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RESUMO

A ressonincia magneética nuclear € uma técnica «que ja provou

muita wutilidade em aplicagSes praticas especificas, tanto em
ciéncia e tecnologia de alimentos comog em medicina. No presente
trabalho, mediante RMN pulsada estudamos tres diferentes

aplicacdes:

1) A evolugio dos tempos de relaxac3o, Tt e Tz, em diferentes
drgSos de ratos inoculados com o tumar de Walker-256, em 4 sitios
diferentes do animal. Ngs tecidos estudados n3c apareceram
metastases, e os Orgaos mals afetados, desde 0 ponto de vista das
medicoes T+ e T2, Fforam o timo, figado., adrensais =g musculao,
indicando probaveis efeitos a distancia.

2) Maostramos gque o processo de gelatinizacl3o de sistemas
amido-agua para diferentes concentragdes e tempos de tratamento
termico, pode-se segulr atraves de medicoes da razac
liquidossclido que, mediante a definig3ao do indice de liquefaci3o
relativo, da informac3o da cinética de gelatinizagio.

3) S3%c descritas wmedicOes de teor de olec em sementes
nleoginosss mediante técnicas tals como o decalmento de 1ndugio
livre (FID), ecos de spin (spin echo) e Carr-Purcelil-Meiboom-0Gill
{CPMG). Tambeém s3oc descritas, de modo geral, combinagoes dos
metodos que permitem estimar, simultaneamente, conteudo de oOleo e

umidade em sementes. Os métodos s3oc rapidos e naso destrutivos,

permitindco diversas aplicagoes.
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INTRODUCAS

A Ressandncia Magnetica WNuclear (RMN) & wuma técnica
condicionada a existeéncia de nucleos atdmicos com moment os
. L ) . i W2 13
dipolares magneticos diferentes de zero tais como H , . c .

19 23 3
F'9, na®?, %, etc.

Basicamente estamos interesados em nucleos de H1 que
tém spins 1/2. A descricdo feita sera para scistemas de spin
nuclear t/2 cuja descriclo € fundamentalmente a mesma para nucleos
de spins diferentes de 1/2.

Existem duas formas de observar a RMN. A primeira, ini-

cialmente wusada por Bloch e independentemente pelo grupoc de

Purcell em 1944, € a chamada de onda continua {continuous wave,

cw) porque o campo de radiaofrequéncia (r¥) e aplicada
continuamente, enquanto se faz a observagaoc do espectro. A se-
gunda, sugerida por Bloch, € wusar pulsos curtos de radio-

frequéncia numa sequéncia previamente definida, e denomina-se
RMN pulsada.

Ja que o presente trabalho consiste no uso de aplicacoes
da RMN pulsada, as consideracdes basicas a3qul descritas, visarioc o
entendimento das diferentes tecnicas mais habitualmente wusadas
para medicdes com RMN pulsada, sem levarmos em canta
a RMN-~Transformada de Fourier, desde que estamos usando somente
baixa resolucd3o, por limitacdes de equipamento.

0 descubrimento por Erwin Hahn dos ecos de spin {(Spin

Echo, SP) em 19360, foi o inicioc do desenvolvimenta dos métodos



pulsados até o desenvolvimento atual da espectroscopia bi,
tri—-dimensional e tomografia por RMN. A introdu¢3o da tecnica da
transformada de Fourier por Ernst e Anderson em 1946 foi fundamen-—
tal para o desenvolvimento desse campo de trabalhko.

& importancia do uso da RMN pulsada, além de ter muitas
aplicagdes que de outro modo seriam impossiveis por RMN de onda
cantinua, deve-se as rapidas medi¢des, comparadas com 3 RMN-cw,
permitindo econcmia de tempo e o melhoramento da razdo sinal/rui-
do

Como veremos, a relaxacic do sistema de spins desempenha
um papel muito importante em experimentos de pulsos, dai a teécnica
puisada proporcionar os metodos mais uteis geralmente usados em
medicles de tempos de relaxagao.

No Capitulo 1 descreveremos resumidamente o fendmeno da
ressonancia magnetica, em termos fenomenoclogicos, com uma intro-
duglo0 a tecnicas pulsadas como o decaimento de indug3o livre
(Free Induction Decay, FID); os ecas de spin (Sein Echo), a
sequéncia de pulsos de Cary e Purcell (CP) com a posterior modifa-
cacao de Meiboom e Gill (CPMG), dtil para medir tempops de velaxa-
50 spin-spin (Tz); métodos mais comumente usados para medir
tempos de relaxac3oc spin-rede (T,) tais como a Inversao e
Recuperagac (IR), etc. Finalmente sera descrita o método do
fator F, que usa o decaimento livre (FID) para medir a relagdo
sdlido/liquidao em amostras que tem mixturas de componentes
solidos e liquidos.

Estas tecnicas permitem diferentes aplicacbes em diversos

campos da ciéncia e tecnologia, das qualis mencionaremos © 2 que




foram ou estio sendo realizadas no Laboratorio de Ressonancia
Magnetica do IFGW da UNICAMP:

- Estudo do teor de dleo em sementes (amendoim, milho,
saja, girascl, mamona) para melhoramento genetico de sementes ole-
aginosas.

- Medi¢8es de tempos de relaxagao em tecidos de ratos i-
noculados com tumores cancerigenos e a sua evolu¢do com a doenga

nog animal .

- Estudos de gelatinizagao em sistemas amido- &Agua.

- Endurecimento de pastas de cimento.

As trés primeiras aplicacdes 830 0 interesse do presente

trabalho.




CAPITULD 1

INTRODUCAO A RESSONANCIA MAGNETICA PULSADA

1.1 FUNDAMENTOS .

Trata—-se de estudar 0 sistema de seins nucleares paramag-
néticos, ande cada nucleo tém um momento angular de spin hI,
submetido & um campo magnetico estatico uniforme Ho, considerado
na direcdo do eixo 2z no sistema de coordemnadas do laboratdario. O
memento de spin tem, associado a ele, um momento dipolar magnetico

#, proprorcional a hl, chedecendo a relagdo.

onde » e o fator giromagnético do nucieo, 9, & um ndmero

adimensional chamado fator g nuclear, e BN € @ magneton nuclear i-
gual a eh/2Mc ( M é a massa nuclear?.

A Hamiltoniana de 1nteragaoc entre um campo magnetico ex-
terno H 2 o momento magnetico esta dada por

¥ = - g H = - yhlI H. (e

Restringimos o presente estudo aos protons dos atamos de
hidrogé&nio(H1) que tém spin 1/2, embora essas consideracdes tenham
validade geral. Para spin 1/2 no campo H, a energia € dada por

E = - thomI, (3)

ande m, assume as valores +1/2 ou —-1/2. Assim, temos dos niveis de

energia, E1,= -1-.2yhH, E, = +1-2¥0H,, onde E, e o nivel




fundamental de energlia e E2 corresponde ao estado excitado. A e-
nergia necegsaria para praduzir transi¢Oes e dada par

AE = Ez - E1 = yhHe = hw,, (45

tendo como expressio da freguéncia o termo

W, = ¥H, (3
que © a condigio de ressonincia. Para nucleos, w. esta no faixa
das radiofrequencias.

Numa amostra com N spins ndo interagentes no equilibrao
térmicoc, a Praoporgac entre os spins nos dois niveis de energia €
dada por

Nz/N1 = exp(- AE/kT), (52
onde N e N, s3o0 o numero de nucleos no nivel fundamental e excl-
tado, respectivamente. Esta diferenga de populactes € o gue perml-
te detectar as transigoOes entre os dois niveis aplicando-se radia-
§30 de frequéncia W, = ¥H.. (Ver esquema na figura 1). Pode-se
nbservar que aumentandoc a intensidade de He a diferengs na propor-
¢ic entre as populacdes Nt e N2 cresce, © que também ocorre com a

diminui¢3do da temperatura T

E = +1r2zyhHo
mI = +1/2 N2 bl Ho
AE=yhHe
m. = ~-1/72 N1 L He
E = +1-2yhHe

FIGURA f. Diagrama dos niveis de energia
para ructecas de epin 1.2,



Para produzir transi¢des do nivel 1nferior ac superior
usa—-se um campo magneético oscilante de amplitude H1 aplicado
rerpendicularmente ao campo Ho . Pela t eori1a das perturbacGes
dependente do tempo. sabe-se que, a probabilidade de transigaoc na

unidade de tempo entre dpis estados de momentos magneéticaos m e m

€ (Slichter [11).

P = 1/zy2Hf|<m|IIm'>|ch(wm,— W= W) (71

™M~

Isto dd uma linha de absorgdo ou emiss3o infinitamente aguda. Na
realidade a fung3o ¢ € substituida por uma funcioc de forma glw)

normal zzada (Abragam [23; Emsltey, Feeney, Sutcliffe £31},

Sglwidw = 1, (B)
que da uma descrigde malis realista. Ent3a, a Eq. {(7) se trans-—
forma em

2 2 . 2
P =20 H [ <miIlm | gt (9)

Na presenca do campoc Ht a variag¢So com o tempo do numero

de spins N1, do nivel inferior -1/2, e dada poar

fm

2“ = N2P1 - NiPz, (12)

l

[

ande P+ @ 3 prababilidade P dada pela Egqg. {?) e P2 £o-

-41.-2 "+1.72
rresponde a probabilidade de transig3c inversa Senda os elementos
de matriz <m{I|m'> e (m’'|I|m> iguais, temos que Pt = Pz = | Logo

a Eq. (18) fica

- = (N2 - NaOYW = — nl, t11)



onde n = Nt - N2z. Se o numero total de spins € N = Nt + M2, & Eg.

(11} resulta

dn _ 1a3
E = awn,
cam solucao
n = n(@)é{“l,
sendo n{®) o valor de n para t = @. Quando a diferenca de popula-

¢Oes chega a zero, diz-se Que 0 slstema esta saturado.

Tendo en conta o scoplamento do sistema de spins a rede,
a variagcao, com o tempo, da populagdo N1 & dada por uma relaglo
similar a3 Eaq. (163},

%1 = NeWs - Nz (13

fAqui, Wi representa a probabilidade de transigio do estado -1/2 =3
t/2, e W2, a probabilidade de transi1¢30 inversa. Em geral, Wt nac
g igual a Wz. Substituindo Nt - N2 por n e Mt + N2 por N na Egq.

(13) obtemos

9—2- = N(Wz - W) - n(W2 + Wi). (14
Se
CON(W2 - Wi)
filo = w (15
e
1 (161
78 (W2 + sy,
a Eq. (14) {fica
gn.pe - (17)
dt Te '
cuja solugio e
-t T (18,
5

n = n + Ae
()

Ti caracteriza o tempo necessaric para atingir o egquilibrio ter-




mico, denominado tempo de relaxa¢3o spin-rede ou longitudinal . n
e a diferenca final de equilibrio da quantidade de spins.

A relacdo que caombina a diferenga de populacoes e atua o

campo de radiofrequencia , usando as expressoes (12) e (17), re-
sulta

dn _ no

dat = T+ ewmr (2@

Da Eq. (7)), ou (9), nota-se que W depende do quadrado da amplitude
do campo de rvr¥ Cuando a amplitude Ht cresce, n tende a ser

pequeno & no limite se diz que o sistema de spins esta saturado.

Nos processos onde intervem 71, o sistema de spins esta
trocando energia com 3 rede, ou seja, com sistemas externos ao
sistema de spins considerado. Como veremos depols, existe outro

mecanismo de relaxagao chamado de spin-spin ou transversal, onde o
sistema de spins nao troca energia com sistemas externgs. Esta €
a interac¢do entre os mesmos elementos do sistema de seins sob can-
sideragio.

Para se ter uma 1magem do comportamento dindamicoc dos mo-
mentos magneticos na presenca dum campo magnetico H, a equaclo

quantica dos valores medios do cbservavel @,

d(ay _ 1 da .
at = —i?{([ﬁ,gf]) + (‘5't—>, (21

nos caonduyz a uma equac3o para o comportamento médio de p,

deu

i
at '{?;(r-HJx])J {2a)

onde ¥ @ a Hamiltoniana do sistema e ¢ n3o depende explicitamente

do tempo. Assim, chegamos a uma equac3c coincidente com o

comportamento dinamico clissica,




de _
at YUXH . (23

Como a magnetiza¢30, M, € o momentoc dipolar por unidade de volume,

pode-se escrever uma equagao analoga a (23),

dM _
praly YMxH . (24)
0 raciccinic de Bloch [41], segulindo a Eq. (17}, conclul que a di-

ferengca de popula¢bes n da uma magnetizagdoc na direcao do campo He
tal que

dMz _ Mo - M=z

e = [4
dt ~Ta 237

Da mesma forma, para a diregdc transversal introduz-se um tempo de
relaxac3o T2, em geral diferente de T1, denominado relaxac3o spin-
spin ou transversal. Assim, Bloch [ 4] propbe equacdes, de caracter
fenomenoldgico, para descrever o comportamento dinamico do sistema
de spin num Campo magnetico. 0O conjunto de equactGes escrita

em forma compacts e

=N

dM _ O Mxi + Myj Mz - Mo
g - Y MxH) Tz Ts

k. (26}

Quando e aplicado um campo Ho=Heok, constante, junto com o campo de
r¥, as solugoes constam de uma parte transiente e outra estaciona-
ria. Estes dois tipos de solucdes definem os dois tipos de tecni-
cas usadas nos experimentos de RMN, a PpPulsadas para efei1tos
transientes ¢ a estaclonarila para onda continua Existem combina-
¢bes dos dois tipos de técnicas.

A imagem classica dada pela Eg. (23) ou (24, conjunta-

mente com as equacOes de Bloch, nos ajudar3o a comprender a tecni-

ca de pulsos usada em RMN, g estdo descritas em livros basicas
(Stichter L1}, Abragam C21], Farrar and Becker ([93, Fukushima
?




+

and Roeder (63, Sohar £71, e publicagdes originais £41, [93, (101,
[£+13 e (137,

A Eq. (23) nos diz que, em qualauer instante de tempo, as
variagoes do momento dipolar o sio perpendiculares tanto a 2 como
a H Se H= He €& estatico, a evolucgdo de 4 descrevera uma superti-

cie conica com vetor de mddulo constante (ver Figura 7.

L 4

LY
L
Sl

Fig. 2. O wvetor momenlc magnetico junio com
as suas componenies Llransversais « lLongitudinal.
Mesmo vale parec a magnetizagdo M

10




fgta solugio pode ser obtida mals facilmente usando-se um
sistema de coordenadas rotante (Rabi, Ramsey, Schminger{8I1) A wva-
riagc2o do vetor 4, dA/dt, passando ao sistema girante, de wveloci-

de angular w, & dada poar

5
a
>

= 9t + WXA, (e7)

(=
a [

t
onde dA /dt denota a derivada no sistema rotante. Logo, a Egq. (23)
escrita no sistema girante da

d

T

1

= X (}yHe + @) . (28)

jml

t
Se escaolhermos © sistema que gira com uma frequéencia tal que

YHe + w = 0,

entao,

de -’

—_— = {

at Q, 29
g W = ~ ¥YHo {w = ¥YHo) Icto significa que, gquando 0 si1stema g1lra
com a frequencia @ = YHo, p vetor M e estaciunario nesse sistema,

sendo a frequéncia de rotag3o0 denominada de frequéncia de Larmor
que caoincide cam a frequencia de ressonancla, @ = ¥YHo, dada pels

Eg. (37

Ja que para produzlr 3 ressonancia Preclsa-se de um campo

de rf para alterar as populacdes relativas dos sE1nS, vamos
estudar o efeito que produz o campo H de rif . ¥ que se quer e
mudar a oOrienta¢3o de o da posigcaoc mostrada na figura £, onde W

tem componente +Mz, para outra que tenba -z {para inverter a po-
pulagdo). Isso pode—-se consegulr fazendo com que M gire em torno
de Hi, de modo que Hz mude, com a3 condigdo de ser Ht  perpendicular
a Ho Poderia-se escolher a direc3o ¥ ou 4y de modo = ter Ha

constante no sistema girante.

11




Se escolhemos um campo da forma

Ht = Hi(coswtx + senwty), (30)
com componentes
Hix = Hicoswt
(31
Hiy = Hisenwt

ho sistema de laboratorio, este mesmo campo no sistema girante,
com fregquéncia w, dara

Ht = Hix ', (32,
onde no sistema girante, as componentes z e z coilncidem enftre s)
£ 0s componentes x ,4y em rotag3o giram em torro de =z ', com
velocidades angulares w. Da mesma forma que se pode representar
um campo crrcularmente palarizado pPOr Seus camponentes
perpendiculares linearmente polarizados (equagdes 31, um  campos
linearmente polarizado pode ser decomposto em componentes cCircu-
cularmente polarizados, tal que girem em sentidos contrarias com
frequéncilas ® e -w, (ver Fig.3). Neste caso, na condi¢io de
ressonancila, apenas um componente sera efetiva, a cutra produz e-

feitos de segunda ordem {(Abragam [21).

