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Resumo

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica
espectroscopica baseada na propriedade magnética dos nucleos atdbmicos que
possuem spin diferente de zero. Entre suas diversas aplicacdes, podemos
destacar experimentos onde o objetivo faz valia da caracteristica quantitativa da
técnica, em que cada sinal do espectro é diretamente proporcional ao namero
de ndcleos que o originaram. Isso capacita sua utilizacdo para analises como
adulteracao de alimentos, teste de pureza, quantificacdo de farmacos, medidas
de efeito cinético isotopico, dentre outras aplicacdes.

Apesar da natureza nao destrutiva da RMN e de praticidades no
preparo de amostras em comparac¢ao com outras técnicas analiticas, um ponto
negativo sdo os elevados tempos desses experimentos quantitativos. 1sso se
deve a necessidade de um numero adequado de aquisicbes dos sinais,
denominadas scans, e que entre eles tenha se um tempo de espera que respeite
uma propriedade nuclear intrinseca denominada de relaxacdo. Esta, apesar de
ocorrer de forma natural, pode ser acelerada através da utilizacdo de compostos
paramagnéticos, como o Cr(acac)s, que diminuem os Ti’s dos nudcleos e
conseguentemente 0s tempos necessarios para as medidas.

O objetivo do presente trabalho é avaliar o efeito da concentracao de
Cr(acac)s na reducdo do T1 para os nucleos de *H, 13C e '°F visando reduzir o
tempo experimental em medidas quantitativas (RMNq). Para isso, compostos
organicos com diferentes grupos funcionais foram escolhidos e utilizados para
realizar medidas de T1, empregando diferentes solventes, temperatura e campos
magneéticos.

Com a metodologia, o trabalho encontrou quantidades do agente de
relaxacéo que reduzem significativamente os tempos de relaxacdo dos is6topos
citados, sem prejudicar as informacdes espectrais. Além disso, foi possivel
entender as condi¢cdes de interacdo do Cr(acac)s com o0s analitos e como a
estrutura quimica afeta isto. Por fim, reducdes de tempo experimental de
andlises quantitativas de 50% do valor original foram alcancadas, sem maior

comprometimento dos calculos de quantificacéo.



Abstract

Nuclear magnetic resonance (NMR) is a spectroscopic technique
based on the magnetic properties of atomic nuclei with non-zero spin. Among its
various applications, one key use is for quantitative experiments, where each
signal in the spectrum is directly proportional to the number of nuclei that
produced it. This makes NMR valuable for analysis such as food adulteration
detection, purity testing, drug quantification, and isotopic kinetic effect
measurements, among others.

Despite the non-destructive nature of NMR and its ease of sample
preparation compared to other analytical techniques, a major drawback is the
long duration required for quantitative experiments. This is due to the need for an
adequate number of acquisitions, known as scans, and the necessary waiting
time between them to respect an intrinsic nuclear property called relaxation.
Although this relaxation occurs naturally, it can be accelerated using
paramagnetic compounds like Cr(acac)s, which reduce the T relaxation times of
nuclei and consequently the measurement time.

The objective of this work is to evaluate the effect of Cr(acac)s
concentration on the reduction of T; for the 'H, 3C and 1°F nuclei to shorten the
experimental time in quantitative NMR (gQNMR) measurements. To achieve this,
organic compounds with various functional groups were chosen and used to
perform T1 measurements under different solvents, temperatures and magnetic
fields conditions.

Using this methodology, the study identified quantities of the relaxation
agent that significantly reduce the relaxation times of the specified isotopes
without compromising the spectral information. Furthermore, it was possible to
understand the interaction conditions of Cr(acac)s with the analytes and how the
chemical structure affects this. Ultimately, the experimental time for quantitative

analyzes was reduced by 50% without compromising quantification calculations.
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1. Ressonancia magnética nuclear

1.1 Bases e Principios

O fendmeno da ressonancia magnética dos nucleos atdmicos foi
registrado primeiramente por Isidor Rabi, em 1937, que prop6s um método para
a medida dos momentos magnéticos nucleares?. Isso o levou a ser laureado com
o Nobel de Fisica em 1944. A partir desse avanco, outras evidéncias do
fendmeno foram registradas por Purcell, Torrey e Pound em 1945, quando
detectaram sinais fracos provenientes da cera de parafina, utilizando a aplicacao
de ondas continuas de radiofrequéncia (rf)>. Ao mesmo tempo, Bloch, Hansen e
Packard, observaram sinais dos hidrogénios da agua com a utilizacdo de ondas
rf pulsadas®. Desde entéo, diversos avancos levaram a criacdo e consolidacéo
da técnica espectroscopica conhecida como Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)45.

Seu fundamento se baseia na propriedade de diversos nucleos
atdmicos, com nimero de spin maior que zero, possuirem momento angular de
spin (I)%, e sua relacdo com os niveis energéticos degenerados é mostrado na

expressao (1):

Numero de niveis degenerados = 21 + 1 (2)

Além disso, o nucleo atdmico também apresenta momento magnético
(W), que o concede propriedade magnética intrinseca. Essa, € associada com 0s
diferentes niveis energéticos, e, portanto, também tem um ndmero de
componentes definidos com (21 + 1), isto €, cada nivel nuclear tem seu momento
magnético associado. A constante conhecida como razdo giromagnética (y)

relaciona as duas grandezas supracitadas, pu e I, a partir da relacdo dada por

)"

i=yl )

Seu valor e sinal dao informacfes sobre a orientacdo dos vetores
momento magnético e momento angular de spin e sobre o magnetismo de cada

nlcleo, acarretando a diferenca de frequéncia entre as espécies ativas®’.
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Para entender a origem do sinal a partir dessas caracteristicas, temos

gue pensar macroscopicamente, analisando os vetores magnéticos nucleares,

constituidos de Ji e I, orientados no espaco. Uma vez que estas grandezas séo
guantizadas, elas assumem valores discretos de acordo com 0 numero quantico
magnético m, que para um nucleo de I = % pode admitir os valores +% ou —%.
Considerando um sistema de coordenadas cartesianas as projecdoes do
momento angular no eixo z podem ser representadas de acordo com a equacao
38:

L =+%)h oul,b=(—%)h (3)

, Indicando que os vetores espaciais podem assumir uma orientagéo paralela ou
antiparalela em relacdo a z. Na auséncia de um campo magnético externo, as
energias dessas orientacdes sdo equivalentes e os estados nucleares séo ditos
degenerados, causando uma distribuicdo igualitaria de populacdes entre eles.
Os vetores relacionados a essas energias apontam para dire¢cdes randomicas,
se anulando em direcdo e magnitude. Isto confere ao sistema uma resultante
magnética igual a zero®.

Todavia, a presenca de um campo magnético (B,) causa um
desdobramento dos estados nucleares, quebrando sua degenerescéncia, efeito
denominado Interacdo Zeeman. Os estados agora n&o degenerados,

consequentemente, assumem diferentes energias potenciais de acordo com o
alinhamento do vetor I com B,. Como a natureza desses estados é
acompanhada de um momento magnético u, a energia magnética dessa

interacdo é dada pela equacéo 4:

En = _ﬁ-BO (4)

Os estados, consequentemente, sdo espacados por uma energia AE,
indicada pela equacédo 5, que depende da natureza do ndcleo e da magnitude

do campo?®:

AE = Y25 (5)

2T



14

De acordo com a equacao 4, a energia € menor quando os vetores
magnéticos estdo alinhados com o campo externo. A distribuicdo nuclear é

regida pela distribuicdo de Boltzmann, demonstrada na equacéo 6°%2:

N AE
2 = pkpT (6)
Nﬁ

, onde N, e Ng sdo o numero de nucleos no estado fundamental (a) e excitado

7

(B), respectivamente, k, € a constante de Boltzmann e T a temperatura. A
populacdo no nivel de menor energia € ligeiramente superior, e como
consequéncia, temos a criacado de uma resultante macroscopica magnética (M;)
alinhada na direcéo do campo, estabelecido como eixo z. A magnitude de AE faz
com que a resultante magnética seja pequena, ja que apenas 1 spin em 100000
fica alinhado ao campo, 0 que é responsavel pela baixa sensibilidade da
técnica®.

Outra consequéncia do campo externo aplicado em um ndcleo
magnético, € a acdo de uma forca de torque nos momentos magnéticos,
causando movimento rotacional em torno do eixo do campo magnético. Este
movimento € chamado de precessao e tem uma frequéncia caracteristica. De
acordo com a condi¢cdo de Bohr, AE = h.w, a diferenca energética entre 0s
subniveis pode ser descrita em termos de frequéncia (w,), cOmo se segue na

equacdo 71

wg = —YBy (7)

Essa é chamada de Frequéncia de Larmor, e por ser dependente de
y, tem valor particular para cada espécie nuclear. Sua magnitude € pertencente

ao intervalo de radiofrequéncia do espectro eletromagnético®1°,

1.2 O Sinal em RMN

O espectrémetro de RMN tem o seu campo magnético (Bo) orientado
ao longo do eixo z do plano cartesiano. O sinal de um espectro € captado por
uma bobina de deteccéo, perpendicular (plano xy) ao campo Bo aplicado. Essa

disposicéo faz com que o vetor magnético macroscopico resultante (M;) fique
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também em relacdo perpendicular a sonda. Assim, ao precessar em relacdo a
Bo, as componentes do vetor magnético no plano de aquisi¢do sao canceladas,
restando apenas a magnetizacdo ao longo de z. Essa configuracdo €
denominada como posicédo de equilibrio e indicada como M°,12,

O vetor pode ser manipulado em dire¢cdes variadas com a aplicacao
de pulsos de radiofrequéncia (rf) na condicdo de ressonancia, isto €, com
frequéncia igual ao valor de w do nucleo em questédo. Estes pulsos sdo gerados
pela sonda de deteccéo e produzem o campo oscilante B:. A posi¢cédo do vetor
apos a aplicacao destes pulsos é dada por um angulo 6 em relacdo ao eixo z,
denominado de angulo de nutacdo. Aléem de indicar a rotacéo, 0 se relaciona

com o tempo de aplicagdo da irradiacéo (tp), como se segue na equagéo 81314;

360 yB1tp

2

0 = 8)

A relagao de perpendicularidade entre Bo (z) e a bobina de detecgéo
da sonda (plano xy) faz com que a aplicacéo de um pulso rf de 8 = 90° rotacione
toda a magnetizacdo para o plano de deteccdo!®. A precessdo do vetor
magnético, que continua atuando sob acdo de Bo, gera um sinal elétrico
oscilatorio na bobina de deteccédo a partir do fendmeno de inducdo magnética,
com os componentes My e My. Esse sinal elétrico é recebido por um detector e
apos a digitalizacao do sinal, o resultado é apresentado pela magnetizacdo em
funcdo do tempo, representado na Figura 1°:

VAAAAAD  DAAAAN
VATATATATAVARNRVAVAVAVAVAS

Figura 1: Representacao da oscilagdo da magnetizacdo nos eixos x e y. Adaptado da referéncia
9.

