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Resumo
PRECESSAO LIVRE DE ONDA CONTINUA (CWFP) COMO
FERRAMENTA PARA SUPRESSAO DO SINAL DE SOLVENTE EM
RMN DE ALTA RESOLUCAO.

A aplicacdo do método de Precessdo Livre de onda Continua
(CWFP) para supresséo de sinal(s) de solvente(s) em RMN de alta resolucdo 1D
e 2D ¢é reportada. A metodologia aplicada baseou-se no uso da sequéncia
convencional, que se utiliza de um trem de pulsos de mesma fase, intensidade e
duragdo, separados por um intervalo de tempo T, menor que os tempos de
relacdo longitudinal (T,) e transversal (T,) da amostra. Em seguida, foram
realizadas modificacdes que correspondem a alternancia nas fases dos pulsos.
Estas modificagdes permitiram minimizar anomalias de fase que resultam da
refocalizacdo da magnetizacdo e que ocorrem nos espectros de *H quando se
utiliza da sequéncia convencional. Através da nova sequéncia, denominada
CWEFP-AF, foi possivel a supressao de sinal(s) de solventes em varias amostras
com caracteristicas distintas e determinacdo do teor de sacarose em quatro tipos
diferentes de uva (Vitis vinifera) disponiveis no comércio local. Além disso, o
trem de pulsos com alternancia de fases foi inserido em dois experimentos de
RMN 2D de rotina: COSY (Correlation Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear
Multiple-Bond Correlation Spectroscopy). Os resultados foram comparados com
sequéncias tradicionais para supressdo de sinal de solvente e demonstram o
potencial da Precessdo Livre de Onda Continua para experimentos desta

natureza.
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Abstract
CONTINUOUS WAVE FREE PRECESSION (CWFP) AS TOOL FOR
SOLVENTE SUPPRESSION IN HIGH RESOLUTION NMR
SPECTROSCOPY

The application of Continuous Wave Free Precession (CWFP)
method for solvent suppression in high resolution NMR spectroscopy is
reported. The applied methodology was based in the use of conventional pulse
sequence that use a train of pulses with same phase, intensity and duration,
separated by a time interval (T,) shorter than the longitudinal (T;) and transverse
(T,) relaxation times of the sample. After that, it was performed modifications
that correspond to the phase alternation of pulses. These modifications allowed
to minimize phase anomalies, which result from the refocusing of the
magnetization and occur in the *H spectrum when using the conventional pulse
sequence. Through the new sequence, named PA-CWFP, it was possible to
suppress solvent signals in several samples with different characteristics and the
determination of sucrose content in four different types of grapes (Vitis vinifera),
available in the local trade. In addition, the train of pulses with phase alternation
was added in two routines 2D experiments: COSY (Correlation Spectroscopy)
and HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation Spectroscopy). The
results were compared with traditional sequences for solvent suppression and
demonstrate the potential of Continuous Wave Free Precession method for

experiment of this type.
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1 INTRODUCAO

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) €é wuma técnica
espectroscopica relacionada as propriedades magnéticas dos ndcleos atémicos.
Quando expostos a um campo magnético, determinados nucleos ressonam em
frequéncias caracteristicas na regido das radiofrequéncias do espectro
eletromagnético. Estas variacdes nas frequéncias de ressonancia proporcionam
informagdes detalhadas sobre a estrutura molecular em que os atomos se
encontram’.

Desde a primeira observacdo do fendmeno RMN em &agua’e em
parafina® esta técnica tem se consagrado como uma das mais poderosas
ferramentas analiticas. Por se tratar de um metodo nédo destrutivo, o0 que permite
estudos in vivo, encontra aplicacbes nas mais diversas areas da Quimica,
Biologia, Bioguimica, Ciéncia dos Materiais, Medicina e outros.

Basicamente, pode-se dividir a espectroscopia por RMN em duas
areas: A de baixa resolucdo, cujos campos operam com intensidade inferior a 2
tesla (cerca de 85 MHz para 'H) e a de alta resolucdo, em que s&o utilizados
campos magnéticos que variam deste 2.1 a valores maiores que 20 tesla. No
primeiro caso, em funcdo da homogeneidade reduzida do campo e pouca
sensibilidade, torna-se aplicavel somente a amostras cujos nucleos de interesse
apresentem elevada abundancia natural e alta razio magnetogirica como *H e °F
e € muito empregada na determinacdo de tempos de relaxacdo e em medidas
quantitativas de amostras heterogéneas”. Por outro lado, RMN de alta resolucéo,
proporciona um maior nimero de informacbes a respeito da estrutura
investigada devido a capacidade de discriminar melhor absorcdes de
radiofrequéncias individuais”.

Através do uso da transformada de Fourier aplica a RMN, as
técnicas pulsadas, magnetos supercondutores e sondas cada vez mais sensiveis,

capaz de detectar um namero maior de ndcleos, a RMN de alta resolucdo tem



sido muito aplicada, por exemplo, na elucidacdo estrutural, analise
conformacional, determinacdo estereoquimica, investigacdo de perfis

metabélicos, estudo das interagdes proteina-ligante e outros®.

1.1 Supressao do sinal do solvente

O 'H é o nicleo mais sensivel para RMN em funcdo de sua alta
raz80 magnetogirica e elevada abundancia natural (> 99,9%). Como
praticamente todos 0s compostos organicos contém prétons, esta técnica € uma
ferramenta poderosa para observar, identificar e quantificar um grande numero
de metabdlitos importantes em tecidos intactos’. Em experimentos de RMN de
'H em alta resolugdo envolvendo biomoléculas ou estudos in vivo, o solvente,
quando utilizado, é geralmente composto por nicleos do mesmo tipo da amostra
em interesse. Como a concentracdo do solvente é muito maior que a do soluto, o
espectro é praticamente dominado pelo sinal do primeiro. Dessa forma, os sinais
correspondentes ao soluto que ressonam muito préximo ou abaixo do intenso e
largo sinal do solvente, tornam-se dificeis de serem analisados.

Para amostras muito diluidas, muitas vezes é necessario aumentar
ganho do receptor (receiver gain, RG) para que 0s sinais do soluto possam ser
observados. Por outro lado, 0 RG deve ser ajustado de forma que o FID (Free
Induction Decay), que neste caso € praticamente dominado pelo solvente, ndo
sature o digitalizador'. Este, por sua vez, é limitado pela faixa dindmica do
receptor a qual representa a razdo entre a amplitude do maior e do menor sinal.
Se um sinal for tdo intenso, de forma que ndo possa ser registrado pelo
Conversor Analdgico-Digital (ADC), sua intensidade ndo sera medida de forma
adequada, o que resultard num espectro com linha de base distorcida.

Outro problema associado a concentracdo elevada do solvente é a
dissipacdo da radiacdo (radiation damping). Esse efeito, que surge do

acoplamento nao linear entre a bobina de deteccdo e a magnetizacdo transversa,



induz uma corrente oscilante na bobina que, em contrapartida, gera um campo
magnético também oscilante que acelera o retorno dos spins ao estado de
equilibrio. Dessa forma, a decaimento da magnetizacdo ocorre de uma forma
mais acelerada fazendo com que os spins apresentem um tempo de relaxagéo
longitudinal aparente (Trp) menor que o normal® e um alargamento de linha
indesejavel, correspondente ao sinal do solvente, podendo assim mascarar sinais
do soluto.

Uma alternativa para minimizar os problemas relacionados a
intensidade do solvente é utilizar-se de solventes deuterados ao invés daqueles
que contém prétons. No entanto, esse método nem sempre € aplicavel como, por
exemplo, no estudo de proteinas e experimentos in vivo. 1sso porque
informac0es importantes podem ser perdidas em funcdo processo de troca que
ocorre entre atomos de deutério, do solvente, e grupos NH das ligacGes
peptidicas das biomoléculas. A substituicdo do solvente pode ainda reduzir a
solubilidade de determinadas proteinas, o que promove a precipitacdo deste
material®. Outra limitacdo est4 relacionada ao advento das técnicas hifenadas,
como por exemplo, CLAE-RMN (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada & RMN), em que o uso de solvente deuterados torna-se praticamente
inviavel, por razbes de economia. Além disso, os estudos de amostras in vivo ou
in natura, cuja manipulacdo nao requer extracdo, dispensam o uso de solventes
deste tipo por proporcionarem condi¢gdes incompativeis com a realidade.

Varias técnicas para supressdo de sinais de solventes tém sido
desenvolvidas e revisadas™. Um método ideal deveria suprimir apenas o sinal do
solvente sem qualquer outro efeito sobre o espectro, 0 que representa uma
pratica muito dificil sendo impossivel.

Basicamente, os métodos para supressao de sinais de solventes sdo
divididos em métodos de pos-processamento e métodos envolvendo sequéncias
de pulso. No primeiro caso, a atenuacdo do sinal indesejado ocorre apds o

espectro obtido e consiste num tratamento matematico dos sinais. Geralmente, o



tratamento dos dados é realizado no dominio do tempo, uma vez que 0 processo
de subtracdo do sinal do solvente, antes da transformada de Fourier, pode evitar
distorcBes da linha de base e de fase. Além disso, filtros de frequéncias sdo
utilizados para distinguir o sinal a ser suprimido dos outros sinais. Nesse caso, a
componente de baixa frequéncia é isolada e subtraida do sinal original ™.

A maior dificuldade nos métodos de pos-processamento € descrever
o sinal do solvente como uma funcéo analitica principalmente porque sua forma
reflete 0 método a ser adotado para a supressdo. Assim, problemas como
mudanca da area do sinal e de fase podem surgir'’. Outra limitacio esta
relacionada a necessidade de um o conhecimento prévio das variaveis, nem
sempre faceis de serem tratadas, o que exige pericia do operador. Além disso, 0
uso desse esquema para supressao de sinais € praticavel em espectrémetros com
uma eletrénica mais sofisticada, incluindo ADCs com maior resolugdo e
computadores com maior capacidade de processamento de dados, nem sempre
disponiveis em todos os laboratdrios de rotina de RMN.

Ja 0 uso sequéncias de pulsos representa uma forma de supresséo
experimental muito difundida em experimento de RMN de 'H. Entende-se por
sequéncias de pulsos como uma série de pulsos e gradientes de radiofrequéncia
capazes de “manipular” os spins da amostra e assim proporcionar a informacao
desejada. No tocante a supressao, o objetivo geral € reduzir a magnitude do sinal
do solvente antes de alcancar o receptor. Uma supresséo eficiente significa um
sinal FID menos intenso no receptor, consequentemente, uma maior
amplificacdo do sinal é possivel antes que alcance o digitalizador.

Em uma sequéncia de pulsos ideal, todos os spins do solvente
deveriam experimentar exatamente a mesma radiacdo. Na pratica isso raramente
ocorre, em funcdo da homogeneidade nem sempre estavel dos campos
magnéticos, o que pode resultar numa supressao insuficiente.

Existem varios mecanismos para discriminacdo entre os spins do

solvente e do soluto como, por exemplo, através da diferenca de deslocamento



quimico (ou frequéncias), dos tempos de relaxacdo longitudinal (T,) e
transversal (T,) ou movimentos de difusdo das moléculas. Embora a diferenca
de deslocamento quimico possa comprometer 0 sucesso da supressdo quando
sinais do soluto ressonam muito préximos ou abaixo do sinal solvente ou
quando um shimming mais apreciavel ndo € possivel, este mecanismo nao
depende de um conhecimento prévio de parametros da amostra como em outras
técnicas (isto é, T, T, e coeficiente de difusdo) e, portanto, tem sido o mais
difundido™.
De um modo geral, a supressdo envolvendo sequéncias de pulsos €

classificada em:

e Métodos baseados na saturacdo do sinal do solvente.

e Meétodos que evitam a saturacdo do sinal do solvente (excitacdo nula)

e Métodos baseados na destruicdo da magnetizagéo do solvente.

1.1.1 Sequéncias de pulsos

1.1.1.1  Saturacao do sinal do solvente

A técnica mais simples e robusta de saturacdo do sinal do solvente é
a pré-saturacdo. Este método envolve a aplicacdo de um pulso longo e de baixa
poténcia na frequéncia do solvente seguido de outro 6 mais curto e de maior
intensidade (figura 1. 1). O primeiro pulso promove a transicdo dos spins do
estado fundamental para o estado excitado sobre uma banda de
aproximadamente 1 Hz. Se a velocidade de excitacdo exceder o tempo de
relaxacdo longitudinal (T,), os niveis populacionais tornam-se iguais e o sinal do

solvente ndo é observado. 3



Pré-saturacao 0

FIGURA 1. 1- Representacao esquematica da pré-saturacdo do sinal do solvente.

Embora simples, a pre-saturacdo apresenta varios problemas como
a necessidade de aplicacédo de altos niveis de poténcia para equalizar os estados
fundamental e excitado sobre uma ampla faixa de frequéncias e saturacdo de
spins de interesse que sofrem troca quimica com o solvente como grupos NH,
OH e COOH. Isso porque a pré-saturacdo do solvente requer aproximadamente
1-2s. Consequentemente, qualquer préton com uma velocidade de troca proxima
deste valor também sera saturado. Este processo de troca € bastante comum em
estudos sobre proteinas, conforme discutido anteriormente. Além disso, a
aplicacdo da pré-saturacdo na ressonancia do solvente também pode promover a
saturacdo de sinais proximos.

