilizada a sequéncia de pulsos
descrita na figura 28 e os parametros similares aos da tabela 8. Com relacdo aos
parametros de aquisicdo, foram feitas alteracées nos valores da frequéncia central
dos pulsos nos canais de *H e *C para 5,0 e 95,5 ppm, respectivamente. Também
foi necessario ajustar a amplitude dos gradientes de excitacdo para +15,00 G/cm,
com o objetivo de aumentar ligeiramente a janela espectral na dimensao
ultrarrapida, bem como dos gradientes de rebatimento G; para -35,00 G/cm e G
para -14,31 G/cm. Estes dois ultimos foram otimizados para que as correlacées C-H
da regido aromética fossem rebatidas para dentro da janela monitorada, que nesse
caso foi de 2,40-7,24 ppm para *H e de 93,0-117,5 ppm para *C, com o intuito de
monitorar a correlagcdo do carbono protegido ao longo da evolucdo da reacdo de
hidrolise. Os valores reais de deslocamento quimico das correlacdes C-H da regido

aromatica rebatidas sédo 127,6/7,65 ppm e 123,7/8,23 ppm.

4.3.2.3 — Monitoramento da reacado de hidrélise

Diversos trabalhos na literatura’®8!

reportaram tentativas de deteccao
do intermediario hemiacetal, na reagdo de hidrélise de acetais catalisada por &cido,
sem sucesso. Ainda assim, num primeiro momento efetuamos 0 monitoramento via
experimentos de RMN de 'H durante todo o desenvolvimento reacional numa
temperatura de 25° C. Contudo, somente foram observados sinais correspondentes
ao acetal 7, produto 14 e do ATF (Figura 68). Desse modo foi confirmada a
impossibilidade, ja verificada nos trabalhos citados anteriormente, de detectar esse

intermediario hemiacetal 11 de curta duracéo via RMN de *H tradicional.
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Figura 68: Espectro de RMN de *H adquirido no decorrer da reacdo de hidrolise,

com sinais correspondentes ao acetal 7, produto 14 e ATF.

ApGs essa primeira tentativa sem sucesso, foi realizado o
monitoramento desta reac¢do via RMN-UR. Inicialmente foi adquirido um espectro
padrdo somente do acetal 7 e ap0s a adi¢cdo de acido trifluoracético a evolucédo da
reacdo foi monitorada pela aquisicdo continua de espectros de HSQC-UR a cada
41s. Este tempo é referente a realizacdo de um experimento com 8 varreduras, 0
gue tornou-se necessario por questdes de sensibilidade e pela sequéncia de pulsos
utilizar um esquema de ciclagem de fase para os pulsos de desacoplamento de **C
durante a aquisigao.

Os principais espectros de HSQC-UR obtidos no decurso da reacao

encontram-se organizados na figura 69.
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Figura 69: Espectros de HSQC-UR adquiridos no decorrer da reacao de hidrélise do

acetal 7.

Analisando os espectros acima (Figura 69), antes da adicdo do ATF
(0,00 min.) temos indicadas em preto a correlacdo do carbono protegido (C-2) do
acetal 7 em 102,5 ppm e as outras duas correspondentes aos carbonos aromaticos
(C-7,11 e C-8,10) estao rebatidas para dentro da janela espectral observavel. Apés
1,15 min. da adi¢cdo do ATF, foi possivel verificar o aparecimento de uma correlacao
em 94,0 ppm (5,09 ppm > *H), destacada em vermelho, que com o passar do tempo
foi perdendo intensidade até desaparecer por completo, como por exemplo em 36,42
min. Instantes depois esta correlagéo reapareceu (38,47 min.) e apresentou variagao
da intensidade ao longo do desenvolvimento da reacao. Esta correlacdo foi atribuida

como sendo do carbono protegido do intermediario hemiacetal 11, e mostrou um
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comportamento similar, no que se refere a variagcdo de concentracdo, ao ja descrito
na literatura para outros intermediarios>®.

A formacé&o do produto 14 pdde ser evidenciada ap6s 87,29 min. com o
surgimento de duas correlacdes destacadas em verde, que por serem provenientes
da regido aromatica também foram rebatidas para dentro da janela monitorada, e
cujos valores reais séo de 130,7/8,08 ppm e 124,5/8,40 ppm. O espectro do instante
87,29 min. nos forneceu uma constatagdo importante, pois nele temos correlagoes
do acetal, do intermediario e do produto desprotegido indicados nas cores preta,
vermelha e verde, respectivamente. O final da reacdo foi comprovado pelo espectro
obtido ap6s 118,50 min., quando somente as correlacdes referentes ao produto 14
puderam ser observadas. Outros espectros foram adquiridos depois deste instante,
mas todos continuaram apresentando somente as correlagbes existentes no

espectro em 118,50 min.

4.3.2.4 — Célculos tedricos de RMN e NBO

Atualmente, os célculos tedéricos de propriedades de RMN constituem
uma importante ferramenta auxiliar na realizacdo de diversos estudos®*®, Por isso,
visando confirmar a atribuicdo experimental previamente realizada para a correlacéo
do intermediario, os tensores de blindagem (deslocamentos quimicos) de RMN de
'H e 3C dos compostos 7, 11 e 14 foram calculados. Nosso objetivo com isso foi 0
de verificar se estes calculos indicariam uma blindagem ou desblindagem dos sinais
de RMN de *H e **C do carbono protegido do hemiacetal 11.

Inicialmente, os calculos foram feitos para o acetal 7 e o produto 14, a
fim de verificar se estes resultados corroborariam com os dados experimentais
obtidos para estes compostos separadamente, buscando assim inferir se os calculos
tedricos descreveriam corretamente as propriedades de RMN destes compostos.
Isto garantiria um grau de confiabilidade nos célculos tedricos para a estrutura do
hemiacetal 11, cujos dados experimentais ndo estao disponiveis.