.gj

o
i

_.d.-fI
v

Fig. 8. Componenies rotantes do camps Ha.

ie



Assim, introduzindo a Eq. (32) na Eq. (28), no sistema girante,

temcs
dau’ _
H = HX(YHe + w + ¥H1) (337
Para a condi¢3o de ressoniancia (@ = - »Ho) fica
%% = UM {yHL) (34

Analogamente a interpretacdo da Eg. (23), a (34) nos diz que M 81—

ra em torno de H1, com frequencia angular w = FHi, ng sistema

em rotacia (ver Fig. 4) .

Fig. 4. Movimenio de [I em torno de HI no sistema
rolante na condicdo de recsonfincia.

13



0 movimento de g no sistema de laboratorio @ mais
complicado ja que M esta girando tambeém em torne do campo He (ei-
o 2z ' =z). A trajetoria do movimento estd desenhada na Fig. S, que
vem a ser uma espiral de superficie esférica. Na pratica 4geral o
modulo de He & muito maior gue Ht, tal que o giro em torno de z &
malor que em tornoc do eixo x (wg > wl).

Esta imagem nos leva a pensar que o vetar o esta girando

e se afastandeo do eixo 2z em angulas diversos, 4¢°,90°, 1640°, 180°,

etc.; que vai depender do tempo e da frequencia (oa = Y,
segundg 8 = mit_
Zl:

N

v

Fig. S. Movimenic de U no sistema de laboratsrie




Para maior simplicidade, Jja aue os planocs x-4 € K -4
est3o superpostos, vamos descrever no  sistema giratoric Q
movimento de i que obedecem as equacoes (23) e (24) Para uma mag-.

netizac3o MO que inicialmente se encgntra no eixo z {em presenca

do campo constante Ho), p girara com velocidade angular “w no
plano =z - 4 ' quando o campo Ht atuar na dire¢3o » . 0 angulo de
giro e

a = ot = rHt (35}

Esta relag3o € fundamental para o uso do meétodo de pulsos.

Se o valor de yHit e tal que € = n/2, se diz que ecta
agindo um pulso de rf de 90°. Quande yHit = 7, o pulso £ de 168¢°,
etc ., {ver na Fig. &).

21

Hi

Fig. 6 (@} Pulso de £0". (b Pulso de 1807,

15



1.2 DECAIMENTO DE INDUCAD LIVRE (FID).

A resposta do sistema a3s aplicacdes de pulsos pode ser
estudada com ajuda das equacdes de Bloch (equacdes (26)), as
quals transformadas no sistema girante d3o o sistema de equacOes

abailxo {(estamos usando d/dt para o sistema rotante’.

dMz _ Mo - Mz

ar ¥MyHs + B e
dM=  _ Mo _
t +¥My (Ho — /Yy ) - Tz’ (36>

o
=
L

My
T2

= yMzHt - yMx(Ho - w/¥) -

Q.
“r

Para gerar o campo de rf usa-se uma bobina <colocads no
campo Ho, de modo que o campo de rf figque perpendicular a Ho ]
esquema esta mostrado na Fig. 7. Para um pulso de 90°,por exemplo,
depois que a magnetizac3o chega ao eixo 4  (Fig. 6(al)), este re-
tornard a seu valor original de maneira que a recupera¢ao de Mo na
direcio z estid governada pelo tempo de relaxacan spin-rede, T1, e
o desaparecimento da magnetizag¢io no planoc x—-y e governada por Tz

0 retornoc da magnetizacac a0 seu valor ariglnal, 1nduz
uma corrente que e captada pela meswa bobina geradora ocu ocutra se-
melhante. Na verdade, detecta-se o componente transversal da mag-
netizag2o que val decaindo ate o valor zero.

Do uso das equacOes de Bloch (Eqs(3&)), na condicdo de
ressonancia (Ho = w/y), resolvidas para as condi¢cdes depois dn

pulso de 9¢°, obtemos.
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My = Moe 2, (37)

no sistema girante. Isto gera no detetor uma wvoltagem que decal
livre e exponencialmente, cthamado decaimentc de indugaoc livre
(FID). Na realidade o decaimento dado pela equagcdc anterior € wva-
lido apenas para o conjunto de spins que tem a frequéncia de
Larmor w, . Devido a inomogeneidade do campa MHe na amostra (algo
inevitavel), existem conjuntos de spins de frequéncias menores e
maiores gque w,. Cada conjunto de spins com a mesma frequencia W,
de Larmor denominam-se de spins 1isocromaticos. 0 decaimento
gxponencial puro resulta de um pulso de rf aplicado exatamente &
frequencia de ressonancla de um tipo de nucleos 1socromaticos. Es-—
te decaimento mede diretamente o decréscimc em Mxy straves de um
detector que tem a referéncia de fase do campo de rf e que
responde continuamente a magnetizac3o que tem a relacdo de fase

fixkada a Ht (ver Farvrar and Becker [51).

/

$

GERAD. R
OE RF

Fig. 7. Esquema do expaerimenio de RMN,
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Na figura 8 estd mostrada a mudanca da magnetizac3o a
partir de seu estado inicial(depois da aplicagio do pulsc de 9¢°) .
Inicialmente, na presenga de Ho, pns momentos nucleares precessam
con fase aleatoria estacionaria. Os momentos magneticos estao
estatistica e uniformemente distribuidos sobre o cone de precessso
(Fig. 8(a)}). Quando o pulso H1 esta agindo, os momentos magneticos
e a magnetizac3io est3ao se inclinando para gerar My’ {F1g9.8(b)).
Na figura 8(c) a magnetizagic My’ esta ja estabelecida um instante
apos da acdo do pulso. Como i1nicilalmente nl3o existlia magnetizac3io
no plano x'94° (Fig.B8(d)), os momentos magneticos tem gue recupe-

rar sua fase estaclionaria chamada memdria de fase, na qual se da

a troca de energia entre os momentos nucleares, 1sto e, esta se
produzindo a relaxaciao transversal Tz ou spin-sp1in Na tigura
B(e? a magnetizacdc transversal foi1 reduzida a zero, onde atinge-

se a recuperagaoc da fase estacionaria, mas a magneti1zac30 no  E1X0
Z nao alcangou seu valor original Mo e continua a troca de energia
com a rede (relaxag3o longitudinal T+). Concluido o eprocesoc de
recuperagao, os momentos nucleares e a magnetlzagio chegam ao
estado 1nicial da figura 8(a).

togo, en geral, tem-se que

Tz = T1 (38}

Como se diz2, a i1nomogeneldade do campo faz cam que 0sS

ndcleos com diferentes fregquéncias w precessem mailc rapildo ou
1

mals lentamente que W, {que o sistema girante’ Lomo M roda rela-

tivo ao sistema girante, o detector exibe tanto o decaimento expo-
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nencial, assim camg a interferéncia quando My e a freauéncia de
referencia est3o alternativamente dentroc e fora de fase. Na Fig. %
esta desenhada o FID puro (de frequéncia w,) e o© decaimento da
magnetizacao para wFw, . No segundo caso, o decaimento Jd nio sera
com a constante de tempo T2, mas.com o tempo T;, obviamente menor

que Tz,

had
2

1A

T Tz = T4 (397

. - *
Se AHe representa a 1nomogenetidade do campo, a relacao entre T2

e T2 e
*
1/T2 = 1/72 + yAHo/2. (49
Dbservando a figura 9 e camparande tanto {a’? e (a ) como (b
e (b'), podemos ver R a 9grosso modo, que flw;y representa a

transformada de Fourier de f(t). A fungao f{(v) € Justamente 0 es-
pectro aobservado a traveés do experimento de onda continua que, par
sua vez, e determinado do experimento pulsado mediante a8 realiza-
¢3o de uma transformada de Fourier. A vantagem da tecnlica pulsada
deve-se ag fato de registrar o espéctro num tempo da ordem do de-
cairmento da sinal (onde pode-se ter varias linkas do espectroy,
enquanto gque na onda continua cada linha e registrada separadamen-

te demorandoe tempas da ordem de minutos.
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1.3 A RELAXACAD EM RESSONANCIA HMAGNETICA.

dntes de continuar com 3 descric3o dos metodos de pulsos
e impartante falar sobre aspectos gerais da relawxag¢ac em RMN. A
referéncia inicial obrigatoria € a publicagdo historica de Bloem-
bergen, Purcell e Pound {?73.

Na rela x agao spin rede, para um sp1n com S el moment o

antiparatelo ao campo (de energia potencial gH} retornar a direcdo
paralela ao campo (com energia potencial —LH), deve ceder uma
energia 2uH. Se n3o existir um agente para aceltar esta energla e
um mecanismo para transferi-la, ou spin nio podera realizar o
pulo para o estado de energlia i1nferior. A rapidez CoOm Que a magne-
ti1zagc3o se forma depende dos mecanismas de aproveltamentoc para
transferir a energia.

Um spin no estado de energlia supericor pode sofrer
transi¢Oes para o est ado 1nferi1or via emiss30 espontanea  ou
estimulada. Mas, a prohabilidade de emiss3o espontanea depende da
terceira poténcia da frequéncla e para o rf este termo e muita

pequeno para ser significativo. Assim, as transicdes em KMHN  sdo

fundamentalmente estimuladas. Para isto acontecer os rnucleos
precisam ver campos flutuantes na freguéncaia de ressonancla
(frequénclas de Larmeor). Se um atomo se movimenta, 0% Campos lo-

cals internos mudam. Como resultado disto, o nuclea experimentara
interagdbes magneticas {(e/ou quadrupolares) flutuantes no tempo,
devido ac movimente destes ions, atomos ou moleculas Estes camposn
que variam em func3o do tempo causar3o as transigbes (spin-flip)
dando lugar a relaxacdo spin~rede. Também causara a meédia das 1n-

teracdes responsaveis pela largura de linha (proporcional a 1/7T2;
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ou motional narrowing.

Em geral, duas condigOes s3o necessarlas para acontecer
um mecanismo de relaxacio com éxitag. Em primeiro lugar, deve exis-
tir algum tipo de interaca3oc que aja diretamente sobre o5 spP1ns;
em segundc lugar esta interac3o deve ser dependente do tempo. Isso
e possivel gragas aos campos que interagem cam os momentos dipo-

polares magneticos e ags gradientes de campos eletricas que paodem

interagir com momentos quadrupolares eletricos dos nucleos
{(caso tiveram). Qualquer interac3o estatica pade somente ser
considerada como parte do Hamiltonianoc do sp1ln normal . Isto

altera as posiglOes € intensidades das linhas espectrais sem
alanga-las.

Ums condic3o essencial para Qque 0corrs relaxag3io e que as
movimentos (atomicos oumoleculares) tenham uma escala temporal a-
deduada, a qual para RMN e definida pela frequeéncia de Larmpr. A-
ss1m, para H1 num camepo de 1@ kilogauss, 1/Tt sera mals sensivel
para movimentos correspondentes a frequéncla de Larmer de w, = yFH,
em torno de 42 MHz, entanto que 1/T2 apresentara uma maior Sens1-
bilidade para movimentos caracterizados por frequenclac balxas em
torno de yHoc {10 Hz) .

A difusio e rotacio s3o fontes importantes de reiaragio
em liquidos. Vibragcdes da rede em sdlidos; colisfies em gases, cer-—
tos movimentos rotacionals e de tors3o dentro das molegculas, al-~-
gums processos de troca quimica, forgas magneticas 1ntensas de
spins eletrdnicos desemparelhados presentes comn 1mpurezas magne-

ticas, etc.
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Assim, existem diferentes mecanismos de troca de energla.
0 mals 1mportanfe mecanismoc de relaxa¢ao e a interacan
dipolar do sistema de spin-~rede: (a) acoplamento dipolo-dipolo en-
tre spins iguais, (b} acoplamento dipolo-dipalg entre spins nucle-
res diferentes, e (c) acoplamento dipolar e escalar de spi1n nucle-
ar e eletronico (de um 1on ou sal paramagneético).

Em liguidos, as moleéculas estdao em rapido movimento
termico e seus dipolos estabelecem componentes perpendiculares &
H, as quais giram a freguencia de Larmor, levando a transigoes de
sp1n, semelhantes as transicdes produzidas pelo campo de exitagda
Hi. Evidéncia disso e a dependencia da viscosidade com o tempo de
relaxagdo T1 (7], Valores de T+ minimos s3o obserwvados na v1sco-
sidade meédia. Para pequenos valaores da viscosidade, devido a cam-
pos locais medios gerado pelo rapido “tumbling”, aumenta T In-
versamente, para grandes valores da viscosidade, 2 ©0 numero bem
menor de campos locais possiveis que levam a uma relaxacidao que faz
incrementar Ts, Por raztes similiares, 74 € grande para solidos.

A relaxagao spin-spin, como ja fol mencicnado, e a traoca

de energia dos spins do mesmo tipo, 05 quais formam 0 si1stema sob
consideracao. A precessan de nuclegs idénticos, e somente de nu-
cleos :dénticos, pode levar a um campoc o=scillante um com outro,
na frequéncia de Larmor, onde se efectue o “{lippilng” mutuo dos
spins dos nucleos interagentes, emquanto que a energla permanece
constante. Como resultado as compaonentes transwversals Mry San
reduzidas. Ja que este tipo de interagdoc reguer aque 0s ndcleos
estejam pertos um do outro, durante um longo  tempo, Tz (]

inversamente proparcional a viscosidade. Para viscosidades baiwxac,

24




a probabilidade de relaxagio € reduzida comao cansequencla das
rapidos movimentos termicos, ent3do T2z cresce. Si1gniflca gque pars
liquidos de wviscosidade baixa, Tz = T1, emquant{o que para
liquidos viscosos T2 € T1, atingindo ate valores minimes da ordem
—5 )
de grandeza de 10 segundos {ver Fig. 1@ .
Como ja se explicou, Tz e gradualmente reduzido pela

inomogeneldade do campo Ho. As frequéncias de precessac s3ao

diferentes camg um resultado deos campos diferentes.
Particulas solidas em solugac podem tambem Causar

inomogeneldades magneticas.

T, T It
[s]

cw;)(ty_’:_c;)

Fig. 10. Relaxagdo T1 e T2 como uma fungde da razds 4a vieco-
sidade e temperctura absolula.
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2.4 EC0OS DE SPIN (Spin Echo, SE).

Como falamos, devido a inomogeneidade do campo He, o]
decaimento livre depois do pulso de 99° era mais rapido com uma
constante de tempo Tg dada pela Eq. (4@) . Isto n3ao serwvia como
um método direto de medir Tz,

0s ecos de spin foram cobservados pela primeira vez por
Hahn em 195@ C1¢3, o qual serviu como um metodo para medir o tempo
de relaxac3o Tz, Com a ajuda da Fig 1@ explica-se a apari¢io do
eco. Estamos usando 0 sistema girante que rota com frequéncila
angular ®, = yHo. Depois do pulso 98° a magnetizacio esta no ei1xo
y' (Fig.11(a)).  Consideramoes M como a soma de pequenas
magnetizacdes M, cada uma composta do respectivo conjunto de
spins isocromaticos que giram com freqluéncia " Ent3o, as flechas
mostradas na figura 10(b) representam os respectivos M., sendo a
coincidente com o eiko 4y~ a que tem frequéncia w, no sistema de
laboratorio. Assim, o0t M. gque tem fregiiéncia ® ) w. giram num
sentido (vetor 1), no sistema girante, e os que tem . 4 o, glram
no sentide contraric (vetor 2). A1 vali se produzinda o decaimentc
devido a 1nomogeneilidade 8 o proceso natural de relaxacao 12
Depois dum tempa T dispara—se um pulsa 7 (Fi1ig 1@(c ., e a=z
magnetizagdes giram 1i80°. A partir dal a magnetizagio comega =
se recuperar com o refocamento dos M. (Fig.19(d),, ate produzir o/
eco (Fig.1@(e)) e logo caomega outra vez o decaimento Caomparar

com a Ffigura 1i2.

Deve se notar gque a altura do eco (o tamanho da
magnetizacio? 2 menor que a altura do FID inicial , ou sej)a parteo
da magnetizaglio € recuperada pelo refocamento, superando !
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problema da inaomogeneidade do campo Ho, mas o processo natural da
relaxkac3o spin-spin n3o pode ser revertido devido a3s 1interagies
intrinsicas Jja explicadas, dai a diminui¢80 da magnetiza¢do vista
no eco. Isto sugere um metodo para medir T2z, Na Fig. 13 se mostra
o pulso de ?@° seguido do pulso de 1i80°, obtendo o eco respectivo

fogo se deixa relaxar o tempo suficiente para o FID sumir. Seguil-
damente se envia outro par de pulsos de 9¢° e 180°, com intervalos
de tempo entre eles cada vez maiores, S veé que a altura do eco
respectivo vai diminuindo devido a relaxacio T2 segurdo a relacio

M = Moe 2. (41)

Construindoc um grafico logaritmico e facil calcular Tz

Fig. 12. - Eco de spin referenie
a figura 11,
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1.5 SEQUENCIA DE PULSOS DE CARR E PURCELL.