Algumas modificaces tém sido propostas para essa sequéncia
como a adigdo de um pulso adiabatico de inversdo™* que elimina sinais residuais
das moléculas de agua mais distantes da bobina de deteccdo (Faraway water).
Neste trabalho®, a supressdo do sinal da 4&gua em uma amostra de urina humana
foi mais eficiente que o metodo tradicional. No entanto, os sinais de prétons
trocaveis da uréia, proximos de 5.8 ppm, sdo significativamente atenuados
devido a longa duracdo da pré-saturacdo. Em outro trabalho™, a pré-saturacio
utilizando gradientes de relacdo e ecos (PURGE) promove uma Supressao

altamente seletiva sem distor¢Ges da linha de base.




1.1.1.2 Excitacédo nula

Os métodos que evitam a saturacdo do solvente séo aqueles que
previnem sua excitacdo, ou seja, a magnetizacdo do solvente € mantida ao longo
do eixo “Z” e, a0 mesmo tempo, a sequéncia de pulsos desloca toda a
magnetizagdo restante para o plano transverso antes da aquisi¢c&o™.

O exemplo mais classico que evita a saturacdo do solvente € a
sequéncia Jump-and-return (FIGURA 1. 2) introduzida por Guéron e Plateau®’,

para estudos de acidos nucléicos em D,0.

90X 90.x

FIGURA 1. 2- Representacao esquematica da sequéncia Jump-and-Return.

Conforme a figura 1. 2, esta sequéncia € composta por dois pulsos
de 90° separados por um intervalo de tempo T,. A frequéncia do transmissor e
ajustada para a frequéncia do solvente. O primeiro pulso desloca todos o0s spins
para o plano transverso. Durante o tempo T, todos os spins se defasam de acordo
com suas frequéncias de defasagem, exceto aqueles do solvente, que estdo em
ressonancia e, portanto, apresenta frequéncia nula no referencial rotativo. O
segundo pulso conduz os spins do solvente para o eixo “+Z” enquanto que a
magnetizacdo remanescente e deslocada do plano “XY” para “XZ”.

Por se tratar de uma sequéncia simples, tem sido incorporada em
varios outros experimentos como NOE e RMN bidimensional. Por outro lado, o

uso desta sequéncia introduz deslocamento de fase e problemas relacionados a




amplitude dos sinais no espectro, além de parte do sinal do solvente ser mantida
mesmo apaos a supressao.

Vérias modificacdes para a sequéncia Jump and Return tém sido
propostas, como a adicao de gradientes™® e pulsos compésitos™. Além disso, um
trabalho recente®® demonstrou o uso do amortecimento da radiacdo aplicada a
Jump and Return para melhorar a atenuacdo do sinal do solvente. Através da
aceleracdo efetiva da relaxacdo longitudinal do solvente, é possivel reduzir o
tempo de espera entre os transientes e melhorar a supressdo do sinal da dgua.

Embora apresentem algumas vantagens sobre a sequéncia
convencional, estas alteracOes elevam a complexidade na implementacdo do
experimento, alem de tornar a sequéncia dependente de um numero

relativamente maior de pulsos.

1.1.1.3 Destruicdo da magnetizacao do solvente

Os gradientes de campo, que inicialmente foram desenvolvidos e
aplicados a Ressonancia Magnética de Imagem (MRI), tém sido utilizados com
bastante sucesso em espectroscopia por RMN. Trata-se de periodos curtos
durante os quais 0 campo magnético B, torna-se ndo homogéneo®. E curioso
imaginar que tal tecnologia seja aplicada desta maneira, uma vez que ha uma
busca continua por campos magnéticos cada vez mais estaveis e elevados. Mas a
verdade é que a destruicdo da homogeneidade do campo ocorre de uma maneira
linear e previsivel. A intensidade do campo magnético, apos a aplicacdo de um
gradiente, passa a ser funcdo da posicdo da molécula (no caso de gradientes

aplicados no eixo z) segundo a equacéo (1):

B, (2)=B,+ G, x Z (1)



onde By € a intensidade do campo magnético com o gradiente de intensidade G,
ligado e Z é a posicéo da molécula ao longo do eixo z. Dessa forma, cada parte
do tubo esta sujeito a um campo magnético diferente e o resultado é que os spins
dos nudcleos que compBem a amostra passam a precessar em velocidades
diferentes em funcdo de ocuparem regides distintas. A figura 1. 3 ilustra este

processo.

FIGURA 1. 3- Representacédo do efeito de um gradiente (aplicado no eixo z) na velocidade de
precessdo dos spins ao longo do tubo. Circulos abertos e fechados representam 0s vetores

entrando e saindo no plano da pagina, respectivamente.

Se escolhermos como zero o centro do tubo, as moléculas acima do
centro experimentardo um campo magneéetico que cresce a medida que
avangamos para a parte superior enquanto que as moléculas na parte inferior ao
centro estardo sujeitas a um campo que diminui quando avangamos nesta
direcdo. Assim, 0s spins na parte de cima e de baixo do tubo precessam com
velocidade maior e menor, respectivamente, do que normal (ou seja, numa
situacdo em que o gradiente ndo fosse utilizado).

Um espectro adquirido neste momento ndo exibiria sinal algum
porque 0s spins estdo totalmente defasados e a soma dos vetores que 0s

representam € nula (figura 1. 4).
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FIGURA 1. 4- Representacdo dos spins de uma amostra sujeita a um gradiente Gz, vistos da

parte superior do tubo.

Porém, se um gradiente de mesma magnitude e duracdo que G,,
mas de fase oposta, for aplicado, os spins na parte superior precessardo mais
lentamente e em um sentido oposto (horario ou anti-horario). O inverso € véalido
para 0s spins na parte inferior. Isto porque o gradiente - G, diminuira a
intensidade do campo na parte de cima enguanto 0 aumentara na parte de baixo
do tubo. Dessa forma, ao final do segundo gradiente, os spins serdo novamente
alinhados como se nédo tivessem sido defasados (figura 1. 5). Neste caso - G,
atua promovendo a recuperacgao da homogeneidade do campo.

Na pratica, o que se utiliza sdo dois gradientes de mesma
magnitude, duracao e fase, separados por um pulso de 180° que inverte a posi¢ao
dos spins no plano x’y’. Este arranjo entre dois gradientes e um pulso de 180° e
conhecido como Pulse Field Gradient Spin Echo (PFGSE).

Porém, se este pulso de 180° for um pulso seletivo (Shaped Pulse),
somente coeréncias selecionadas pelo mesmo serdo reorientadas enquanto que
as outras, ndo sendo alteradas por este pulso, serdo destruidas’. Esta estratégia
foi desenvolvida por Shaka® que a chamou de “excitation sculpting” devido ao
fato de que a excitacdo de todos os spins ocorre de modo igual no inicio do
processo e, posteriormente, tem-se o “corte” da magnetizagdo indesejada, como
um escultor revela a forma lapidando o marmore a partir de um bloco sem

forma®.
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FIGURA 1. 5- Representacdo esquematica da acéo de dois gradientes de magnitude e duracdo

iguais e fases diferentes sobre um conjunto de spins de uma amostra.

O PFGSE pode ser utilizado como uma alternativa para remocéo de
sinal de solvente, quando o pulso seletivo proporciona rotagdo de 180° em todas
as partes da janela espectral, exceto onde o sinal da agua estd posicionado.
Dessa forma, todos os sinais do espectro resistem ao PFGSE, exceto o sinal do
solvente, uma vez que é destruido pelos gradientes em funcdo de ndo ter seus
spins invertidos.

O Unico problema e encontrar um pulso seletivo que promova uma
rotacdo em varias partes diferentes da janela espectral. Uma alternativa é utilizar
uma série de seis pulsos duros separados igualmente pelo mesmo intervalo de
tempo. Esta € a composicdo da sequéncia Watergate (Water suppression by
gradient-tailored excitation) conforme figura 1. 6. As barras sobre os valores
dos trés ultimos pulsos (19,9 e 3) indicam inversdo de fase em relacdo aos
primeiros (3,9 e 19).

Nesta sequéncia, a magnetizacdo do solvente é destruida em funcéo
da defasagem cumulativa provocada pelos dois gradientes enquanto que todas as

outras coeréncias sdo recuperadas. A intensidade da magnetizacdo para este
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experimento € muito uniforme sobre uma ampla faixa de frequéncias, sem
distorcdo da linha de base e problemas com inverséo de fase de sinais™. Além
disso, a grande vantagem dos métodos envolvendo gradiente é que a selecdo de
coeréncias pode ser feita com um unico scan, diferente de outras formas de
selecdo como a ciclagem de fases, onde um ndmero muito maior de transientes é

necessario.

90" 39 19 19
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FIGURA 1. 6- Representacdo da Sequéncia de pulsos Watergate.

Embora o emprego de gradientes forneca as bases mais eficientes
para a construcdo das sequéncias aplicadas a supressdo de sinais, alguns
problemas persistem como, por exemplo, 0s acessorios de gradientes
(amplificadores e sondas) nem sempre disponiveis em todos 0s espectrometros,
0s movimentos de difusdo das moléculas que podem ocorrer no interior dos
tubos reduzindo os sinais do soluto no espectro, perdas de sensibilidade devido a
relaxacdo transversal (T,), além de reduzida seletividade. Neste ultimo caso, o
uso de gradientes promove a selecdo de apenas uma coeréncia no tempo de cada
gradiente, o que representa uma limitacéo frente a outras formas de selecao.

De um modo geral, a escolha de um experimento para supressdo
dependera das caracteristicas da amostra (presenca de protons trocaveis, o

tamanho das moléculas, etc.), do solvente e do espectrémetro bem como as
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informacdes desejadas dentro de um intervalo de tempo disponivel*’. Dessa
forma, o desenvolvimento de técnicas para supressdo de sinais de solventes é
uma das areas de pesquisas mais ativa em RMN principalmente em funcédo da
necessidade de novas técnicas capazes de suprimir mais de um sinal (como em
Cromatografia Liquida acoplada & Ressonancia Magnética Nuclear, CLAE-
RMN)? # ou estudos in vivo ou in natura onde um pré-tratamento da amostra
néo € possivel.

Recentemente, uma variante da Precessdo Livre no Estado
Estacionéario (Steady State Free Precession, SSFP), chamada Precessdo Livre de
Onda Continua (Continuous Wave Free Precession, CWFP), que tem sido
utilizada com muito sucesso em analises de RMN de baixo campo® ® e em
medidas de fluxo®® ?", foi introduzida como um novo método de supressdo de
sinal de solvente®. O uso desta técnica apresenta algumas vantagens, como facil
implementacdo, requer baixa poténcia e consequente economia de
amplificadores e ndo necessita de acessorios adicionais como fontes de
gradiente. Foi demonstrado que ela funciona, mas ainda é necessario resolver
alguns problemas que tratam principalmente das anomalias de intensidade e de
fase do sinal. Além disso, uma série de aplicacGes desta sequéncia pode ser

desenvolvida nos mais variados tipos de sistemas.

1.2 Estado Estacionario

Quando um sistema de spins é submetido a um trem de pulsos com
um tempo de repeticdo menor que 5T;, ocorre uma saturagdo progressiva do
sistema de spins e, consequentemente, uma reducdo da amplitude do FID.

Porém, se 0 mesmo sistema de spins, em equilibrio térmico, €
submetido a um trem de pulsos de mesma fase, duracéo e intensidade, espacados

pelo mesmo intervalo de tempo, é atingido um estado estacionério® (Steady
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State, SS), onde a intensidade da magnetizacdo se mantém constante com o
tempo.

A utilizacdo de um intervalo de tempo T,<T,, T,, implica que a
magnetizacdo transversal ndo decai a zero, e o0 sistema de spins atinge néo
somente o0 regime de SS, como restabelece a intensidade da magnetizacdo
transversal que antecede cada pulso, sob a forma de eco. Esta condicdo €
conhecida como precessdo livre no estado estacionario (SSFP), conforme

ilustrado na figura 1. 7.

Amplitude Constante
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FIGURA 1. 7- Representacdo esquematica da intensidade do sinal de RMN depois de

aplicado um trem de pulsos de pulsos igualmente espagados por T,<T>.

A figura 1. 7 mostra dois processos simultaneos que caracterizam o
regime de SSFP: a excitacdo da magnetizacdo longitudinal, gerando um FID
logo apds o pulso, M", e a refocalizacdo da magnetizagdo transversal residual
sob a forma de um eco, M’, no instante que antecede o proximo pulso da
sequéncia.