Os resultados obtidos para os deslocamentos quimicos de RMN de *H
e 3C, bem como os dados experimentais para o acetal 7 estdo dispostos nas

tabelas 9 e 10 a seguir.
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Tabela 9: Deslocamentos quimicos de RMN de *3C (ppm) calculados e

experimentais para 0 composto 7.

Carbono(s) Experimental Calculado
2 102,5 108,6
4,5 65,6 66,7
6 145,1 156,4
7,11 127,6 134,9
8,10 123,7 131,3
9 148,6 157,2

Tabela 10: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (ppm) calculados e

experimentais para o composto 7.

Hidrogénio(s) Experimental Calculado
2 5,89 6,45
4,5 4,09 3,80
7,11 7,65 8,08
8,10 8,23 8,77

Através dos valores encontrados nas tabelas 9 e 10 é possivel notar
gue apesar dos resultados tedricos nao coincidirem com 0s experimentais, eles
descrevem a ordem dos deslocamentos quimicos de maneira similar ao observado
experimentalmente. Com base nos dados apresentados, foi realizada uma anélise
estatistica através da qual foi possivel obter o valor do coeficiente de correlacdo
linear (R), conforme consta na figura 70, com o Iintuito de mensurar quao

correlacionados estavam os dados tedricos e experimentais.
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Figura 70: Graficos de correlacéo entre os dados experimentais e tedricos de

deslocamentos quimicos de **C (a) e *H (b) do composto 7.

A simples andlise da localizacdo dos pontos nos graficos da figura 70

nos permite afirmar que existe uma boa correlacdo entre os dados tedricos e

experimentais. Aliado a isso temos os valores do coeficiente de correlacdo linear (R)

que tanto para *H quanto para **C sdo superiores a 0,99, indicando assim uma forte

correlacdo tedrico-experimental. Desse modo, ficou comprovado que o calculo

tedérico de RMN para o acetal 7 descreveu eficientemente os deslocamentos

quimicos de *H e **C deste composto.

Os dados calculados para o produto desprotegido 14, assim como 0sS

deslocamentos quimicos experimentais estdo organizados nas tabelas 11 e 12

abaixo.

Tabela 11: Deslocamentos quimicos de RMN de *3C (ppm) calculados e

experimentais para o composto 14.

Carbono(s) Experimental Calculado
1 140,3 146,8
2,6 130,7 139,1
3,5 1245 132,3
4 151,3 159,6
7 190,5 202,4
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Tabela 12: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (ppm) calculados e

experimentais para o composto 14.

Hidrogénio(s) Experimental Calculado
2,6 8,08 8,51
3,5 8,40 8,97
7 10,17 10,43

Similarmente ao observado previamente para o composto 7, os dados
tedricos dispostos nas tabelas 11 e 12 mostraram-se precisos, descrevendo de
modo semelhante ao observado experimentalmente a sequéncia dos deslocamentos
qguimicos. Estes dados foram utilizados para a realizacdo de uma estatistica para a
determinacdo do valor de R, tanto para os dados de RMN de 'H quanto de *C
(Figura 71).
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Figura 71: Graficos de correlacéo entre os dados experimentais e tedricos de

deslocamentos quimicos de *3C (a) e *H (b) do composto 14.

Assim como observado para o acetal 7, os coeficientes de correlacao
linear tanto para os dados de H quanto de **C s&o superiores a 0,99 no caso do
produto 14, evidenciando dessa forma que os resultados advindos dos calculos
tedricos estdo fortemente correlacionados com os experimentais. Com isso, foi
possivel verificar que os deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C calculados

via mecanica quantica, apresentaram uma excelente corroboracdo com os dados
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atribuidos experimentalmente, confirmando assim a eficiéncia dos céalculos teoricos
na descricdo das propriedades magnéticas discutidas para o sistema em questao.

A partir desses resultados, os calculos de RMN para o intermediario
hemiacetal 11 foram realizados nas mesmas condi¢cdes utilizadas para o0s
compostos 7 e 14.

Conforme discutido anteriormente, a correlacdo destacada em
vermelho nos espectros da figura 69 apresenta uma blindagem do sinal de RMN de
'H de 0,79 ppm e de °C igual a 8,5 ppm, em relacédo a correlagdo do carbono
protegido do acetal 7. Ao compararmos 0s resultados teoricos de 7 com os do
hemiacetal 11, a blindagem observada experimentalmente também ¢é indicada pelos
célculos tanto para o sinal de RMN de *H (0,69 ppm) quanto de *3C (9,1 ppm),
enquanto que as correlacdes dos carbonos aromaticos permaneceram inalteradas
segundo os calculos de deslocamentos quimicos efetuados. Esses valores de
blindagem, para o carbono protegido, fornecidos pelos calculos tedricos sdo muito
proximos dos encontrados experimentalmente, contribuindo assim para confirmar
gue a correlacdo em vermelho na figura 69 refere-se de fato ao carbono protegido
do intermediario de curta duracao hemiacetal 11.

Apbs esta confirmacdo em relacdo a correlacdo do carbono protegido,
procurou-se entender quimicamente porque essa blindagem tanto de *H quanto de
13C ocorria no hemiacetal. Para tanto, tomou-se por base o fato de que varios

exemplos na literatura®®°

comprovam que algumas mudancas nos valores dos
deslocamentos quimicos ou mesmo de constantes de acoplamento tem relagéo
direta com os efeitos de hiperconjugacéo existentes nas moléculas. No hemiacetal
11, a principal mudanca estrutural em relagéo ao acetal 7 € que o carbono protegido
em 11 esth diretamente ligado a um grupo -OR e um
—OH, e ndo a dois grupos —OR como no composto 7.