0 metodo dos ecos de spin descrito para medir T2
consome muito tempo, dewvido a espera de varias vezes a tempo de

relaxacgao spin-rede, suficiente como para retornar a magnetizagio

original .

Carr e Purcell [113] propuseram um metodo para superar o©O
problema. Depois de um pulso de 90°, para t = @, se  envilia uma
sequéncia de pulsos de 18@° para tempos 7, 37,357, ,(2n-1)T, cu-
jos eces serao observados nos tempos 27,47 .67, . ,2nT, tal que a

altura da sinsl para o n-eésimo ecao € proporclaonal a

-2nTAT,
e c42)

Na figura 14 e 15 se mostra os pulsos e eros da sequéncia
proposta por Carr e Purcell.

Em amostras viscosas com difus3o desprezivel o metodo do
SF e a sequéncia de CP dio praticamente o mesmoc Tz Em substancias
onde a difus3o tem papel importante no FID, a medicdo de T2 deve
taomar em conta este fato. 0 refocamento pPreclso na tempo 27
depende do campg He ser constante para os SEINS 1socromaticos .

No entantao, pela difusio, os momentos magneticos se deslocam de u-

ma parte a outra de um campo 1nomogénea produrinds  uma malar
redugdao da amplitude do eco. Este efeito foi estudado por Carr
e Purcell C11) e deduziram, atraves do tratamento do caminho
KLB
aleatorioc, gque o decaimento pela difus30 cal camo e ; Torrey

L1211, resalveu o mesmo problema generalizando 4ss equacoes de Bloack

ao adicionar o termo da transferéncia da magnetizacio por
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difus3o. A equa¢io praoposta @

Mir, t) _ _Mxil o+ My§' | Me - Mok 2

3T = M % H(r,t) 3 = + DV, (43)
onde I e o caeficiente de difusio. Notar que agora aparece  a
derivada parcial g%(r,t) devido a inclus3o da dependéncia

espacial .
Para amastras suficientemente peaquenas a dependéncia
espacial de Hz atraves da amostra, em primeira aprox i magio, pode

ser escrita como

Hz = Ho + .7 (44
Onde G @ o gradiente do campa (considerado constante). Esta se
considerando a simetria axial em torno de =z, desprezando-se as

contribuicdes em x e 4, e a influéncia de M.

0 resultado obtido por Carr e Purcell [11], de um trata-
mentc do caminho aleatorio, coincidente com o tratamento mais ge-
ral de Torrew [12]1 leva ac resultado do decsimentoc ds mag—

netizac3o transversal

E(-t/'r2> + <—y202[}t3/12r12>j
My’ {t) = Moe (45}

Na exponencial n e o numero de pulsos de 180° na sequéncia
90°-1-188° e t o instante de tempo do n-ésimoc eco Se 2T € o
intervalo de tempo entre dois ecos sucessivas, 0 tempo para A ecos

6t = n2t. & equacio (43) fica
-'L(i/'rz + ?"0201'3/3)
My (t) = Moe
»
LT,
= Mog . (4&)
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onde

(47)

#*
0 Tz representa a constante de tempo do decaimento e temos,
ass1m, um metodo para medir o coeficiente de difus3oc. Para

medir diretamente T2 seria suficiente fazer.

1 1 22

— 3» =

Tz 3 yG bt | (483
para o0 efeito da difusio ser desprezivel. Isto se cansegue com T

suficientemente pequenco.

1.6 A MODIFICACAD DE MEIBOOM E GILL

Geralmente para traba 1l hos de um pulso, ou sequéncia de
dois Pulsos, a exatidic dos pulsos € adequada, mas com sequéncias
multipulsocs os efeitos acumulativos s3c criticos.

Um método, tecnicamente mais facil pars superar tal li-

mitac3ao experimental, foi proposto por Meiboom e Gall £13])] Este
metodo usa a mesma teécnica de Carr e Purcell, mas 0% pulsos de
1807 s3o aplicados ao longo do e€ixo 4 ', 1.e., com uma diferenca de

fase de 90° relativa ac pulso inicial de 9¢°

A idea do método € corrigir as imperfeigtes possivels dos
Pulsos de 180Q°, j3d que na pratica o giroc do vetar magnetizac3o caom
o pulso de 18@°, poderia ser um angulo imperfeito de 1806° * o Na

figura 16 ilustramos 3 sequéncia 3 produzir. €m (b1 o desfasamento
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ja teve inicio e estamos tomando somente uma magnetizac3o, nm
i

p
formadao pelos respectivos spins isocromaticos. Na FfFiqura 16(c)
aplica-~se a primeiro pulso imperfeito de 180° - a ao longo dao eika
3y ', onde 3 magnetizagao m  girou e fica acima do plano Ky’
formando um 3ngulo o. Depois do refocamento, na Figura 16(0(d),
mostra-se o eco imperfeito formando um angulo & com ceiro 9 . Em
seguida (Fig.1é6(el), produz-se o desfasamento com o3 momentos
girando num plano gque forma o angulo o ram o plano %' '35 . Aplicando
o segundo pulso de 186°-a (imperfeito) a magnetizagio m  gira de
maneira a ficar exatamente no planoc x'y’  (Fi1g 14633 Com o
refocamento correspondente se produz o segundo ecoc demodo perfelto
(Fig.1&6(g) ).

Deve-se notar gque 0 segundDpD eco e 0OSs sSegulntes ecos pares
tem a amplitude correta, enguanto que o0s 1mpares sio reduzidos
ligeiramente, mas n3o acumulativamente.

0 metodo descrito, chamado de Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG), e um dos mais populares metodos de medic3c de tempos de
relaxacao Tz devido & elimina¢30, de longe,de problemss de difus3o
e ajuste de pulsos. N30 esquecer que cada um dos ecuse 1ndividuals

» .
decaem com uma constante de tempo T2, engquantoc que envaoltoria

dps ecos decaem de acordo com uma  Ccurva eHEONenC 1al da forma
-2T-T
e 0 que permite a determinacio de T2, Ver 5 figura 17
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1.7 SEQUENCIAS MAIS COMUMS PARA MEDIR T1.

As determinacdes de T+ geralmente consomem mais tempo
por nioc haver meétodos semelhantes a sequéncia CPMG, aleém de pre-
cisar esperar pelo menos 5 vezes o tempo Tt para a medicio seguin-
te. O prablema adicional € que ndo € diretamente mensuravel a mag-
netiza¢ac longitudinal, precisando colocar a magnetizagdo trans-
versalmente ao campo Ho. Em seguida explicaremos algums metodos

mals conhkecidos € usados.

1) METODD DE INVERSAD E RECUPERAGCAD (Invertion Recowvery, IR).
Este € o metodo mais comumente empregado e consiste na

aplicac3o de uma sequéncia de pulsas 1i80°-71-90° 0 pulso de 18¢°

inverte a populagdo dos spins dos nuclieos, indo da megnetizacio
inicial Mo, ao longo do eixo Z positivo, ao wvalor -Mo {eixo =z
negativeo). Ent3o, atraveés da relaxa¢do longitudinal, Mz wvai do
valor -Mo, passando por zero, até seu wvalor original Mo, Este

processo pode ser manipulado mediante pulsos de 9@°, aplicados no

eiko x , tal que M gire ao eixo 9y onde se pode medir o tamnho do
decaimento {(ver a figura (8}, Permite-se uma relaxacio no sistema
durante um tempo maior ou igual que 5 vezes T1, para asegurar o

total decaimento e futuras imperfeigdes nas epromximas medicdes

(para OT1, Mz = O 993MO} .

Usando as equagoes de Bloch e facal determinar a
decaimento de Mz. As condi¢des, depois do pulso de 180°, resultam
ser Mx = My = @ @ Mz = -M., para t = ¢. Assim, ds primeiva das e-

quacoes (34) temos
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dt
Integrando resulta
~T/T,
Mz = Mo()1 - @ ), (49)
que vem a ser justamente o grafico mostrado na figura 18 Ern-
t3o a medi¢3do € uma série de e xperimentos com 3 aplicagio de

sequéncias de pulsos (iBG°-T-90°) de wvalores 1 sucessivamente
malores. Ag trem de pulsos deve seguir outrao, deroilis de permitir
chegar ao sistema de spins 0 seu completo equilibrio

Mediante um grafico do tipo

In{Mec — Mz} = 1pgeHo® ~ T/T1, (5@
ou
Ine® = ") o e - T/Te, (51
Mo
pode—se determinar o valor de Ti1, aonde Mo & s magnetizacio para

um intervalo T, muito grande, entre os pulsos de 18¢° e 98°;, Mz o
a amplitude do FID gque segue o pulso de %@° no tnstante T
Uma wvers3o modificada do metodo e medir Mo, depois da

medi¢d3c de Mz, usando um segundo pulso de 9¢° aplicado depols de

um tempo T » T+, A sequencia seria (18@°-T-987 Mz i-T-9@° (M) ] g
segundo pulso de ?@° e aplicado, depois de uma longa espera, para
medir a magnetizacgio Mo (M) . Um grafico de &M = M — Mz contra T

permite eliminar encrmemente os €rros gue aparecem de parametros

instrumentais durante a medic3o ([&62).

39



(11} RECUPERACAO POR SATURAGAD.
Este método usa dois pulsos consecutivos de e,

[90°-7-20°]. N3o parece muito diferente do método anterior (IR}

0z dados adquiridos englobam somente a metade da faixka dinamica’

dos dados do metodo IR. Aleém dissa, existem diferencas significa-—
tivas com consequéncias praticas ([&1)

Neste caso a magnetiza¢30 estd dada por

“TST,
M(T) = Mo(1l - e ) (s2)

(com condicBes Mx = My = @, e Mce = @ para t = @)

(ii1) SATURACAQ PROGRESSIVA.

Este método € usual quando Tz & T1. Neste caso, o FID que
segue o primelro pulso de 90° decai a zero muito mais rapidamente
que quando Mz atinge seu valor de equilibr ig. Ent3o, um segunda
pulsc de 9¢° é repetido com um intervale comum T, logo M decresce
rapidamente a seu valor de estado estacionario dependente de T e
T4+, Assim, a sequéncia E?@”—T3n produz sinais que v3ao se
intensificando a medida que T aumenta, sempre que no inicio do
experimento T seja o bastante pequeno para ter completa
saturagaoc da sinal. Neste caso, como no anterior C111}, a
magnetizacdo € dada pela equag3o (52} e T1 ¢ obtaido do grafico
InMz contra 7. Este metodo é particularmente adequado POYgue nao
precisa esperar longos tempos no experimento, como ocorria com os
anteriores. Sua limita¢3o € que para ter boas medidas de Ti e

impartante ter que T1 » Tz
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1.8 METODO DO DECAIMENTO DE INDUCZO LIVRE (METODO DE FATOR F) .

A diferenga no decaimento dos sinais no FID de sodlidos e
liquidos e amplamente explorada na determinac3oc das razbes solido
/liquido (S/L) em sistemas multifasicos (van Pute, K. P.A.M. and
van den Enden,J. £14] e Tiwari,P N. and Burk,W. [151).

0 metodo e aplicdvel sempre que a amostra contenha dois
tipos de pratons, solido (8) e liquido (L), tais que os valores do
tempo de relaxacdo T2 para os solidos seja muito mais curto que
para o liquido (uma ordem de grandeza ou mais). Assim, € bem facil
e rapido determinar o centeuddo relativo dos dois tipos de prdtons
da amostra diretamente do FID. Em muitas aplicagfes, § e L podenm
representar gutros criteérios de "sdlido” & "liquido” tais como par
exemplo, fase cristalina e amorfa de um polimero, agua adsorvida e
dagua livre,etc.

Na figura 19 esta mostrada o FID tipico de uma amostra
que tem uma parte solida e outra ligquida. Na figura 19(a) se
mestra o FID separado de cada fase. 0 FID sdlido e tlpicamente
Gaussiano e Lorentziana da parte liquida.. No FID composto da
figura 19(h) mostra-se, esquematicamente, comoc depoilis de um pulso
de ?0° ha um tempo morto ou de recuperagdo do aparelho, antes dele
poder medir. No instante da medigao ja passou um tempa T, cuja
intensidade medida ja n3c € o valor inicial procurado. Depocis do
tempo T, © decaimento da parte sdlida praticamente chegou a zero e
a intensidade medida no instante T, € a correspondente a parte
liquida, cujo decaimento é desprezivel comparado com o FID do
solido. Tipicamente o Tz para solidos e da ordem de Kseg e para

liguidos de mseg.

41



N Liouwno

o

Tevapn

1 Pu!SO de 300

Tewmpo monto
A Ifnfvmfdaclo ca Sival Lag

L. IwTensidade da Sival L

]_"_._]I o
|
| |
| I :
|
I |
(LS i . _ .
tl ACQ T'r’mpr)
s FO s

¢ !
Fig.i®2. - FID TIPICO De UMA MISTURA SOLIDS LIGUIDO
(ar FID separados do sdlide & lLiguids, ik FID
composte de adlido = Ltguide, o8 valores do i o

sde Liptceos do MINISPESD PO120 (Brukor ).



Assim, o sinal total € 8§ + L, onde S €& a parte sdlida,
tal gque a relac3o sdlida a liquidao e
salido g
+

b4 —— =
( ) ( T

liauido S ) x 1ee, (352)

mas, devido ac tempo wmorto do receptor ni3o e possivel medir dire-—
tamente (S + L) send3o (L + §°). Para determinar S & necessario
multiplicar §° por um fator de corregio, chamado F, tal que S=FS°,

ficandeo a Egq. (32) como

s6lida | _ FS*

e ‘T Fs

f(—— Ix1Ge % (53}
ligquido

0 fator F pode ser determinado wusando amostras de relagioc G/0L

conhecidas ou por uma extrapolacac da digitalizac3o do FID [467].
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CAPITULD 2

ESTUDO DE TECIDOS DE RATOS COM CANCER

2.1. INTRODUCAD

0 presente capitulec mostra os resultados o©obtidos epara os
tempos de relaxagdo Ti ¢ T2 em diferentes tecidos biolodgicos de
ratos, tanto normais {(para controle) como 1noculados de ftumores
cancerigenos, caom o0 interesse de observar a evolucdag da doenga
no animal, comp sera descrita depois.

Desde a primeira publica¢d3o dada por Damadian em 1271
(161, observando que os tecidos cancerigenos podem ser distingui-
dos dos normais por meédioc da ressonancia magnetica nuclear nuclear
(RMN) atrawves das medigOes dos tempos de relawxag3o T1 e 72 dos
protons do 1H de agusx, numerosos estudos de RMN  em tecidos
biologicos continuaram-se em diferentes diregches

Uma das maics importantes refere se a0 rol que 3 agua
desempenha nos sistemas bioldui c os, aparecends 353 kipotess dums

fra¢3o de agua ligada (bound water) asscciada s 1nteracao estreita

entre as moleculas de 3dgua e as macromoleéculas aue compoem G
tecido biologico {(proteinas, carboidratos, etrc 7, e uyma fracaoc de
dgua livre {(free water) 1imaginada COmMO a agua normal nao 1nter-

agindo diretamente com as macromoléculas bioldgicas (duas boas re-
ferencias nesse sentido s3o a monografia de Mathur-de VYre (1979)
171 e o livroc de Foster(i984) [1i81). Agora, os tempns de relaxac

t3o da fra¢a3o ligada e bem menor comparada a fracic da agua livre
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que estda na faixa dos milisegundos.

Em geral, os tempos de relaxac3o s3o diferentes para teci-
dos diferentes (por exemplo Ti=3@@ ms para o0 figado e =490 ms pa-
ra o mdsculo) e, duma maneira geral, T+ representaria a movilida-
de das moléculas de agua, assemelhando-se wsls com a 3agua normal
pura na medida que T1 aumenta. Nos resultadas que apresenta-
remos, 05 valores de Ti ¢ T2 referen-se a dgua livre do tecido.
Enquanto, camo se explicou ngo primeiro capitulo que o T2 esta
myuito influenciado pela in—-homogeneidade lacal do campo magnéticao
na amostra, a relaxacdo spin-spin {(T2) ¢ bastante afetado rpela
hetergogeneidade dos sistemas biclagicos, ou seja, o T2 @ marcada-
mente menar que Ti1 FPor exemplo, T2 para o figado € z0 redor de
45 ms & para o musculo esta na falxa de 79 ms Sentajurc et al.
[i?] concluiram que os wvalores de T1 s3o0 bastante influenciados
pelo conteddo de dagua nos tecidos enquanto aque cutras 1nflufncias
ndo sap importantes.