Com a digitalizacdo do sinal, temos um grafico da magnetizacdo em
funcdo do tempo com a duracdo do tempo de aquisicdo. A aplicacdo da

transformada de Fourier'® fornece o espectro no dominio de frequéncia.
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Neste ponto, duas informacdes sdo relevantes para se entender um
espectro de RMN. A primeira delas é que os nucleos de um mesmo isétopo em
uma molécula podem ter interacdes diferentes com Bo devido ao ambiente
eletronico em que se encontram, classificando os como magneticamente nao
equivalentes. A consequéncia direta deste efeito sédo as diferentes frequéncias
de ressonancias destes nucleos, que originam os deslocamentos quimicos dos
diferentes sinais no espectro® 78,

A segunda esta relacionada com a interacao que ocorre entre spins
nucleares magneticamente ativos, chamada de acoplamento. Em meio
isotrépico, é observado apenas o acoplamento escalar (J), que é a interacdo
entre 0s nucleos magnéticos intermediada pelos elétrons. Isto causa o
desdobramento dos sinais destas espécies, dando origem as multiplicidades
observadas no espectro.

Apés a aplicacdo do pulso e durante o processo de aquisi¢ao, o vetor
magnético em precessao volta ao estado de equilibrio, retornando ao eixo z. Isto
faz com que as oscilagdes no plano xy (Mx e My) ao longo do tempo cheguem a
zero, como mostra a figura 2. O reestabelecimento de M;° é provocado por um

fendmeno chamado de Relaxacédo Nuclear®'’.

nnhnnnnﬁ,ﬁ t

VUUVVUv

Figura 2: Representacdo do decaimento livre de inducdo em funcdo do tempo. Adaptado da

referéncia 9.

Dessa forma, os sinais detectados sédo limitados por este fenbmeno e
apresentam um decaimento em funcdo do tempo, dando origem aos
decaimentos livre de inducéo (do inglés — Free Induction Decay ou FID"s)!8. Uma
consequéncia direta da relaxacéo é o restabelecimento total de M,°, que deve
ser respeitado em alguns experimentos, antes do acumulo dos chamados

transientes (scans) ou repeticdes!!. Isso da origem ao chamado tempo de
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reciclagem das sequéncias®. A explicacdo aprofundada da relaxacdo nuclear
sera abordada no préximo topico.

Assim, podemos entender a estrutura de uma sequéncia convencional
de RMN®&*3 mostrada na Figura 3, compreendida na aplicacdo do pulso de

radiofrequéncia e aquisicao.

rf

Figura 3: Representagdo de uma sequéncia de pulso convencional em RMN. Adaptado da

referéncia 6.

O acumulo de sinal, requerido para aumentar a razao sinal/ruido do
espectro, é adquirido pela repeticdo desta representacéo, incluindo o tempo de
reciclagem (Tr). Por este motivo, nacleos menos abundantes ou amostras pouco
concentradas podem levar a consideraveis tempos de analise, a depender da

natureza do experimento.

1.3 Experimentos Quantitativos em RMN (RMNQ)

A RMN ¢é utilizada para diversos fins, dentre eles a elucidacéo
estrutural, informacdes sobre a dinamica molecular e determinacdo de
mecanismos de reagdo. Além disso, uma outra caracteristica da técnica reside
em sua natureza quantitativa quando respeitada algumas condi¢des
experimentais'®. Apesar da capacidade de outras técnicas de cunho analitico
poderem aferir a quantificacdo de amostras, a facilidade do preparo de amostras
e da utilizagdo do mesmo equipamento para diferentes analises, a possibilidade
de quantificar simultaneamente varios analitos e a caracteristica ndo destrutiva
da técnica de RMN a qualificam como uma escolha interessante neste tipo de
analises.

Os primeiros relatos da utilizagdo da ressonancia magnética
quantitativa (RMNq) datam de 1963 e desde entdo sua aplicacéo é utilizada na

analise de farmacos, produtos naturais, alimentos, perfis metabdlicos, dentre
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outros??23, Hoje em dia, analises como estudos de efeito isotopico cinético?*, por
exemplo, também se valem da condicdo quantitativa da RMN. Seu principio se
baseia na proporcionalidade existente entre cada sinal do espectro e 0 nimero

de ntcleos que o originam, de acordo com a expressao!?:

Iy = KgNy 9)

onde Iy é a integracdo do sinal, Ny é a quantidade de nucleos que da origem ao
sinal e K € a constante do espectrometro. A partir desta relacdo, a integracao
dos sinais de um espectro quantitativo pode dar informac¢des diretas sobre a
pureza, concentracdo e massa dos analitos.

Para validacao dos experimentos, algumas condi¢des de aquisicao e
processamento sdo necessarias como a existéncia de um padrdo interno;
adequacao do tempo de reciclagem; uma alta razdo sinal/ruido dos sinais no
espectro; aplicagdo de pulsos de radiofrequéncia calibrados; e um
processamento adequado do experimento?®. Os nucleos mais utilizados para a
quantificacdo sédo o 'H e 3C, devido a sua presenca na maioria dos compostos,
e recentemente °F, muito presente em farmacos?°-26,

O preparo de amostra neste tipo de experimento € crucial para a
obtencdo de resultados confidveis. Para que a quantificacdo seja feita, um
padrdo interno é necessario. Este deve ser completamente solavel no solvente
utilizado, e o deslocamento quimico de seus sinais deve ser previamente
conhecido, para evitar sobreposicdo com possiveis sinais de interesse do
analito. A pureza da amostra deve ser conhecida e sua massa deve ser
precisamente aferida, por isso compostos altamente volateis e higroscopicos ndo
sdo recomentados. Além disso, ele ndo pode interagir com os analitos e seus
nacleos devem ter tempo de relaxagdo conhecidos ou medidos previamente.
Algumas técnicas de quantificacdo por RMN utilizam padrdes externos e até
mesmo digitais?>?’.

A calibracdo dos pulsos do equipamento utilizado é recomendada
para evitar perda de intensidade nas aquisicdes. Pulsos rf de 6=90° séo
convencionalmente usados para garantir a maxima magnetizagdo durante a

aquisicdo, compreendendo que neste caso, todo o vetor M; sera deslocado para
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o plano x-y. A utilizacéo de pulsos de angulo menores converge na necessidade
de aumento do nimero de scans para que uma mesma intensidade dos sinais
seja atingida, além de erros devido a calibracdo dos pulsos ser mais pronunciada
em 6 menores 28,

A obtencdo de uma adequada razdo sinal/ruido é responséavel por
diminuir erros na integracdo do espectro. Esta condicdo € alcancada com o
acumulo de sinais, sendo seu numero dependente da abundancia do nucleo
analisado, concentracdo do analito, campo magnético do equipamento e tipo de
sonda de deteccao utilizada. Além disso, entre cada transiente, deve-se respeitar
a condicdo da relaxacao nuclear e o consequente retorno da populacéo de spins
ao estado de equilibrio térmico'®2°, O desrespeito a esta condi¢édo faz com que
ao longo dos sucessivos transientes ocorra a saturacdo da magnetizagéo
resultante, diminuindo a intensidade dos sinais adquiridos. O parametro
relacionado a relaxacéo nuclear € denominado tempo de reciclagem. A Figura 4

ilustra 0s casos em que estes tempos sao ideais e nao ideais.

Ideal:

Quantitativo J

Nao ideal:

< - 2 =, < W’WW Jy

Quantitativo x

Figura 4: llustragcdo das consequéncias em um sinal ao se respeitar o tempo de reciclagem ideal
(a) e ndo ideal (b) antes de uma nova aquisi¢do de transiente, representado pelo pulso 90x.

O valor dos tempos de reciclagem pode atingir dezenas de segundos a
depender da condicdo da amostra e do nucleo analisado. Alinhado a
necessidade de elevados numeros de repeticdes em alguns casos, estes sdo 0s
responsaveis pelos grandes tempos de experimentos em RMNg?“.

Por fim, o processamento do espectro deve ser feito com ajustes de fase
e linha de base. Funcdes de apodizacdo pode ocasionar melhorias, mas €
importante ressaltar que apesar de aumentar a razdo do sinal/ruido, pode
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ocasionar diminuicdo na resolucdo do espectro. A regiao de integracao deve ser
estipulada de acordo com a largura de linha a meia altura dos sinais!®?0.

O problema da RMNq se estabelece nos grandes tempos de experimento,
principalmente levando em conta a necessidade de replicatas para uma
amostragem confiavel. Isso é particularmente desvantajoso no caso de is6topos
com baixa sensibilidade e abundancia natural, necessitando de consideraveis
acumulo de transientes. Um exemplo disso é o caso do isétopo **C, que
apresenta uma abundancia isotépica de cerca de 1% e necessitam de longos
tempos de reciclagem, na faixa de até dezenas de segundos. A soma desses
fatores pode levar a RMNq de 13C a exigir muitas horas e até dias para cada
replicata. Por outro lado, seu uso € muito procurado para identificacéo estrutural
devido a sua longa faixa de deslocamento quimico, que evita a sobreposicao de
sinais?®. O motivo para alguns nlcleos necessitarem de longos tempos de

reciclagem em relagcd@o a outros sera abordado no proximo tépico.
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2. Relaxacé&o Nuclear

2.1 O processo darelaxagcdo nuclear
A aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia excita 0s spins nucleares,

aumentando a energia da populacdo nuclear no sistema. Uma vez que a
interacao dos nucleos com um campo magnético ndo € um processo adiabético,
esta energia absorvida pode ser perdida e o estado fundamental restaurado.
Veremos que este processo é um dos tipos da Relaxacédo Nuclear®’.