Por isso, foi realizado o calculo do orbital natural de ligagdo (NBO) para
0S compostos 7 e 11, com o objetivo de inferir sobre os efeitos de hiperconjugacao
existentes nestas moléculas. Foram analisadas somente as interacdes dos NBOs
existentes entre os pares de elétrons livres dos oxigénios diretamente ligados ao
carbono da protecdo e o orbital sigma antiligante (Figura 72) da ligacdo entre o
carbono protegido e seu respectivo hidrogénio (C,-H;), conforme encontrado na
tabela 8. Os resultados tedricos indicaram ainda ndo haver interacdes NBO entre 0os

pares de elétrons livres destes oxigénios e as ligacdes C-H do anel aromético, o que
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justifica a néo alteracdo nos valores dos deslocamentos quimicos das correlacbes

C-H dos carbonos arométicos dos compostos 7 e 11, descrita anteriormente.

do hemiacetal 11.

Figura 72: Orbital NBO G*C(Z)

—He)

Tabela 13: Energia de interagéo (kcal/mol) entre orbitais naturais de ligagédo (NBO)

para o acetal (7) e o hemiacetal (11).

Interacao Energia - acetal Energia - hemiacetal
PL 0y = O ¢ - Hop 1,84 4,34
PL?04 > O cp-Hoy 1,41 3,27
PL" O > O G- Hy 1,87 2,05
PL?0g) > O G- Hy 0,65 -
Total 5,77 9,66

PL" - par de elétrons livres 1
PL? - par de elétrons livres 2

Os dados existentes na tabela 13 indicam que a energia total de
interacdo dos NBOs no hemiacetal € 3,89 kcal maior do que no acetal. O valor da
energia de interacdo entre orbitais ocupados e vazios indica qual o fluxo de elétrons

de uma determinada parte da molécula para outra. Quanto maior for essa energia de
107



Resultados e Discusséao

interacdo ou de delocalizacdo maior é a densidade eletrdnica sobre a ligacdo que
recebe este fluxo e, consequentemente, menor sera a frequéncia dos nucleos.

Portanto, a maior energia de interacdo dos referidos NBOs no
hemiacetal 11 faz com o que a densidade eletrbnica ao longo da ligacdo C,-H,
(carbono protegido) seja maior neste do que no acetal 7. Logo, como a densidade
eletrdnica sobre esta ligacdo no hemiacetal 11 € maior, os valores das frequéncias
de precessédo dos nucleos de 'H e *C que compdem a ligacdo serdo menores em
comparacdo aos do acetal 7. Sendo, portanto, o efeito de hiperconjugacao,
mensurado através dos calculos dos NBOs, responsavel pela blindagem dos sinais
observada para o hemiacetal 11.

Neste estudo foi possivel inferir a respeito do mecanismo da reacao
através da caracterizacdo do intermediario de curta duracdo hemiacetal 11, formado
numa das etapas da hidrélise do acetal 7. Com isso, foi comprovada a viabilidade do
uso de compostos com abundancia natural de **C para estudos mecanisticos via
RMN-UR. Este também é o primeiro registro de aplicacdo do experimento HSQC-UR
no estudo de mecanismo de reacao, expandindo desse modo ainda mais os limites
de aplicacdo da RMN-UR.

Outro aspecto importante deste estudo € a utilizacdo de calculos
quanticos de RMN, pois os trabalhos de mecanismos com RMN-UR desenvolvidos
até o momento utilizaram programas computacionais que fazem uso somente de um
banco de dados e de redes neurais, para calcular os valores de deslocamentos
quimicos. Este tipo de programa ndo leva em consideracdo efeitos como o de
hiperconjugacéo, que foi essencial para a compreensao dos resultados obtidos

neste estudo.
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5 -Conclusao

Por meio deste trabalho podemos concluir que:

1. O protocolo de implementagdo dos experimentos de COSY-UR e
HSQC-UR aqui apresentado possibilita a execugdo com sucesso destes
experimentos, através dos quais € possivel obter espectros 2D de qualidade numa
fracdo de segundo. O referido protocolo contribui para que futuras implementacoes
destes experimentos ocorram de forma mais segura. Vale ainda ressaltar que o
laboratério de RMN do DQ-UFSCar tornou-se com isso o primeiro laboratério do
Brasil e, ao que se sabe, do hemisfério Sul a implementar com sucesso 0s
experimentos de RMN-UR.

2. O algoritmo para processamento dos dados de RMN-UR kup foi
desenvolvido numa linguagem, que permite a sua implementagdo em grande parte
dos programas de aquisicdo de dados de RMN desenvolvidos pelas empresas
fabricantes de espectrdbmetros de RMN. Esse conjunto de programa de
processamento € uma importante contribuicdo, uma vez que a partir de agora sera
possivel obter os espectros de RMN-UR processados diretamente no programa do
espectrometro em pouco menos de um (1) segundo, aproximando ainda mais esta
metodologia da realidade dos experimentos de RMN multidimensional
convencionais.

3. E possivel obtermos espectros de COSY-UR num sistema comercial
CLAE-RMN, no modo fluxo continuo. Porém, até o momento a sua viabilidade é util
somente para amostras em altas concentracfes e para misturas previamente
conhecidas, sendo esses os principais impedimentos para a sua ampla utilizag&o.

4. O experimento HSQC-UR permite o acompanhamento, em tempo
real, da evolucdo de reacdes organicas, mesmo utilizando compostos com
abundancia natural de *°C. Isso fato amplia ainda mais o nimero de ferramentas
passiveis de serem utilizadas em trabalhos desta natureza. O estudo do mecanismo
da reacdo de hidrolise foi realizado com sucesso e um intermediario de curta
duracdo pbde ser caracterizado via HSQC-UR. Os resultados provenientes dos
calculos quanticos corroboraram com os experimentais, e foram fundamentais para

a compreensao dos resultados obtidos.