Uma das propriedades achadas no estudo dos sistemas biolo-
gicos por RMN referem-cse as mudan¢as dos tempos de relaxacgsoc com
as freaquéncias de Larmor usadas {(que por sua vez depende do campo
He ) Por exemplo, no artigo de Ling et al [2@3 sparecem valores

de T 1 para o figado, musculoc € bago a ©4 MHz &« 2 = MHz-

Frequencia Figado Musculo Bsfo

24 MH=z (311 £ 13)ms (5954 = 32)ms (509 * 11)tms

2.5 MH=z (141 * 1é&)ms {182 * 12)ms (258 * 4) ms
Como se observa, o valor de T+ aumenta com ¢ crezcimento da fre-
quéncia de Larmor. Comenta-se (Damadian et sl [21]) aque a

discriminac¢3o entre os valores de Ts para tecidos rcanceriyenas e
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normais meihoram a frequéncias baixas.

As mudancas dos tempos de relaxaga3o que ocorrem em tecidas
associlados com a malignancia tambeém podem-se observar em estados
anormais n3o malignos (Gwan and Edzes [221); em tecidos com rapida
divis&o celular tal como o tecido fetal (Kiricuta et al. 23y e
tecidos regenerativos (Saryan, et al. [241), tambeém mudancas asso-
ciadas com respostas inflamatdrias locais (Ling and Foster [251)
Em todos estes casos os valores de Tt 530 maiores em relacio aos
tecidos normais.

Um panto coantrovertido foi a possibilidade de se wusar T4
para diagnosis de tumores malignos como foi proposto, por exemplo,
por Weisman e outros [263 quando fizeram experiéncias, in v1ivOo, no
rabo dum camundongo para diferenciar entre o tecido normal & a me-
lanona implantada no rabo. 0 tumor exibilcu ao redor de 70@ ms para
Tt e o tecido normal do rabo deu aproximadamente 300 ms Mas de
acordo com outros autores [27], e pelo dito no paragrafoc anteriar

as possibilidades das diagnosis das malignancias poderiam estar

sujeitas a enganos. McLachlan €281 num trabalbho sobre taxas de
relaxacdo (Rt = /T4, relaxation rates) de RMN deg protons de plas-—
ma humano, conclul que os Rt de pacientes com cancer nic s3o sU—

suficientemente diferentes das pessoas normals para propdsitos de
discriminagdo, mas as medi¢des sequenciais sugerem, rno entantao,
que podem proporcionar um indicador bastante dtil do estatus do
cancer para ser de uso clinico. O tratamento com drogas tambem
alteram os tempos de relaxac3o, embora os mecanismos de alterac3o

de T+ e Tz por farmacos sejam complexos (28 3
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2.2. CARACTERISTICAS DO TUMOR

1

0 tumor inoculado & o tumor de Walker-236.

- Carcinosarcoma de mama de origem espcntanea.

-~ Alftamente invasivo e metastatizante.

- A morte € muito r@apida e os animais apresentam um guadro de
devastac3oc clinica 2 comportamental (moderada perda de peso,
edemas, anorexia, alteracdes dos metabolismos hidrico e salino,
depressio com periodos de excitaglo, priaplsma, 1ncontinéncia de
urina, etc.)

- 0 tumor & mantido por transplantes, pela inocculacic de celulas
tumorais livres extraidas do peritdneog ¢ liquido ascitico) do
animal doador e por crioconservac3do em nitrocgénic liguido

-~ As metastases iniciam-se nos ganglios: imnguinals, asxilares,
peri-timicos e retroperitoneals (peri-rrenais e abdaomen
inferior)

- Devido as vantagens que apresenta o trabalho com este tumor

(facilidade, rapidez, reproducibilidade, etc. ), € que ele esta

difundido quase universalmente.

A evolugdo clinica, anatomo-patoldgica e a morte, mesmo nos
animalis com o tumor de Walker-236, € muite 1nfluenciadas pela
presenga fisica do tumor e suas metdstases (tamanhg e 1nva-
sividade): obstrugdes, compresdes, transtornos na locomngaoc, etc.

Estos efeitos emascarariam provaveis efeitos a distancia
induzidos por substdncias produzidas pelo proprioc tumor (pepti-
dios) .

Para melhorar as condi¢des do estudo dos efeirtas a
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distancia, seria necessario lograr a inducic deles antes do
aparecimento dos efeitos locais do tumor primarico e de  suas
metastases .

0 intento de fazer estudos tipo curvas dose-resposta
(aumentandec o0 numero de celulas tumorais inoculadas), ate agora 50
consegulu aumentar ligeramente a wveloclidade <do crescimento
tumoral mas sem alterar substancialmente o quadro da evoluc3e da
enfermidade .

Num estudo anterior, em lugar de quadruptlicar a dose de
células inoculadas num mesmo sitio, inoculcu-se a mesma dose em
4 lugares bem afastados {(entre eles) em cada animal (4 tumores
em cada animal) e surpreendentemente a enfermidade evoluiu muito
rapidamente levando oS animais a morte ainda com tumores primarios
relativamente pequenos e cam metdastases ganglionares t3io reduzidas
que nao induziam efei1tos compressivos locals Ao mesmo tempo
evidenciou-se uma outra vantagem: a sincronizacio na aparic3o e na
intensidade dos sintomas entre os animais do grupo (ao contrario,
quando se 1nocula um s¢ tumor em cada rato, no arupg se misturam
animais ainda em bom estado geral com outros aprecentando variados

estagios da enfermidade) .

2.3. PROCEDIMENTD

0O estudo da evolucdo clinica e anatomo-patoldgica dos ra-
tos e seus tecidos principais foram feitos na Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP pelo corpo de médicos respansaveis do
projeto. As medi¢OBes RMN foram feitas no Laborstdrio de Praoprieda-—

des Magnéticas do Instituto de Fisica da UNICAMP
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2.3.1 MEDICGES RMN

As medictes de T1  foram feitas com o metodo de
inversio-recupera¢ao descrito no Capitulo 1. Tomcu-se B pontos do
decaimento exponencial, onde Ccada ponto foi medideo 4 vezes para
logo com a meédia de cada ponto fazer o ajuste da curva exponen-
ctial (todo & feito automaticamente pelo aparelho). Segundo os
testes iniciails os tempos de relaxarcao dos tecidos estiwveram entre
259 ms (figado) e ate aproximadamente 800 ms (tumor}). Logo o
intervalo de tempo apropriado entre sequéncias de pulsos, foi1 de
3 a 5 seqg, pPois derendendoc do T+ de cada tecido, e importante que
0 sistema de spins relaxe completamente antes de iniciar a se-
guinte medi¢30 (o tempo minimo recomendavel e 5 vezes T1)

Nas medicoes de Tz foi usada a sequéncia de Carr-Purcell-
Meiboom-Gil1(CPMG) ,tendo medido 19 pontos do decaimento exponen-
cial e repetido automaticamente por ¢ vezes para com a media fa-
zer o0 ajuste da curwva.

2.3.2 EVOLUCAO DA ENFERMIDADE

Intcialmente foram estudadas a evolu¢3o dos ratos com O
tumer inoculado, logo, pelos resultados obtidos 3 serem explicados
depoils, estudou-se uma segunda seérie de ratos normals para  ver o
efeito produzido pela restricio alimentar (Jjejum,, & um terceira
grupo de ratos sem tumor com edema induz:ido. Tadas as séries foram
acompanhadas com medigOes de ratos controle (normsis}

A.- Ratos com tumor inoculado.

3% ratos foram alojados em 4gaiolas metabolicas para seu

estudo clinico-~metabodlico diario e separados em 7 grupos
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Grupo Num . Ratos Sacrificados dias apos da inocul . da tumor

1 4 2 dias apos

2 4 4 dias apods

3 4 4 dias apas

4 4 7 dias apos, apetite diminul apraox 50%.

3 4 % 5 dias apods,apetite diminui aprox.75%.

& 5] Momentao mais perto possivel da morte.

7 3 Controles, sem tumor, a serem sacrificados

ao final do experimento.

Estudos clinicos: avaliacido diaria do pesa, bebida, alimen-
to, composicido da urina, crescimento tumoral e cbservac3o de si-
nais e sintomas.

Anatomia Patologica: realizagac imediata das autdpsias, lo-
go apos o sacrificio dos ratos (guilhotina), descric3c e avalla-
¢80 dos tumores e metastases; descric3o, peso humedo e Fixac3o dos
principais Org3os.

Resultados das ghservacbes clinlcas._

- AD redoar do dia 4 apos a inoculacd3oc , os tumores 1niciam
um ritmo de crescimento rapido

- Até o0 dia 4 nao se observaram <inals 0u sintomas
significativos.

- Apos o dia 4 observou-se diminuigdo progressiva do apetl-
te e retencido de agua .

- Apb6s o0 dia 7-8 observou-se um rapido agravamento da
enfermidade, rapida diminuic3o do apetite, deridratac3io (i1nibicio
da sede e aumento do volume urinario com diminuilgcac da osmolarida:

de’, reten¢3dao anormal do sodio {(marcada diminui¢3o da escregio
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de sodio e aumento de apetite por salyl, presenga de proteinas
na urina, alteragles do comportamento, incontinéncia de urina,
etc.

-~ 414 a @2 dias antes da wmorte, o5 ratos rapidamente
empalideceram {nas autopsias quase naoc se recolheu sangue) e a
temperatura comec¢ou a descer.

- A morte ocorreu ao redor do dia 11 sem que de modo nenhum
ela pudese ser explicada pelas metastases ou pela anorexias
(anorexia de curta duracio).

- N30 se observou depressao respiratoria ate o final.

Resultados das observacdes nas aublopslas .

- As metastases foram todas ganglionarias e ateé o dia 4,
eram muitoc reduzidas em numero e tamanho (grio de arroz?. Nos
grupos que se sacrificaram a partir do dia ? depols da 1noculacso
dos tumores, sd 2 ratos apresentaram efeitos locais resultantes de
metastases: a) cometo de hidronefrose unilateral em um animal e
b)» isquemia renal unilateral em outrc. Nos outros Y ratos as
metastases eram relativamente pequenas ou de tamarnho moderado mas
sem nenhum sinal ewvidente de efeito local.

TIMO: atrofia marcada e rapida apos o dia 4
ADRENAIS: hipertrofia progresiva apos o dia 4
BACO: moderada hipertrofia logo apos o dia 4 ¢ moderada atrofia eu
final .
RINS E CORALCRO: n3o se observaram alteragfes significativac
Na Tabela 2.1 e nas Figuras 2.1 (a), (b)) estdo mostradas o

resultados para a evolugaoc dos pesos dos drgads.
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Res 5 RMN

As Tabelas 2.1 e 2.2 mostram os resultados para os T+ e

Tz dados em miliseaundos {ms?, onde «cada wvalor e a media da

resposta de 4 ratos (exeto o0s ratos controle e de 11 dias que fo-
foram em numero de S5). As desvios juntc a as recultados n3o re-

presentam erros na medic3o sendo desvios devido as respaostas 1n-

dividuais de cada rato na evoluglo da enfermidade, em outras
palavras, € a resposta media dum grupco de 4 ou § 1ndividuos. Nos
graficos 2.2¢a) e (b) est30 representados a evoluclioc de Ti de

cada Orgao coem o0 avango d3 enfermidade. Os valgres para zero dias
repyresentam os ratos controle (sadios). 0Os graficas para T2 apare-

cem nas Figuras 2.3(a? e (b}.

B. RATOS COM RESTRICAD ALIMENTAR.

Para simular os efeitos da perda de apetite dos ratos com
tumor, estudou-se a resposta dos diferentes orgdos com a restrigio
alimentar (jejum) para dois, quatro e seis dias Na Tabelia 2 4

estd3c mostradas os resultados da i1ngest30 alimentar, pesc corporal

dos ratos e o efeito pProduzido nos pesos dos diferentes oOrg3os
A Fi1g. 2.4(a) representa os resultades da 1ngesri13o alimentar
Para comparar mostramos na Fig. 2. 4(b} o 9grafico da evolucio do a-
peftite dos ratos com tumor. Na Tabela 2.5 estdo mostrados os valo-
ores correspondentes dos tempos de relaxacio Ti e T2 em m=s como 3

media pPara 4 ratos. Os graficos correspondentes aparecem fAas

Figuras 2.5 e 2.6
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C. RATOS COM EDEMA INDUZIDO.

Tambeém aquil, com propaositos de simulagio, devido a8 retenc3o
de dgua , foli provocadoc o edema num grupo de 8 ratos acompanhados
de. & ratos controle {(sadiocs ¢ sem edema) . Na figura 2.7 estao

mostrados os resultados para as variacOes dos pesos relativos dos
orgdos cansiderados. 0s valores de T+ e T2 {(em ms), tanto para oS
ratos controle quanto para agueles com edema, aparecem na Tabela

2.6

D. DEPENDENCIA DE T2 COM O ESPACAMENTD INTERPULSO NA

SEQUENCIA CPMG. (DISPERSAQ T2-CPMG)

Na Tabela P 7 est3o mostrados os valores de T2 {(em ms) am
funcSo de 2T (intervalo de tempo entre os pulsos de 180 ns se-
quencia CPMG) para os diferentes corgios estudados e representados
na Fig. 2.8 (a)> e (b}. A dependéncia de T2z com 27t & chamada de
dispers3do Tz-TPMG. Dos resultados deduz-se 4que o comportamento
do mdsculo foi o mais critico. Mostramos na Tabela 2.8 os wvalores
de Tz para musculos de vatos com tumor aos 2, 7 e 11 dias, Junto
com os valores dum musculo fresco (normal), que depoirs da medigaao
normal dexou-se durante uma hora no ambients para logo medir
novamente {(i1mediatamente antes de colocar no tubo de medigdo foa
secado suavemente em papel absorvente). Tambem 1ncluoc o T2 de um
musculo de rato com edema induzido € © Ts de cada um dos musculos
tabelados para propositos comparativos. Observou-se que ©
compartamento de Tz do musculo “'semi-seco” foi1 similar ao musculo

com 11 dias de enfermidade, mas o T+ do primeira tinha caidg de
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615 £ 16 ms a 427 * 13 ms sendo o T+ do segundo 733 * 15 nms. 0
musculo com edema induzido mostrou uma elevada variagao com O eS—
pacamento interpulsc 27T, tendo um T1 = 702 * 51 ms comparavel com
o T+ do muisculo com 1i dias de enfermidade. 0Os resultados estao

ilustrados na Figura 2.9 (3a) e (b}).

2.4 DISCUSAOD E CONCLUSSES

Nas figuras 2.2 para T4 podemos observar que na evolugido dos
orgaos dos ratos com tumor o0s oOrg3ocs malis claramente afetados
foram o timo, figado e adrenais, com uma diminuicZo para o timo e
acrescentamentos para o figado e adrenalis. 0 cora¢3oc € 06 rins pa-
recem os menos afetados, embora que o bago padece um ligeiro au-
mento & logo diminui¢3o, n3o se pode dizer que finalmente tenham
sofrido alguma alteracio respeito a T1. E indubitavel que o Tt do
misculo aumentou. O tempo de relaxag3o Tt do tumor também sofreou
alteracoes, no quarto e sexto dia chega 3 valores maximos de 230
redor de 8359 ms.

Referente a evolugdo de Tz (Fig. 2.3) no timo n30 parece in-
dicar alteracao significativa; 05 adrenais tem aparentemente um
aumento oscilante enguanto gue nos rins parece ter uma tendéncia a
aumentar. 0O 72 no bago € praticamente 1nalteradoc mesmo no coracdo,
embora neste apare¢a uma diminuigSo ligeilira no quarto, sexto e sé-
timo dias. O aumento de Tz para o figado e claro tanto como a di-
minuic3o observada para o musculo.

A perda marcada do apetite (Fig. 2. 4k pelos ratos

inoculados com o tumor sugeriu estuydar animaice controle (gem
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tumor inoculados) com restricio alimentar (jejum) e observar a
resposta das possiveis alteragdes produzidas desde o ponto de vis-
ta das medicdes de T4 e T2 nos diferentes orgl3os. Os resultados
mostrados na Tabela 2.4, e graficados nas Fig. 2.9 e Fig 2.6, nao
est3o indicando variagfes comparavels aos achados para o0s grgidos
dos ratgs com o tumor. O mesmo pode-se dizer dos resuitados para
os ratos com edema induzido cujos resultados est3o na Tabela 2.6.

£ 1mportante assinalar que pelas resuitados do estudo da
evolug¢do clinica, anatomo-patolidgica da enfermidade, devido a ino-
culac3o do tumor (Walker-25&) em 4 lugares bem afastados (entre e-
gles) em cada animal, as metastases foram todas ganglionares, ou
seJja, nos Orgaos estudados n3c aparecem aparentemente efeitos me-
tastatizantes. Isto significa que o0s resultados achados para as
mudancas dos tempos de relaxacdo T+ e T2, com a evoluc3e da doen-
ca, sdo provaveils efeitos a distdncia e que ps orgaos mals afeta-
daos, desde o ponto de vista das medigOes Tr e T2, seriam aqueles
que fazem parte do sistema imunclogico (timo e figado} e adrenais.
Este resultado e da maior relevancia, porque estaria 1ndicando a
presenga de algdm agente (ainda desconheci1do) Qque serls 0O respon-—
savel pela alteracaoc do sistema i1munoldgico, o qual i1mpede que o
tumor sejla rejeltado.