O regime de SSFP foi primeiro descrito por Carr®. Uma vez que a
intensidade da magnetizacdo independe dos tempos de relacdo T, e T, Carr®
demostrou que é possivel a adicdo de varios espectros num intervalo de tempo
bastante curto e consequentemente um aumento na razéo sinal/ruido (S/N) para
0 mesmo tempo de analise quando comparada a sequéncia SSFP com outras
utilizadas.
|31,

Freeman e Hil dando continuidade ao trabalho de Carr,

relacionaram a sequéncia SSFP, com outra desenvolvida por Hahn®. Nesta
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ultima, ap6s a aplicacdo de dois pulsos de 90° separados por um dado intervalo
de tempo T, ocorre a formagdo de um eco que independe da n&o
homogeneidade do campo. A figura 1. 8 mostra a descricdo vetorial deste

processo.

FIGURA 1. 8- Representacdo do modelo vetorial proposto por Hahn para descri¢do do eco
formado por dois pulsos de 90°. *2

Nesta sequéncia, o primeiro pulso desloca a magnetizacdo para o
plano x’y’ com um angulo de 90°, gerando um sinal de amplitude maxima (etapa
a e b). Durante o intervalo de tempo T, a magnetizagdo se defasa Awt devido a
ndo homogeneidade do campo magnético. Em funcéo de T,<<T,, antes que o
segundo pulso seja aplicado, parte da magnetizacdo ainda se encontra no plano

x’y’ (etapa c). Quando o segundo pulso ¢ aplicado, a magnetizacao se desloca
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do plano x’y’ para o plano x’z’ (etapa d). Ao longo do novo intervalo de tempo,
0s spins precessam ao redor de z sofrendo refocalizagédo em 2T, (etapa e).Como
a trajetoria das isocromatas de spins descreve a forma do nimero 8, projetado na
casca esférica de raio igual ao modulo do vetor momento magnético, este
modelo ficou conhecido como “eight Ball echo.”

Os experimentos de Freeman e Hill** consistiram em introduzir
outros pulsos de 90°, igualmente espacados, na sequéncia proposta por Hahn até
atingir o estado estacionario. Na figura 1. 9a observa-se que, para dois pulsos de
90° ocorre a formagédo de um eco negativo em 2T,. Quando foram utilizados trés
pulsos (figura 1. 9b), sendo o terceiro aplicado exatamente sobre o pico do eco,
ocorre o decaimento do sinal e formagdo de um eco em 3T, de maior
intensidade seguido de outro em 4T,. Quando se aplica uma sequéncia com
quatro ou mais pulsos, igualmente espacados (figura 1. 9c e figura 1. 9d), a
magnetizacdo atinge o estado estacionario de modo que cada pulso é precedido
de uma metade de um eco negativo e sucedido de um FID positivo. Este
processo de refocalizacdo da magnetizacdo € uma consequéncia direta do
estabelecimento do estado estacionario em que séo utilizados intervalos entre os
pulsos comparaveis com T».

Através deste comportamento, foi possivel simular espectros de
RMN no estado estacionario para diferentes condi¢des de homogeneidade do
campo T, levando em conta a defasagem da magnetizacdo causada pela ndo

homogeneidade do campo magnético, conforme a figura 1.10.
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FIGURA 1. 9- Sinais de RMN *H obtidos de um trem de pulsos de 90° igualmente espacados

por um intervalo de T, < T,.*

Na figura 1.10 é possivel observar o efeito da refocalizacdo das
componentes transversais da magnetizacdo. Na condicdo em que o campo
magnético é tal que T, /T,=2 a amplitude do sinal entre um pulso e outro
permanece constante.

Este mesmo efeito foi estudado por Azeredo e colaboradores® através
experimentos e simulagBes tedricas. Utilizando-se de um T,<T, e
consequentemente T, <<T,, Ty, 0 sistema de spins atinge o regime especial de
SSFP, em que o sinal preserva um elevado grau de coeréncia entre 0s spins e
uma grande sobreposicdo das componentes FID e eco. Estas duas propriedades
conferem ao sinal um comportamento particular que levou a classifica-lo como
um novo tipo de estado estaciondrio denominado Precesséo Livre de Onda

Continua (Continuous Wave Free Precession — CWFP),
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FIGURA 1.10- Simulacdo do espectro de RMN no estado estacionario para diversas

condices de homogeneidade do campo. **

A figura 1. 11 mostra os sinais simulados de RMN *H no dominio
do tempo obtidos para uma amostra de 6leo com T,= 138 ms e T,= 53 ms para
uma homogeneidade de campo T,= 0.5 ms. O tempo zero representa 0 momento
em gue um pulso é aplicado. O periodo que antecede o pulso e representado pela
componente eco (M°) enquanto que o periodo posterior corresponde FID (M™).
Para as situagcies em que T, € maior, ou da mesma ordem dos tempos de
relaxacdo (a e b), M* predomina. A medida que T, diminui (c, d e f), a
componente M™ apresenta maior contribuic¢do para a formacao do sinal até que as
duas componentes se sobrepdem numa onda continua (g e h).

Através desta caracteristica do sinal, € possivel adquirir varios
espectros em intervalos de tempo bastante curtos, com um ganho substancial da

razao sinal /ruido.
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FIGURA 1. 11- Espectro de RMN *H de 6leo, com pulsos de 90°, T;= 138 ms, T,= 53 ms,
T,*=0.5 ms e T, de 500,1; 108,3; 56,1; 29.1; 15,5; 2.7, 0.9 e 0.3 ms, para 0s espectros a-h

respectivamente 2°.

Ainda nos trabalhos de Azeredo e colaboradores® *°, foi realizado
um estudo sobre como a interacdo das componentes FID (M*) e eco (M)
influencia na formacédo do sinal CWFP. Foi demonstrado que uma interferéncia
construtiva destas componentes leva ao maximo de sinal, obtido quando uma
frequéncia de irradiacdo (offset) ¥= (2n + 1)xt, que corresponde a um multiplo
impar de m, ¢ utilizado. Neste caso, ambas as componentes estdo em fase. Por
outro lado, quando sdo utilizados angulos de defasagem pares de «, ou seja, Y=
2nm, ocorre uma interferéncia destrutiva e o sinal praticamente se anula, em

funcdo de M* e M apresentarem fases opostas, conforme a figura 1. 12.
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FIGURA 1. 12- Sinal resultante da combinacdo das componentes FID e eco, como uma
dependéncia do angulo de defasagem Y. W= 5=, Interferéncia construtiva (parte superior) e

W= 47 interferéncia destrutiva ( parte inferior).*

A figura 1. 12 mostra a representacdo de como ocorre a
interferéncia entre as componentes M* e M". Para um angulo de defasagem igual
a Y=5m, o sinal apresenta intensidade maxima enquanto para um valor
correspondente a W= 4m, o sinal formado entre as componentes de mesma
amplitude e de fase oposta € minimo. Assim, a frequéncia de defasagem € um
pardmetro a ser considerado no estabelecimento do regime CWFP e sua
importancia sera discutida posteriormente.

Utilizando dos mesmos valores de ¥, foi estudado™ o tempo
necessario para que os spins alcancassem o0 regime de estado estacionario.
Analisando a figura 1. 13, é possivel observar que, para ambos os valores de V¥
(47 e 5m), ocorre uma alternancia da amplitude do sinal que ¢é interrompida em
cerca de 10 ms, o que significa a aplicacdo de mais de 30 pulsos separados por

um intervalo de tempo T,= 300 ps.
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FIGURA 1. 13- Estabelecimento do estado estacionario para uma amostra de dgua com T,=
2.7s, T, de 300ps. (a) ¥=4n e (b) V= 5m.

Recentemente, Venancio e colaboradores® demostraram que o sinal
no regime de estado estacionario é, na verdade, composto por trés estagios
distintos. O primeiro é referente ao periodo em que o sinal apresenta alternancia
em sua amplitude (figura 1. 14a) e ocorre em funcdo da homogeneidade do
campo, sendo tdo mais longo quanto maior a homogeneidade. Apos este
periodo, a amplitude do sinal ndo se alterna entre si, mas continua a decair com
0 tempo, sendo este periodo denominado quase-estacionario (figura 1. 14b).
Finalmente a magnetizacdo entra no estado chamado verdadeiramente
estacionario, em que a intensidade do sinal ndo mais se modifica (figura 1. 14c).

Este estudo® é de grande importancia para o estabelecimento das
condicbes necessarias para que o0 regime de CWFP seja atingido mais
rapidamente, o0 que representa maior agilidade na execucdo de medidas,

26, 27

principalmente em fluxo® ?" e difusividade térmica de elastdmeros.*
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FIGURA 1. 14- Espectro de RMN *H do 4cido fosférico nos regimes de (a) alternancia de
amplitude, (b) quase-estacionério e verdadeiramente estacionério (c).**

1.2.1 Teoria da precessao livre de onda continua (CWFP)

A descrigédo de como o regime CWFP é alcancado, bem como SSFP
convencional, é baseada nas equacdes de Bloch * *®. A principio, quando um
sistema de spins em equilibrio térmico é submetido a um pulso de
radiofrequéncia (rf) B;, a magnetizacdo resultante desloca-se 6 graus do eixo z,
girando ao redor do eixo x’(sistema de coordenadas girantes), segundo a

equacao:

0 =yB,T 2)

onde y ¢ a razdo magnetogirica e T é o tempo de duragdo do pulso.
Devido a curta duracdo do pulso T em relacdo aos tempos de
relaxacdo T, e T,, considera-se que ndo ocorre qualquer tipo de relaxacgéo

durante a aplicacdo do mesmo.
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A magnetizacdo M”, imediatamente ap6s o pulso, provocada pelo
movimento de rotacdo da magnetizacao inicial M, (equilibrio téermico) ao redor

do eixo x’, € descrita pelo operador R,:

M* = R4 (8)M, (3)
1 0 0
Onde R(0)4 = [0 coso Senel
0 —senB cosH

Durante o intervalo de tempo T, o0 sistema de spins relaxa,
promovendo o0 decaimento exponencial da intensidade da magnetizacédo
transversal de M”, através de uma constante de tempo T, e um aumento na
intensidade da componente longitudinal, com uma constante de tempo T,. Este

processo pode ser representado pelo operador S(T,, Ty, To):

E, (T,) 0 0
S(T,, Ty, T,) =| O E,(Ty) 0 (4)
0 0  E(T,)

Onde E, = e~ Tp/T2 ¢ E; = e~ Tp/T1 580 pardmetros de relaxacio.
Além da relaxacdo durante o intervalo de tempo T,, a magnetizagéo
M™ precessiona livremente ao redor do eixo z, defasando ¥ graus em relagio o

eixo y’. Este angulo de defasagem ¢ dado por:

Y = (w-wy)T, (5)

Onde o ¢ a frequéncia de defasagem e wq é a frequéncia no referencial rotativo.

Este processo pode ser visualizado na figura 1. 15.
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FIGURA 1. 15- Representagdo vetorial para a magnetizacdo (a) durante o equilibrio térmico,

(b) durante o pulso e (c) apds o pulso.

Para um determinado tempo t, entre o intervalo de tempo T,, a

magnetizacdo resultante pode ser obtida através da seguinte equacao:

M(t) = Mo(1 — E;(©) + M*R,(W)S(T,, Ty, Ty) (6)

1 0 0
emque R,(W) =10 cosf send
0 —sen® cos6

€ um operador que descreve a rotacdo em torno do eixo z.

Para satisfazer a condicdo de estado estacionario, € necessario que a
magnetizacdo antes do pulso M" seja igual a M(t) no tempo t. Através desta
condicdo, é possivel determinar a intensidade da magnetizacdo em qualquer

intervalo de tempo:

: - ™
_ _ M1 —E))[E; si V]
- 0 - sin a cos ®)
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_ Myg(1—-E)[1—E,cos¥ —E,cosa(cos¥ —E,)
M; = 5 9)

My =My (10)

My(1—-E)[(QA —E, cos¥)sina
My = 5 (1D

M = M,(1—E))|E,(E, — cosl‘){’) + (1 —-E,cos¥)cosa

(12)

onde D = [(1 — E;cosa)(1 —E, cosW)] — [(E; — cosa)(E, — cos W)E,

Considerando um angulo 6= m/2 e intervalo de tempo T,<< Ty, Ty,
para um angulo de defasagem multiplo impar de ¥, a componente eco (M) da
magnetizacdo que precede cada pulso se iguala a componente FID (M*) é o

resultado é um sinal de amplitude maxima, segundo a equacao:

M, T,

"M+ (19

(o) + ()]

A partir destas equacdes é possivel simular a amplitude do sinal
CWEFP em funcdo da variacdo do angulo de defasagem (4n<V<6m) para varias
larguras de pulsos em sistemas de diferentes parametros (como T, e T,) e assim
corroborar com medidas experimentais®. A estimativa da amplitude do sinal
CWFP é de grande importancia para avaliar sua sensibilidade frente a
imperfeicdes no ajuste do angulo de excitacdo ou alteracGes na poténcia dos

pulsos de rf.
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1.2.2 Aplicagdes do Estado Estacionario

Em funcdo da elevada razdo sinal ruido S/R, proporcionada pela
independéncia dos tempos de relaxacdo do sistema em estudo, a SSFP e sua
variante CWFP tem sido muito aplicadas em medidas de RMN em baixo campo
e de imagens.