110



Concluséo

Finalmente, a implementacdo da RMN-UR no Brasil abre vérias
perspectivas de aplicacbes, e coloca o Brasil em destaque no cenario da RMN

mundial, ja que somos um dos poucos grupos no mundo a trabalhar com essa
metodologia inovadora.
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APENDICES

PROGRAMA DE PULSO DA SEQUENCIA DE CALIBRACAO DOS

PULSOS E GRADIENTES DE CODIFICACAO

;echograd4
;avance-version

;1D sequence

;modified by Patrick Giraudeau

;Evaluation of adiabatic excitation profile for a continuous excitation

;$CLASS=HighRes
;$DIM=1D
STYPE=
$SUBTYPE=
;$COMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

1ze
200u UNBLKGRAD
200u gronO

2 d1 groff
300u gron0
pll:spl:f1 phl0
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d20

200u groff

1m pll:fi

pl phl

d2 gronl

200u groff

d3

p2 ph2

d4

d5 gron2

go=2 ph31

1m groff

100u BLKGRAD
30m mc #0 to 2 FO(zd)

exit

ph1=0
ph2=0
ph10=0
ph31=0

;pl1: f1 channel - power level for pulse (default)

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;spl: shaped pulse power level for selective excitation
;spnam1: shaped pulse for selective excitation

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d2 : duration of refocusing gradient

;d2+d3+200u=TE

;d4 : delay adjusted for observation of echo

;d5 : acquisition gradient delay before opening receiver
;de=10u

;GPZO0 : excitation gradient [0-100]

;GPZ1 : defocusing gradient
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;GPZ2 : refocusing gradient GPZ2=GPZ1.

PROGRAMA DE PULSO DA SEQUENCIA COSY-UR

;ufcosy

;avance-version

;spatially selective acquisition using adiabatic pulse and field gradients
;acquisition including gradient switching

;modified by Patrick Giraudeau

;$CLASS=HighRes
;$DIM=1D
STYPE=

' $SUBTYPE=

; $COMMENT=

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

#include <De.incl>

1ze
100u UNBLKGRAD
2 d1 pl1:fl
pl phl
10u gronO
pll:spl:fl ph2
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10u groff

10u gronl
pll:spl:fl ph4
10u groff

10u pl1:f1

d24 gron24
10u groff

10u

p23:gp23
10u
pl phl
10u
p26:9p26
d25 gron25
10u groff
10u
ACQ_START(ph30,ph31)
1lu DWELL_GEN:f1
3 d20 gron2
d6 groff
d20 gron3
d6 groff
lo to 3 times I3
rcyc=2
100u BLKGRAD
30m mc #0 to 2 F1QF(ip10, id0)
d5

exit

ph1=0
ph2=0
ph4=2

ph30=0
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ph31=0

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;spl: shaped pulse power level for selective detection

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;spnaml : shaped pulse for selective detection

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11 : short delay

;d12 : delay for spin echo adjusting

;GPZO0 : strength for excitation gradient [0-100]

;GPZ1 : strength for reversed excitation gradient GPZ1 = -GPZ0
;GPZ2 : strength for acquisition gradient [0-100]

:GPZ3 : strength for reversed acquisition gradient GPZ3 = -GPZ2
NS: 1

;I3=number of loops for acquisition
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PROGRAMA DE PULSO DA SEQUENCIA COSY-UR COM PRE-
SATURACAO

;ufcosy-dpr

;avance-version

;spatially selective acquisition using adiabatic pulse and field gradients
;acquisition including gradient switching

;modified by Patrick Giraudeau

;$CLASS=HighRes
;$DIM=1D
STYPE=
$SUBTYPE=
;$COMMENT=

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

#include <De.incl>

1ze

; 20u stO

100u UNBLKGRAD
2 30m fql:fl1

d12 pl9:fl pl12:f2
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d1 cw:fl ph29 cw:f2 ph29
d13 do:fl1 do:f2
20u fql:f1
20u pll:fl
pl phl
10u gron0
pll:spl:fl ph2
10u groff
p20:g9p20
10u gronl
pll:spl:fl ph2
10u groff
p21:gp21
10u pl1:f1
d24 gron24
10u groff
10u
p23:gp23
10u
pl phl
10u
p26:9p26
d25 gron25
10u groff
10u
ACQ_START(ph30,ph31)
1lu DWELL_GEN:f1
3 p15:gp15
dé
p15:gpl6
dé
lo to 3 times I3
rcyc=2
100u BLKGRAD
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30m mc #0 to 2 F1QF(ip10, id0)

d5

exit
ph1=0 2
ph2=1
ph29=0
ph30=0
ph31=0 2

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;spl: shaped pulse power level for selective detection

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;spnaml : shaped pulse for selective detection

;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11 : short delay

;d12 : delay for spin echo adjusting

;GPZO0 : strength for excitation gradient [0-100]

;GPZ1 : strength for reversed excitation gradient GPZ1 = -GPZ0
;GPZ2 : strength for acquisition gradient [0-100]

;GPZ3 : strength for reversed acquisition gradient GPZ3 = -GPZ2
NS: 1

;I3=number of loops for acquisition
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PROGRAMA DE PULSO DA SEQUENCIA HSQC-UR

;ufhsqc

;avance-version

;spatially selective acquisition using adiabatic pulse and field gradients
;acquisition including gradient switching

;modified by Patrick Giraudeau

;$CLASS=HighRes

;$DIM=2D

STYPE=

;$SUBTYPE=

;$COMMENT=

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

#include <De.incl>

"p2=pl1*2"

"p4=p3*2"

"d4=1s/(cnst2*4)"
"d6=d4-d15"

"d10=p20"

"d11=p21"
"p15=(td*dw)/(2*13)-2*d17-p4"
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1ze
20u st0
100u UNBLKGRAD
2 30m
100u
30m pl2:f2
d1 pl1:f1
pl phO
d4
(center (p2 phl) (p4 ph4):f2)
d4
pl ph2
(p3 ph3):f2
dil
10u gron0
p7:spl:f2 phl
10u groff
d10
10u
p2 phl
10u
10u gronl
p7:spl:f2 phl
10u groff
d14 gron4 pl2:f2
10u groff
(p3 ph5):f2
(p1 phi)
d4
(center (p2 phl) (p4 ph4):f2)
dé
d15 gron5
10u groff