Os resultados achados para o0 musculo estdoc i1ndicando wm com-
portamento diferente, alem de ter uma clara diminui¢3o em T2 com o
desenvplvimento da doenga, tambeém € o dUnico tecido que mostra va-
riac0es bem marcadas com 0 espacamento de tempo interpulso no Tz-
CPMG para depois diminuir no Gltimo dia da doenga (Fig. 2.9(a)).

Podemos sd conjeturar que o comportamento do musculo obedeceria a

a3



atividade fisica do animal nos dltimos dias antes da morte, asso—

} — . 2+
ciado provavelmente a um aumento na concentracao de 1ons de Fe -

I+ ~ . . . .
Fe , mas, para chegar a conclusoes definitivas a este respeito @
necessario a realizacao de cutros experimentos tais como ressonan-—

cia paramagnetica eletronica (RPE}.

0 segquimento da evolucg3o da enfermidade com medigdes de

tempos de relaxkag3o0, mesmo como 1indicadores referenciais, esta
mostrando muita utilidade, pols praovavels diregoes no
desenvolvimento futuro da pesquisa est3o ja abertos, tal coma ©

‘ 2+ 3+ )
posslvel aumento de Fe -Fe nos tecidos musculares o qual rode-

ria ser detectado num experimento de RPE.
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TABLLA 2.1. - EVOLUCXD DOS PESOS RELATIVOS COM A ENFERMIDADE PARA
DIFERENTES ORGX0S DOS RATOS INOCULADDS COM TUMOR
DIAS APSS A INOCULACXO DO TUMOR
TECIDO CONTRU
LE
2 4 b 7 912 11
DIAS DIA DIAS DIAS DIAS DIAS
TIMO @ 160 ® 180 | 2.180 | @.09¢ | ©.07¢ | ©.0235 | @.0as
ADRENALS Q@ 910 2.021 | 0. 022 | ©0.028 | ©.029 | ©.036 | @ 04n
RINS o 08 ?.08 ®.85 2.95 0.96 ©.90 ®. 90
BACO @ 360 ©.380 | @¢.410 | 2.520 | ©.450 | @.300 | o.255
CORACXO ® 33 ®. 34 @ .35 @.33 ©.33 ©.33 2. 35
FIGADO 3.907 3.85 3.98 4.16 4,16 3.67 3.06
TUMOR 2 00 @5 3.5 10.6 15. 4 26 .0 27.2
PULMXO @ 63 ®.73 ®.74 @.66 ®.70 0.91 | .78
ALIMENTO % 109 101 90 62 41 21 2%




TABELA 2 2. - EVOLUCZD DOS TEMPOS DE RELAXACXO T1 (ms) CDM A
ENFERMIDADE PARA RATOS INQCULADOS COM TuMOR

DIAS APoS A INOCULAGAD DO TUMOR
TECIDO CONTRO -
LE
2 4 & 7 Qy2 it
DIAS DIAS ODIas DIAS DIAS DIAS
TIMO 715+¢2s 73014 6£94F17 | 640119 &4t L6 S34F&P| 507193
ADRENAIS 395+19 421+21| 405*18| S061251 470F14| 462145 504143
RINS 375%21 547+15| S4&8+18| 585+16| 594627 S579+2B| 9583*19
BACO 4545+ 34 6F0F 10| 6846t20| 703135 715+33| 631*s4] 4£34+33
CORACAD 631%35 &2t s 66914 £40+3@| &631¥28| 46915 4684F15
FIGADGO 393%18 342+7 3P1¥13} 417+10; 412t+6 q4P8*s51) 430+39
MUSCULOD &633+33 642411 46£32*%13) &50+7 s42¥13| 740+t90| 732+20
TUMOR - 4931159 BS1+34 B819+43|694+138[ 763%47) &498+T52
58




TABCLA 2.3 - EVOLUCAC D03 TEMPOS DE RELAXACXD Tz(ms) COM A& ENFERMIDADE
PARA RATOZ INOCULADBOS COM TUMOR

BDIAGS APAS A INOCULACAOD DO TUMOR
TECIDO CONTRO
LE

e 4 O 7 Prr2 11

DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAG
TIMO 81+2 83+3 B2+1 78+3 78%6 gi+*5 77+7
ADRENAIS 63*2 68+ 4 G4%4 S9+2 61+3 72%19 68+5
RINS 6542 Hetl 664 67%1 7e*s 73+4 7er3
BACO 7er2 73*2 70+2 7i¥e 71+4 70%4 H7H2
CORACAO Se*e 52+ 4 Set+1 49+2 S0+1 95+ S3+3
FIGADO 43*28 45+ 47+ 2 46*2 47%2 Sg2+7 54%3
MUSCULD 6974 &1% 61 41+g S4+4 35+ Se+7 47% 4
TUMGR -- 105+9 B1t&4 77+73} Bb6*r14 8470 LH7F S
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TABCLA 2.4 .- RESTRICAO ALIMCNTAR CONTROLADA
(PAIR FECDING)
I A

o 1 2 3 P 5 6
7
P | Ingest3o |100]|78 . 00|s> 00la1 00|33 0elrs eel21 oo
E alimentar
S Peso
0 100 92 4 8g .2 B2 .5

Corporal
# TIMO 0.204 0 182 0.184
P
E ADRCNATS .38 ©.044 0. 043
s
0 RINS o .70 ®.71 e .71
E BACO .31 6 29 0. .24
: CORACXO 0.302 @.063 ®.287
I PULMOES 2.548 0. 611 0.576
g FIGADO 2.86 2.71 2.69
5@




TABELA 2 5 - £VQLUCAO DE T1 E T2 COM A RESTRICAC ALIMENTAR (JEJUM)

DIAS DE RESTRICAQ ALIMENT4R

RESULTADOS PARA T RESULTADOS PARA T,
TECIDO
> 4 6 o a 6
i
TIMO 676%51 569414 | 691426 790 L 7o%y 79+ 73
FIBRA DO .
G 441424
1
ADRENATS 339+17 336%30 | 3pati1 63t1 L 43x3 602 1
RINS Se1o7 488+17 | ag3+17 L9t L6t 4 56% 4
BACO 5¢4+7 484+39 | 464%30 61% 59+4 5543
CORACED 616%20 60117 | 60311 agtz | ayxq 4741
FIGADD 276210 27429 284t 4 3821 | 3e%s 370
MGSCUL O 510+42 61517 | 599+39 7at5 1 49%10 80+ 7




TABEL A

b}

[ i

RATOS COM EDEMA INDUZIDO

4. - TEMPOS DE RELAXACAD Ti E T2 PARA 05

RnTOS

OE

CONTROLE COM EDEMA INDUZIDO
TECIDO Tl(ms) Tz(ms) Tl(ms) Tzfms)
TIMO :LEXE goxp 720+29 R4%3
FI??SODD 317449 5013
ADRENAIS 336%15 £3%3
RINS 475230 455
BACO 469%20 &0x2 49727 612
CORACEOD S63:15 472 6P3%18 sery
FIGADO 273+11 42%3 a72t31 fpra E
MUSCUL.O £34+36 P31 | 48535 :@e+31_ﬁ
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TABELLA 2 7 - DEPENDEMCIA DO TEMPO DBE RELAXALCAOD SPIN-SPIN {TZJ com 0O
[NTERJ4LO  DE  TEMPO DOS PULSOS DE  18@° NA SEQUENCIA
CARP-PURCELL-MEIBOOM-GILL (CPGM) PARA DIFERENTES ORGXOS DE
RATOSZ CONTROLE (SADIOS) . (DISPERSAEOD T2-CPMG)

INTERUZL 1 T |
cr- } RO o . . ’
DOS PULSOZ) - 1 T JanRe RINS BACO | CORACAC|FiGADD [MUSCULO] |
- ) T :
2T i{ms ) : :
r 5 :
2 23 73 7 . ap 7 &@ 2 &0 7 43 8 45 7 40 . 2 38 4 3
% 46 ;41 8 49 9 42 9 4% 32
i
{
2. 69 48 68 2 57 1 45 .1 41 .2 51
o 9 75 9 45 4 62 2 69 8 54 4 44 3 41 4 56 9
1.15 79 & 4¢ 1 69 1 67 8 62 9 43 5 4p 7 bé 9
1 38 g2 o ag 7 61 & 74 2 56 7 45 2 42 .3 74 8
161 77 3 66 & 76 1 52 8 78 9 |
1 84 84 3 61 4 75 2 59 3 88 5
2 07 g1 7 73 1 88 &
2 30 108 5




TABELA 2 8. - DISPERSA0 Tz-CPMG PARA MUSCULOS EM DIFERENTES
ESTADOS DA ENFERMIDADE.

ég;Eﬁﬁﬁggs MUSCUL O | MUSCULO

180° CPMG |RATO L1/RATO 19RATD 8 [MUSCULO|"SEMI COM

o1 (mey |2 DIAS |7 DIAS |11 DIAS|NORMAL | SECO” | EDEMA
¢ 23 44 2 | 41.11 | 36 .4 41 @ 29 . 4 a6 7
@ 46 se. 7 | 47 .8 40 1 47 7 29 & S7 7
0 69 43 7 55 4 37 5 67 1
® 92 63 2 | 60 6 45 1 57 36 .0 g9 4
115 70 0 49 0 47 1 a1 3 87 7
1.38 74.2 | 75.1 50 .0 69 .7 39.8 96 8
1 61 47 6 765 36 4 107 o
1 84 89 3 | 91 3 49 6 705 44 a4 123 7
2 07 53 3 79 & a1 ¢ 119 2

_ ) ]

2. 30 163 8 | 105 7 | S1 2 92 4

&4
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caPiTuLg 3

GELATINIZACAO

3.1 INTRODUCKQD.

Assim como nos estudos de tecidos bioldgicos, o rol e estado
da agua € de maxima importdncia em estudos dos sistemas que tém a
ver com ciéncia e tecnologia de alimentos. A ressonincia magnetica
nuclear (RMN) é uma das teécnicas que mais contribuiram com o estu-
do detalhado da estrura e mobilidade em muitos sistemas biologi-
cos. Infelizmente, devido a complexidade dos sistemas biopolime-
ros-agua, existem diferentes modelos e interpretaces da dinamica
das interacdes nesses sistemas L[171].

O comportamento das moléculas da 3gua s3o0 normalmente estu-
dados por RMN de prdtons, deutérie (°H) e oxigénio-i7 ¢*°0), sendo
A RMN pulsada a normalmente utilizada e os parametros mais habi-
tualmente medidos s30 os tempos de relaxa¢3o0 Ti1 e T2, acompanhados
muitas vezes de medigdes de coeficientes de difusia, e intensidade
do sinal (FID, eco, etc.) dando informagdo da dinamica molecular
dos sistemas macromoleculas-sagua [29, 3@, 31, 32. 331, Falando
mals especificamente dos sistemas amido-dgua, Lechert e outras
£343 fazem wuma discuss3do das posibilidades e limitagdes das
tecnicas de RMN de largura de linha e pulsada para a investigacSo
de problemas especiais em ciéncia e tecnologia de alimentos.
Richardson et al. E35] resumiram em quatro aspectos o uso da RMN

em estudos de bhidrata¢do do amido: 1) conteddo de dgua total, 27

89



capacidade de agua ligada (bound water), 3) mobilidade da dgua
ligada e mecanismos de ligagdc da 3gua associada e 4) o fendmeno
da gelatinizac8o e inchamento. Este dltimo aspécto é o intere-~
sse do presente capitulo, onde basicamente justificarei a possi-
bilidade de estudar a cinética de gelatinizac3o do amido de trigo
mediante medi¢Bdes da relag3o liquido/sdlido (FID) no processa de
gelatiniza¢c3o. O presente trabalho foi motivado pela necessidade
de desenvolver um método rapido e reproduzivel para estudos de
cinética de gelatiniza¢do do amido , j3a que os métodos tradicio-
nais, tais como a susceptibilidade enzimatica, e muito lento e
pouco preciso [367].

Como € importante ter o modelo estrutural do sistema a estu-
dar, exporemos brevemente a estrutura do amido, assim como o pro-

cesso de hidratac3o e gelatinizag3do.

3.1.1 0 AMIDO
0 amido € uma fonte de carboidratos e, devido 3 complexida-
de deste tipo de sistemas, a sua estrutura n3oc esta definitiva-
mente esclarecidas. A recente revis3o de Zobel (1988) (371 ajuda,
de maneira breve e simples, a se introducir rapidamente no conhe-
cimento do amido para os fins de nosso intersse.

0 amido esta formado por particulas de diferentes formas
granulares (i . e., esferas, elipsoides, poligonos, etc.) que podem
ser isoladas de raizes, tubérculos, sementes, frutas, etc. Os gria-
nulos tem dimensGes entre @.5 a 175 pm e est3o formados de duas
entidades moleculares(polimeros): amilose (a fragio linear) e a

amilopectina (a frag3o ramificada), embora se fale de um terceiro
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componente que algums granuleos conteém em ate 20% [£38], referido

como um polisacaridic de frac¢8o intermediaria, a0 parecer,

pouca
ramificado (a amilose e a amilopectina s3o polisacaridios). Estes
polimeraos t&m como unidade basica constituinte a molécula de

glucose denominada a-D-glucose (Fig. 3.1(a)). A molécula de amilo-
se tem uma estrutura linear, como esta esquematizada na Fig. 3.
(b)), com massas moleculares de 28¢ a 250 mil daltons {(para o mi-—-

lho) até de 1,0K106 daltons para a batata [371].

of.-O. GLUCOSE

F@.BJ(&]
CHpOH '. CHe OH
O l O o 4
H H H ':H H \
I H H
o OH H OT OH »
L OH } H OH Ol
AMILDsE
Fig, 3.1 (b)
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A amilopectina @ um polimero altamente ramificado, na Fig. 3.2

estd desenhada a cadeia principal com um ponto rama na posigao 1,6

e na parte inferior aparece um possivel esquema de vramificacio

L37, 381. Nos granulos de amido a amilose e amilopectina n3c est3o

uniformemente distribuidas, existindo regifies amorfas e cristali-

nas. Ambos os polimeros existem nas duas regifies
Fig. 3.2
AMILOPECTINA
(B} Robin ~clusler” model
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3.1.2 HIDRATACAO

Os polisacaridios secos em condi¢Ses de umidade normal contém
de 8 a 19% de dgua como dgua de hidrataci3o. Nas regides amar fas,
por ter as moleculas 0s seagmentos da cadeia em arranjos desorgani-
zados, existem liga¢fes de hidrogénio insatisfeitos pélo que po-
dem~se hidratar facilmente. Quando o polisacaridio é colocado em
dgua, as moléculas de dgua penetram nas regifes amorfas e unem-se
com o5 polimeros aproveitaveis competindo e eventualmente
reduzindo a numeros despreziveis as ligagdes interpolisacari-
dios {(391]. Os segmentos duma cadeia do polimero tornam-se
completamente solvatadas e deslocam-se pela a¢3o cindtica. Muitas
secbes das cadeias do polisacaridio s3o sucessiva e completamente
solvatadas e soluvilizadas enquanteo diminui o numerao de segmentos
ainda vinculados a outras cadeias do polisacaridio n3oc solvatadas
completamente. Este estdgio intermediario representa um estado gel
transiente. Os polimeros soluveis continuam a se hidratar até §i-
car rodeados de uma atmdsfera de moléculas de agua parcialmente
imobilizadas e o polimero € monodispersado. No caso do amido &
temperatura normal, a dgua rodeia o grinulo sem disolve-lo.

Os estudos de relaxac8o nos sistemas amido-agua mediante RMN
de protons ('H) causa dificuldades na interpreta¢io de dados [4@],
mas, nos ultimos anos, mediante estudos de RMN de 2H e ‘70 e
da movilidade da agua em suspensfes de amido, est3o se chegando a
sultados esclarecedores sobre os mecanismos de hidratag3o do amido
a través de estudos de relaxag30 spin-spin (Tz). Richardson et al.

€31, 351 acharam quatro regiBes de mobilidade da dgua por medigdes

taxas de relaxac3o (Rz = 1/7T2) com a concentracio do amido: A
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regido I, de 1@ a 4@X(aramas de amido seco/mal de agua); regidoc II
de 49 a 60X%; regi3o III, de 60 a 79%, até uma regido IV de 92 a
6% (cam 2H), Somente a regil3oc I € linear, onde o modelo
isotrdpico de dois estados com troca rarida (fast exchange) paode

ser usado, ou seja [31,3531:

Tzob B TF

onde PB e PF s30 o0s portentuals decimals das fragdes de agua liga-
da (bound water) e livre(free water) . Nas outras regibes, devido
ac comportamento n3o linear, propBem-se dois modelocs que nio men-

cionarei mas estio indicando a complexidade do problema.