Kronenbitter e Schwenk®” propuseram um método rapido para
determinacdo de T, e T, em liquidos atraves da SSFP. Os experimentos

consistem em determinar a razdo T,/T,, através da equacao:

Ty (L4 cos(Bstimo))

= 14
T2 (1 — COsS eétimo) ( )
e em seguida a soma entre T, e T, atraves da equacao:
M; — (Tl_El) (15)

D

em que Ogimo € @ Maxima intensidade para o decaimento da magnetizagio M.
Embora muito geral, este método®’ é bastante pratico no estudo de ntcleos cujo
T, seja longo, como por exemplo, Xe'?.

Venancio e colaboradores®, utilizando da sequéncia CWFP,
desenvolveram outra forma determinar de T; e T, através de um Unico

experimento segundo as equacoes:

T/2
Tl =
M,s/Mp

(16)

T"/2

2 = 1-M4s/Mo (17)
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em que T* representa 0 decaimento da magnetizagdo no regime quase-
estacionario e M.s a magnetizacdo no estado verdadeiramente estacionario,
conforme discutido anteriormente. A partir desta nova metodologia, 0 método
CWEFP foi aplicado ao estudo de processos dinamicos, como por exemplo,
reacBes de polimerizacio.*

O estado estacionario em RMI tem sido utilizado apenas
recentemente. Uma das razfes pode ser atribuida a limitagdes de Hardware,
como por exemplo os gradientes de campo, que apenas recentemente tornaram-
se disponiveis®. Através desta e outras tecnologias, 0 estado estacionario
aplicado a RMI proporciona informacdes como mapeamento in vivo da
temperatura, saturacdo do oxigénio no sangue e informacgdes de natureza
anatomica e fisioldégica em tempo real.

Recentemente, Azeredo e colaboradores® demonstraram varias
aplicacOes para a CWFP através de medidas quantitativas como determinacéo de
um componente em uma amostra heterogénea, determinacdo do teor de 0leo e
umidade em sementes, quantidade de hidrogénio em varios solventes, etc.

A figura 1. 16 mostra o espectro de RMN de 'H no dominio do
tempo para uma amostra de 0leo de girassol adquirido através das sequéncias
convencional FID (a) e CWFP (b). Ambos os espectros foram adquiridos com
um tempo total de andlise de 1,38 ms. Na sequéncia convencional, a intensidade
do sinal é tdo reduzida que é praticamente impossivel distingui-lo do ruido. Por
outro lado, quando utilizada a sequéncia CWFP, foi possivel acumular 657
vezes a mesma janela espectral e um ganho na razdo sinal ruido de cerca de 40

VeZes.
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FIGURA 1. 16- Sinal de RMN de 'H de uma amostras de 2.2 mg de 6leo de girassol. a)
Experimento FID adquirido com T,= 5T;1= 690 ms, pulso de excitacdo 6=n/2 e b) sinal CWFP
adquirido com um T,=0,3 ms e 0=n/2..”°

Neste mesmo trabalho® foi demonstrado que o sinal CWFP
depende linearmente da concentracdo da amostra. A figura 1. 17 mostra a
amplitude do sinal CWFP versus a massa de O0leo em sementes de ervilha
desidratadas. Este comportamento linear € uma caracteristica importante deste

sinal para medidas quantitativas.
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FIGURA 1. 17- Amplitude do sinal CWFP para amostras de sementes de ervilha. %
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1.2.3 Anomalias de fase e de intensidade no estado estacionario

Embora apresente muitas aplicagdes, existem poucos trabalhos
envolvendo o estado estacionario em RMN de alta resolucdo. Esta aparente
contradicdo ocorre em funcdo de anomalias de fase e de intensidade que surgem
no espectro transformado.

Ernst e Anderson® foram os primeiros a observar este processo.
Empregando as tecnicas pulsadas e a transformada de Fourier, estes autores
avaliaram quais as condicdes para se obter a maxima razdo S/R. Foi observado
que 0 aumento na intensidade era inversamente proporcional ao intervalo de
tempo T, entre os pulsos. No entanto, para um T, menor que T,, condigdo
necessaria para formacdo do eco no estado estacionario, 0s sinais no espectro
apresentavam anomalias de fase e de intensidade. Foi proposto como solugéo do
problema um intervalo minimo de T, correspondente ao 3T,. Nesta situacéo
grande parte da magnetizacdo (95%) ja teria perdido a coeréncia de fase.

Freeman e Hill*

também propuseram algumas modificacdes, sem
deixar de se beneficiar das propriedades do estado estacionario. Foi
demonstrado que a refocalizacdo do sinal sob a forma de eco, para 2 pulsos de
90° separados por um intervalo de tempo Ty, era responsavel pelas anomalias de
fase e de intensidade no espectro transformado.

Neste trabalho®* foram apresentadas varias propostas para
eliminacdo da componente eco (M) do sinal. Porém, estas medidas causavam
um decaimento acelerado da magnetizacdo transversal promovendo assim um
alargamento indesejavel na linha do espectro. Contudo, a introducdo de um
retardo aleatorio entre os pulsos (denominado Scrambled Steady State, SSS)
apresentou os melhores resultados. A figura 1. 18a mostra a formacao do eco no
sinal RMN e a figura 1. 18b quando foi inserido um tempo de retardo aleatorio

entre os pulsos, demonstrando a eliminagdo da componente eco.
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FIGURA 1. 18- Ecos no estado estacionario no FID do iodeto de metila enriquecido com **C.
a) Utilizando um tempo de repeticdo constante entre os pulsos; b) Utilizando um tempo de

repeticdo com um retardo aleat6rio entre os pulsos.™

A figura 1. 19 mostra os espectros de RMN para a mesma amostra
de iodeto de metila apos a transformada de Fourier, com um intervalo de tempo
T, constante (figura 1. 19a), aleatorio apds cada pulso (figura 1. 19b) e apds a
aplicacdo de 64 pulsos (figura 1. 19c). No primeiro caso, em funcéo da presenca
da componente eco, o espectro apresenta distor¢cdes na linha de base e uma
irregularidade na proporcdo entre as intensidades dos sinais. Ao utilizar um
valor aleatorio de T, a proporgéo entre as intensidades dos sinais (1: 3: 3: 1) e
parcialmente recuperada sem distor¢cdes na linha de base. Finalmente, quando
utilizado valores aleatorios de T, apds a aplicacéo de 64 pulsos, as anomalias de

fase e de intensidade foram praticamente eliminadas.
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FIGURA 1. 19- Espectros de RMN **C de iodeto de metila observados no estado estacionario

utilizando T, (a) constante, (b) aleatorio apos cada pulso e (c) apds aplicacdo de 64 pulsos®®.

Alguns trabalhos se seguiram como a publicagdo de Schwenk® em
que as distor¢des no espectro sdo eliminadas atraves de 4 experimentos com
diferentes frequéncias de irradiagdo (processo denominado Quadriga Fourier

Transform, QFT) segundo a equacao:

1
vp=vE—i(p=O,1,Ze3) 18
Em que ve € a frequéncia do pulso aplicado e p é nimero de experimentos.
Devido o uso de valores diferentes de frequéncia de irradiacdo, uma nova escala
foi aplicada de modo ajusta-las a uma mesma frequéncia de ressonancia Z

segundo a equacao:

19

N
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E assim os quatro espectros podem ser somados. Este método® foi aplicado em
espectros de RMN *!P para uma amostra de acido fosférico para remocdo de

batimentos laterais. Outros estudos® similares também publicados por Schwenk
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foram estendidos a nicleos de *®Ag. Recentemente®, estas metodologias foram
testadas e comparadas para remocao de batimentos laterais e anomalias de fase
em espectros de *C.

Rudakov e colaboradores**™*

publicaram varios trabalhos propondo
modificacbes na sequéncia SSFP para eliminacdo de anomalias de intensidade.
Estas modificacbes correspondem & alternéncia de fases entre os pulsos e tem
sido aplicada com muito sucesso na deteccdo de explosivos e entorpecentes
através de NQR (Nuclear Quadrupolar Resonance). Através da combinacdo
entre as componentes FID e eco, foi demonstrado um aumento substancial na
razdo S/R. Neste trabalho sera demonstrado que estas modificacbes podem
também ser aplicadas na correcédo de efeitos indesejados que surgem no espectro

de RMN de H.
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2 OBJETIVOS

Considerando o potencial do metodo Precessdo Livre de Onda
Continua (CWFP) e a atual necessidade de supressdo de sinal(s) de solvente em
espectros de RMN de alta resolucéo, o objetivo deste trabalho é:

1) Desenvolver e aplicar o método (CWFP) na supresséo de sinal de
solvente(s) em RMN 'H de alta resolucdo tendo foco a correcdo das anomalias
de fase.

2) Aplicar o método CWFP em experimentos 2D que envolvem
supressao para amostras rotineiras e experimentos in natura. Neste Gltimo caso,
medidas quantitativas serdo realizadas para determinacdo de acucar (sacarose) e
0s resultados serdo comparados com 0 método Brix.

3) Avaliar o uso do método CWFP para supressdo de mdaltiplos

sinais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Programacao da sequéncia CWFP

De inicio, no software Topspin®, instalado no equipamento Bruker
DRX 400 (400,13 MHz para a frequéncia do Hidrogénio), a sequéncia CWFP
foi escrita sob a forma de texto, em linguagem C. A tabela 3. 1 abaixo lista as

linhas escritas segundo a notacéo Bruker.

TABELA 3. 1- Sequéncia de pulsos CWFP convencional na forma escrita.

1ze
2d1

pl phl
3T,

pl ph2

TP
lo to 3 times n

go=2 ph31

wr #0

lo to 1 times td
exit
ph1=00221133

ph2=00221133
ph31=00221133

Caso ndo ocorra nenhum erro, o proprio software converte a

sequéncia da forma escrita para a forma gréfica.
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Em seguida, a sequéncia foi modificada através da alternancia de

fases. A nova sequéncia, denominada CWFP-AF (onde “AF” representa “fase

alternada”), os pulsos avangam com passos de 90°, conforme a tabela 3. 2.

TABELA 3. 2- Sequéncia de pulsos CWFP-AF na forma escrita.

1ze
2dl
3 plphl
Tp
pl ph2
TP
pl ph3
Tp
pl ph4
TP
lo to 3 times n
pl ph4
go=2 ph31
wr #0
loto 1 times td

exit
ph1=00221133
ph2=11332200
ph3=22003311
ph4=33110022
ph31=00221133

3.1.1 Aplicacdo do método CWFP em experimentos 2D

Apobs a programacdo da sequéncia no modo unidimensional, o

método CWFP foi inserido em 2 experimentos bidimensionais de rotina: COSY
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(Correlation Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation
Spectroscopy) ambos com pré-saturacdo do sinal do solvente. Como ponto de
partida, foram utilizadas duas sequéncias ja existentes e disponiveis no
laboratério de RMN do departamento de Quimica da Universidade Federal de
Sao Carlos-SP. As modificacdes, para ambas as sequéncias, ocorreram atraves
da substituicdo do pulso longo e de baixa poténcia, correspondente a pré-

saturacéo, pelo trem de pulsos CWFP.

3.2 Construcao dos perfis de excitacao

Apds a implementacdo das sequéncias, foram construidos os perfis
de excitacdo. Para tanto, foi preparada uma solucdo de 2 mM de CuSO,.5H,0
(agente relaxante) em uma mistura de H,O/D,0 (fornecedor: Aldrich Chemical
Conpany) na propor¢do 9:1 e inserida num tubo de RMN de 5mm. Os
experimentos foram realizados num equipamento Bruker DRX400, 9,4 tesla
(400,13 MHz para a frequéncia do Hidrogénio), utilizando- se de uma sonda de
deteccdo inversa equipada com gradiente de campo no eixo Z, a uma
temperatura de 298K. Para obtencdo dos perfis, foram obtidos espectros em
varias frequéncias de defasagem diferentes, utilizando se de uma janela de 6000
Hz, 65536 pontos na aquisi¢do do espectro (Time Domain), ganho do receptor
de 1, tempo de espera de 1s e tempo de aquisicdo de 2s. Os experimentos
ocorreram no modo unidimensional com um deslocamento de frequéncia de 50
Hz para cada scan. Os parametros avaliados inicialmente foram a largura de
pulso (P;) e o intervalo de tempo entre os pulsos (T,). A principio, foram
calculados os perfis com a sequéncia CWFP convencional, com varios P,
diferentes: 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 135°, utilizando-se de um intervalo de tempo
fixo entre os pulsos de 500 ps. Em relagdo T, os valores utilizados séo
equivalentes a: 200, 250, 300, 400, 500 e 550ps, para uma largura de pulso fixa

de 90°. Neste ultimo caso, estes nimeros ja incluem o tempo necessario para que
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a eletronica “ligue” e “desligue” o pulso (cerca de 60 us). Apds o ajuste de Py e
T,, foi calculado um perfil de excitacédo para a sequéncia CWFP-AF, com 0s

parametros largura de pulsos e intervalo de tempo entre os pulsos ajustados.