10u
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d15 gron7
10u groff
ACQ_START(ph30,ph31)
1u DWELL_GEN:f1
3 p15:gpl5
di7
(p4 ph6):f2
d17
p15:g9pl6
di7
(p4 ph6):f2
d17 ipp6
lo to 3 times I3
rcyc=2
100u BLKGRAD
30m mc #0 to 2 F1QF(id2)

exit

ph0=0
ph1=0
ph2=1
ph3=0
ph4=0
ph5=0 2
ph6=0200
ph7=1
ph8=3
ph30=0
ph31=0 2

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;spl: shaped pulse power level for selective detection
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;spnaml : shaped pulse for selective detection
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;d1 : relaxation delay; 1-5* T1

;d11 : short delay

;d12 : delay for spin echo adjusting

;GPZO0 : strength for excitation gradient [0-100]

;GPZ1 : strength for reversed excitation gradient GPZ1 = -GPZ0

;GPZ2 : strength for acquisition gradient [0-100]

;GPZ3 : strength for reversed acquisition gradient GPZ3 = -GPZ2

NS: 1

;I3=number of loops for acquisition

PROGRAMA COMPUTACIONAL PARA PROCESSAMENTO DOS

DADOS DE RMN-UR KUP

/* KUP - Keng Ultrafast Processing */

/****************************************************************/

I* Short Description : */

I* Program to process the Ultrafast NMR data in real-time */
/****************************************************************/

I* Keywords : */

I* KUP, ultrafast processing */

/****************************************************************/

I* Author(s) : */

I* Name : Luiz Keng */

I* Organisation : UFSCar - Universidade Federal de Sao Carlos
*/

* Email . professorkeng@gmail.com */

/****************************************************************/

[* Name Date Modification: */
I* keng 010911 created */

/****************************************************************/

#include <inc/kuplib>
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/Ivariables declaration

float GradValue=50.000000:;

char irfPATH_MAX], us1[PATH_MAX];

char PROBH[PATH_MAX], Ipwg[16]="I1", lprg[16];

char iRaw_PathName[PATH_MAX];

char oRaw_PathName[PATH_MAX];

char nuc_2[1],nuc_c[]="off",nuc_h[]="1H", alltest[]="all", gtest[]="gradset",
stest[]="shearing", zefftest[]="eef";

int Parmode, |7, TD1 T, TDI, TD2R, NSI, Ipok, vdta, vdtypa=4, expn, dmod, dda,
ftmod, nuc_test;

float dH=4257.6, dC=1070.5 , dN=431.6, dX=dH;

float GradOk, GradStr=GradValue, GradEX, offs_1, offs_2, Ib, dP=60.0, lacq=1.8;
double dda_d, swh_1,swh_2,sw_1,sw_2,0l1 p, 02 p;

FETCHPARS("l 3",&17)
FETCHPAR("PARMODE",&Parmode)
FETCHPARS("TD",&TDI)
FETCHPARS("NS",&NSI)
FETCHPARS("PROBHD",&PROBH)
FETCHPARS("DTYPA",&vdta)
FETCHPARS("DIGMOD",&dmod)
FETCHPARS("FT_mod",&ftmod)
FETCHPAR("LB",&lb)

expn=expno;
Il Effective Excitation Factor (EEF) calculation

if ((i_argc == 3) && (strcmp(i_argv[2],zefftest)==0))
{

/I load excitation block values

FETCHPARS("GPZ 0",&GradEX)
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if (GradEX == 0)

{
FETCHPARS("GPZ 1",&GradEX)

FETCHPARS("NUC2",&nuc_2)
if (strcmp("13C",nuc_2)==0)

{
dX=dC;
}
else if (strcmp("15N",nuc_2)==0)
{
dX=dN;
}

GETFLOAT("What is the pulse width (kHertz) of the shaped pulse?",dP)
GETFLOAT("What is the length (cm) of the detection region?",lacq)

/I calculation

Zeffcalc(dP,lacq,dX,GradEX,GradStr);

if ((i_argc == 4) && (strcmp(i_argv[2],zefftest)==0))
{

if (strcemp(i_argv[3],gtest)==0)

{
GradOk = GradSet(PROBH,GradValue);
KUPRec(GradOk);
GradStr=GradOk;

/I load excitation block values
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FETCHPARS("GPZ 0",&GradEX)
if (GradEX == 0)
{
FETCHPARS("GPZ 1",&GradEX)

FETCHPARS("NUC2",&nuc_2)
if (strcemp("13C",nuc_2)==0)

{
dX=dC;
}
else if (strcemp("15N",nuc_2)==0)
{
dX=dN;
}

GETFLOAT("What is the pulse width (kHertz) of the shaped pulse?",dP)
GETFLOAT("What is the length (cm) of the detection region?",lacq)

/I calculation

Zeffcalc(dP,lacq,dX,GradEX,GradStr);

/Il set 01 and 02 according to the experiment

FETCHPARS("O1P",&01 p)
FETCHPARS("NUC2",&nuc_2)

if ((strcmp(nuc_c,nuc_2)==0) || (strcmp(nuc_h,nuc_2)==0))
{

02_p=01_p;
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swh_2=1692.620;
swh_1=1588.206;
sw_2=4.2299;
sw_1=3.9690;

}

else

{
nuc_test=1;
FETCHPARS("O2P",&02_p)
swh_2=2455.568;
swh_1=1953.125;
sw_2=24.4038,
sw_1=4.8812;

}

// test digitization mode

if (dmod==1)

{
FETCHPARS("GRPDLY",&dda_d)
dda=(2*dda_d+0.5);

}

else

{
dda=0;

}

/l data type of the raw data

if (vdta==2)
{

vdtypa=8;
}
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/I acquisition loop verification
if (17 < 32)

{
GETSTRING("Which variable did you set for the acquisition loop? (11, 12, I3,

..)",lpwg)
Ipok=LoopGet(lpwg);
sprintf(lprg,”l %d",|pok);
FETCHPARS(Iprg,&17)