3.1.3 GELATINIZAGCAOD

A gelatinizacldo €, em geral, o termo aplicado a sequéncia de
transforma¢cOdes quando uma dispers3o agquosa do amido @& aquecida
L3463,

0s granulos de amido s3ao insoluveis em agua fria mas incham
quande aquecidos em meio aquaso. Ne 1inicio do processo s]
inchamento e reversivel, e Qquando atingida determinada tempera-
tura, g inchamento tgorna-se irreversivel, onde a estrutura do
granulo comega a se alterar significativamente. Este processo
denominado gelatinizag3o ocorre numa faixa de temperaturas varia-
vels. No amido de trigo situa-sze entre 40 e 75 °C (137, Inicial-
mente a gelatinizacdo acontece nas regides amorfas do grianula, e

quando atingida a temperatura de gelatinizagao, acontece uma rup-—
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tura das ligac8es de hidrogénio responsaveis pela manutenc3o da
integridade do grdnulo. Como consequéncia do intenso grau de rup-
tura das pontes de hidrogénio, o granulo fica completamente hidra-
tado. Poderia~-se dizer que a gelatiniza¢8o € a continuac3o da hi-
dratag¢3o do amido por efeito do aquecimento,.quebrando o granulo
de amido para ficar hidratado parcial ou totalmente, o que depende
da quantidade da 3gua, da temperatura e o tempo de tratamento. O
aquecimento continuo em exceso de 3gua causa inchamento e provoca
ruptura dos granulos de amido, perda da cristalinidade e libera-
¢80 de material soluvel dos grinulos. Devido a perda de «crista-
linidade o amido gelatinizado foi denominado “amorfo”. Na Fig.
3.3 esta esquematizada o arranjo amorfo tal como ficariam oS
polimeros com a hidrata¢30 ou gelatinizagSo. A sgua que rodeia as

linhas dos polimeros est3o parcialmente imobilizadas.

Fig. 32.3. -Possivel arranjo do amdo hidratado.
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Lelievre e Mitchel [41] assinalaram em 1975 que outras teécni-
cas (n3c RMN) s3o relevantes em aplicacdes praticas, mas a contri-
buigdo para o entendimento das mudang¢as moleculares que acontecem
na gelatiniza¢3o foi muito limitada. Eles [41], mediante estudos
com RMN pulsada, chegaram a determinar gque o decaimento observadao
em T2z, no processo de gelatinizagdao, corresponde ao inicioc do de-
rretimento dos arranjos cristalinos dos polimeros nos dgranulos de
amido. No entanto os prdtons no sistema existem em diferentes es-—
tados (por exemplo os protons formando as ligagdes diretas entre
os hidrogénios e as cadeias dos polisacaridios, protons dos gru-
Pos hidroxilos dos polimeros e a agua fora da vizinhan¢a do granu-
lo), equivalente a existéncia de diferentes tempos de relaxac3o,
foi1 observado o comportamento duma dnica fase (um unico tempo de
relakag3o) por Basler e Lechert [42] e confirmado por Lelievre
e Mitchel [14]. Estas observagBes conduziram a assumlr a existén-
cia de troca rapida entre diferentes sitios (fases) para interpre-
tacdo de tempos de ralaxaclo em gels de polisacaridios [43]1. Pos-
teriormente, Callagham et al. [441, em estudos de pastas de amido
de trigo, tambem observaram que, tanto Tz como T1, est3c caracte-
rizados por constantes dnicas de tempo, indicando troca ripida en-

tre a agua normal (bulk water) e a dgua associlada com o polimero.
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3.2 PROCEDIMIENTO, RESULTADOS E DISCUSSAD.

0 amido utilizado foi extraido de farinha de trigo nacional
cedida pela SANBRA com a seguinte composig8o: 13.42% de proteina,
2.45%X de gordura e @ .47% de cinzas.

As amostras estudadas consistiram dos sistemas amidoc + dgua
destilada + algum aditivo (glutem, NaCl, sacarose, etc.).

0 aquecimento das amostras (para propdsitos de gelatinizaclo)
foram feitas num forno com control de temperatura e tempo de aque-
cimento. Todas as amostras foram preparadas no Laboratdrio de Ce-
reais da FEA-UNICAMP, descritas no trabalho de Silva [93, ‘enguan-
to que as medigOes RMN no Laboratdrio de Propriedades Magnéticas

do IFGW -UNICAMP com o Minispec PC129 da Bruker.

3.2.1 MEDICOES DE TEMPOS DE RELAXACXD

Os primeiros ensaios RMN consistiram em medir os tempos de
relaxac3o T1 e 72 para diferentes concentracBes de amido-agua a
temperatura ambiente. 0Os resultados est3o mostrados na labela 3.1
e graficados na Fig. 3.4. Como e de esperar para sistemas hetero-~-
géneos tanto T1 e 72 diminuem rapidamente com o aumento da conceri-
concentragdo de amido (ou maior concentrag3o de protons na fase
solida). Qutro comportamento interesante de Tz o1 a dispers3o
T2--CPMG ja observada em tecidos bioldgicos (Cap. &) Na Tabela 3.1
pode—se observar as mudangas de T2 para dois valores de 27 (inter-
valo dos pulsos de 180°) que também aparece graficado na Fig 3.4.

A Tabela 3.2 representa a dispers3o Tz2-CPMG para um conjunto

de 7 amostras amido-dgua de é0% de dgua, tratadas termicamente
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(com diferentes tempos de gelatinizag3o) a 13¢ °C , actompanhadas
duma amostra padr3o P (sem tratamento termico) € uma amostra TG
suposta totalmente gelatinizada {(com 5 min de tratamento termi-
co). Ubserve-se que a partir da amostra 2 (12Q seg de tratamento
térmico) a dispersdo de Tz & menos que nas amostras P e 1. A Fig.
3.5 € um grdfico de tal comportamento para algumas das amostras.
Belton e Hills [C451 e Hills et al. £331, concluiram que a disper-
sdo T2-CPMG esta relacionada com o comportamento multiexponencial
e este, por sua vez, com a heterpgeneidade da amostra. Sob estes
argumentos, os valores de Tz mostrados na Tabela 3.2 parecem ra-
razoavelis se consideramos que com a gelatinizac3o0 a heterogeneida-
de, apresentadas pelas amostras P e 1, s3o reduzidas desde a amos-—
tra © ate a TG, Jj8 gque os granulos come¢am a se hidratar e que-
brar. Pareceria que a gelatinizac3o esta relacionada a uma dimi-
nui¢do da heterogeneidade.

Outro comportamento observado para as mudancas de T1 e T2 com

o processo de gelatinizac3o estio mostrados na Tabela 3.3 e Fig.

3.6 (a) e (b>. A pouca variagao observada em T1 coincide com as
observag¢des de Child e Pryce [43]. Por outro lado, se o comporta -
mento com o tempo de tratamento termico, obtido por nos, for com-
parada com a observac3o de Lelievre e Mitchel [£413, (que T2 come-

¢a a diminuir com 0 inicio do hinchamento e fus3o dos granulos até
um minimo e logo aumentar, 1ndependentemente da cancentragso), no-

5505 resultados pareceriam coincidir com a descida de T2 no ini--

¢ig da gelatinizacio. Para propdsitos ilustrativos 1ncluimos os
de T4+ e T2 para um sistema amido + agua + sacarose (40%) a S5%
de agua.
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3.2.2 DECAIMENTO DE INDUCXO LIVRE (FID) DO SISTEMA.
AMIDO~AGUA .

Na lNig. 3.7 mostramos o FID dum sistema amido-agua para dife-
rentes concentracdes a temperatura ambiente. Os pontos experimen-—
tais foram obtidas mediante um programa do Minispec PC~-120 que da
0 conteddo total de prdtons de hidrogénio(em unidades arbitrarias)
num ponto do FID. Também mostramos o FID (Fig. 3.8) de algumas das
amostras apresentadas na Tabela 3.2, para propdsitos de compara-
¢do. Segundo Lelievre e Mitchel [411, os tempos de relaxagdo T2
da fase sclida ficam na ordem de 1@ ms enquanto que para a regiao
hidratada esta nos milisegundos. Esta regifo corresponde a fase
gelatinizada (hidratada com ou sem tratamento termico) e atribuirr-
lhe um Unico tempo de relaxagdo seria errado, a menas que a hete-
rogeneidade se)a totalmente destruida. Mas o0 1nteresante para o
ss0s propasitos € ver como € que val crescendo o sinal da regi3o
qelatinizada. Isto € o que mostra a Fig. 3.8. se comparamos o ta-
manho do sinal dos decaimentos para 9 ps e 70 us das amostras 6
e P da Tabela 3.3. {videntemente a maior altura nos 7@ s para a
amostra 6 esta 1ndicando gelatinizagio, pols ambas amostras tém

60% de agua.

3.2.3 RELACRD LIQUIDO/SALIDC NA GELATINIZACAO.

Lm 1978, Brosio et al.T44] usaram o método da relag3oc liqui-
do/solido para a determinacSo do teor de umidade em produtos ali-
menticios ricos em amidos, mas eles, além de achar o fator de cor-

re¢ao da sinal do solido, como explicado no Cap 1, preclsaram
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o~ 4

torriglr o sinal do liquido a t = @ (ver figura), Ja que esta
teria decaido n3o desprezivelmente no tempo tz Cste problema n3o
fa1 considerado nas determinacdes da relacic sélido/l1iquido por
Van FPutte e wvan den Enden [4$4] em gorduras parciralmente
cristalizadas, ou, por Tiwari e Burk {151 na medic3oc de teor de o-
leo em sementes. O problema ficaria ainda mals complicado se
o decaimento € multiexponencial. Mas esta dificuldade poderia ser
evitada considerando que 0o interesse € medir o "indice de |1quefa

cao relativo” [381, que denotaremos por 1, 2 que esta definido
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COmo

1 = L/8 -~ Lo/S , (3.1
Lv/S - Lo/S
onde
L/Y = porcentagem liquido/solido da amostra parcialmente gelati-
nizada,
Le/S = porcentagem de liquido/solido da amostra padr3o de teor de
solido conhecido com a qual se calculava o fator f.
Er/s% = ’lorcentagem !iquido/solido da amostra totalmente
gelatinizada.
Cada um dos termos da velag2ao (3.1) tem a forma
frl ,
fLi + f= 4
onde FfL ser1a a corre¢ao da sinal do liquido e 1 do sdlido. &
si1mples ver que se as massas das amostras amido + agua + algum

aditivo, foram constantes durante o proceso da gelatinizaclo,

o indice de liquefag¢3o relativo nio dependeria dos fatores de cor -

rec3o e ficaria

W

L - le (3 .)
Isto s1gnificaria que seria suficiente medir fa) sinal
correspondente a cada L no instante de tempo tz.

Nos calculamos os indices de liquefacio relativo mediante a
definic3o (3.1}, sem a corre¢aoc do sinal do liquido, com um pro-
grama Jja incluido no Minispec PC-12@ que corrige o sinal do sdlido

mediante o calculo do fator f&, para 0 qual se utiliza uma amostra
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padrao de relagao liquido/solido conhecido tal como a amaostra P,
Na Tabela 3.4 aparecem resultados de fatores f® para diferentes
pares de 1nstantes de tempo t1 e tz da amostra P da Tabela 3.0.
Os valores correspondentes da rela¢io liquido/sdiido das amostras
da Tfabela 3.2 aparecem na Tabela J.5. Pode-se observar que es-
tes resultados n3o estdo muito dispersos, exceto a partir de t1 =
1¢ ps e t2 = 149 ps (i = 1 .9¢18) onde comega a aparecer um maior
desvio. Para t1 = 20 pys, tz = 6@ e 1P@ ls, os desvios sio mais a-
parantes (com f& 1g9uals a H.07%94 e 3.94%97, respectivamente) .
Note - se aque, mesmo aparecendo 0s desvios mencilonados, o
crescimento da relacdo L/S observado estd indicando aumento da ge-—
tatinizagho.

Na Tabela 3.6 estao os valores calculados dos indices de 11-
quefag3o relativos correspondentes, aos dados da Tabela 3.5 (a-
mostras de { a 7). A desvio mals notavel aparece na primeira a-—
mostra. lsto aconteceria porque g tempo de tratamento térmico ni3o
seria suficiente para o i1nicio da gelatinizagc3ov, como se vé, o va-
lor da relag3o liquido/sdlido da amostra 1  fica muito proximo do
valor da amostra padrap. Lembre-se que a amostra 1 apresentou
malor dispersan 72 CPMG.

0 interesse de medir o0os indices de liquefag3o relativos foi
correlaciona-los com os graus de gelatinizag3o (471 dos diferentes
sistemas estudados por Si1lva [36). Na T(abela 3.7 esti3oc mostrados
os resultados obtidos. A baixa correla¢i3oc existente para ¢ ami-
do com 35X de umidade atribui-se & limitag3o de dgua para a oco-
rréncia da gelatiniza¢3o [341. O método da susceptibilidade enzi-

matica (Chiang e Johnson (481}, onde a susceptibilidade do grianulo



A agdao enzimatica e consideravelmente aumentada quando © granulo
estsa na forma gelatinizada, fol usads para efeitos de carrelacio.
Como se observa, a correlagdoc € boa para todos os sistemas estu-
dados, exceto o sistema amido-agua a 35% como ja comentado.

No trabalko da prepara¢3o das amostras apareceram dificulda-

des de caracter pratico que merecem ser comentar, ja que parecem
nido ter afetado os resultados finais basicos. Se bem que as amos-—
tras ficassem seladas, nao fol o suficiente para evitar a fuga de

vapor de agua no processo de tratamento teérmico, especiaimente nas
temperaturas malores e tempos mais longas de tratamento térmico.
Isto influl na ocorréncia de menos gelatiniza¢do pela perda de
agua disponivel. Se resolvida a fuga do vapor de agua e com medi-
¢6es 1n situ, poderiam ser melhorados os resultados e ate usar
simplesmente a relagdo (3.2) com um programa adequado para a auto-

matiza¢Bo das medigoes.

3.3 CONCLUSBES.

As med1¢Ges comparativas dos indices de liauefag3o relativos
¢ o0s graus de gelatinizacdo determinados com o métodoc da
susceptibilidade enzimatica, mostram boa correlagao, exceto para
baixo conteddo de agua (35%) Isto permitiu desenvolver, pela pri-
meira vez, estudos de Cinética de Gelatinizag3o do Amido mediante
medi¢tes da rela¢ao ligquido/sdlido por RMN pulsada, feitas no tra-
balho de Silva {361, calculando energias de ativacio no proceso de
gelatinizac3o. 0 método tem a virtude de ser rapido e reproduzi-

vel o qual permitiria dinamizar futuros estudos com outros tipos
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de sistemas. Pelo comentario pessoal de Silvas, existem pourcos
trabalhos de cineética de gelatinizagido devido, possivelmente, a
que as técnicas tradicicnais usadas (descritas na tese de Silva

(361), n3o tem a rapidez e reproduzibilidade do metodo RMN.
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TABELA 3. 1. VYalores de T1 e Tz para diferentes
concentracBes do sistema amido-agqua

CONCENTRACAO Ts {ms) T2 (ms )%

‘(% DE AMIDO) (2T=207Us) (2T=230Le)
2e 431 97 221
23 316 60 115
39 213 43 1@F
35 176 36 88
49 133 c? 77
435 137 23 61
5¢ 148 13 c7
23 135 7 8
4@ 115 4 4
&3 1902 3 -
70 87 - -
75 &7 - -
8@ &2 - -

¥ Os valores que naoc aparscem na Tabela ras puderam mer

medidos. Obviamenie devam =er merncres de 3 me.
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TABELA 3.2. Dispersdo Tz-CPMG de sistemas amido-3gua com
diferentes tempos de tratamento teérmico.
Concentracao de 60% de agua e temperatura de
138° C de tratamento térmico. J tempo 27 re-
presenta o espagamento interpulso de 18@¢° .
Os valores de Tz estao em milisegundos.
TEMPO DE TRATAMENTO TERMIGO (segundos)
2t
(me 3 e T4 120 150 ige 21¢ 249 c7e 300
@.23 15 19 19 11 i1 iz 11 11 i2
Q2 446 24 30 i1 ie 13 iz 11 11 ie
Q.69 3% 359 i1d i4 < -~ 11 11 13
¢ 92 84 131 -= 13 ic 14 12 13 13
1.19 -= —= - 13 14 13 13 15 17
1.38 - —- - 14 ce - = 15 14 14
1. 61 - - - - a8 e 15 ig 2o
1 .84 -— -— -— -— c7 23 21 17 15
P i o 3 4 b) & 7 6

Identi1ficacio de cada amosira#

¥ P idenivfica o amostra padrac e TG a totzlmente

gelat ynizoda.
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TABELA 3.3. 0 comportamento de T1 e Tz com a
gelatinlizagd3c para varios tempaos

de tvatamento termico.