O tempo no estado excitado da populacédo de spins nos niveis nucleares
é 10° vezes maior quando comparado ao tempo de vida dos elétrons nos niveis
eletronicos®19, sendo o tempo de vida nuclear na ordem de segundos. Ao passo
gue esta caracteristica traz vantagens para a técnica de RMN, como exemplo a
possibilidade de manipulacdo do vetor magnetizacao resultante (principio das
técnicas de mdltiplo pulsos)3®3!, por outro lado faz com que o retorno a situagdo
de equilibrio seja mais lento.

Existem dois modos principais para o processo da relaxacdo®?33, que
variam de acordo com a natureza termodinamica do processo. O primeiro deles
é intitulado de relaxacdo spin-rede e diz respeito a perda da energia para a
“rede”. Esta é estabelecida como um conjunto de spins de qualquer origem, seja
da mesma molécula, das moléculas vizinhas, ou do solvente que circundam o
nucleo excitado. A energia perdida é transferida em forma de calor e como o0 AE
absorvido & muito pequeno, ndo é observada uma variagdo de temperatura no
sistema. Macroscopicamente, este processo esta relacionado com o retorno da
magnetizagéo ao eixo z, como vimos na sec¢éo “O sinal em RMN” e ilustrado na

Figura 361734,

M
M
T %, t / t T
ﬁ é

Figura 3: Representacdo esquematica do processo de relaxacdo longitudinal. Adaptado da

referéncia 11.
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Por isso, este processo também €& chamado de Relaxacéo
Longitudinal e contempla a diminuicdo da energia total do sistema nuclear
excitado, restabelecendo o equilibrio da populacédo nuclear®%35,

O outro processo é chamado de relaxagao spin-spin ou transversal e
estda relacionado com a interacdo entre spins com orientacdes espaciais

diferentes em relagdo a Bo. Microscopicamente, os vetores individuais de
momento magnético (U )realizam um movimento denominado “flip-flop”, gerando

mudanca na orientacéo dos spins®tl, Macroscopicamente, o sentido fisico deste
mecanismo é observado na perda da coeréncia da populacdo de spins, que
precessam com velocidades diferentes devido as acdes dos campos locais®1%:36,

Sua ilustracdo é mostrada na Figura 4.

Figura 4: Representacdo esquematica do processo de relaxagdo transversal. Adaptado da

referéncia 11.

Dessa forma, a relaxacdo nuclear spin-spin ndo causa troca
energética entre o sistema nuclear e a vizinhancga, e por isso esse modo tem
apenas caracteristica entropica.

Focaremos a partir daqui no processo de relaxacdo spin-rede (ou
longitudinal), objeto de estudo deste trabalho.

A constante de tempo Ti, chamada de tempo de relaxacéo
longitudinal, define o tempo necessério para que a magnetizac¢éo do nucleo volte
ao equilibrio térmico3"38, O processo pode ser ilustrado em um grafico crescente
de M% em funcdo do tempo, ap6s a aplicacdo de um pulso de rf na amostra
(Figura 5).
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Figura 5: Retorno da magnetizacdo em z ao longo do tempo. A linha tracejada define 99% do

processo de relaxagdo. Adaptado da referéncia 11.

Como podemos ver, cerca de 99% da magnetizacao relaxa apds um
intervalo equivalente a cinco vezes o valor T110. Esta circunstancia garante que
guase toda a populacdo nuclear excitada tenha tempo suficiente para trocar
energia, reestabelecendo a situacdo de equilibrio térmico. O tempo de
reciclagem dos experimentos quantitativos deve respeitar esta condicdo, se
baseando no nucleo de maior T: da amostra, denominado como T1 max. Desta
maneira, garantimos que nenhum sinal sera saturado e 0s erros no processo de

quantificacdo serdo minimizados?>3°.

2.2 0Os movimentos moleculares e a relaxacao

A perda de energia dos spins ocorre quando campo magnético que
oscila na frequéncia de Larmor do nucleo em questdo interagem com ele. A
proximidade do momento magnético de um nucleo com 0s outros momentos
magnéticos existentes na rede, pode levar a formacdo de campos oscilantes.
Estes causam pequenas variacdes na magnitude da interacdo do spin nuclear
como 0 campo Bo e uma vez que sua origem € estritamente dependente da
vizinhanca, recebem o nome de campos locais (Bioc). Em solucdo, a energia
térmica das moléculas faz com que os dipolos moleculares oscilem de forma
aleatoria, causando assim a flutuacdo de Bioc. Quando essas flutuagbes tém
frequéncia similar a w, e orientacdo no plano transversal, sdo capazes de

promover o processo de relaxacdo nuclear longitudinal. Analisaremos agora,
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como esses campos locais flutuantes estimulam a liberacdo de energia do
estado nuclear excitado4L,

O ponto de partida € que a agdo de um Bioc transversal coloca os spins
em contato com os movimentos térmicos da rede®. A populagdo de spin nuclear
do sistema se comporta como um reservatério de energia, proveniente das
interacBes dos momentos magnéticos com o campo local. Da mesma forma, os
movimentos térmicos moleculares juntamente com 0os campos locais originados,
fazem com que a vizinhanca também comporte uma quantidade de energia.
Assim, quando sistema e vizinhanca interagem, temos a troca energética até que
o equilibrio térmico seja estabelecido®4%4l. Podemos, entdo, entender como a
relaxacéo é estimulada a partir de um olhar termodindmico destes dois sistemas.

Retomemos o efeito Zeeman e o excesso populacional no nivel de
menor energia, produzindo a magnetizacao resultante M,°. Com a irradiacéo dos
ndcleos através da aplicacdo de um pulso de rf, a absor¢céo de energia causa
um aumento na populacao de spins no estado excitado, e o vetor magnetizacéo
se afasta do equilibrio. De outro modo, a relaxacdo nuclear ocorre com a perda
desta energia absorvida para a rede, aumentando novamente a populacdo do
estado fundamental a medida que a magnetizagéo resultante retorna em direcao
ao estado de equilibrio”1.

A rede, por outro lado, compreendida pela totalidade dos movimentos
térmicos moleculares, representa uma quantidade de energia muito maior do que
a existente na populagdo de spins do analito. Além disso, sua populacdo é
descrita de acordo com a distribuicdo de Boltzmann e, no equilibrio térmico, o
estado fundamental € mais ocupado do que o nivel de maior energial’ 24,

A medida em que a magnetizacao resultante se desloca do equilibrio,
0s spins nucleares absorvem energia da rede, ao passo em que quando M; se
aproxima do equilibrio, os spins liberam energia para ela. Neste ponto, é
importante analisar que apesar da possibilidade da rede ceder energia para a
populacao de spins, 0 processo inverso é mais provavel. A razdo disso reside
exatamente em sua forma de distribuicdo das populacdes nos niveis de energia.
O estado de menor energia € mais populoso, no equilibrio, tornando maior a
probabilidade de que a energia seja absorvida pela rede. Uma vez que sua
guantidade de energia € muito maior do que a da populacéo de spins, esse fluxo

recebido ndo é capaz de alterar sua condicéo de equilibrio®.



25

A andlise energética permite constatar a naturalidade do processo de
relaxacdo. Da mesma forma, é notada a tendéncia do vetor resultante em se

mover em dire¢cdo ao restabelecimento do estado de equilibrio.

2.3 A quantificagcdo dos movimentos moleculares

Apoés entender o processo da perda de energia dos spins, podemos
analisar a quantidade dos movimentos moleculares que induzem a relaxagao.

As moléculas tipicamente apresentam dois tipos de movimentos que
podem levar a flutuacées do campo local: a vibracdo e a rotacdo. O primeiro
deles, apresenta oscilagdes com frequéncia na faixa de 10! a 10*3 Hz, enquanto
o segundo tem frequéncias na faixa de 10" a 10° Hz. Como os valores de wo
tipicos em RMN sé&o da faixa de 10° Hz, apenas os movimentos de rotacdo
moleculares apresentam condi¢des de promover a relaxacdo nuclear®.

A maioria das moléculas analisadas em RMN (liquido e sélidos) ndo
apresentam rotagcao molecular livre em relacdo ao meio. Isso faz com que estes
movimentos, também chamados de tumbling, sejam restringidos pela acéo de
solventes e demais moléculas, necessitando de uma certa energia para que a
rotacdo ocorra®?. Essa limitagédo faz com que a molécula como um todo execute
movimentos que mudam sua orientacdo no espaco em pequenas quantidades
ao longo do tempo e sdo denominados como difusdo rotacional’?®,
esquematizados na Figura 6.

1

-1
Figura 6: Representacao da variacéo de posicao, em radianos, de uma molécula em fungdo do

tempo. Adaptado da referéncia 7.

O regime de flutuacdo desses movimentos é definido como tempo de
correlacdo (t;). Fisicamente, esta propriedade descreve o tempo em que a

média de moléculas leva para variar sua orientacdo em um radiano a partir da
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posicéo inicial. Dessa forma, podemos dizer que tempos de correlacdes curtos
indicam movimentos rapidos, ao passo que valores maiores de 7. definem
movimentos lentos4344 Assim, é possivel relacionar a variagéo do campo local
em um nucleo em relagéo a 1, por meio da funcdo de autocorrelacédo (G(t)),

apresentada na equacéo 97°:

G(1) = Blzocexp(_T/TC) (10)

Para exemplificar, tomemos como exemplo uma espécie de spin %2
sob acdo de um campo externo Bo e que experimenta um campo oscilante
transversal By (Fig. 7).

4B

Bvﬂ"'”

Figura 7: Representacdo do momento magnético de um spin sofrendo acdo de um campo By.
Adaptado da referéncia 7.

G(7) indica a velocidade de variacao das flutuagdes sentidas em um
determinado intervalo t+t.. E importante notar que se tratando de uma
suposigcéo estacionaria, a definicdo de G(t) € independente do tempo 7. Essa
funcdo define a “memdria” do movimento molecular, determinando o intervalo
necessario para que o campo mude de sinal. Em tempos curtos, o campo
experimentado por um spin ndo varia em intensidade e sinal, ja no caso de
tempos mais longos, a magnitude de By varia crescentemente, como mostra a
figura 8. Desta forma, a funcéo G(t) € dependente do tempo de correlagéo e seu

valor tende a zero com valores longos, aumentando conforme . diminui’-L,
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Figura 8: Representacao de flutuagdes do campo Bx em funcdo do tempo, para um movimento
com valor de 7. curtos (esquerda) e grandes (direita). Adaptado da referéncia 7.