}

/Il set the original raw data path

strcpy(iRaw_PathName, ACQUPATH(Parmode ? "ser":"fid"));

/I set new name for processed data

strcpy (ir,name);

strcpy (usl,name);

strcat (usl,” _US");

/Iset total TDF1

TD1 T =17*2;

/Iset real size of TDF2

TD2R=TDI/TD1_T;

Il create positive directory

DATASET (usl,expn*10+1,1,disk,user)

sprintf(oRaw_PathName, "%s/%s/%d/ser", disk, name, expno);
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/I processing parameters

/I 1d raw data

if (Parmode == 0)

{
RPAR("kup_par","acqu")
RPAR("kup_par","proc")

ftmod=6;

}

if (nuc_test ==1)

{
STOREPARS("NUC1","13C")
STOREPARILS("NUC1","1H")
STOREPARS("NUC2","1H")
STOREPARS("SFO1",100.6223775)
STOREPAR1S("SFO1",400.1320007)
STOREPARS("SF02",400.1320007)
STOREPARL1("SF",400.1300000)
STOREPAR("SF",100.6127690)
STOREPAR1S("SF",400.1300000)
STOREPARS("SF",100.6127690)

STOREPAR('TD", TDI/TD1_T)
STOREPARS("TD",TDI/TD1_T)
STOREPAR1("TD",TD1_T/2)
STOREPAR1S("TD", TD1_T/2)
STOREPAR("NS",NSI)
STOREPARS("NS",NSI)
STOREPAR('SI",(TDI/(TD1_T*2)))

STOREPARS("SI",(TDI/(TD1_T*2)))
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STOREPARL("SI",(2*TD1_T))
STOREPAR1S("SI",(2*TD1_T))
STOREPAR("SWH",swh_2)
STOREPARS("SWH",swh_2)
STOREPARL("SWH",swh_1)
STOREPAR1S("SWH",swh_1)
STOREPAR("PKNL",0)
STOREPARS("PKNL",0)

I set offset automatically

offs_1=(ol_p+(sw_1/2));
offs_2=(02_p+(sw_2/2));
STOREPAR("OFFSET",offs_2)
STOREPARS("OFFSET",offs_2)
STOREPARL("OFFSET",offs_1)
STOREPARI1S("OFFSET",offs_1)

Il separate positive

FidProc_Pos(iRaw_PathName,oRaw_PathName,|7,vdtypa, TD2R,dda);

/I Shearing option

if ((i_argc == 3) && (strcmp(i_argv[2],stest)==0))
{
STOREPARL("SI",(2*TD1_T))
STOREPARI1S("SI",(2*TD1_T))
STOREPAR("WDW",0)
XF2
STOREPAR("WDW",2)
STOREPAR("LB",Ib)
STOREPARS("LB",Ib)

STOREPAR("FT_mod",0)
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XTRFP2

XIF2
STOREPAR("OFFSET",offs_2)
STOREPARS("OFFSET",offs_2)

STOREPARS("FT_mod",ftmod)
STOREPARS("AXUNIT","™)
STOREPARS("SW_p",swh_2)

}

else

{

/] set parameters

STOREPARL("STSI", TD1_T/2)
STOREPAR1S('STSI",TD1_T/2)
STOREPAR1("PH_mod",2)
STOREPAR1S("PH_mod",2)
STOREPARL("SI",TD1_T/2)
STOREPAR("WDW",0)

XF2

STOREPAR("WDW",2)
STOREPAR('LB",Ib)
STOREPARS("LB",Io/Ib-1)
STOREPAR("FT_mod",0)
XTRFP2

XIF2
STOREPARL("SI",2*TD1_T)
STOREPAR1S("SI",2*TD1_T)
STOREPAR1("STSI",0)
STOREPAR1S("STSI",0)
STOREPAR("OFFSET",offs_2)
STOREPARS("OFFSET" offs_2)

STOREPARS("FT_mod" ftmod)
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STOREPARS("AXUNIT","™)
STOREPARS("SW_p",swh_2)
XF1

/I convert F2 from seconds to ppm and scale sw of the processed spectrum

STOREPAR1("OFFSET",offs_1)
STOREPAR1S("OFFSET" offs_1)
STOREPAR1S("SW_p",swh_1)

/I all processing option

if ((i_argc == 3) && (strcmp(i_argv[2],alltest)==0))
{

/I create negative directory

DATASET (usl,expn*10+2,1,disk,user)

sprintf(oRaw_PathName, "%s/%s/%d/ser", disk, name, expno);

Il processing parameters

/l 1d raw data

if (Parmode == 0)

{
RPAR("kup_par","acqu")
RPAR("kup_par","proc")
ftmod=6;

}

if (nuc_test ==1)
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STOREPARS("NUC1","13C")
STOREPAR1S("NUC1","1H")
STOREPARS("NUC2""1H")
STOREPARS("SFO1",100.6223775)
STOREPAR1S("SFO1",400.1320007)
STOREPARS("SFO2",400.1320007)
STOREPAR1("SF",400.1300000)
STOREPAR("SF",100.6127690)
STOREPAR1S("SF",400.1300000)
STOREPARS("SF",100.6127690)

}

STOREPAR("TD", TDI/TD1_T)
STOREPARS("TD",TDI/TD1_T)
STOREPARL("TD",TD1_T/2)
STOREPARI1S("TD", TD1_T/2)
STOREPAR("NS",NSI)
STOREPARS("NS",NSI)
STOREPAR("SI",(TDI/(TD1_T*2)))
STOREPARS("SI",(TDI/(TD1_T*2)))
STOREPARL("SI",(2*TD1_T))
STOREPAR1S("SI",(2*TD1_T))
STOREPAR("SWH",swh_2)
STOREPARS("SWH",swh_2)
STOREPARL("SWH",swh_1)
STOREPAR1S("SWH",swh_1)
STOREPAR("PKNL",0)
STOREPARS("PKNL",0)