(a) Sistema amido-agua,* {b) Sistema amido-s3gua-scacaro-

) ! - <
60% de agua, 130 C. se{4@%), 55% de agua,

Ident. Tempo Ts Tz 12@0 C.
da Trat, {me > {me >
ATho e, Term, P 3
{seqg? empo € Ta Tz
Trat. e g {mm )
o o 140 5 Termico
(meg
L 7o | 1e2 17 120 156 es
c 129 130 i9 135 141 27
3 15¢ 121 11 150 154 19
4 ige 197 11 165 150 11
5 21 1823 12 180 147 11
& 249 186 11 195 134 10
7 27¢ 184 11 210 138 11
TG 300 200 ig2 P25 P 11

¥ as vdenlificacoes correspon-

dem a2 amosiras da Tabela
3. 2.




TABELA 3.4, Fatores fs para algums pares de
valores t1+ e tz do FID da amos-—

tra padr3o, P, da Tabela 3.2

ta tz Fataor fe

{Lis) {ps)

19 99 2.2592 f1
19 69 2. 29461 fz
11 70 2.2084 fa
1@ 80 2.1481% fa
ie ;e 2.1649 f
1o 110 1.9359 fas
10 149 1.9018 f7
20 a9 5.0793 fe
r247] 149 3.2497 fo

99



TABELA 3.5,

Relac3o SoLIDG/LIQUINO para valores de fs
dadas na Tabela 3. 4.

A ldentificaciao co-

rrespondem as amostras da Tabela 3. 2.

2.25%92|2.2961:2.208612 .148112.14640]|1 9358(1.9018!5 .0794(3 9497
62.32| 63 .67 60 .21} &3.95] 42.33) 59.63| 61 .24} 62 85| &1.72
78 29| B0o. 446 78/06) 80 .37 81.30) 76.97| 78.03| 84.38| 83 e5
?1.38) 23.88| 91.09) 92.464| 89.33( 91 .73| 88.72] 24 39| 91 46
96.146) 95.846 ?5.16] F4.65%] 93.5% 96.33 82 36 -;;)4-..35' .91.43.
6. 7@y 945 18| 98.76) 946.72] 98.801 95.93| 21 .731067 05101 78
P4 94| 93.74| 96.06| 95.72| 93.83| 96 42| 94.08|1046.08| 95 74
?5.72) 97 .38 97 .48B1 93.74| 94 04| 926 .30 92 26107 59| 92 34

100.29 99,17[ 99 .63 97.&71 99.42| 98.47] 96 631109.23’ 97 .12
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TABELA 3.4

indices de Liguefagio Relativos

com os resultados da Tabela 3.5,

¢O0es correspondem

{ &

%)

calculadaos

fAs 1dentifica-

as mesmas amostras.

fa fa fa Ta fs fo f? fe fo D?:TIO
6. 25 9.37| ©.83(10 .43 5.921f 1.07| 3.44| 5.79 4. .63159.89
43 33|50 .45{47 .62{53.17(54.08142 @2]4% .65|50.771 42 11i1e .34
77.36[853 99|79 . 26|86 37176.03[83.78|79.55{70 .60, 8S.34| 6.63
B9 .34|91.23]89.14|91.81(|85.77(8¢ 20|81 .17|98 .25] 85 39| 4 .9¢
90 .73]92. 0897 .89 (97 .42|98 5¢{924.52{87 . 97|95 48[ 112.951 7 13
B6.27 83 .62 91.33|94.71|84& 45|95.78(94 54193 74| 96.48| 4 .ge
88 .23(25.79|94 78|94 77{%91.8& 95.:} 89 45196 67| 87 &4 3.78
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Tabela 3.7 - CorrelagZo entre o indice de liquefacio relativo e

grau de gelatinizac¢io de amostras contendo amido
Agua + outros componentes tratados & 130,0°C
Uaidade| Tempode !Iadice de liquefagin] % de Gelatinizagio Coeficiente
Sistema tratamesnto relativo {medido (medida pelo metodo | de correlagio
(%) (5) pelo método RMN) | de Chiang & Johnson rl
129 3,2140,26 10,640,3
13§ 9,2840,44 12,241 .4
1. amido + égua 35 150 12,2240,54 13,541,2 0,744
155 18,004G,79 14,0+1,7
180 12,00406.50 14,142 4
163 50,4740,7 51,7432,
120 93.81+2,11 26,440,4
2. zmido + igua 65 135 39,1142,67 92,4+1,6 0,2537
150 9€,6342,31 100,040.3
180 94,5241 .16 92.8+1,3
75 1,57+0,02 9,2+0,4
103 22 640,78 40, 541.3
3. amido + gliten 45 12¢ 36,19+1,24 31,6411 0,9873
(7% 168 711,18 358,4+1,3
180 38,37+0,92 35,2408
S0 0,5840,01 3,440,5
103 $,674+0.14 25,410.8
4. amido + gliten 4% 120 12,9740,45 58,1+0,8 0,5658
(28% 138 21,00+0,29 77,041,0
130 27.9%+1 01 32,1414
10s $2,4141,99 61,9+1,3
135 9,%840,44 72,4+1,2
5. amido + saca~ 55 165 12,2240,54 98,1+1,2 0,893
rose {10%) 180 18,0640,79 §0,342,0
210 12,004+0.50 82 642 0
120 ¢,0540,00 $,040.2
135 1,64G40,04 6,510,6
6. zmido + saga- 33 150 2,53240,10 7,1+0.5 0,9904
rese (0% 165 36,5341,28 $6,043,3
180 $4,7641 41 £€.430 S
105 2,174+0,11 2,4+41,2
1290 &,72+0,20 12,3416
7. zmido + zcide S% 150 16,8840,43 25,8411 0,9%545
eRearion (5%) 165 32,9840,11 43,7+1,8
195 34,9840 32 44,1458 8
{aFd

m]

-+




108 2,104+0,02 41405

120 25,7740,20 - 33,741,7

&. amido + dcido 55 150 28,5540,35 39,942,5 0,9644
estehrico (20%) 195 32,3941,03 19,4+1,8
210 37,1340,13 15,6470
105 25,0240,32 28,741,3
120 43,5340,55 $0,642,2

9. amido + HaCl 55 13§ 50,2340,65 58,041,0 0,5353
(0,42 1) 150 $4,2540,68 61,2+2,2
180 $6,13+1,29 70,942 4
105 0,00+0,00 8,040,2
120 18,2540,22 16,3407

10. amido + NaF 55 135 32,42+0,32 40,5422 0,9975
(G,43 N) i3 36,74+0,56 49,140,9
180 S51,56+0.78 $4.0+0 %
75 30,7540,51 35,6415
30 39,5840 66 42,2416

11. amido + NaSCN| SS§ 120 50,06406,78 71,0411 0,9679
(0,43 W) 15¢ 51,6940,65 73,8417
180 53,9541 38 79,4+41.0
135 18,99+40,21 23,041,0
15 33,5840,42 38,5+1,1

12. amido + Na2504|  SS 180 39,9940,3% 46,241,2 0,9907
(0,43 M) 210 39,9940,42 46,1411
225 40,8740,51 50,4415
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CAPITULO 4

SEMENTES OLEAGINOSAS

4.1 INTRODUCAOD.

No presente Capitulo descreveremos teécnicas, de RMN pulsada,
normalmente utilizadas na determinacao de teor de oleo em sementes
oleaginosas, tais como o decaimento de induci3o livre (FID), ecos
de spin (spin echo, SE), e a sequéncia de pulsos de Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) .

As primeiras medigBes RMN de conteddo de oOleoc em sementes,
desenvolvidas a partir da decada dos anos 6@, foram usando RMN de
onda continua [49, 50, 51, 52, $3). (0 desenvolvimento e apari¢io
de instrumentos comerciais de RMN pulsada permitiram 1implementar
novos metodos RMN na determinacio de teor de dleoc em sementes
€15, 54, S5, 563, ganhando rapidez, tanto na obteng3o como no
processamento de dados. As possibilidades de novas aplicacdes fo-

ram se ampliando com cambina¢des das técnicas pulsadas para de-

terminagoes simultaneas de umidade e teor de dleo em sementes
£L57, 3581.

A4 precisio do métado RMN ja foi muitas vezes testada, tanto
como a corvrelagio com métodos tradicionais. Por exkempio, Gandra

[59] obteve um erro acumulado de &% para a determina¢giao de teor de
6leg em milho, mediante RMN de anda contilnua; enquanto que com o

método quimico de Bold e Fisher deu 9%.. De Godoy et al. [60] d3c
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uma correla¢do de 0.98 entre o método Soxhlet e RMN, que usa a
técnica do spin echo para medir o teor de dleo em amendoim.

A apari¢3oc do método RMN para a estimacio do teor de dleg em
sementes € remarcavel, pois "reprecentou a primeira andlise quimi-
ca quantitativa completamente nio destrutiva de um embri3o wvivo.
Um loaro verdadeiramente relevante!” [611.

Uma das aplicagoes particularmente 1mportantes, foi em
programas de selecio e melhoramento genético de sementes nleagino-
sas (34, 09, &21; ampliando-se as possibilidades de aplicag¢des,
com as determinagOes simultlneas de teor de dleo e umidade, para
armazenamento pds-colheita, estudos fisiologicos, evaliacio ger-

mem~plasma, industria de alimentos, etc . [5B87.

4.2 MeTODOS DE RMN PULSADA PARA ESTIMACXO DE TEOR DE OLED EM
SEMENTES .

Serio descritas 3 metodos - FID, Ecos de Spin,

Carr—-Purcell-Meiboom-Gill.

4.2.1.- 0 METODO DO DECAIMENTO DEf INDUGCARO LIVRE (FID)
(0 METODO DO FATOR )

Para propodsitos de medi¢Oes de teor de Jdleo em sementes
mediante RMN, divide-se o sinal em trés componentes badsicas: o cd-
lido (composto de carboidratos, proteinas, etc.), o dleo e a agua
(umidade). Cada um destes contribuem para a intensidade do sinal
observado, com seus respectivos tempos de relaxa¢io, mediante uma

relagio da forma [541
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“(t/T'&u)a -t/ T2a ~t /Tzo
e e e 1

ICt) = A B c (4.1
onde o primeiro termo representa a contribuit3o da parte sdlida da
semente, com relaxagao transversal T2zs; o segundo € a contribuigao
da 3agua, com tempo de relaxacdo transversal Tza; e, o terceirao,
vem a ser o sinal do oleo, com relaxagldo transversal Tzo, Normal-
mente, para sementes secas, com aproximadamente 5 a 4% de umidade,
a contribuigaoc da agua consta de um dnico termo; mas pode ewxistir
duas componentes de agua se a umidade ultrapassar certos limites
(até aproximadamente 15%), ou inclusive trés componentes para 20%
de umidade [381].

Para estimativas normais de tecr de oleo em sementes,
supBe-se que o0 minimo de conteudo de umidade n3o exceda o poder
germinativo da semente, nem o maximo toleravel, para cohsiderar
que temos uma uUnica camponente de dgua.

Isto 6 1mportante, Ja que normalmente os tempos de relaxagao

sdo tais que

T2e <« T2a « T2o, (4.2)

para considerar que o sinal do sdlido e a umidade sdoc desprezive-
is quando medimos o sinal do oleo. D T2s estd na faixa dos 10 us,
Tza ~ 1 ms, e T2zo fica entre aproximadamente 5@ ms a 169 ms.

Na Fig. 4.1 esta esquematizado o FID tipico de uma semente. O
ideal seria medir a intensidade total no 1nstante t = @, mas devi-
do ao tempo morto do apareiho (aproximadamente 9 s no Minispec

PC~1P9), pode-se medir sdmente a partir de certo instante (10 us




no Miniecpec PC-120). Assim, a intensidade medida no instante t1 @
S 4+ L (contribuicdo do solido e liquido); depois, no instante tz,
mede—-se a contribuig3o de sdmente © sinal do liquido, com O

cuidado de ter em conta que a contribuic¢io do sdlido € nuloc ou

49Q°

yde + clec
Iﬂt&‘ﬂ‘jldudé ele Smal Su!i -

e tlee
. . 5ir‘r&L “c

. dadL de
1nlenit

e

g
Y- o - -
M

Fig. 4.1 FID tipico de umo semenle,

desprezivel, e, considerar que o decaimento do dleo foi1 muito epe-
queno. Em qualquer caso a contribui¢lo da umidade esta sendo des-
prezada. Assim, corrigindo o valor de S 'mediante um fator f deter-
minado experimentalmente, temos que S = f5 . Logo, o teor de d;eo,

em porcentagem, escreve—-s& Ccomo
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. . . . MBS RN . . BN SN . SRS SR SSS. EER._ SRR EER. BER.

% (dleo) = 100 L/(L + ¥5'). (4.3)

obviamente o fator f depende do tempo morto do aparelho, do tem-

po de relaxagio da componente sdlida e dos instantes de tempo t: e

tz. Tiwari et al. [13, 54] calculam o fator f mediante o "metodo
do sinal de oleo', considerado como exato, mas € necessario secar
a semente no forno e entioc pesar. Brosio et al. [37, 631, sugerem

talcular o fator +f mediante a extrapolac3o grafica do FID
digitalizado. Pode existir combina¢des de métodos para determinar
o fator ¥, tal como descrevem Gambhir e Agarwala [5381].

Tiwari e Burk {152 assinalaram trés problemas para © uso da
aproximacdo (4.3). O primeiro, jd mencionado, € a contribuic3o da
umidade ao sinal no instante t2, que fica na faixa de 70 s, O se-
gundo refere-se a densidade de prdtons na fase sdlida, que n3o &
a mesma do oleo. Terceiro, pode existir considerdveis diferencas
no Tze da fase sdlida em amostras diferentes da mesma colheita. A
correlagdo que eles acham para o meétodo do fator f com o ‘“método
do sinal do dleoc”, & de 98.8% para mostada (mustafd), ?4 5S4 para o
girassol, e 93.1%4 para soja. A vantagem do metodo do fatar § & a
nio necessidade de pesar as sementes.

Nos estudos comparativos feitos por Srinivasan [5531, assinala
que o0 alongamento de tz para a medi¢ioc do sinal de dleo, evitando
a contribuic3do da dgua, levaria a erros acrescentados na medic3o
de teor de odleo, com o agravante da diminuic3o do sinal pela nio
homogeneidade do campo, conduzindo 3 uma raz3o0o do sinal/ruido
muito pobre. Por outro lado, o efeito da orienta¢io das amostras &

também critico; obviamente isto aparece pela distribuicio n3o
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homogénea do oleo na semente. As diferentes partes da semente ex-
perimentam diferentes campos magnéticos. Este efeito € maxkimo no
metodo do FID, especialmente se o decaimenteo € decidido pela nio
homogeneidade do campo. Srinivasan £35] mostra que este efeito
pode ser reduzido se a medi¢3o e feita para um t2 o mais curto

possivel, mas a contribui¢So da dgua pode produzir erros maiores.

4.2.2 0 METOBO DOS EC0S DE SPIN (SPIN ECHO).

Como foi explicado no Cap. 1, a inomogeneidade do campo mag-
nético no FID, depois de aplicado o pulso de 9¢°, produz uma taxa
de desfasamento de spins dada por

1/T, = /T, + rhH/e, (4. 4)
onde T2 e o tempo de relaxac3ao transversal intrinsico da amostra e
AH representa a inomogeneidade do campo. Para sdlidos,
T2 (~ 1@ Hs) &« yAH/2. (4.3)
Isto quere dizer que o efeito da inomogeneidade pode ser despreza-
do (561, mas para liquidos, tal como o oleo, o sinal do FID & for-
temente afetado.

Assim, utiliza-se a tecnica dos ecos de spin para eliminar ©
efeito da inomogeneidade do campo. Na Fig. 4.2 esta esquematizado
o FID e o eco. Medindo a altura do eco (para o tempo 2t) pode-se
determinar a quantidade de hidrogénio que contribuil ao sinal .

No Minispec PC~120 existe um programa do spin-echo que
utiliza uma reta de calibra¢S3c com amostras de Jleoc de massas
crescentes, logo fornecem-se as massas das sementes de teor de
0leo desconhecidos, para se determinar automaticamente os teores

absolutos de odleo nas sementes. Também pode-se, obviamente,
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calcular a porcentagem de ©leo nas sementes.

Ecte meétodo € wmais ventajoso que o método do FID. Pode-se
minimizar ou eliminar a contribuig¢do da umidade tornando ¥ o sufi-
ficientemente longo, ja que, basicamente, esta se comparando a
altura do eco de uma amostra padr8o com a altura do eco da semente
de teor de dleo desconhecido.