Podemos entdo passar a pensar na quantidade destes movimentos
que tém a frequéncia necesséria para provocar a relaxacao nuclear, sendo este
0 requisito para promover o fendbmeno. Similarmente ao processo de
transformacao do FID (em funcéo de tempo) em espectro (funcéo de frequéncia),
a funcéo de autocorrelacdo pode ser transformada em termos de frequéncia a
partir da aplicacdo de uma transformada de Fourier, originando a fungéo de

densidade espectral (J (w)), indicada na equagéo 10%°:

J(wo) = Bl —% (11)

loc 11022

Os movimentos que apresentam oscilagdes na frequéncia de Larmor
do ndcleo, podem ser quantificados através de J (wo). A probabilidade destes
componentes das oscilacdes promoverem a relaxacdo pode ser encontrada na
figura 9a) para os regimes de movimento lentos, intermediarios e r4pidos. A linha
tracejada indica um valor de frequéncia de Larmor caracteristica. Em regimes de
movimentos rapidos, apenas uma pequena componente das oscilacdes tem
frequéncia capaz de induzir a relaxacdo longitudinal. A medida em que o
tumbling diminui para movimentos intermediarios e lentos, a funcdo de
densidade espectral na frequéncia de Larmor (wo) aumenta e depois diminui
novamente®!!, Este comportamento de J (wo) pode ser visto na Figura 9b) com
a variacao dos valores de T1 em funcédo dos tempos de correlacdo, em escala

logaritmica.
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Figura 9: a) esquematizacdo da densidade espectral em funcdo do logaritmo da frequéncia, em
diferentes regimes de movimento molecular. A linha pontilhada define a frequéncia de Larmor
especifica (wo), utilizada para a curva de log de T; em func@o do logaritmo do tempo de
correlacao apresentado em b). Adaptado da referéncia 11.

Uma vez que a maior probabilidade de as oscilacbes terem a
frequéncia adequada para promover a relaxacdo é encontrada em regimes
intermediarios, como mostrado em a), o ponto minimo dos tempos de relaxacao
longitudinal, em b), € também encontrado neste regime.

Finalmente, os meios que originam esses campos magnéticos locais
sdo chamados de mecanismos de relaxacao. A seguir, discutiremos brevemente

0S mais importantes.

2.4 Os Mecanismos de Relaxacéao
Os campos flutuantes que promovem a transicao dos spins e causam a
relaxacdo nuclear sdo originados através dos mecanismos de relaxacédo. Os
principais sao: dipolo-dipolo (DD), anisotropia do deslocamento quimico (CSA),
rotacdo de spin (SR) e quadrupolar (Q). Estes podem ser mais ou menos
importantes para determinadas estruturas moleculares e condi¢des
experimentais® !, Para um nlcleo com | = Y2, aimportancia destes mecanismos
segue a ordem:
Dipolo-dipolo > CSA > Rotacéao de Spin

Nos casos de | > %, 0 mecanismo de relaxagdo quadrupolar ganha
maior dominancia, devido a caracteristica ndo esférica de distribuicdo de cargas
de seus nlcleos’. A seguir, as razbes e consequéncias dos principais
mecanismos comumente dominantes serao apresentadas.

O primeiro e mais importante para nucleos de spin ¥2 € o0 mecanismo

de relaxacéo dipolo-dipolo, que esta relacionado com as interacfes dipolares
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entre os spins. Neste mecanismo, 0os campos locais sdo gerados a partir da
interacdo entre 0s momentos magnéticos dos nicleos em uma molécula. A
medida em que os movimentos de tombamento moleculares sédo executados, a
posicdo dos nucleos no espaco varia. Dessa forma, as diferentes interacdes
dipolares com B, podem causar oscilagées nos campos locais da molécula. Uma
consequéncia disso, € a promoc¢ao da relaxacédo, desde que essas flutuacdes
tenham a frequéncia requerida. Considerando a interacdo de dois spins, um
deles sentird as oscilacdes provocadas pelo outro e sua contribuicdo na
relaxacdo nuclear é definida com base no acoplamento dipolar entre eles. As
expressdes 12 e 13 indica os fatores que contribuem para acoplamentos

dipolares homonucleares e heteronucleares, respectivamente.
Ho z 422 -6
DCy_y = 0,3 (a) ViR2r(H — H) (12)

DCyp= £(5) rt - B VLU + ) (13
, onde p,é a permeabilidade magnética; h é a constante de Planck dividido por
2m ; r é a distancia entre os ndcleos; e I o spin do nucleo. Como podemos ver,
a relaxacéo dipolo-dipolo é dependente da distancia entre os spins. Além disso,
por depender da existéncia dos campos locais, este mecanismo € mais intenso
a medida que a razdo giromagnética do spin tem maior magnitude. Altos valores
de y estdo relacionados com momentos magnéticos maiores, e
consequentemente, maiores Bijoc*°4°.

O mecanismo de relaxacao de anisotropia do deslocamento quimico
estd relacionado com a interacdo do campo magnético com os elétrons
existentes na molécula. Isto promove a criacdo de campos induzidos, que
interferem na interagc&o dos spins com By, levando a uma mudanca na frequéncia
de Larmor. Uma vez que esta interacdo € dependente da orientacdo espacial, os
movimentos de tombamentos moleculares geram flutuacées nestes campos
induzidos e podem levar a relaxacdo nuclear. A expressao que define sua

contribuicdo na relaxacao nuclear é (14):

1

_ 1 952 2[ 27¢ ]
TlCSA_15YI Bola (1+witd) (14)
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, onde Ao é a variacdo do deslocamento quimico. A origem deste mecanismo &
a mesma interacdo que origina os deslocamentos quimicos dos nucleos em
RMN, que pode ser considerado uma medida da blindagem eletrénica. Assim,
como podemos ver na expressao, sua importancia cresce em nucleos com
grandes faixas de deslocamento quimico (Ao), sendo mais efetivo em
ressonancias de 13C, 1°F e 3'P, por exemplo. Além disso, a CSA é dependente
do quadrado do campo Bo, sendo mais dominante em campos de maiores
magnitudes?647,

As flutuacdes de campo e consequentemente o0s tempos de
correlagéo dos spins nucleares, também sé&o influenciados pela temperatura da
amostra. O aumento desta grandeza faz com que as flutuagbes fiquem mais
rapidas, levando a valores menores de t.. Em pequenas moléculas e em
situacdes de pouca viscosidade, este efeito faz com que os tempos de relaxacéo
apresentem valores maiores sob aquecimento. Porém, em alguns nucleos o
aumento da temperatura faz com o mecanismo de relaxagéo de rotagao de spin
(RS, do inglés spin rotation) tenha cada vez mais contribuicdo, diminuindo os
tempos de relaxacdo*®4°. A razdo disto reside na reorientacdo rapida das
moléculas, causando uma flutuacdo dos momentos magnéticos dos elétrons. A

expressdo 15 mostra a taxa de relaxacao relacionada ao mecanismo SR:

1 Ifc?
Tirs  9h27,

(15)

, onde I, representa 0 momento molecular de inércia e C a constante de rotacao
de spin. Este dltimo tem valores grandes para nucleos pesados, fazendo com
que o is6topo °F, por exemplo, tenha uma contribuicdo grande do mecanismo®.
No caso de ntcleos de *3C desidrogenados, onde a contribuicdo do mecanismo
DD € pequena, este mecanismo passa a também ser significativo com o
aguecimento.

Os mecanismos apresentados e discutidos até aqui, se originam a
partir de caracteristicas intrinsecas das moléculas, como numero de spin,
densidade eletronica e constituicdo. Assim, os tempos de relaxacdo sao

diretamente condicionados a estrutura moleculart911,



31

Todavia, um tipo de mecanismo de relaxacdo dipolo-dipolo é
interessante devido ao fato de poder depender de um fator externo. A adicao de
espécies paramagnéticas em uma amostra promove a interacao entre um spin
nuclear e o elétron desemparelhado®°!. Este, por sua vez, apresenta um
momento magnético de magnitude 658 vezes maior que o do nucleo!!. Devido a
proporcionalidade entre 1 e o campo local gerado, esta interagdo apresenta uma
intensa fonte de relaxag¢é@o nuclear. Esse mecanismo € denominado Relaxagéo
Paramagnética, exemplificado na Figura 10.

4Bo

Figura 10: Representagdo da interagdo entre o momento magnético do elétron (us) com o
momento magnético do nucleo (u)). Adaptado da referéncia 7.

Recentemente, diversos estudos exploram a utilizacao deste tipo de
composto, denominados com agentes de relaxacédo (AR), para a diminuicdo de
T1 visando reduzir os tempos experimentais®?°3°5455_Os mais comuns deles sdo
o0 acetilacetonato de Cromio (Cr(acac)s), em solu¢des organicas, e compostos a
base de gadolinio e manganés para solucées aquosas®®°’.

O Cr(acac)s vem sendo estudado desde 1966°, sendo o agente de
relaxacdo mais comum em meios organicos devido ao seu baixo custo. Estudos
que buscam entender sua interacdo com analitos®® e dindmica em solugdo®°6*
sao realizados desde entdo. Entretanto, seu mecanismo de acao e resposta a
diversas condi¢cOes experimentais carecem de dados e elucidac&o. Além disso,
informacBes acerca da quantidade necessaria desses agentes ndo sao
encontradas na literatura. Desta forma, o presente trabalho tem o objetivo de
fornecer estudos e comparacdes para fomentar estes tdpicos.



32

3. Métodos

3.1 Preparo de Amostra e desenho experimental

Para todos os ensaios realizados no intuito de compreender e analisar
o efeito da relaxagcdo paramagnética, as amostras foram preparadas da mesma
forma. Os analitos foram utilizados em uma concentracéo fixa de 0,5 mol L'* em
uma solucdo do solvente deuterado adequado em um volume final igual a 600
ML e as solucdes resultantes foram transferidas para tubos de RMN de 5mm de
didmetro. Esses tubos, que compreendem apenas analito e solvente, seréo
nomeados como analitos puros até o fim deste texto.