I set offset automatically

offs_1=(01_p+(sw_1/2));

offs_2=(02_p+(sw_2/2));
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STOREPAR("OFFSET" offs_2)
STOREPARS("OFFSET",offs_2)
STOREPAR1("OFFSET",offs_1)
STOREPAR1S("OFFSET" offs_1)

Il separate negative

FidProc_Neg(iRaw_PathName,oRaw_PathName,|7,vdtypa, TD2R,dda);

/I set parameters

STOREPARL("STSI", TD1_T/2)
STOREPAR1S("STSI", TD1_T/2)
STOREPAR1("PH_mod",2)
STOREPAR1S("PH_mod",2)
STOREPARL("SI", TD1_T/2)
STOREPAR("WDW",0)

XF2

REV2

STOREPAR("WDW",2)
STOREPAR("LB",Ib)
STOREPARS("LB",Ib/Ib-1)
STOREPAR("FT_mod",0)
XTRFP2

XIF2

STOREPARL("SI", TD1_T)
STOREPAR1S("SI", TD1_T)
STOREPARL("STSI",0)
STOREPAR1S("STSI",0)
STOREPAR("OFFSET" offs_2)
STOREPARS("OFFSET",offs_2)

STOREPARS("FT_mod" ftmod)
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STOREPARS("SW_p",swh_2)

XF1

/I convert F2 from seconds to ppm and scale sw of the processed spectrum

STOREPAR1("OFFSET",offs_1)

STOREPAR1S("OFFSET",offs_1)
STOREPARIS("SW_p",swh_1)

/Il view data processed

DATASET (usl,expn*10+1,1,disk,user)
VIEWDATA

QUIT
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BIBLIOTECA DE FUNCOES KUPLIB UTILIZADA PELO PROGRAMA
DE PROCESSAMENTO KUP

[*C*
K*khkkkkkkkk

*/

Il separate positive data

void FidProc_Pos (char iRaw_PathName[PATH_MAX],char
oRaw_PathName[PATH_MAX],int I7,int sdta,int TD2_R,int ddacq)
{

FILE * iFile,* oFile;

long ISize;

char * buffer;

inti;

int TD1_UF;

/I read and create binaries files

iFile = fopen (iRaw_PathName , "rb");

if (iFile==NULL) {Proc_err(DEF_ERR_OPT, "Unable to read the source file.");
exit(1);}
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oFile = fopen ( oRaw_PathName , "wb");

if (oFile==NULL) {Proc_err(DEF_ERR_OPT, "Failed to create the file. Please, check

the access permissions."); exit(1);}

/] obtain fid size

fseek (iFile , 0 , SEEK_END);
ISize = ftell (iFile);
rewind (iFile);

buffer = (char*) malloc (sizeof(char)*ISize);
if (buffer == NULL) {Proc_err(DEF_ERR_OPT, "Memory error"); exit(1);}

/I size of TD1UF dimension

TD1_UF = (I7*2-1);

/I create ser UF files

for (i=0;i<=TD1_UF;i=i+2)
{

fseek (iFile , sdta*TD2_R*i+sdta*ddacq, 0);
fread (buffer,1,TD2_R*sdta,iFile);
fwrite(buffer,1,TD2_R*sdta,oFile);

Il close binaries files
fclose (iFile);

fclose (oFile);
free(buffer);
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return(0);

}

Il separate negative data

void FidProc_Neg (char IRaw_PathName[PATH_MAX],char
oRaw_PathName[PATH_MAX],int |I7,int sdta,int TD2_R,int ddacq)
{

FILE * iFile,* oFile;

long ISize;

char * buffer;
inti;
int TD1_UF;

/l read and create binaries files

iFile = fopen ( iRaw_PathName , "rb");

if (iFile==NULL) {Proc_err(DEF_ERR_OPT, "Unable to read the source file.");
exit(1);}

oFile = fopen ( oRaw_PathName , "wb");

if (oFile==NULL) {Proc_err(DEF_ERR_OPT, "Failed to create the file. Please, check

the access permissions."); exit(1);}
// obtain fid size
fseek (iFile , 0, SEEK_END);
ISize = ftell (iFile);

rewind (iFile);

buffer = (char*) malloc (sizeof(char)*ISize);
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if (buffer == NULL) {Proc_err(DEF_ERR_OPT, "Memory error"); exit(1);}

/I size of TD1UF dimension

TD1_UF = (I7*2-1);

/I create ser UF files
for (i=1;i<=TD1_UF;i=i+2)
{

fseek (iFile , sdta*TD2_R*i+sdta*ddacq, 0);
fread (buffer,1,TD2_R*sdta,iFile);
fwrite(buffer,1,TD2_R*sdta,oFile);

Il close binaries files
fclose (iFile);

fclose (oFile);
free(buffer);

return(0);

// variable ‘gar' is just to fix an error

float GradSet (char PROBEHD[PATH_MAX],const float GradVal)
{

FILE * Gradl, * Grad2;

long ISize;

char * varl, * var2, * var3;

char ppar[20],pser[20],gar[20],tpar[20],tser[20],phnb[20],sgsvalue[20],sgcvalue[20];
148



Apéndices

char gcpar[20]="PHGMCZ",gspar[20]="PHGMSZ",gar2[20],tgcpar[20],tgspar[20];

char PHD_ListfPATH_MAX], PHD_Cont[PATH_MAX], PHD_Conf[PATH_MAX],
PHD_CfG[PATH_MAX];

int i, mtest=0, gtest=0;

float fgcvalue, fgsvalue;

/I cat the part and serial number of probe

varl = strrchr(PROBEHD, 'Z");

sscanf(varl,"Z%[]/%s", ppar, pser);

sprintf(PHD_List, "%s/stan/nmr/lists/probeheads”, PathXWinNMREXxp());

/I read and create binaries files
Grad1 = fopen ( PHD_List , "r");
if (Grad1==NULL)

{

printf("\n Error! Spectrometer configuration file was not found.");

return GradVal;