3.3 Testes de supressdo 1D

3.3.1 Amostra de sacarose

Foi preparada uma amostra de sacarose (fornecedor: Aldrich
Chemical Company) 20 mM em uma mistura H,O/D,O na proporcao (9:1) e
inserida em um tubo de 5mm. Esta proporcao entre os solventes, assim como em
outras amostras, foi mantida para a trava de campo (sistema Lock). O TMSP
(Trimetilsilil-2, 2, 3, 3-d4-proprionato de sédio) 0,16% foi utilizado como
referéncia interna. Para esta amostra foram adquiridos espectros de RMN de 'H
utilizando-se das sequéncias CWFP convencional e CWFP-AF. Além disso,
duas sequéncias muito difundidas para experimentos de supressao, baseadas na
pré-saturacdo do sinal do solvente (uma com adi¢do de pulso composto e outra
com incremento por NOE) foram utilizados, para fins de comparagdo. Os
parametros utilizados foram: janela espectral de 4800 Hz, 16 aquisi¢des, 65536
pontos(Time Domain), tempo de aquisicdo de 5s, tempo de espera de 7s, ganho
do receptor de 64, largura de pulso de 8,5 ps, T, de 500 ps (CWFP®) e uma
atenuacdo do pulso de pré-saturacdo de 60db (para as sequéncias baseadas na
pré-saturacdo). Antes de cada experimento para remocdo do(s) solvente, foi
adquirido um espectro de RMN de 'H sem supressdo e utilizando-se dos

mesmos parametros acima, exceto o ganho do receptor que foi 1.

3.3.2 Aplicacdo em amostra de rotina

Com a finalidade aplicar as modificagOes na sequéncia CWFP em

uma amostra “real”, foi utilizada para teste de supressdo uma amostra de um
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farmaco denominado RITMONEURAN® (Passiflora Incarnata 182,93 mg).
Neste trabalho, uma capsula desta amostra foi dissolvida em 0,6 mL de metanol
deuterado (contendo 0,16% de tetrametilsilano, TMS) e inserida num tubo de 5
mm. Os paréametros utilizados foram iguais a aqueles adotados para a sacarose

(item 3.31) exceto o ganho do receptor, que neste caso corresponde a 362.

3.3.3 Amostra de Glicina

Foi preparada uma amostra de Glicina 20 mM dissolvida em H,O
(pH=7) e inserida num tubo de 5mm. Como esta amostra foi utilizada para os
estudos envolvendo supressdo de protons trocaveis, um capilar interno contendo
TMSP em D,O (0,16%) foi inserido no tubo (figura 3. 1) com o objetivo de
evitar possiveis processos de troca que poderiam ocorrer entre atomos de

deutério do solvente e prétons do aminoacido, caso fossem misturados.

%“ina TMSP 0.16%
(em D»O)

FIGURA 3. 1- Representacdo esquematica para as analises envolvendo Glicina.
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Os paréametros utilizados foram: Janela espectral de 4800 Hz, tempo
de espera de 8 s, 16 aquisicOes, tempo de aquisicdo de 3 s, de 65536 pontos na

aquisicédo do espectro, largura de pulso de 8.5us e ganho do receptor de 204.

3.3.4 Testes de dupla supressao

Considerando o comportamento da sequéncia CWFP através dos
perfis de excitacdo, foram realizados testes com o objetivo de suprimir dois
sinais num mesmo espectro. Para tanto, foi utilizada uma amostra de 20 mM
sacarose dissolvida em uma mistura de CH;CN, H,O e D,0 na proporcéao 3:2:1.
Os experimentos foram realizados com a frequéncia de defasagem (offset) fixa
ora no sinal da acetonitrila (2.2 ppm) ora fixa no sinal da dgua. Para ambos 0s
experimentos foram utilizados trens de 1024 pulsos, um intervalo de tempo entre
0s pulsos fixo de 1090 ps e ganho do receptor de 10. Os outros parametros

foram iguais a aqueles utilizados para a sacarose (item 3.3.1).

3.3.5 Amostras in natura

Para os testes de supressdo in natura, foram utilizadas 4 amostras
de uvas (Vitis vinifera) dos tipos Italia, Niagara, Rubi e Red Globe, disponiveis
no comércio local, Sdo Carlos-SP. Para estas analises, em particular, foram
utilizados tubos de 10 mm que a principio permitiriam o0 uso de uma quantidade
maior de amostra, inclusive o uso de uma uva inteira e intacta, o que dispensaria
processos de extracdo. Além disso, duas curvas de calibracdo (concentracédo
versus intensidade do sinal CWFP e concentragdo versus °Brix) foi tracada a
partir de cinco amostras diferentes (100, 200, 300, 400 e 500 mg.mL™) de
sacarose dissolvida em &gua com o objetivo de determinar, através de ambos 0s

métodos, a quantidade deste acucar na fruta. Neste caso, o0 tripleto com
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deslocamento quimico préximo de 3.2 ppm foi utilizado como referéncia para os
valores de intensidade do sinal CWFP.

Novamente, foi utilizado um arranjo semelhante ao da figura 3. 1,
no entanto envolvendo um tubo de 5 mm como capilar (contendo TMSP-d4

0.16% em D»O) inserido num tubo de 10 mm. Em relagéo as amostras de uva e

as de sacarose (curva padrdo), os experimentos de RMN de 'H foram realizados
em triplicada e sob temperatura controlada (298 K). Foi utilizada uma largura de
pulsos de 7,5 pus, janela espectral de 6.000 Hz, 65536 pontos na aquisi¢cdo do
espectro, tempo de aquisi¢ao de 2s, tempo de espera de 10s, ganho do receptor
de 18s e 16 aquisicOes. Neste caso, diferente de todos 0s outros experimentos de
RMN listados neste trabalho, os teste de supressédo in natura bem como a curva
de calibracdo para a sacarose, foram adquiridos no equipamento Bruker-Avance
I11, equipado com um magneto Oxford de 9,4 tesla (400 MHz para frequéncia do

hidrogénio) com uma sonda de detec¢éo direta com gradiente BBO 10 mm.

3.4 Teste de supressao 2D

Para testar a eficiéncia do trem de pulsos CWFP em experimentos
2D, a mesma amostra de sacarose 20 mM (item 3.3.1) foi utilizada. Um trem de
1024 pulsos de 90° espacados por um intervalo de tempo de 500 us para o
experimentos de COSY e HMBC foram utilizados. Os resultados obtidos com as
sequéncias modificadas foram comparados com aqueles obtidos com as
sequéncias 2D sem alteracbes porém utilizando-se dos mesmos parametros e 0s

resultados foram comparados entre si.

3.5 Medidas de Brix

Entende-se por valor Brix a porcentagem de solidos soltveis em

uma determinada amostra®. As medidas sdo realizadas por meio de
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refratometria em que o indice de refracdo é medido através do angulo critico de
um feixe de luz que atinge a amostra. Neste angulo critico ndo ocorre mais o
fendmeno de refracdo, de modo que todo o feixe de luz é refletido. Este processo
é medido por um sensor Gtico que converte a reflexdo total para o valor brix.
Neste trabalho, as quatro amostras de uvas e das solugbes de
sacarose utilizadas para construcdo da curva calibracdo (item 3.3.5) foram
utilizadas logo ap6s os experimentos de RMN de *H através da adicdo de 3 gotas
das respectivas amostras sobre a superficie do refratbmetro (marca Soloeste,
modelo TR-30-ATC). As analises ocorreram em triplicatas e sob temperatura de
298 K. Os resultados das medidas °Brix e CWFP para as amostras de uvas foram

confrontados entre si.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Excitacdo da Magnetizacdo através do Estado Estacionario

Conforme discutido na parte introdutéria deste trabalho, o estado
estacionario € estabelecido através da aplicacdo de um trem de pulsos de mesma
fase, intensidade e duracdo, separados por um intervalo de tempo T,. A figura 4.
1 mostra a representacdo grafica da sequéncia CWFP convencional programada
no Laboratério RMN da UFSCar (equipamentos DRX 400 e Avance llI,
Bruker).

Na figura 4. 1, “n” representa um trem de n pulsos P, separados por
um intervalo de tempo T, enquanto que Py representa um pulso de leitura que
antecede a aquisicdo e D o tempo de espera para que 0s spins atinjam o
equilibrio térmico.

O efeito de uma sequéncia de pulsos pode ser estudado a partir de
um perfil de excitacdo que demonstra a acdo dos pulsos sobre a magnetizacao da
amostra em varios offsets diferentes. O resultado € um gréafico que reflete a fase
e a intensidade da magnetizacdo. Uma sequéncia de pulso ideal, para supresséao
do sinal do solvente, deve proporcionar um perfil de excitacdo uniforme sem
qualquer perda de intensidade e distorcdo de fase, dentro de uma determinada

faixa de frequéncia.

DI T

N

FIGURA 4. 1- Representacao esquematica da sequéncia CWFP convencional
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A partir da sequéncia CWFP convencional, foram tracados os perfis
de excitacdo através da variagdo da largura dos pulsos (P;) e do intervalo de
tempo (Tp) entre os pulsos. Para tanto, foi utilizada uma amostra de agua
(contendo o agente relaxante CuSO,.5H,0 ) a qual o espectro de RMN de 'H

exibe um Unico sinal.

4.1.1 Variacao da largura de pulso

Num estudo sobre precessdo livre aplicada a RMN de imagens,
BANGERTER e colaboradores® verificaram que este sinal é sensivel a
variacOes de largura de pulso e apresenta uma dependéncia entre os tempos de
relaxacdo longitudinal e transversal.

O sinal CWFP apresenta uma grande sobreposicdo das
componentes FID (M") e eco (M"). Para angulos de defasagem pares de =, y=
2nt, a intensidade do sinal praticamente se anula em fungdo destas componentes
estarem defasadas em 180° (interferéncia destrutiva). Por outro lado, para
multiplos impares do angulo de defasagem, y= (2n+1)x o sinal tem intensidade
maxima em funcdo de M* e M estarem em fase (interferéncia construtiva).
Dessa forma, 0 modo de interagdo entre as componentes pode ser utilizado para
remocgdo de sinais indesejados do espectro na regido onde o sinal se anula
enquanto a intensidade da magnetizacdo é preservada onde a interacdo é
maxima.

A figura 4. 2 mostra os perfis de excitacdo para a sequéncia CWFP
convencional utilizando vérias larguras de pulsos diferentes. Os espectros foram
adquiridos no modo fase e convertidos para 0 modo absoluto. Pode-se observar
que a intensidade da magnetizacdo é praticamente nula na regido onde foi fixada
a frequéncia de defasagem, neste caso escolhida como frequéncia do solvente, e
nas regides que coincidem com o inverso do intervalo de tempo entre os pulsos.

Por outro lado, a regido compreendida entre a frequéncia zero e o inverso de T,
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demonstra a recuperacdo da magnetizacdo. Além disso, os perfis de excitacdo
(no modo fase) mostram uma inversdo das fases entre os sinais principalmente
nas regides mais proximas da frequéncia de defasagem. Esta anomalia de fase é
uma consequéncia direta da refocalizacdo da magnetizacdo (componente eco).

Para os angulos de 15° e 45° (figura 4, 2b e d, respectivamente),
observar-se que, grande parte dos sinais de maior intensidade ocorre em
frequéncias proximas do zero. Este comportamento pode ser muito interessante
para observacdo de ndcleos cujos sinais ocorrem em frequéncias muito proximas
do solvente, uma vez que suas intensidades sdo rapidamente recuperadas em
frequéncias proximas do zero (frequéncia de defasagem), o que pode representar
uma vantagem sobre metodos de supressdo de solvente que se utilizam, por
exemplo, da pré-saturacdo. Nesse caso, sinais proximos ao sinal suprimido
experimentam alguma perda de intensidade.

Contudo, quando se utiliza de pulsos de largura 135° (figura 4. 2d),
pode se observar grandes perdas de intensidade dos sinais tanto préximo do zero
quanto nas extremidades do perfil de excitacao.

Ja o perfil de excitacdo para uma largura de pulso igual a 90°,
representa o resultado mais promissor, uma vez que a intensidade dos sinais €
mantida quase que uniforme. Esta caracteristica € muito importante quanto se

trata de medidas quantitativas.
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FIGURA 4. 2- Perfis de excitacdo da sequéncia CWFP convencional para as larguras de
pulsos de 15, 45, 90 e 150° no modo fase (a, ¢, €, g) € no modo magnitude (b, d, f, h)
respectivamente. Tp =500 us e n=1024 pulsos.

Os perfis mostrados na figura 4. 2 foram apresentados tanto no

modo fase como no modo absoluto. Este processo ocorre atraves da substituicdo

[13%:4]
1

cada ponto “1” por um valor absoluto de acordo com a equagao:
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ABS(i) = /(R()? +1(1)?) 20

Onde R e | representam a parte real e imaginaria do espectro, respectivamente®.
Esta medida foi tomada apenas como uma forma mais préatica de visualizar o
efeito da sequéncia CWFP sobre a magnetizacéo.