O efeito do mecanismo de relaxacéo paramagnética na reducéo de T1
foi analisada quantitativamente, por meio da variacdo da quantidade do agente
de relaxacdo, e qualitativamente, mediante analitos com diferentes
caracteristicas moleculares, fun¢des organicas, solventes diferentes, variacdes
na temperatura e do campo magnético Bo.

O agente de relaxacdo (AR) utilizado neste estudo foi o
acetilacetonato de cromo lll, o Cr(acac)s, complexo de cor parpura avermelhado
com propriedade paramagnética devido ao metal Cr3*. A adigdo nas amostras foi
realizada através de preparo de solucdes estoques do agente e o solvente
requerido. Mantendo o volume final de todas as amostras em 600 L, a solucdo
do AR foi adicionada juntamente com o analito e solvente a fim de obter trés
proporcdes molares entre analito e AR como se segue: 1, 5 e 10 mmol de
Cr(acac)s para cada 1 mol de analito na amostra. Dessa forma, considerando o

analito puro, cada bateria deste tipo de experimento teve 4 ensaios.

3.2 Medidas experimentais de T1
De acordo com a teoria de Bloch, podemos descrever o
comportamento da magnetizacdo longitudinal no tempo t de acordo com a

expressao 16:

dM, _ (Mz—-MJ)
dt T,

(16)

onde M,° é a magnetizac&o no equilibrio térmico. E a partir desta expressao que
o gréfico de recuperacdo M; da Figura 5 é construido. Com isso, variando um
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periodo T e obtendo o valor de M; em cada ponto, podemos extrair uma curva
do retorno da magnetizacdo ao equilibrio em funcdo do tempo, sendo T; a
constante do grafico.

Algumas sequéncias conhecidas utilizam esta relacao para fornecer
medidas experimentais dos tempos de relaxagéo longitudinal dos nucleos. Este
€ 0 caso dos experimentos de Inversdo-Recuperacdo (IR) e Saturacao-

Recuperacgéo (SR), representados nas Figuras 11 e 12 respectivamente®2.63,

Figura 11: Esquema de blocos representativos da sequéncia de pulsos de Inversao-
Recuperacéo.

Figura 12: Esquema de blocos representativos da sequéncia de pulsos de Saturacdo-
Recuperacéo.

Nestes experimentos, dois blocos de pulsos de radiofrequéncia séo
separados por um tempo variavel, t.

No caso da IR, a aplicacdo de um pulso de 6=180° rotaciona a
magnetizacdo ao eixo -z. Apos um intervalo de tempo T curto, € aplicado um
pulso de 6=90° o qual rotaciona a magnetizacdo para -x, e entdo é feita a
aquisicdo. O sinal nesta condicdo é obtido em fase negativa. Conforme o
intervalo de tempo Tt aumenta, a contribuicdo da magnetizacdo no eixo x fica
maior antes da aquisi¢cdo, deixando o espectro gradualmente com fase positiva.
E importante notar que entre cada transiente, o tempo de reciclagem deve ser
maior ou igual a cinco vezes o0 maior T1 da amostra, para evitar a saturacao dos

sinais e medidas incorretas. Assim, ao final do experimento a fase dos sinais é
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modulada pelo tempo variavel t (Figura 13), de onde a constante T1 pode ser

obtida através do fittings experimentais da curva de recuperagéo.

1L

T

Figura 13: Representacdo da curva da magnetizacdo M, em funcdo do tempo varidvel T obtida
na sequéncia de Inversdo Recuperacéo.

O uso da SR se baseia na saturacdo da magnetizacdo por meio da
aplicacao dos repetidos pulsos no inicio da sequéncia, seguido de um periodo t
antes da aplicacdo de um pulso de 6=90° que antecede a aquisicdo. A
quantidade de pulsos iniciais (n) € definida pelo tempo de saturagdo, que leva
em consideracdo a duracdo de cada pulso e um periodo de espera entre cada
pulso aplicado. E importante pontuar que o angulo de nutacdo dos pulsos de
saturacao podem variar de acordo com a construcao da sequéncia e a cargo do
usuario.

Além disso, neste caso, o tempo de reciclagem nao precisa respeitar
a condicéo de relaxacao total. O motivo reside no fato de que a construcao da
sequéncia parte de uma magnetizacdo saturada para assim aumentar em
intensidade conforme os valores de T ficam maiores. Logo, no caso de o sistema
ndo estar completamente relaxado apds a aquisicdo, a saturagcdo do sinal
provocada pela populacdo de spins excitada conforme ilustrado na figura 4
servira ao proposito do experimento. A intensidade dos espectros é modulada
pela variagdo do tempo T, como mostra a Figura 14. Em intervalos curtos, o sinal
obtido é praticamente nulo, devido a saturacdo da magnetizacdo. Com o
aumento do intervalo de tempo, os sinais aparecem gradativamente mais

intensos, configurando a curva utilizada para as medidas.



35

ulll

Figura 14: Representacdo da curva da magnetizacdo M, em funcéo do tempo variavel Tobtida
na sequéncia de Saturacdo Recuperacao.

O tempo variavel T deve compreender uma varredura de intervalos
curtos o suficiente para compreender fase negativa em IR e na saturacdo dos
sinais em SR, além de intervalos grandes o suficiente para que se observe
valores de intensidade maximos na curva da magnetizacao.

As medidas de tempo de relaxacao longitudinal (T1) foram realizadas
em equipamentos de RMN Bruker Avance Ill de 9,4T (400 MHz) e 14,1T (600
MHz), utilizando sondas de deteccéo inversa e direta, respectivamente. Para as
medidas, as duas sequéncias de pulsos foram utilizadas: Inversdo Recuperacao
e Saturacao Recuperacao.

O procedimento adotado em cada medida se estabeleceu com a
estimativa prévia dos valores de T: de cada nucleo analisado. O tempo de
reciclagem (Tr) utilizado em cada experimento foi extrapolado para 6 vezes o
maior tempo de relaxagdo da molécula para IR. O delay variavel (t) foi varrido
logaritmamente em uma faixa de 0,1*T1 até 5*T1 para cada molécula, em um
total de 16 pontos, a fim de se observar a curva completa da variacdo de
magnitude do sinal até atingir a intensidade maxima. Os experimentos foram
realizados com 8 repeticdes para cada valor de t. Dessa forma, as medidas de
T, foram obtidas com dezesseis FID’s, relacionadas com o numero de variaveis
de T, composta de oito transientes.

No caso da sequéncia de saturacdo recuperacdo, o0 tempo de
saturacao foi definido como duas vezes o valor estimado para T1 max. do analito,
para que todos os sinais do espectro fossem uniformemente saturados. Os
demais parametros experimentais foram anélogos ao procedimento da IR.

O processamento desses experimentos foi realizado no software
TopSpin 4.1.4. Para tal, os espectros foram processados com aplicacdo da

transformada de Fourier, utilizando funcdo de apodizacdo apenas para '3C, e
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tiveram fase e linha de base ajustadas. Para realizar o calculo de cada sinal, o
espectro correspondente ao maior valor de T, isto é, de maior intensidade, foi
integrado e teve os picos selecionados. A integracdo foi realizada mantendo
constante as areas em cada experimento, excluindo os satélites e demais
sobreposicoes???®. Apds estes procedimentos, o software realizou o ajuste
grafico e forneceu os valores de T1 calculados com base nas equacdes (17) e

(18), para IR e SR respectivamente.

Ie=1lo(2¢ /1) (7)
=1l (1-e /) (18)

, onde I, representa a magnetizacdo no tempo t e I, representa a magnetizacao
no equilibrio. O desvio padrao (o) das medidas também foi gerado pelo software

e utilizado como parametro de qualidade do experimento.

3.3 Experimentos Quantitativos

As amostras utilizadas para experimentos quantitativos foram
preparadas utilizando balancas balanca Shimadzu auw220d, com precisao de 4
casas decimais, para a pesagem dos analitos e padrdes internos. Apds a
pesagem, as amostras foram solubilizadas em volume final de 600 pL. O
deslocamento quimico dos sinais do padrao interno foi previamente conferido,
além da pureza indicada pelo fabricante. Sua quantidade na amostra foi
otimizada para que a intensidade de seus sinais ndo seja muito diferente do que
o sinal de interesse da amostra.

A amostra do analito puro foi analisado e quantificado, e,
posteriormente submetido a adicdo do agente de relaxacdo em quantidade
especifica para atingir a proporcdo de 10 mmol de Cr(acac)s para cada mol de
analito. Também, os tubos foram homogeneizados, adequadamente fechados e
armazenados em freezer quando necessario, além de limpos cuidadosamente
em sua parte exterior previamente a insercdo no equipamento.

Os experimentos de RMN quantitativos foram realizados em um
equipamento de RMN Bruker Avance lll de 9,4 e 14,1 T. Inicialmente, os tempos
de relaxacdo do padrdo interno e dos analitos foram obtidos seguindo o

procedimento experimental anteriormente relatado. Os experimentos
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quantitativos seguiram o protocolo discutido na sessao “Experimentos
Quantitativos por ressonancia magnética nuclear (RMNq)”, e se basearam na
utilizagdo de pulsos de radiofrequéncia de 90°; tempo de reciclagem de sete
vezes o valor de T1max € numero de repeticdes (transientes) suficientes para que
a razao sinal/ruido seja adequada. Confrontando a literatura, os nimeros ideais
foram estabelecidos acima de 150:1 para os is6topos de *H e 13C. O centro de
frequéncia da aplicacdo dos pulsos, isto €, o centro da janela espectral, foi
definido entre o sinal do padrdo interno e o sinal visado para quantificacdo do
analito. Este processo visa evitar erros no perfil de excitacdo dos sinais pelo
pulso de radiofrequéncia.

O processamento dos espectros foi realizado de forma sistematica. A
funcdo de apodizagdo quando utilizada, visou 0 aumento da razéo sinal/ruido,
mas sem comprometer o alargamento dos sinais. O namero de pontos foi
otimizado com base em cada analito, ao passo em que a adi¢do de pontos por
meio do zero filling ndo ultrapassou um fator de 2 vezes o nimero de pontos da
aquisicao. As integracbes dos sinais foram feitas usando limites que se
basearam na largura de linha de cada sinal multiplicado por 32 ou 64 vezes?®, a
depender do nucleo. Também houve cuidado para que os sinais satélites ndo
fossem contabilizados nas integrais.