}

else

while (mtest == 0)

{
var2 = fgets(PHD_Cont, sizeof(PHD_Cont), Gradl);

if (var2 == NULL)

{
printf("\n Error! Your PROBE was not found in the probeheads list file.");

return GradVal;

}
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else
{
var2 = strrchr(PHD_Cont, 'Z";
if (var2 '= NULL)
{
sscanf(var2,"Z%["]/%s", tpar, tser);
if (strcmp(ppar,tpar) == 0 && strcmp(pser,tser) == 0)
{
var2 = strrchr(PHD_Cont, T);
sscanf(++var2,"%["]]", phnb);
mtest = 1;

}

}
fclose(Gradl);

sprintf(PHD_Conf, "%slinstr/probeheads/Z%s_%s_%s.par",
PathXWinNMRConf(),ppar,pser,phnb);

Il read and create binaries files

Grad2 = fopen ( PHD_Conf, "r");

if (Grad2==NULL)

{
printf("\n Error! Probe configuration file was not found.");
return GradVal;

}

else
{
while (gtest == 0)

{
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var3 = fgets(PHD _CfG, sizeof(PHD_CfG), Grad?2);

if (var3 == NULL)
{
printf("\n Error! Your gradient specifications was not found in the probehead
file.");
return GradVal;

}

else

{

var3 = strchr(PHD_CfG, '$");
if (var3 '= NULL)
{
sscanf(++var3,"%["=]", tgcpar);
if (strcmp(gcpar,tgcpar) == 0)
{
var3 = strchr(PHD_CfG, '=";
sscanf(++var3," %s", sgcvalue);
fgcvalue = atof(sgcvalue);
var3 = fgets(PHD_CfG, sizeof(PHD_CfG), Grad?2);
var3 = strchr(PHD_CfG, '=");
sscanf(++var3," %s", sgsvalue);
fgsvalue = atof(sgsvalue);
fclose(Grad2);
return (fgcvalue * fgsvalue);
}
else if (strcmp(gspar,tgcpar) == 0)
{
var3 = strchr(PHD_CfG, '=");
sscanf(++var3," %s", sgsvalue);
fgsvalue = atof(sgsvalue);
var3 = fgets(PHD_CfG, sizeof(PHD_CfG), Grad?2);

var3 = strchr(PHD_CfG, '=");
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sscanf(++var3," %s", sgcvalue);
fgcvalue = atof(sgcvalue);
fclose(Grad2);

return (fgcvalue * fgsvalue);

}

}

return GradVal;

}

return GradVal;

}

int KUPRec (float number)
{
FILE * kupfile;
char * verl;
char
fixing[PATH_MAX],search[PATH_MAX],kuppath[PATH_MAX],recomp[PATH_MAX];
char vartyp[20],varnam[20],vttest[20]="float",vntest[20]="GradValue";
int wtest=0, k=0, cont;

sprintf(kuppath,"%s/stan/nmr/au/src/user/kup”,PathXWinNMREXp());
kupfile = fopen (‘kuppath, "r+");

if (kupfile==NULL)

{

printf("\n Error! KUP file is not in the correct directory.");

}

else
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while (wtest == 0)
{

verl = fgets(search, sizeof(search), kupfile);
k++;
if (verl == NULL)
{
printf("\n Error! Your KUP file is not correct.");
return O;

}

else

{

sscanf(verl,"%s %["=]",vartyp,varnam);

if (stremp(vartyp,vttest) == 0 && strcmp(varnam,vntest) == 0)
{
rewind(kupfile);
for (cont=1;cont<=k-1;cont++)
{
fgets(search, sizeof(search), kupfile);
}
sprintf(fixing,"float GradValue=%f;", number);
fputs(fixing, kupfile);
fclose(kupfile);
sprintf(recomp,"cplbruk \"%s\"", kuppath);
if (CPR_exec(recomp, WAIT_TERM) != NORM_TERM)
{
Proc_err(DEF_ERR_OPT, "Error! The current user don't have permission to
compile the KUP AU.");
return O;
}
wtest = 1,

return O;
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/Il function for acquisition loop verification

int LoopGet(char Ipwg[30])

{
char ltemp[10];

char lprg[10]="1 ;

int nloop;
sscanf(lpwg,"l%s", ltemp);
nloop = atoi(ltemp);

strcat(Iprg,ltemp);

return(nloop);

Il z_effective calculation

void Zeffcalc (float pw, const float I, const float dX_nuc, float Gex, const float Gstr)

{

float Zeffr;

/lconversions

pw = pw*1000;

Gex = Gex*0.01;
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/I formula

Zeffr = ((pw)/(I*dX_nuc*Gex*Gstr));

/l messages

if (Zeffr < 1) && (Zeffr > 0))
{

Proc_err(INFO_OPT, "Your EEF is %f.\nThe pulse width of excitation pulse is
lower than the frequency dispersion induced by the excitation gradient.\nSurely,

you're losing sensibility!", Zeffr);

else if ((Zeffr >= 1) && (Zeffr <1.1))

{
Proc_err(INFO_OPT, "Your EEF is %f.\nThe pulse width of excitation pulse is not

enough to ensure adiabatic condition for whole sample.\nProbably, you're loosing

sensibility!", Zeffr);

else if ((Zeffr >= 1.1) && (Zeffr <=1.25))
{

Proc_err(INFO_OPT, "Your EEF is %f.\nThe pulse width of excitation pulse match
with the frequency dispersion induced by the excitation gradient.\nYour excitation

block is in a optimum condition!", Zeffr);

else if (Zeffr > 1.25)
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Proc_err(INFO_OPT, "Your EEF is %f.\nThe pulse width of excitation pulse is so

much higher than the required.\nlt should be better decrease the pulse width!", Zeffr);

else if (Zeffr <= 0)
{

Proc_err(INFO_OPT, "Your EEF could not be calculated.\nThere's something

wrong with the acquisition parameters.\nPlease, check again all of them!");

return(0);

}
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