Contudo, é adequado que a aquisicdo dos espectros ocorra sempre
no modo fase, uma vez gque 0 processo de conversao entre estes modos promove
o alargamento indesejavel da linha de base dos sinais no espectro. Este efeito
pode ser observado na figura 4.3 em que foram sobrepostos 0 modo fase e

absoluto de um mesmo perfil de excitacéo.
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FIGURA 4. 3- Perfis de excitacdo para a sequéncia CWFP convencional nos modos fase (em

vermelho) e absoluto (em preto).

4.1.2 Variacao do intervalo de tempo entre os pulsos

Outro parametro importante a ser avaliado € o intervalo de tempo
entre os pulsos. Uma vez que o inverso de T, equivale a diferenca de frequéncia
entre dois sinais, € possivel selecionar uma faixa de frequéncias adequada para

deteccdo somente de nucleos de interesse.
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A figura 4. 4 mostra a dependéncia da regido de supressdo com o

intervalo de tempo entre os pulsos.

a) b)
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FIGURA 4. 4- Perfis de excitacdo (modo absoluto) a partir de varias larguras de pulsos
diferentes: a) 200, b) 250, c¢) 300, d) 400, e) 500 e f) 550 ps. P1=90° e n= 1024 pulsos.

E possivel observar que para larguras de pulsos maiores, a
sequéncia CWFP torna-se mais seletiva (Figura 4. 4c, d, e e) se comparada a
intervalos de pulsos menores (figura 4. 4a e b). Quanto mais estreita for a regido
suprimida nas proximidades do sinal do solvente, mais eficiente se torna a
sequéncia, uma vez que frequéncias que aparecem proximas deste sinal

apresentam menores (ou nenhuma) perda de intensidade. Além disso, é possivel
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promover a supressao de mais de um sinal num mesmo espectro, desde que o
inverso da largura de pulso coincida com a frequéncia do sinal que se deseja
suprimir, tomando como frequéncia de defasagem o valor do solvente. Este
comportamento pode ser visualizado na figura 4. 4f. Para uma largura de pulso
de 550 ps, ocorre supressdo de 3 sinais, embora uma intensidade relevante seja
mantida para os sinais suprimidos das extremidades. Este comportamento foi

estudado mais profundamente e sera reportado neste trabalho.

4.2 Modificagbes na sequéncia CWFP

A partir da sequéncia CWFP convencional, foram feitas as
modificacdes conforme proposto na literatura®**. Estas modificacdes consistem
na adicdo de uma alternancia nas fases dos pulsos que representa uma forma de
selecdo de coeréncias em que Vvarios scans sdo necessarios para remocao de
sinais, conforme a figura 4. 5. Neste processo, as fases dos pulsos e do receptor
sdo alteradas de um modo estratégico para que coeréncias desejadas sejam
somadas enquanto que outras (como do solvente, por exemplo) se cancelam.

Este método é semelhante a ciclagem de fases, que representa outra
forma de selecdo de coeréncias. A diferenca principal é que no primeiro caso, a
mudanca nas fases dos pulsos ocorre num mesmo scan engquanto que no segundo

caso estas alteragOes ocorrem a cada novo scan.
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FIGURA 4. 5- Representacao esquematica da alternancia de fases.

A figura 4. 6 mostra a sequéncia CWFP-AF com os pulsos

avancando de 90° com a aquisicdo sendo realizada em fase com o ultimo pulso

do trem.

Dl

FIGURA 4. 6- Representacao esquematica da sequéncia CWFP-AF

A partir desta nova sequéncia, foi construido um perfil de excitacdo

com os parametros largura e intervalo de tempo entre os pulsos otimizados a

partir da sequéncia CWFP convencional, utilizando-se da mesma amostra de

agua contendo CuS0,4.5H,0 e uma variacdo de frequéncia a cada experimento

de 250 Hz. O resultado é mostrado na figura 4. 7. E possivel observar que todos
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0s sinais no perfil de excitacdo apresentam mesma fase, 0 que aponta uma
possivel resolucdo deste tipo de anomalia que ocorre no espectro transformado
quando se utilizou da sequéncia convencional.

Por outro lado, o sinal com frequéncia zero, ou seja, onde foi fixa a
frequéncia de defasagem, ndo foi totalmente atenuado de modo que o sinal com
intensidade nula ocorre em frequéncias menores. Este comportamento
demonstra que um deslocamento significante da frequéncia de defasagem poder
estar ocorrendo para a sequéncia CWFP-AF de modo a excitar diferentemente
sinais que ressonam no limite inferior e superior proximos ao sinal suprimido.
Assim, ajustes adicionais na frequéncia de defasagem para uma supressao mais
efetiva sdo necessarios. Estas modificacdes sdo referentes a uma adicdo a
frequéncia de defasagem de cerca de ¥ do inverso do intervalo de tempo entre

0s pulsos.

i QJ_LL LHAJMLA,L

2000 0 2000
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FIGURA 4. 7- Perfil de excitacdo (modo fase) para a sequéncia CWFP-AF. P1= 90°, Tp= 500
ps, n= 1024 pulsos.

Este efeito de deslocamento da frequéncia de defasagem foi
relatado por Rudakov e colaboradores** quando estudaram a adi¢do de um pulso
preparatorio na sequéncia SSFP com o objetivo de aumentar a intensidade dos
sinais em um trabalho aplicado a NQR. Foi demonstrado que através desta
modificacdo sinais de amplitude maxima e minima ocorriam em periodos

diferentes. Porém nenhum estudo mais refinado foi realizado a respeito deste
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deslocamento de frequéncia. Segundo Venancio™, este efeito pode decorrer pelo
fato de que como a fase dos pulsos avancam de 90° a partir de X, e a aquisicéo e
feita em fase com o Gltimo pulso do trem, neste caso -y, entdo a defasagem para
que o sinal fosse suprimido teria um angulo de 3x/2. Como esta variagdo ocorre
de modo periddico em relagéo a T, o outro ponto de nulo correspondente deveria

ser - «t/2.

4.3 Testes de supresséo 1D

Com o objetivo de confirmar, compreender e justificar
modificacdes na sequéncia de pulsos foram realizados alguns testes de supressédo
utilizando-se da sequencias CWFP convencional e modificada. Para tanto, foi
utilizada uma amostra de sacarose 20 mM. Duas sequéncias muito difundidas
baseadas na pré-saturacdo foram utilizadas neste experimento: uma com adicao
de pulso composto e outra com incremento por NOE. A representacdo grafica
destas sequéncias € mostrada na figura 4. 8.

A execucédo de ambos os experimentos € muito semelhante a pré-
saturacdo comum, exceto algumas peculiaridades. A sequéncia que se utiliza de
um pulso composto é, na verdade, um conjunto de pulsos com duracdo e fases
variadas que sdo aplicados para compensar inomogeinidades do campo®. J& a
sequéncia com incremento por NOE € composta pelo primeiro incremento de
um NOESY 2D atraves da adi¢do de um tempo de mistura. Dessa forma, além
de promover a saturacdo do sinal do solvente, aumenta a intensidade dos outros

sinais do espetro através da transferéncia de magnetizagdo™.
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FIGURA 4. 8- Representacdo esquematica das sequéncias de pulsos : a) Pré-saturacdo com
incremento NOE e b) Pré-saturagdo com pulso composto. Tnix representa o tempo de mistura.

A figura 4. 9 mostra o espectro de sacarose 20 mM sem supressao e
utilizando-se das sequéncias CWFP convencional e CWFP-AF. Sem a
supressao, o espectro e praticamente dominado pelo sinal da agua (4.8 ppm). O
efeito da dissipacdo da radiacdo, que promove o alargamento do sinal em 4.8
ppm, é bastante pronunciado. Quando utilizada a sequéncia CWFP sem a
alternancia nas fases dos pulsos, ocorre um ganho substancial da razdo S/R dos
sinais de aclcar em funcdo da atenuacdo do sinal do solvente. No entanto, o
dupleto proximo de 5.4 ppm, que corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono
anomeérico, apresenta fase invertida em relacdo aos demais sinais. Este
comportamento ja era esperado conforme demonstrado pelos perfis de excitacéo.
Os sinais gque ressonam acima da frequéncia de defasagem, apresentavam uma
inversdo de fases e este efeito, conforme discutido anteriormente, é resultante da
refocalizacdo da magnetizacdo. Ao aplicar a sequéncia CWFP-AF todos 0s

sinais no espectro exibem mesma fase.




53

T

J\

I T I T T T T I T T | T I I T

58 566 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 ppm

]
| MLJ«WUW_T
o

FIGURA 4. 9- Espectro parcial de RMN de *H de uma amostra de sacarose 20 mM: a) sem
supressao do sinal da &gua, b) utilizando-se da sequéncia CWFP convencional e c) CWFP-
AF.

A figura 4. 10 abaixo mostra os espectros de RMN de 'H no
dominio do tempo da amostra de sacarose 20 mM. A sequéncia CWFP
convencional apresenta um sinal com batimentos compativeis com a presenca da
componente eco, também observada por Freeman e Hill** (figura 1. 18). A
introducdo de um trem de pulsos aplicados com alternancia de fases elimina
esses batimentos e um sinal de decaimento mais suave pode ser obtido, como
mostra a figura 4. 10b.

Na intencdo de avaliar a influéncia da supressdo sobre sinais do
soluto, os resultados envolvendo as sequéncias baseadas na pre-saturacdo foram
comparados a CWFP-AF, conforme a figura 4. 11. Os espectros foram
normalizados e plotados com base na intensidade do TMSP (6= 0.0 ppm). O

espectro sem supressdo foi ampliado 64x.
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FIGURA 4. 10- Espectro de RMN *H no dominio do tempo para amostra de sacarose 20 mM:
a) CWFP convencional e b) CWFP-AF. Espectros adquiridos com 256 scans.

Considerando os resultados na figura 4. 11 pode-se observar que a
intensidade do sinal da agua, em todos os trés experimentos que envolvem
supressdo, é intensamente reduzida. Comparando as sequéncias com pré-
saturacdo, os resultados sdo bastante equivalentes. Por outro lado pode-se
observar no espectro da sequéncia CWFP-AF duas caracteristicas bastante
distintas dos demais espectros. O sinal que corresponde ao hidrogénio
anomérico com deslocamento 6= 5.4 ppm apresenta-se com uma intensidade
relativamente maior frente ao demais experimentos. Por outro lado, o tripleto e o
dupleto com sinais proximos de 4.0 e 4.2 ppm, respectivamente, tem suas
intensidades reduzidas se comparadas com os demais espectros. Uma vez que a
distancia entre os sinais da agua e o hidrogénio anomérico (0.6 ppm) é muito
proxima daquela entre 0 mesmo sinal da &4gua e o dupleto e o tripleto ( =
0.7ppm), era de se esperar que o efeito da sequéncia CWFP-AF fosse igual

sobre ambos os sinais de lados opostos do espectro. Contudo, o que foi
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observado é que o sinal acima do simpleto da agua apresenta intensidade maior
enquanto perdas consideraveis ocorrem nos sinais proximos e de deslocamento
quimico menor que o do solvente. Este efeito provavelmente resulta do
deslocamento da frequéncia de defasagem e, deste modo, 0s sinais nas
proximidades sdo excitados de modo diferente, conforme observado através do

perfil de excitacéo (figura 4. 7).
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FIGURA 4. 11- Espectro parcial de RMN de *H para a sacarose 20 mM: a) sem supressao, b)
utilizando-se da pré-saturacdo com incremento NOE, c) pré-saturacdo com pulso composto e
d) CWFP-AF.

4.3.1 Supressao em amostra de rotina

Para testar o potencial da sequéncia CWFP-AF, foi utilizada uma
amostra de um farmaco denominado RITMONEURAN®, um medicamento
fitoterapico utilizado no combate a ansiedade, irritabilidade, agitacdo nervosa e

insdnia, conforme especificado pelo fabricante (Hertz®). Esta amostra exibe uma
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grande mistura de compostos e representa um bom modelo para testes de
supressao, uma vez que alguns de seus sinais ressonam muito proximo do sinal
do solvente.

A figura 4. 12 abaixo mostra 0 espectro sem supressdo desta
amostra dissolvida em metanol deuterado (metanol-d,). O intenso sinal da &gua,
dissolvida no metanol, domina todo o espectro. Sem supressao, os sinais abaixo
proximo a ressonancia da agua tornam se dificeis de serem analisados. Assim,
uma supressédo eficiente deveria remover o sinal do solvente sem comprometer

0s sinais do soluto.

55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 ppm

FIGURA 4. 12: Espectro de RMN de *H (sem supressdo) da amostra de RITMONEURAM®

dissolvido em metanol-d,.