Os célculos de quantificacdo foram realizados a partir do método

absoluto de determinacgéo de concentracéo'®?°, apresentado abaixo (19):

__ Iy Nggp MMy meqp
X Pcal (19)
Icat Ny M.Mggqp my

, onde P representa a pureza da substancia, | a integral do sinal, N o nUmero de
spins que compdem a integral, M.M a massa molar das substancias, e m a
massa. Os subscritos se referem ao analito, no caso de X; e ao padréo interno

utilizado no caso de cal.
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4. Resultados

Comparacéo das sequéncias nas medidas de Tz
Inicialmente, as medidas dos tempos de relaxacao longitudinal eram

feitas por meio da sequéncia de pulso de inversdo recuperagdo (IR),
implementada nos espectrometros utilizados. Com a revisdo bibliografica feita
nos primeiros meses de projeto, a sequéncia de saturacéo recuperacado (SR) se
tornou objeto de interesse por demandar menos tempo para a andlise.

Assim, os resultados obtidos por IR e SR foram comparados a fim de
atestar a precisdo na medida das sequéncias. As mesmas amostras,
equipamentos e condi¢cdes experimentais foram utilizadas para tal. A Figura 15
mostra a comparacgéo das medidas de T para os atomos de carbono do hexanol,
adquiridos em equipamento Bruker Avance 11 9,6 T (100 MHz para 3C).

1 3 5

HIR mSR

T,(s)

C1 Cc2 C3 C4 C5 Cé

Nucleos de 3C

Figura 15: Valores de T; medidos para os nucleos de *C do hexanol. Em azul, obtidos a partir
da IR; em vermelho a partir da SR. A barra de erro representa o desvio médio de cada nucleo.
Medida realizada em equipamento Bruker Avance lll 9,6 T (100 MHz para *C). O solvente
utilizado foi CDCls.

A comparagdo mostra que os valores medidos por IR e SR diferem
minimamente para todos os nucleos de 13C da molécula, com a variacdo maxima
em torno de um segundo. A grande diferenca entre as sequéncias se baseia,
portanto, apenas no tempo necessario para a medida. Os tempos experimentais

referentes aos resultados apresentados do hexanol acima foram de 1 hora e 14
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minutos para SR e de 3 horas e 19 minutos para IR utilizando um valor
predeterminado de 10 segundos para 0 T1 max. € 0 mesmo delay variavel T para
ambas.

De forma similar, comparamos as medidas das sequéncias ao longo
da curva de adicdo do agente paramagnético, como mostra a Figura 16, para o

carbono 6 da mesma molécula:

HO” NN

BIR BSR

T, (s)

0 mmol 1 mmol 5 mmol 10 mmol

mmol Cr(acac), : mol de analito

Figura 16:Comparacéo dos valores de T1 medidos para o carbono 6 do hexanol (destacado) com
a adicdo de Cr(acac)s, utilizando IR (em azul) e IR (em vermelho). Medida realizada em
equipamento Bruker Avance 11l 9,6 T (100 MHz para **C). O solvente utilizado foi CDCls.

Mais uma vez, os resultados da utilizacdo IR e SR demonstraram
valores préximos. Assim como para o carbono, a mesma similaridade nos
valores de tempos de relaxacdo para H foi encontrada e com menor tempo
experimental requerido para a SR.

Os valores de T1 dos dois graficos acima representam uma média dos
valores obtidos de replicatas experimentais utilizando as duas sequéncias, com
a barra de erro representado o desvio médio entre as medidas. Assim, seu valor
revela a diferenca entre duas medidas para o mesmo preparo de amostra em
cada sequéncia. Podemos perceber que para alguns nucleos da Figura 15, a
diferenca na SR é mais acentuada, como para o carbono 5, que apresenta desvio
de +0,8 segundos entre as medidas. Além disso, como no caso do carbono 3,
observamos a maior diferenca (1,1 s) para os valores obtidos entre as
sequéncias. Tanto o maior desvio entre as replicatas e a diferenca observada
dos valores, podem ser atribuidas a construcéo da SR.
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O primeiro ponto importante de se notar € que devido a quantidade de
pulsos utilizados na saturacdo dos sinais, pode ser observado um aquecimento
da ordem de 0,5 ~ 1 °C na temperatura do equipamento durante o experimento.
Apesar do acumulo de 4 scans de descarte (dummy scans) antes da aquisicao,
essa variacdo pode ser a causa da diferenca dos valores entre as sequéncias e
dos erros apresentados.

Um ponto que corrobora com esta discussao reside no fato de que os
valores medidos para os nucleos de hidrogénio apresentam menor discrepancia
entre as sequéncias. Como ja mencionado, o tempo de saturacdo define o
namero de pulsos aplicados e € dependente dos valores de Ti1 dos ndcleos.
Como no caso do 'H a faixa de tempo de relaxacdo é menor em relacéo aos
ndcleos de carbono, menos pulsos séo aplicados para alcancar a saturagao ideal
da magnetizacdo. Dessa forma, observamos uma menor variagcdo de
temperatura no equipamento durante as medidas. A Figura 17 mostra os tempos
de relaxacdo medidos em IR e SR para os nucleos de hidrogénio da molécula 4-
dimetilamino benzaldeido, onde os valores representam os resultados de apenas
uma medida. Podemos observar uma diferenca menor entre os resultados

obtidos para as duas sequéncias.

®mIR mSR H1

T, (s)

H1 H2 H3 H4
Nucleos de 'H

Figura 17: Valores de T1 medidos para os nlcleos de *H da 4-dimetilamino benzaldeido. Em
azul, obtidos a partir da IR; em vermelho a partir da SR. A barra de erro representa o desvio
padrdo de cada nicleo. Medida realizada em equipamento Bruker Avance IIl 9,6 T (400 MHz
para *H). O solvente utilizado foi CDCls.
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Além disso, outro importante requerimento da saturacao recuperacao
é o perfil de saturacdo dos espectros ao longo de T. Quanto menor a diferenca
de intensidade alcancada entre o espectro de maior e menor valor de t, maior o
erro na construcdo da curva da recuperacao da magnetizacdo. Isso pode servir
de parametro para adequar o tempo de saturacdo da sequéncia. A Figura 18
mostra um exemplo de perfil de saturagéo dos sinais dos carbonos 2 e 3 do orto-
fluortolueno. Podemos perceber que a atenuacdo obtida para o carbono 2 é
consideravelmente menor do que a do carbono 3. Este perfil pode levar a
medidas errbneas dos valores de Ti, além de aumentar o erro associado a
medida. Desta forma, é importante certificar que as andlises apresentem
saturacao praticamente completa dos sinais espectrais. Isto € alcancado ao

utilizar um tempo de saturacao igual a duas vezes o valor de T;.

Carbono 3:
atenuacgao de 99%

Carbono 2: H
atenuacgéo de 75%

K3 £ A
AT N N N J\'\/"\.:W\/"\/V\N/"\vv,\/v’\r’\//\w’/' M AAAM A A

SRR NN

T T T T T T T T

T T T T
134 132 130 [ppm]

Figura 18: Saturacéo dos sinais do carbono 2 (esquerda) e 3 (direita) do orto-fluorotolueno obtida
ao longo do experimento de saturacéo recuperagdo. O espectro vermelho representa o de maior
intensidade e o azul o de menor.

Problemas no perfil de saturagdo também podem ser atribuidos a
pulsos descalibrados ou a ndo homogeneidade de saturacdo na janela espectral.
Em casos de sinais muito intensos, como no caso de metilas, € mais comum que

este perfil apareca.



42

Os valores de todos os analito comparados no estudo nao diferem em
um intervalo maior que *1 na utilizacdo das suas sequéncias de pulsos e em
replicatas experimentais adequadas. Por se tratar de uma constante obtida pela
curva do experimento, valor de T1 pode sofrer pequenas variagdes devido as
condicbes do equipamento ou preparo de amostra, ainda que as mesmas
condicbes experimentais sejam desejadas. Uma vez que as variagcdes das
medidas entre as sequéncias sdo da mesma faixa das variagbes encontradas
nas replicatas experimentais, as diferencas entre os valores podem ser
atribuidas a erros sisteméaticos das medidas. Além disso, mesmos nos casos em
gue os desvios sdo maiores, o resultado obtido ndo faz com que a medida perca
sentido.

Os demais resultados deste trabalho nédo seréo apresentados pelas
médias, mas sim com os valores de uma unica replicata. O software TopSpin
4.1.4. utilizado para processamento dos valores de T1 fornece o desvio padréao
das curvas de recuperacdo da magnetizacdao. Alguns valores sdo mostrados
para os nucleos de carbono do hexanol na Tabela 1, para a IR; e na Tabela 2

para a SR.

Tabela 1: Valores de desvio padrdo (o) e percentual de erro associado a medidas de T, dos
nucleos de *C do hexanol, para a sequéncia de inversédo recuperagdo. Andlise realizada em
equipamento com frequéncia de 100 MHz para '3C (9,4 T). O solvente utilizado foi CDCls.

Inversao Recuperacao
C1 C2 C3 c4 C5 (o]
T1 (s) 6,1 6,1 6,8 6,4 7,9 6,7
o 0,01 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02
% de erro 0,24 0,26 0,38 0,26 0,21 0,32

Tabela 2: Valores de desvio padrédo (o) e percentual de erro associado a medidas de T, dos
nucleos de *3C do hexanol, para a sequéncia de saturacdo recuperagdo. Analise realizada em
equipamento com frequéncia de 100 MHz para 3C (9,4 T). O solvente utilizado foi CDCls.

Saturacao Recuperagao

c1 Cc2 C3 ca c5 Cc6

T1 (s) 5,8 5,6 5,8 5,5 7.7 6,8
o 0,05 0,03 0,04 0,02 0,03 0,03
%deerro| 0,87 0,57 0,69 0,30 0,48 0,42
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Como podemos observar, os desvios representam uma diferenca
muito pequena das medidas. Os percentuais de erros para os valores de tempo
de relaxacdo em ambas as sequéncias sao de mesma ordem de magnitude.
Devido a isso, as demais figuras deste trabalho ndo apresentam os erros das
medidas, ja que serdo imperceptiveis nas representacoes.