Assim, por um lado, o efeito da dependéncia angular sobre a
intensidade do sinal € reduzida, porque a amplitude do eco nac @
influenciada pela 1nomogeneidade do campc magnetico; por outro
Iado, a umidade também n3o0 influencia a amplitude do eco se
tomamos T o suficientemente longo. Srinivasan [55] presume que 0OS

efeitos de difus3do influenciam 3 altura do eco.

g0¢ 18e¢

Fig. 4.22 FID @ e¢co lipicos de sementes. A altura
doe eco de uma amostra padréc e comparada com a al-

tura do eco da semente de tLeor de ocleoc desconhecido.
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4.2 3.-0 METODO DE CARR-PURCELL-MEIBOOM~-GILL <(CPMG).
A relaglo para a altura dos ecos (Cap. 1), combinando tanto
o efeito da inomogeneidade do campo e a difusso, @

(1T ¥ DT /3)

M{t) = M )
<
com

1/T: VA y6Ot /3. (4.8)

G representa o gradiente do campo magnetico e D o coeficiente de
difus3o. 0 intervalo de tempo entre pulsos sucessivos € 2T, ou e-
quivalentemente, entre ecos consecutivos. A ildeia de utilizar a
relagao (4.6) é minimizar o efeito da difus3o, para o qual se deve
fazer T 0 mals pequeno possivel, ficando o T: observado muito pro-
ximo do tempo de relaxa¢3o intrinsico Te. Nestas condi¢bes, os da-
dos experimentais dos M(t) podem-se ajustar a uma exponencial sim—
ples.

e /72 (4.7

ML)y = Mo
Isto e o que se faz no Minispec PC-120. 0Os dados s3c ajustados a
uma exponencial, se obtendo o valor de Mo e T2 0 valor de Mo ex-
trapolado para t =@ € proporcional 3 quantidade de hidrogénios
no liquido. € facil ver que tomando os dados a partir do eco, on-
de a contribui¢3o da umidade € praticamente eliminada, o valor de
Mo tera somente a contribui¢3o dos hidrogénios do oleo. Logo,
comparando com o Mo da amostra conhecida, € facil determinar o

teor de dlec da semente. Assim, o metodo de CPMG ¢ superior aos
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dois anteriores métodos, pois, alem de reduzir ou eliminar o
efeito da difusio, pode tolerar niveis maiores de umidade compara-
do com o spin echo. Ratkovic (9] menciona que para niveis de
umidade de 29%., representa somente o 2% do sinal CPMG do dleo.

Srinivasan et al [&4] mostra aue € wmelhor usar CPMG para
estimar o conteuddo de dleo em sementes de algodie dando boa
correlacd3o com o método de extrag3o Somhlet.

Em outro artigo, Srinavasan et al [&35], estudando o efeito do
conteuddo do hidrogénio na estimativa de oleoc em sementes, sugerem
a necessidade de investigar o conteudo de hidrogénios de cada Oleo
de um numero grande de diferentes variedades de amostras de
sementes, para obter wuma idéia da wvariac3o do conteudao de
hidreogenio que provavelmente aparecera; isto, por sua vez, decidi-

ra as incertezas associadas com o0s valores estimados por RMN.

4.3 COMBINACAD DOS METODOS PARA ESTIMACAO SIMULTANEA DE OLEQ
E UMIDADE EM SEMENTES.

Nesta sec3o daremos uma descrigc3o geral e breve de algumas
combinagOes dos metodos pulsados para estimagd3o simultanea de teor
de oleoc e umidade em sementes.

Um grafico da amplitude do eco com T (intervalo de tempo
entre o pulso de 90° e 180°) pode permitir separar o sinal do dleo
do sinal combinado agsua-oleo [S71, ja que a partir de algum wvalor
de T a contribui¢3o da umidade na intensidade do eco, pode ser e-
liminada ou, pelo menos, reduzida a nivelis desprezivels. Supbe-
se que o T e o suficiente para considerar que o sinal do solido

foi eliminado.
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Na Fig. 4.3 os pontos representam os valores das intensida-~

des dos ecos para diferentes tempos T Extrapolando o sinal do
dleo, determina-se a contribuicac do dleo na intensidade ini-
cial. A diferenga entre o sinal total A e o sinal do oleo, #o,
(para t = @), dara a contribui¢c3o da umidade no sinal. Assim, poO-

de~se determinar a porcentagem de Oleo, ou umidade, mediante

%(fo ou Av) = 1@0Ac/ (Ao + Av) ou 100Av/ (Ao + Av), (4.8}

que representario somente a porcentagem, de oleo ou umidade, na
fase liquida, respectivamente.

0 grafico 4.3 pode ser substituido epela sequéncia de ecos do
metodo de CPMG, dande melhores resultados, especialmente pela
redu¢3c do problema de difus3o e ganhando em rapidez de obtengao
de dados.

Para determinar o teor de dleo ou umidade na semente. deve-se
achar a porcentagem de liauido na semente. Para 1sso, pode-se uti-
lizar o FID na determina¢io da porcentagem de liaguido (ou salido)
Mas existe o problema adicional de corrigir, no FID, o sinal do

liquido (ver Fig. 4.4) [57, &3], Jja que nao estamos desprezandg a

contribui¢3o da agua no sinal L . N3o podemos considerar que o de-
caimento do liquido seja desprezivel no instante tz, rpelo que,
tanto 5 como L', precisam ser corrigidos mediante fatores f= e

fi., respectivamente £12,18]. Ent30o, a porcentagem de liquido sera

“ (LY = 109

(4.9
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A combina¢lo das relagdes (4.8) e (4.9) permite determinar o teor
de Oleo ou umidade.

Brosio et al. (&3] sugevrem calcular fL.. e f2 atraves duma
extrapolagac grafica dos FlDs digitalizados.

Gambhir e Agarwala (581, combinando os FlDs e CPMG, chegam a
relacBes para porcentagems de umidade e dleo em fung3oc de parame-
tros que tem que ser determinados previamente. Eles consideram in-
clusive duas fragOes de dgua, cam dois tempos de relanaglo, e o

metodo que propOem n3o precisa pesar nem secar as sementes.

ALTUITA

[y

E£CO

Fig. 4.9 grafico da altura dos ecos com o inlervale

rde tempo entre oe pulscs de 90 e 180",
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4 4 ALGUNS RESULTADOS EXPERIMENTAIS.

Com propasito ilustrative mostraremos alguns resultados expe-
rimentais em quatro grupos de sementes ocleaginosas: milho, giras-
sol, soja e amendoim. Utilizamos 5 padrdes de coleo para determi-
nar o teor absoluto de dleo (massa de dleo de cada semente). 0 Mi-
nispec PC-120 foi usado em todas as medigOes.

Na Fig. 4.4 est3o mostrados os FIDs experimentais dos quatro
tipps de sementes. 0Os FlIlls est3io indicando 4quais sementes tém
maior guantidade de dleo e até poderia-se discernir aquelas que
teriam maior porcentagem de oleo. Como jda foi expplicado, o decai-
mento rdpido corresponde ao sinal do sdlido mais o liquido, e a
parte quase-horizontal aoc sinal do dlew (possivelmente 1nclua
agua). Por exemplo, vemos que o milho tém mais Jdleo que o
girassol (o milho tém maior altura do sinal correspondente ao
oleo), mas em porcentagem de oleoc, o girassol pode ter maior teor,
J3 que o decaimento rapido é mais curto, pudendo dar wuma relacac

liquido/sdlido maior que para o milho.

A i1mportancia de medirmos os tempos de relaxagio spin-rede
dos padrdes de oleo e 05 grupos de sementes, esta no fato de gue o
conhecimento destes parametros € essencial para estimar os 1nter-
valos de tempos minimos utilizdveils entre sequéncias das medigoes
(0o minimo recomendivel é 95T1). As meédias dos resultados estio 2

SEgULT:
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T2 {ms} #% Desvio

S padrdes de dleo 125.77 + 6.82 5.42
12 sementes de milho BB.96 *+ 2.58 2.90
12 sementes de girasscl 106.19 + 3.40 3.2e
19 sementes de soja 111.74 + 5.36 4.89
10 sementes de amendoim 121 .35 + 1 .64 1.35

Como se observa, os valores de Ti1 ficam na faiwxa de 10@ ms .
Nos utilizamos € s para o intervalo entre sequéncias de pulsos de
medigao.

Estudamos tambem o comportamento de T2 nos padroes de oleo e
sementes. Os resultados mostram o comportamento dispersivao de
Tz-CPMG ja observado nos sistemas estudados nos capitulos anterio-
res (Tabela 4.1 e 4.2). Alem disso, incluimos os valores das 1n-
tensidades do sinal extrapolados a t = @ (estas 1ntensidades <30
proporcionais a quantidade de dleo ou Mo da Eq. (4.7)). Parece que
a tendéncia a uma diminuic¢ao da intensidade fora devido pelo ta-
tamanho de amostra, pols, se observa que no padraoc de maior
massa € na semente de maior conteddo de dleo (amendoim), a dimi~-
nuicio € mais ecentuada.

Estes resultados mostram que e importante manter fixo o
intervalo de tempo, 2T, entre pulsos de 18@° em todas as medicoes
CPMG para determinacio de conteudo de dleo.

Em seguida mostraremos os desvios dos valores de T2z das di-

ferentes amostras estudadas medidas com um valor de 2T = 1 61 ms.
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Tz (ms) % Desvio

5 padrdes de dleo 88.95+ 3.79 4.26
19 sementes de milho gg.1e¢ + 7 .97 ?.04
19 sementes de girassol 77 .16 % 13.85 17 .95
1® sementes de s0ja 87 .71 ¥ 4.72 5.38
19 sementes de amendoim 98.95 *+ 2. 41 2.44
Para achar o0 conteudo de dleo das sementes, mediante CPMG,

determinamos previamente os valores das 1ntensidades {(que denota-

remos por Ieo) dos padrdes de dleo que apresentaremos a seguir:

massa (mg) Ie (u.a.) massa/le (mg/u.a.)
15.8 1e4.5 @.1513
23 .6 178. 46 ©.1433
34.7 229 .1 9.1513
446.5 3i5.9 9.1476
37 .2 349 .9 ¢.1546

(u.a. estd indicando alguma unidade de voltagem que para 0s NOss0S
fins n3o € relevante). Dos dados mostrados achamos que o valor
médio da relag3o massas/lo ¢ ©.1497 * @ 0043, com um desvio de
E.Sé %. Ent3o, utilizando CPMG medimos os valores das intensidades
Io das diferentes sementes, que wmultiplicando pelo valor ©.1497
mg/u.a. determina-se o conteudo de oleo. Cada semente precisa
ser pesada para obtermos as estimativas das porcentagem de dleo.
O resultados aparecem n3 Tabela 4.3.

Para determinar o conteuddo de dleoc mediante o metado do spin

echo, o0 Minispec PC-12@ 3a tém incluido um programa, onde a curva
de calibragio € feita em relagioc as amostras padrdes. (@ conteudo
ie3d




de dleo das sementes e @ntio medido com referencia a esta curva.

O0s resultados est3o mostrados na Tabela 4.3.

4.5 CONCLUSGES

Este Capitulo mostra que os metodos da RMN pulsada para
determinac3o de conteudo de dleo, além de ser rapido e n3o destru-
tivo, fornecem possibilidades de ampliar aplicacOes com estimati-
vas simult3neas de conteudo de oleo e umidade.

0 conhecimento dos tempos de relaxagaoc de sementes desconhe-
cidas, antes das medicGes rotineiras, podem ser importantes na fi-
Xagso de parametros.

Tal como foram descritos os diferentes metodos, a utilizacdo
de gqualquer um deles dependerd das necessidades especificas de a-

plicagiao.
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TABELA 4 2 - DISPERSAQ T2-CPMG DAS SEMENTES

2t MILHO GIRASSOL SQ4a AMENDGIM

{(ms) Te(ms) IU TE(mS) IO Ta(ms) IO TE(ms) ID
@.23 69 153 49 248 63 277 72 1357
Q.44 ge 143 57 248 73 276 79 1741
@ 69 85 147 S7 244 73 275 g2 1728
@ 22 @3 15@ &1 c49 78 268 88 1694
1.195 82 153 71 238 79 269 98 1696
1 38 18z 134 7@ 226 Bé& 265 ?9 1667
1.61 103 151 &8 2e3 88 256 ?9 1657
1 84 1e4 149 74 338} tel 298] 11¢ 1646
c @7 1ee 141 81 214 ¢3 cé6ect 104 1621
2.3@ i19 146 76 225 @7 258 117 1612
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TABELA 4.1 .- DISPERSAO T2-CPMG DOS PADRGES DE olLED.
m2=1.58mg m3=85.6m9 m3=34,7m9 m+=46.5mg m5=57.8mg

(mes Limer| 12 Lmer! 10 {mer| I° mert 10 [ (mey] o
@.23| &7 129} 63 295 74 273 &% 375 71 43595
9 40| &9 1331 71 200! 78 279 74 37ey 77 454
O 69| 75 1191 73 199 77 278 78 3631 79 452
@ 92| B3 119| 81 198, 8@ 274} 8l 371 B9 444
1.15; 73 122| 77 199| 8@ 268 84 363| 83 444
1.38] 78 126} 78 126{ 78 287 84 358| 83 445
1 &1] 85 1241 84 1981 83 269 88 345| 88 445
1. 84| 99 122 83 198} 7& 27| B7 339! 2e¢ 44@
Z 07| 87 1271 8é& 196 21 2646| 94 3541101 425
£.3e| 85 118] 86 1¢7| 83 2671 95 3481 94 42¢

Jo eatg =m unidades arbitrgritas de voltagem
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TABELA 4.3 - PORCENTAGEM DE oSLEQ DETERMINADOS MEDIANTE

CPMG o SPIN-ECHO (3B€)

Nro MILHO GIRASSOL 50Ja AMENDOIM

?SES CPMG SE JCPMG SE |CPMG SE | CPMG SE
1 .70 5.22:;28 97{30.04|19 13119.08149 ?3|5¢.78
2 9.36] 4.7327 97|26 .5811% 04|19 98143 .87144 25
3 41.41| 4.47,32.27|34 @720 .02|20.74]45 353146 11
4 3.94| 3.73|27.12{246 34119 90|19 73|92 .73|353 76
S 5.54) 4 85125 .21}20 03|20 46120 99|49 .93]50 77
& 3.371 5 49|28 .97(|28.24117 71119 B1}45 25146 ¢0
7 &. 351 & 11)131.34134.34120 45|20 22|47 97148 924
8 5.@7) 5.18]26. 41|22 .95{19 78|16 71|43 40[43 49
K2 5.96; 4 77|29 .38(28.3120.e9{23.74{31 28|52.14
1e o 93| 3 26(25.98|28.41|20.¢5|2¢ 42(5¢ 39|30 BF
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CONCLUSDOES

As conclusOes especificas para as diferentes aplicacdes
-estudadas foram Jja discutidas nos respect ivos capitulos.
Entretanto, € interessante assinalar algumas consideracBes gerais

no que diz respeitop a utilizacho da técnica de RMN.

A importdncia das medigdes dos tempos de relaxacio em
sistemas biopolimeros—agua, além da simples correlacio com as
mudangas do estado do sistema, oferecem, pelo mencs, algumas
informagOes microscopicas deste mesmo sistema. Recentemente, Hills
et al. [331], concluiram que as medicdes de relaxacio de prdtons
*H) mesmo n3¥o dande informa¢Oes utieis acerca do estado da agua
(dgua unida e outros estados), fornecem informag¢des valiosas do
estado dos biopolimeros e algumas informagdes da morfoloaia do

sistema.

E importante mencionar que em ciéncia e tecnologia de

alimentos a RMN oferece um caminho para substituir, como técnica
de analises, muitos métodos tradicionais, especiaimente por ela
ser rapida e reproducivel. Mencionarei algumas das aplicacBes, so

referencialmente:

-Curvas de fusio de gorduras alimentarias.

-Conteddo de umidade em arroz, macarr3o e pastas.

-Gordura e umidade de leite em po, queijos e derivados lacteos.
~-Determinacao de gelo e dgua liquida em carnes, pescados e ou-

tros alimentos ultracongelados.
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Para gerac3o de imagens, tem import@ncia o conhecimentoe da

distribuic3o dos tempos de vrelaxacio.

Nde trabalhamos somente com RMN de prdtons, mas nos dltimos
anos [35] vem se mostrando a importancia de analisar nucleos como
17 z ey . : .

o 0 e “H, dtil para separar a mobilidade do esqueleto {biopolai-
meros) da sdgua associada (agua unida mais outros estadosle; pe-

lo gque instrumentos com capacidade multinuclear podem ser impor-

tantes.

Exictem diferentes aplicagbes em outras adreas, por exemplo,
ectudos de endurecimento de pastas de cimento e materiais cerdami-
cos. Em materviais porosos, podem—-se determinar a média do tamanho

dos poros e a distribuigido de tamanho de poros.

No entanto, a procura das diversas aplica¢cOes so sera possi-
vel atravéds de pesquisas interdisciplinarias, pois somente o co-
nhecimento da técnica n3po e suficiente se, alem disso, a necessi-

dade de aplicacles especificas nao estiverem hem estabelecidas.
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