A FIGURA 4. 13 mostra os espectros com supressdo do sinal da
4gua para amostra RITMONEURAM® utilizando as sequéncias baseadas na pré-
saturacdo e CWFP-AF. Os espectros foram normalizados com base na

intensidade do sinal TMS (6= 0,0 ppm) e expandidos na regido entre 7.0 e 3.1
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ppm. O sinal (parcialmente cortado) em 3.3 ppm corresponde ao solvente

metanol.
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FIGURA 4. 13- Espectro de '*H de RMN da amostra RITMONEURAM®. a) Pré-saturagdo

com pulso composto b) pré-saturacdo com incremento NOE e ¢c) CWFP-AF.

Através da comparagdo entre 0S espectros com e sem supressao,
pode-se observar que a ressonancia do sinal da agua é intensamente atenuada.
Para as sequéncias envolvendo pre-saturacdo, a eliminacdo do sinal deste
solvente é quase que completa enquanto que na sequéncia CWFP-AF parte do
sinal da agua ainda persiste no espectro. Além disso, o dupleto com 6= 4.5 ppm
é totalmente atenuado. Outros sinais com deslocamentos quimicos proximos de
4.0, 55 e 5.6 ppm apresentam comportamento semelhante. A atenuacao
completa ou mesmo que parcial de sinais proximos ao do solvente pode
representar uma limitacdo desta técnica uma vez que informac6es importantes

podem ser perdidas como, por exemplo, em estudos de elucidacao estrutural em
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que a observacdo de todos os sinais no espectro é necessaria, ou ainda medidas
quantitativas baseadas em sinais proximos do solvente. Neste sentido, as
sequéncias baseadas na pré-saturacdo aqui utilizadas, foram mais eficientes para
conservacdo de sinais que ressonam préximo ao do solvente se comparadas a
CWFP-AF.

4.3.2 Teste com protons Trocaveis

Uma das limitacGes das sequéncias baseadas na pré-saturacdo e que
ja foi discutida na parte introdutoria deste trabalho, esta relacionada a supresséo
de protons trocaveis. Neste sentido, prétons em amidas, aminas e outros grupos
que compdem o0s peptideos, proteinas e acidos nucleicos podem ter seus sinais
diminuidos ou mesmo suprimidos quando se utiliza a pré-saturacdo para
remover a ressonancia do solvente.

Com 0 objetivo de testar se tal processo de troca poderia estar
ocorrendo quando se utiliza do método CWFP-AF, uma amostra de glicina 20
mM dissolvida em agua foi utilizada como referéncia. Esta amostra contém
grupos OH e NH, e representa um bom modelo para este estudo. O resultado foi
comparado com as sequéncias baseadas na pré-saturacao.

Uma vez que a adicdo de D,O para a trava de campo poderia
contribuir para o processo de troca entre 0s nucleos de deutério e protons da
amida, tomou-se o0 cuidado para que a mistura entre 0 aminoacido e agua
deuterada néo ocorresse (conforme figura 3. 1) de modo que a possivel reducéo
de sinais de prétons trocaveis fosse decorrente apenas das sequéncias de pulsos
testadas. Além disso, foi medido o pH da solugdo (= 7.0), pois este € um
pardmetro importante a ser considerado para estimar o ponto de equivaléncia
entre cargas desta molécula, também denominado ponto isoelétrico (PI). O PI é
uma faixa de pH segundo o qual uma molécula encontra-se com a mesma

quantidade de cargas positiva e negativas. Para a glicina, este valor corresponde
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a = 6.02. Portanto, em pH proximo de 7.0 os grupos carboxilico e amino

encontram-se deprotonado e protonado, respectivamente, conforme figura 4. 14.

H4N

O

FIGURA 4. 14: Estrutura da Glicina em pH=7.0.

Para esta estrutura, o espectro de RMN de 'H deve apresentar 2
sinais: um correspondente a metileno (-CH,-) e outro a ao grupo amina
protonado (NH;"). Foram adquiridos os espectros de RMN de *H para a amostra
de glicina sem a supressé@o do sinal da agua e utilizando-se das sequéncias com
pré-saturacdo e CWFP-AF. Para medir a intensidade dos sinais apds a supressao
da ressonancia do solvente, foi realizada a integracdo dos sinais metileno e do
grupo amino e calculada a razéo entre as reas NH,/CH,. Os espectros foram
normalizados com base no sinal do TMSP conforme a figura 4. 15. E possivel
observar que, embora a atenuacdo do sinal da agua ocorra de forma mais
significativa para a sequéncia com pré-saturacdo que se utiliza de um pulso
composto, a conservacao do sinal do grupo amina (6= 2.2 ppm) € maior para a
sequéncia CWFP-AF. Este sinal ressona em uma regido relativamente distante
da frequéncia de defasagem do solvente. A recuperacdo da magnetizacdo nesta
regido € maior, conforme visto a partir dos perfis de excitacdo (deste de que esta
regido ndo coincida com o inverso de Tp).

Assim, para supressao de protons trocaveis, pode-se afirmar que o
método de Precessdo Livre de onda Continua € mais eficiente para estudos
envolvendo prétons trocaveis que ressonam mais distante da frequéncia de

defasagem do solvente quando comparada a pré-saturacéo.
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FIGURA 4. 15- Espectros de RMN de ‘H para a glicina. a) Sem supresséo, b) utilizando a

sequéncia com pré-saturacao com pulso composto e ¢) CWFP-AF.

4.4 Teste de dupla supresséao

A anélise de compostos dissolvidos em misturas de solvente ndo-
deuterados, como por exemplo, dimetilsulféxido e dgua ou acetonitrila e agua,
torna-se bastante limitada em funcdo de multiplos sinais de solventes que
dificultam ou mesmo impedem a observacgéo de sinais menos intensos do soluto.
Esta é uma situacdo comum em CLAE-RMN em que vérios solventes em
concentracdes distintas sdo utilizados.

Véarios metodos tém sido propostos para supressdo multipla de
sinais como, por exemplo, empregando a pré-saturacdo em varias frequéncias ou

através da combinacdo entre uma excitacdo seletiva muiltipla e gradientes de
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campo. Em geral, todas elas apresentam algumas limitagbes comuns quando
utilizadas para atenuag@o de um dnico sinal.

Considerando que no método CWFP o inverso do intervalo de
tempo entre os pulsos corresponde a um angulo de precessao par (y= 2n x), é
possivel que mais de uma ressonancia possa ser suprimida. Este comportamento
ja foi discutido através dos perfis de excitacdo para larguras de pulsos diferentes.
Para testar essa possibilidade, foi utilizada uma amostra de 20 mM de sacarose
diluida em uma mistura de CH3CN, H,0 e D,0 (3: 2: 1) em um volume de 0.6
mL. Os testes foram realizados tanto para a sequéncia convencional como
CWEFP-AF. Para esta ultima, os testes ocorreram em duas condicdes distintas: a
frequéncia de defasagem fixa no sinal da agua e em outro momento fixa no sinal
da acetonitrila. O valor do intervalo de tempo entre os pulso foi calculado com
base na diferenca de frequéncia entre os sinais destes dois solventes. Os
resultados foram comparados entre si. A figura 4. 16 mostra o espectro da

sacarose 20 mM sem supressdo dos sinais de acetonitrila e agua (ndo deuterada).
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FIGURA 4. 16- Espectro de RMN de 'H da sacarose 20 mM dissolvida em CH3CN, H,0 e

D,0 (sem supressdo de sinais de solventes).

Sem a supressdo de ambos os sinais dos solventes, torna-se dificil a
observacao dos sinais do agucar. Os satélites de **C da acetonitrila (8= 2.0) sdo
tdo intensos que excedem em intensidade os sinais do soluto.

A figura 4. 17 mostra o resultado da supressdo dos sinais da
acetonitrila e da agua para a sequéncia (a) convencional e CWFP-AF (b e c). As
escalas verticais foram padronizadas com base no sinal do tripleto com
deslocamento quimico préximo de 3.4 ppm. As regibes que apresentam o

simbolo (~) representam cortes parciais dos respectivos sinais.
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FIGURA 4. 17- Espectros de RMN de *H da sacarose 20 mM com supressdo do sinal da agua
e da acetonitrila: a) utilizando CWFP convencional com a frequéncia de defasagem fixa no
sinal da agua, b) CWFP-AF com a frequéncia de defasagem fixa no sinal da agua e c) no sinal
da acetonitrila.

Como pode ser observado na figura 4. 17, dois comportamentos
diferentes se configuram. No caso em que a frequéncia de defasagem foi fixada
no sinal da agua (figura 4. 17 a e b), a atenuacdo do sinal deste solvente foi
quase que completa além de promover minimas distor¢cdes na linha de base.
Porém, o sinal da acetonitrila é pouco suprimido o que impede a promocao do
aumento dos sinais do soluto. Por outro lado, para a frequéncia de defasagem
fixa no sinal da acetonitrila (figura 4. 17c), a supressdo de ambos os sinais dos
solventes € bastante efetiva € o resultado € um aumento substancial nos sinais do
soluto. Este comportamento pode ser explicado com base no perfil de excitacdo
para um intervalo de tempo entre os pulsos de 550 us (figura 4. 4f). Embora a

atenuacao ocorra em mais de uma regido da janela espectral, a supressdo mais
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efetiva ocorre na regido em que foi fixada a frequéncia de defasagem, uma vez
que nas outras regides correspondentes ao inverso do intervalo de tempo entre os
pulsos, a intensidade da magnetizacdo é parcialmente recuperada. Dessa forma,
uma supressdo mais eficiente para ambos os sinais, deve ocorrer quando a
frequéncia de defasagem estiver fixa no sinal mais intenso do espectro, que
neste caso corresponde a acetonitrila.

Atraves da figura 4. 17a é possivel observam também que, para
sequéncia CWFP convencional ha inversdo nas fases dos sinais em regides onde
ocorrem a supressdes (6= 2.0 e 4.2ppm) em decorréncia da componente eco.
Quando se utilizou da sequéncia CWFP-AF que através da alternancia de fases
elimina esta componente, todos 0s sinais no espectro passam a apresentar a
mesma fase (figura4. 17 b e c).

Uma das limitaces da supressdo de mais de uma ressonancia
utilizando-se do método de Precessdo Livre no Estado Estacionario é a
ocorréncia de sinais de interesse que surgem em regides equivalentes ao inverso
do intervalo de tempo entre os pulsos, 0 que provocaria a atenuagdo de suas
ressonancias. Assim, por exemplo, um sinal com deslocamento quimico 6= 6.8
ppm (com a frequéncia de defasagem fixa no sinal da agua) seria suprimido.

Dessa forma, a supressdo de sinais utilizando-se da sequéncia
CWFP-AF representa uma alternativa bastante robusta para remocéo de sinais
indesejaveis no espectro com reduzidas perturbacdes na linha de base e fases dos

sinais.

4.5 Experimentos com amostras in natura

Na maior parte dos experimentos realizados com amostras in vivo e
in natura o sinal da agua é apreciavelmente maior que sinais do soluto. Embora

alguns trabalhos publicados tenham demonstrado RMN aplicada em amostras

53, 54

desta natureza sem a remocao do sinal da agua> ", as técnicas que se dedicam a



65

supressao do sinal do solvente tem sido as mais difundidas principalmente em
medidas quantitativas.

Para quantificacdo de um determinado sinal, o espectro deve ser
adquirido e processado sob condicdes apropriadas™: A janela espectral deve ser
excitada uniformemente pelos pulsos de rf; O tempo de reciclagem (Recicle
Time) deve ser suficiente para que todos os spins da amostra relaxem; A
digitalizacdo dos dados deve ocorrer de modo que as linhas dos sinais sejam
bem definidas; Uma correcdo precisa da linha de base e fase dos sinais também
€ necessaria para a maxima razdo S/N. Além disso, o sinal que sera utilizado
deve estar livre de sobreposicdo de outros sinais para que uma integracdo mais
efetiva seja realizada.

Foi demonstrado que sinal CWFP é diretamente proporcional a
concentracdo da amostra®. Dessa forma, a sequéncia CWFP-AF foi utilizada
neste trabalho para determinar a concentragdo da sacarose em quatro tipos
diferentes de uva. Para tanto, foi construida uma curva analitica (concentracdo
versus intensidade) para cinco concentragbes diferentes deste acgucar. As
medidas de intensidade do sinal CWFP foram baseadas no tripleto (6= 3.2 ppm)
que apresenta-se livre da sobreposicdo de outros sinais, obtido apos a supressao
do sinal da agua . Além disso, para os espectros de uva in natura, este sinal foi
de melhor resolucdo. A figura 4. 18 mostra a estrutura da sacarose com destaque

do hidrogénio (em vermelho) cujo sinal foi escolhido como referéncia.

OH

HO H
HO

on OH H

OH

FIGURA 4. 18- Estrutura da sacarose.
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As medidas foram feitas em triplicata utilizando-se de cinco
concentragdes diferentes (25, 50, 100, 200 e 250 mg.mL™) de sacarose. Em
seguida, foi removida uma aliquota de cada amostra analisada e submetida as
medidas de °Brix. Este mesmo procedimento foi utilizado para as quatro
amostras de uvas.