Diante disso, o projeto prosseguiu utilizando majoritariamente a
sequéncia de saturagado recuperacao por motivos de economia de tempo de
maquina, ainda que a qualidade da sua medida dependa de um ajuste mais fino

dos parametros da sequéncia.

Uma breve discussao sobre os valores de T1 e a natureza quimica dos
nucleos

O tempo de relaxacdo longitudinal representa uma constante
relacionada com o processo do retorno da magnetizacao ao equilibrio. Seu valor
€ dependente dos fatores intrinsecos das moléculas e das condicdes
experimentais utilizadas (concentracdo, temperatura, solvente, campo
magnético). Devido a existéncia dessas diversas variaveis, a criacdo de uma
espécie de tabela de valores de T1 néo é factivel, sendo apenas conhecidos
alguns intervalos de valores de tempo de relaxacdo para cada nucleo. Portanto,
esta secdo visa discutir os valores de Ti medidos, relacionando-os com
caracteristicas quimicas e magnéticas de variados analitos e nucleos estudados.
E importante salientar, no entanto, que esta abordagem terd um aspecto
qualitativo e ndo quantitativo, visto que os valores séo validos apenas para a
mesma condicdo experimental empregada aqui. Além disso, os dados se
baseiam nos valores de Ti1 do analito puro e nédo visa abordar o efeito da
relaxac@o paramagnética, que sera discutida mais a frente.

Os nucleos analisados ao longo da execucdo do trabalho foram
majoritariamente os de H, 3C e °F. Os valores de T: de nucleos de 'H e '°F
apresentaram a mesma magnitude, variando de 1 a 7 segundos. Os tempos de
relaxacdo longitudinal de 3C mostraram valores mais elevados, além de uma
faixa de variacdo maior a depender do ambiente molecular, exibindo uma
variacao entre 2 e 50 segundos.

Essas diferencas significativas nos valores de Ti para carbono tém

influéncia do mecanismo de relaxacdo dipolar, dependente da razao
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giromagnética dos nucleos. Conforme essa constante aumenta em magnitude
nos nucleos vizinhos, 0 mecanismo € intensificado e tem maior contribuicdo na
relaxagéo, diminuindo assim o valor de T1. Para exemplificar isso, foi analisada
a variacdo dos valores de T1 de carbonos similares de uma mesma molécula,
orto-fluorotolueno, variando apenas um nucleo ligante: *H para C3; '°F para C2
e 13C para C1. Os valores de razdo giromagnética para estes nlcleos séo,

respectivamente, 42,6; 40,1 e 10,7 MHz/T. A Figura 19 apresenta os resultados.
F

40 ; 2

Ti(s)

c3 c2 c1
Nucleos de 3C

Figura 19: Comparacéo dos valores de T; para os carbonos destacados do o-fluorotolueno,
adquiridos em equipamento Bruker Avance Il 9,4 T (100 MHz para 3C). O solvente utilizado foi
CDCls.

Dessa forma, percebemos que os valores de T1 crescem a medida
gue os valores de y diminuem. Este aspecto define a importancia do mecanismo
dipolar na relaxagdo longitudinal. Outra prova deste efeito pode ser feita com a
comparacdo dos carbonos com diferentes nimeros de hidrogénios ligados
diretamente. A Figura 20 mostra os valores de tempos de relaxacdo de um
carbono primério (C6), secundario (C2), terciario (C4) e quaternario (C5) da

molécula trans 4-t-butil-cicloexanol.
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Figura 20:Valores dos tempos de relaxacdo dos carbonos destacados da molécula trans 4-t-
butil-cicloexanol. Resultados obtidos utilizando equipamento Bruker Avance 111 9,4 T (100 MHz
para 3C). O solvente utilizado foi CDCls.

E evidente que os valores de T; se tornam menores & medida em que
0 numero de hidrogénios ligados ao carbono aumenta. Outros fatores
moleculares podem também causarem mudancas significativas nos valores de
T1 ao passo em que a relaxacdo tem forte influéncia do ambiente quimico do
nacleo e dos movimentos moleculares. Assim, observaremos a questdo
eletronica e como ela também tem influéncia nestas medidas.

Para isso, analisaremos como os valores do tempo de relaxacgéo
longitudinal variam para carbonos com o mesmo nivel de hidrogenacdo, mas
com apenas um nucleo vizinho diferente. A Figura 21 compara os valores de T1

de 13C ligados a grupos com diferentes capacidades doadoras/aceptoras de
densidade eletrbnica.
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Nucleos de 3C

Figura 21: Comparacdo dos valores de Ti para os carbonos destacados nas estruturas
esquematizadas. Todas as medidas foram realizadas sutilizando equipamento Bruker Avance I
9,4 T (100 MHz para 3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Mantendo a similaridade da estrutura, podemos relacionar o aumento
do valor T1 com a diminui¢éo do efeito doador. Os elétrons levam a criagédo dos
campos locais, abordados na introducéo, e a variacdo da densidade eletrbnica
préxima ao nucleo impacta diretamente na capacidade do nucleo em promover
a relaxacao.

Ao longo da execucéo do projeto, as relagcdes estruturais observadas
acima e os tempos de T: medidos possibilitaram a estimativa dos tempos
adotados nas sequéncias, como o tempo de reciclagem e a determinagao da
faixa do delay variavel T. Como exemplo, alguns compostos carbonilicos foram
estudadas e os valores de tempo de relaxacdo encontrados para os carbonos da
carbonila se concentraram em uma faixa de 35 a 40 segundos. Da mesma forma,
o valor médio de Ty para os nlcleos de 'H em metilas foi de 3 a 4 segundos.
Estes valores foram considerados em estudos posteriores contendo 0s mesmos
tipos de estrutura.

Para além dos efeitos da estrutura, fatores externos como a variagao
de solvente, intensidade do campo magnético, e variacdo de temperatura
trouxeram informacgdes sobre o comportamento do tempo de relaxacéo.

O papel do solvente em uma amostra de RMN esta diretamente

relacionado com a qualidade do espectro, de acordo com a solubilidade da
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amostra. Tendo a relacdo dos tempos de relaxacdo nuclear com os movimentos
moleculares, alguns compostos foram analisados sob a utilizacdo de diferentes
solventes. Dentro das opc¢des escolhidas, nenhuma delas apresentou qualquer
relacdo clara, e isso pode ser atribuido as baixas diferencas de viscosidades,
gue néo levaram a diferencas significativas nos tombamentos moleculares.

A analise de T1 de moléculas sob essa variacdo do campo magnético,
possibilitou observar a influéncia da magnitude de Bo nos valores dos tempos de
relaxacdo dos nucleos estudados. Para os nucleos de *H, ndo houve diferenca
significativa nas medidas, como mostra a Tabela 3, que apresenta os valores de
T1 para os hidrogénios da molécula p-fluorotolueno, medidos em frequéncia de

400 e 600 MHz para *H (campos magnéticos de 9,4 e 14,1 T respectivamente).

Tabela 3: Comparacao dos valores de Ti para os hidrogénios do p-fluorotolueno medidos em
equipamentos com frequéncias de 400 e 600 MHz para *H e CDClz; como solvente.

F
para-fluortolueno T, (s)
1H HA H2 H3 1 1
400 MHz 6,5 6,5 4,5 2 2
600 MHz 6,5 6,3 4,6
3

Ja na analise dos carbonos da mesma molécula, podemos observar
uma variacao nos tempos de relaxacdo medidos para alguns dos nucleos. Os
dados sao apresentados na Tabela 4, medidos em frequéncia de 100 e 125 MHz

para 1°C (campos magnéticos de 9,4 e 14,1 T respectivamente).

Tabela 4:Comparacédo dos valores de Ti para os carbonos do p-fluorotolueno medidos em
equipamentos com frequéncias de 100 e 150 MHz para **C e CDCl; como solvente.

F
para-fluorotolueno T, (s) 4
13C c1 c2 c3 ca c5 3
100 MHz 23,2 31,2 9,8 10,9 8,1 2
150 MHz 20,8 16,1 11,2 14,2 8,7 1

5
O carbono 2 apresentou a maior diferenca de T1 ante a variacao do
campo magnético utilizado. De fato, esse comportamento é observado para o



48

mesmo tipo de carbono, ligado a metila, nos demais padrées de substituicbes

analogos da molécula, como mostra a Figura 22.

Wmo4T W 141T
40,0 7

30,0 |

T, (s)

20,0 1

10,0

0,0 -

Orto Meta Para
13C ligados a metila

Figura 22: Comparacao dos valores de T1 para os carbonos ligados a metila nas moléculas de
0, m e p fluorotolueno, obtidos em equipamentos com campo de 9,4 T (azul, frequéncia de 100
para 3C) e 14,1 T (vermelho, frequéncia de 150 para **C). O solvente utilizado foi CDCls.

Uma associacao pode ser feita relacionando a maior discrepancia de
valores encontrados para o ndcleo quanto menor a razao giromagnética de seus
ligantes. Dessa forma, os nucleos de carbono com menor indice de
hidrogenacéo, tem diferencas de T1 mais acentuadas na variagdo do campo Bo.
O mesmo tipo de comparacéo, utilizando como analito metil-2-fluoropropanoato,
reforca esta hipotese, mostrado na Tabela 5, medidos em frequéncia de 100 e
125 MHz para '3C (campos magnéticos de 9,6 e 14,1 T respectivamente).

Tabela 5: Comparacéo dos valores de T; para os carbonos do metil-2-fluoropropanoato, medidos
em equipamentos com frequéncias de 100 e 150 MHz para *3C e CDCl; como solvente.

metil-2-fluoropropanoato T, (s) Q
13C c1 c2 c3 c4 F 2 /3
100 MHz 30,7 9,0 9,7 4,9 1 >0
150 MHz 13,8 9,4 9,3 4,0

De fato, essa observacdo esta associada com a influéncia do
mecanismo de relaxacdo CSA. Este € predominantemente importante em
nacleos que tém variacbes grandes de deslocamento quimico nos espectros,

como carbono e flior. Além disso, 0 mecanismo é mais pronunciado em centros
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com maiores simetria, gracas a sua interagcdo anisotropica com 0 campo
magneético. Conforme discutido na introducdo, a taxa de relaxacdo deste
mecanismo é proporcional ao quadrado de Bo, tendo maiores valores de T1 a
medida que o campo diminui. Assim, na auséncia de hidrogénios, 0 mecanismo
CSA tem maior dominancia, fato que € demonstrado pela diferenca acentuada
entre os tempos de relaxacdo medidos para o carbono 2 do p-fluorotolueno.
Podemos ainda perceber que o carbono C1, ligado ao atomo de flior, tem uma
variacdo pequena, ja que o nucleo °F tem um valor de y maior que o carbono,
contribuindo com uma maior parcela do mecanismo dipolar.