A figura 4. 19 mostra o espectro de RMN de 'H para uma amostra
de uva do tipo Italia. E possivel observar que sem a supresséo do sinal da agua é
quase impossivel a observacdo de outros sinais no espectro, principalmente

aqueles que correspondem a sacarose, 0 agucar dominante na uva.

1110 9 8 7 6 5 4 3 3 1 0 ppm

FIGURA 4. 19- Espectro de RMN de H para a uva Italia sem supresséo do sinal da agua.

A figura 4.20 mostra o espectro de RMN de 'H para as quatro
amostras de uvas analisadas. Mesmo apés a supressao, um sinal residual intenso
da agua persiste no espectro além de uma distor¢do consideravel na linha de
base para todas as amostras. Porém, o sinal utilizado como referéncia (6=
3.2ppm) para a quantificacdo esta localizado numa regido distante daquela da
supressdo e praticamente ndo sofre modificacdo na linha de base. Como as

amostras de uvas analisadas ndo sofreram nenhum processo mais rigoroso de
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extracdo, 0 espectro apresenta baixa resolucdo de modo que os desdobramentos
dos sinais ndo estdo bem definidos. Alguns sinais além daqueles que
correspondem a sacarose, como por exemplo, o tripleto relacionado ao etanol
que se forma durante o processo de fermentacdo, pode surgir em funcdo dos

diferentes estagios de amadurecimento dos frutos analisados.
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MLL
b) N“NM
c)

ML
| /JML\AL
""""" 5 Y ) B RN LA LAY REAARA] RAARRARAR) B

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4. 20- Espectro de RMN de *H com supressdo do sinal da agua utilizando-se da
sequéncia CWFP-AF para as quatro amostras analisadas de uva. a) Italia, b) Niagara, ¢) Rubi
e d) Red Globe.
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A figura 4. 21 mostra as curvas de calibracdo para a sequéncia

CWFP-AF e °Brix.
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FIGURA 4. 21- Curvas de calibracdo para cinco amostras de sacarose: a) utilizando o método

CWFP-AF e b) ° Brix

Através das curvas de calibracdo, € possivel observar uma excelente
correlacdo tanto para o0 metodo CWFP-AF quanto para o °Brix para as cinco

concentracOes diferentes de acucar.
A tabela 4. 1 mostra o valor das concentra¢des de agucar nas quatro

variedades de uvas avaliadas tanto pelo método CWFP-AF quanto °Brix.

TABELA 4. 1- Valores para a concentracdo de sacarose nas quatro amostras diferentes de uva

utilizando-se do método CWFP-AF e °Brix

Concentracdo (g.mL™)

Uva CWFP-AF oBrix
Italia 142.00 160.07
Niagara 129.80 156.72
Rubi 112.73 134.38
Red Globe 178.74 224.85
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A figura 4. 22 relaciona os valores de concentracdo (em g.mL™)
entre os métodos °Brix e CWFP-AF. Assim, os valores mostrados na tabela 4. 1
foram reajustados (conforme a tabela 4. 3) levando em consideragédo a constante

de proporcionalidade entre ambas grandezas segundo a equacéo 20:
Brix = 1,36*CWFP — 23,66 20

Os valores apresentados por ambos os métodos sdo de mesma
ordem. No entanto, para o °Brix todos os valores encontrados para concentragao
de acUcar foram superiores quando comparadas as respectivas variedades de
uvas analisadas por CWFP-AF. Como as medidas realizadas por meio do
método de refratometria indicam a quantidade total de sélidos solaveis, €
possivel que os valores excedentes estejam relacionados a outros agucares
também dissolvidos e em quantidades menores na fruta, como frutose e glicose.
Neste sentido, a determinacdo de acUcares através de RMN pode ser mais
vantajosa uma vez que possibilita quantificar um componente especifico

enguanto que utilizando-se do °Brix ndo seria possivel.
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FIGURA 4. 22- Correlagédo entre os valores de concentragdo obtidos através dos métodos
CWFP-AP e °Brix.
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TABELA 4. 2- Valores reajustados para a concentracdo de sacarose nas quatro amostras
diferentes de uva utilizando-se do método CWFP-AF e °Brix.

Concentracéo (g.mL™)
Uva CWFP-AF °Brix
Italia 169,46 160.07
Niagara 152,86 156.72
Rubi 129,65 134.38
Red Globe 219,42 224.85

4.6 CWFP aplicada em experimentos 2D

Em RMN multidimensional, a supressdo completa do sinal do
solvente nem sempre é tdo indispensavel como em RMN de *H devido & maioria
das vezes os sinais de correlacdo estarem distantes do sinal do solvente. No
entanto, o sinal residual do solvente pode promover distor¢des na linha de base e
impedir a observacdo de sinais proximos, como por exemplo, em estudos
envolvendo protefnas'®.

Basicamente, os experimentos bidimensionais sdo iniciados através
de um periodo de preparacdo que é seguido de um periodo de evolugéo t; e um
periodo de mistura acompanhado da detec¢do. O periodo de deteccéo € fixo e
normalmente empregado para permitir que os spins retornem ao equilibrio
termodinamico. Este periodo tipicamente se encerra com um pulso de excitacao.
O periodo de evolucéo é aplicado para codificar o deslocamento quimico sendo
iniciado em zero e incrementado por um valor constante (At;). J& o periodo de
mistura estd relacionado a transferéncia de magnetizacdo de um determinado
spin para outro. E por ultimo a deteccdo, que ocorre de modo semelhante aos
experimentos 1D. Geralmente sdo utilizados gradientes de campo (G,) para o
processo de selecdo de coeréncias. Outros parametros podem surgir na

sequéncia de acordo com a complexidade do experimento.
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Considerando a eficacia do método CWFP para supressao de sinais
de solventes, um trem de pulsos com alternancia de fases da sequéncia foi
adicionado em dois experimentos cujas sequéncias ja estdo disponiveis no
laboratério: COSY (Correlation Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear
Multiple-Quantum Correlation), ambas baseadas na pré-saturacdo para remogao
do sinal do solvente. As modificacBes ocorreram através da substituicdo do
pulso longo e de baixa poténcia, correspondente a pré-saturacdo, pelo trem de
pulsos CWFP-AF.

4.6.1 COSY com supressao do sinal do solvente

O experimento COSY é o0 mais simples dos experimentos
multidimensionais que permite estabelecer correlagbes entre ndcleos de um
mesmo tipo atraves das ligacdes.

A figura 4. 23 mostra as sequéncias para experimento de COSY
com um pulso de pré-saturacdo e o trem de pulsos CWFP com alternancia de

fases.
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FIGURA 4. 23- Representacdo esquematica das sequéncias COSY a) com pré-saturacdo e
com b) CWFP-AF.

Para testar e comparar o potencial da nova sequéncia (figura 4. 23a)
foi utilizada uma amostra de glicose 20 mM. Os resultados foram comparados
com um experimento de COSY utilizando-se da pre-saturacdo (figura 4. 23 b).
Comparando os mapas de correlacdo para ambos os experimentos, é possivel
observar que a supressao envolvendo o trem de pulsos CWFP-AF € bastante
eficiente para remocdo do sinal da agua com resultados compativeis com
aqueles apresentados pela sequéncia com pré-saturacdo, de modo que as mesmas

correlacbes podem ser observadas em ambos 0s espectros.
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FIGURA 4. 24- Mapa de correlagdo COSY da amostra de sacarose 20 mM: a) Utilizando-se
do trem de pulsos CWFP-AF e da b) pré-saturagdo. O tempo total do experimento foi de 2h.
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4.6.2 HMBC com supresséo do sinal do solvente

O HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) € um
experimento 2D que permite estabelecer correlacdes entre protons e carbonos
(ou entre prétons e nitrogénio) que estdo separados a duas, trés e até quatro
ligacGes (no caso de sistemas conjugados) enquanto correlagbes a uma ligacao
sdo suprimidas.

A figura 4. 25 mostra as sequéncias de pulsos para o experimento
de HSQC com a pré-saturacdo e utilizando—se do trem de pulsos CWFP-AF.
Neste experimento, apds a supressdo, o0 primeiro pulso e o tempo de espera A
geram a magnetizacdo no préton que estd em anti-fase em relagdo ao
acoplamento com '*C. O pulso de 90° no canal do carbono rotaciona a
magnetizacdo numa coeréncia multiple quantum. Este processo representa uma
forma de discriminar entre prétons ligados e ndo ligados ao *C. O segundo
pulso, ainda no canal do carbono, retorna a magnetizacdo a coeréncia multiple
quantum para observar a magnetizacdo em anti-fase no préton. E finalmente, no
segundo tempo de espera A ocorre a mudanca do estado anti-fase para o estado
fase. O pulso de 180° colocado ao centro da sequéncia de pulsos refocaliza a

evolucéo do préton para A e t;.
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FIGURA 4. 25- Sequéncia de pulsos para o experimento de HMBC a) utilizando-se da pré-
saturacdo e do b) trem de pulsos CWFP-AF. “X” representa o canal do carbono ou

nitrogénio. A representa um tempo de espera entre os pulsos. Barras finas e largas

representam pulsos de 90° e 180°, respectivamente.

Novamente a amostra de sacarose 20 mM foi utilizada para os

testes de supressédo. Os resultados sdo mostrados na figura 4. 26.
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FIGURA 4. 26- Mapa de correlagdo HMBC para amostras de sacarose 20 mM: a) Utilizando-
se da pré-saturacdo e b) do trem de pulsos CWFP-AF O tempo total de ambos os

experimentos foi de 5h.
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Embora um sinal residual da agua persista no espectro quando se
utiliza do trem de pulsos CWFP-AF, o sinal do solvente € bastante atenuado.
Além disso, praticamente todas as correlacdes visiveis no espectro quando se
utiliza a pré-saturacdo também sdo mostradas quando se utiliza do método
CWEFP-AF. Assim, por exemplo, as correlagdes entre os carbonos Cs, Cs ou C,:
e H; (6= 5.4ppm) sé@o facilmente identificadas. A figura 4. 27 ilustra algumas

destas correlag0es.

FIGURA 4. 27- Estrutura da sacarose mostrando algumas das correlacGes a longa distancia
entre *3C e 'H, obtidas através do HMBC.

Considerando o potencial do método CWFP para supressdao em
experimentos bidimensionais, o trem de pulsos CWFP-AF pode ser aplicado a
outros experimentos 2D em que a supressao de sinais tambéem é necessaria.

Uma desvantagem em aplicar o trem de pulsos CWFP em
experimentos deste tipo é a necessidade de um nimero maior de aquisi¢oes para
que se complete a alternancia de fases entre os pulsos e deste modo o sinal
indesejado possa ser removido. Assim, por exemplo, quando se utiliza de
gradientes para remocéo do sinal do solvente, um numero superior de aquisicdes

é possivel e consequentemente, uma relacdo S/N maior pode ser obtida.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Através deste trabalho, foi demonstrada a eficiéncia do método de
Precessdo Livre de Onda Continua (CWFP) para supressdo de sinal (s) de
solvente(s). Os resultados mostraram que a largura e o intervalo de tempo entre
0s pulsos sdo parametros importantes para uma supressao efetiva. Além disso, a
adicdo da alternancia de fases entre os pulsos permitiu corrigir as anomalias de
fases que ocorrem no espectro de RMN de 'H quando se utiliza da sequéncia
convencional. Mesmo assim, perdas consideraveis ocorrem para aqueles sinais
que ressonam muito proximo do sinal suprimido.

No tocante aos testes de protons trocaveis, o método CWFP-AF
mostrou-se mais eficaz frente a sequéncia que se utilizada da prée-saturacdo por
conservar melhor a intensidade dos sinais que sofrem processo de troca com o
solvente. Para os testes de supressdo de mais de um sinal, foi demonstrado que a
remocgdo de duas ressonancias no espectro e possivel e melhores resultados
podem ser obtidos quando a frequéncia de defasagem é mantida fixa no sinal de
maior intensidade, pois nesta situacdo a supressio de ambos 0s sinais
possibilitou um maior aumento no ganho dos sinais do soluto.

Em relagdo aos estudos in natura, a correlacdo linear entre o sinal
CWEFP e a concentracdo da sacarose, permitiu estimar o teor deste acucar em
varias amostras diferentes de uvas e 0s resultados sdo condizentes com aqueles
determinados através do metodo Brix. Além disso, a insercdo do trem de pulsos
CWFP-AF em experimentos 2D demonstrou o potencial da Precessdo Livre de
Onda Continua para supressdo em estudos desta natureza. Os resultados obtidos
sdo equivalentes aqueles adquiridos quando se utiliza da pré-saturacdo para
remover o sinal do solvente.

Desta forma, uma nova metodologia para supressdo de sinais de

solvente e de facil implementacdo foi introduzida no laboratério de RMN do
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departamento de Quimica da UFSCar, 0 que representa mais uma alternativa
para estudos em que a remogao de sinais se torna necessaria.

Considerando os resultados obtidos, em especial a supresséo em
RMN 2D, a perspectiva é estender a aplicacdo do método CWFP-AF a outros
experimentos bidimensionais que necessitam da supressao de sinais de solvente
como NOESY, TOCSY e HSQC.
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