Dessa forma, a magnitude de Bo também pode ter relagdo direta com
as analises de RMN. Como nos casos comentados acima, um equipamento de
campo magnético maior pode levar naturalmente a menores tempos de
relaxacdo, diminuindo o tempo experimental de andlises quantitativas, além de
apresentar maior sensibilidade.

Outra importante variavel fisica dos experimentos de RMN é a
temperatura. Algumas analises podem ser feitas com sua variagdo a fim de
acelerar ou desacelerar alguns equilibrios conformacionais®®. Como ja
comentado, sua grandeza tem influéncia direta nos tempos de relaxacéo,
fazendo com que os valores de T: figuem gradativamente maiores com seu
aumento. Este efeito pode ser visto na Figura 23, que apresenta os valores de
T1 de hidrogénio em diferentes temperaturas.
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Figura 23: Dependéncia dos valores de Ti dos nucleos de hidrogénio da molécula metil-2-
fluoropropanoato em relacao a temperatura. O solvente utilizado foi C2D2Cls e o experimento foi
conduzido no equipamento com campo magnético de 14,1T (frequéncia de 600 MHz para *H).

7

No entanto, em nucleos mais pesados, como é o caso do *°F,
temperaturas maiores também podem induzir o mecanismo de relaxacdo de
rotacdo de spin. Neste caso, as flutuacbes de campo promovem a relaxacao
nuclear, fazendo com que os valores de T1 sejam menores que o esperado. A
Figura 24 mostra a comparacgédo dos isétopos H e °F para a mesma amostra
sob aquecimento. E possivel observar ver que a partir de uma certa temperatura
(60°C), o mecanismo de rotacéo de spin parece ter contribuicdo efetiva no tempo

de relaxacéo do fluor.

T, (s)

-20 0 20 40 60 80 100
Temperatura (°C)

Figura 24: Comparacéo dos valores de T1 dos nacleos de hidrogénio e flior da molécula metil-
2-fluoropropanoato sob variagdo de temperatura. O solvente utilizado foi C,D,Cls e 0 experimento
foi conduzido no equipamento com campo magnético de 14,1T (frequéncia de 600 MHz para *H
e 565 MHz para °F).

Além disso, podemos perceber que o abaixamento da temperatura
leva a uma diminuicdo dos tempos de relaxacdo, o que € explicado pelo
comportamento de T1 com a variagdo do movimento molecular, apresentado na
Figura 9. Em baixas temperaturas, as moléculas pequenas tendem para um
regime de movimento mais lento, se aproximando de um regime moderado,

passando pelo valor minimo de T1 da curva.
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A seguir, os parametros abordados até aqui serdo avaliados sob o

olhar de sua interferéncia no mecanismo de relaxacdo paramagnético.

4.1 A Relaxacdo Paramagnética
A utilizacdo do Cr(acac)s e reducao de T1
Inicialmente, testes variando a quantidade do agente de relaxacao
empregada nas analises foram realizados com a finalidade de avaliar sua faixa
de acdo e assim definir o desenho experimental do projeto. Para isso, foram
testadas diferentes propor¢cdes molares entre o analito e o agente de relaxacao.
Como ja adiantado na segédo “métodos”, as propor¢cdes molares de
Cr(acac)s escolhidas em relacdo aos analitos foi de 1, 5 e 10 mmol para cada 1
mol da molécula analisada. Quantidades menores do agente de relaxacéao foram
testadas, e o efeito pode ser observado na Tabela 6, para os nucleos destacados

de 1H, 13C e 19F do o-fluorotolueno.

Tabela 6:Comparacéo dos valores de T; para os nlcleos de 'H, °F e 13C destacados do p-
fluorotolueno; utilizando as condi¢des experimentais de analito puro e propor¢do molar de 0,5
mmol do AR para 1 mol de o-fluorotolueno. Analises realizadas em equipamento Bruker Avance
111 14,1 T e CDCl3;como solvente.

F
Tempo de relaxacao longitudinal (s)
H wg | e G
Analito Puro 49 4.5 10,8
0,5 mmol 4.0 3,4 11,0

Apesar de uma pequena mudanca nos valores dos nucleos de 'H e
19F, os nucleos de **C da molécula n&o sofreram efeito consideravel nas medidas
de T:. Dessa forma, a propor¢cdo minima efetiva delimitada para provocar a
relaxacdo em todos os nucleos estudados foi de 1 mmol por 1 mol de analito.

Maiores quantidades de Cr(acac)s também foram testadas, mas
acarretaram uma diminuicdo acentuada da razdo sinal ruido, além de
promoverem grande perda da informacdo espectral no caso da existéncia de

acoplamentos (Fig. 25).



52

HO
100 mmol
S/N: 883,9 /\
S/N: 1024,8
10 mmol
S/N: 1554,8 //
0 mmol
S/N: 5467,0
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Figura 25: Alargamento do sinal do hidrogénio 1 destacado no espectro de RMN de *H gerado
pela adi¢édo de Cr(acac). e consequentemente perda da informacgéo espectral para o cicloexanol.
Andlises realizadas em equipamento Bruker Avance 1l 14,1 T (600 MHz para *H) e CDCl; como
solvente.

Uma das consequéncias da utilizacdo do Cr(acac)s € o alargamento
de linhas do espectro, provocada pela relaxacéo transversal®®. Além da perda
total da informacé&o de acoplamentos do sinal a partir da propor¢cao de 50 mmol
de Cr(acac)s para cada mol de analito, a razdo sinal ruido também é
acentuadamente reduzida. Este efeito € também observado no caso dos nucleos
de 3C, como mostrado abaixo na Figura 26, que contempla os sinais espectrais
dos carbonos C2, C3 e C4 para o cicloexanol. Os tempos de relaxacao referentes

aos espectros apresentados estdo na Tabela 7.
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Figura 26: Alargamento dos sinais dos carbonos destacados no espectro de RMN de *3C gerado
pela adi¢éo de Cr(acac). para o cicloexanol. Anéalises realizadas em equipamento Bruker Avance
Il 14,1 T (150 MHz para **C) e CDCl3; como solvente.

Tabela 7: Variacdo dos valores de T através da adicdo do AR medidos para os carbonos
destacados relacionados aos sinais apresentados na figura 26.

T1 (s)
C2 C3 C4
0 mmol 8,8 6,3 8,5
10 mmol 43 4.1 4.8
50 mmol 1,0 1.3 1.3
100 mmol 0,6 0,9 0,8

Apesar da diminuicdo nos tempos de relaxacdo ainda ser
pronunciada, a perda da intensidade e informacdes dos sinais prejudica a
qualidade do espectro. Dessa forma, para o estudo do efeito da relaxacéo
paramagnética, a utilizacdo da proporcao de 10 mmol de Cr(acac)s para cada
mol de analito, é considerada satisfatoria. Além disso, essa condicao
experimental alcancou uma redugcdo nos tempos de relaxacdo maximos, de

todos os nucleos analisados, de pelo menos 50%. Observando a Figura 27,
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podemos perceber a manutencédo parcial das informacdes dos sinais de H para

as concentracoes utilizadas:

10 mmol ﬂ

1mmol —

0 mmol

T T T
-114.2 -1143 790 785

Figura 27: Alargamento dos sinais de 'H e '°F, destacados nas estruturas do orto-fluorotolueno
e orto-fluoroacetofenona, gerado pela adicdo de Cr(acac). Analises realizadas em equipamento
Bruker Avance 1l 14,1 T (600 MHz para 'H) e CDCl; como solvente.

Ao longo da adicdo de Cr(acac)s no desenho experimental, os
espectros de H e 1°F ndo apresentam coalescéncia de linhas que s&o separadas
em uma distancia maior que trés hertz. Esta tendéncia foi observada para os trés
is6topos analisados e se mantém ao longo dos compostos estudados. Tal
caracteristica experimental endossa o uso limite desta propor¢do molar nos

experimentos.

Extenséo do efeito do mecanismo de relaxagdo paramagnética
A acao do mecanismo de relaxacdo paramagnética € descrita como a

interacdo do momento magnético do elétron desemparelhado com as moléculas
do analito, conforme explicado na introducdo. Esta interacdo é facilitada por
grupos na estrutura molecular com maior densidade eletrbnica, que promovem

a complexacédo do agente de relaxacdo com o analito. A Figura 28 mostra a
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variacdo dos tempos de relaxacdo dos nucleos de carbono (destacados) das
moléculas cicloexano, cicloexeno e cicloexanol. Podemos perceber que a
existéncia de uma ligacdo dupla na estrutura faz com que a interacdo com o
Cr(acac)s seja mais intensa, se traduzindo em uma diminuicdo de Ti mais
acentuada. Ainda, podemos perceber a reducdo do tempo de relaxacédo ainda
mais acentuada no cicloexanol, possivelmente devido a hidroxila se portar como

sitio de interacdo mais eficiente.

OH

20 -

15 A

10 -

Ti(s)

0 mmol 1 mmol 5 mmol 10 mmol

mmol Cr(acac); : mol de analito

Figura 28: Variagdo dos tempos de relaxacédo dos nucleos de *3C do cicloexeno, cicloexeno e
cicloexanol, com o aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas realizadas em equipamento
Bruker Avance Il 9,4 T (100 MHz para *3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Além disso, as intera¢des que promovem o mecanismo de relaxagéo
paramagnético sdo dependentes da distancia dos spins do elétron e do nucleo a
partir da complexacdo do metal paramagnético com o analito. Dessa forma,
buscamos entender como este efeito se estende pelas moléculas com relacdo a
distancia do sitio de complexacdo. O enfoque desta secdo sera analisar
moléculas com diferentes tamanhos e tipos de cadeias carbbnicas, submetidas
a faixa de variacdo do Cr(acac)s. Assim, a intensidade do efeito ao longo dos
esqueletos moleculares e comparacdes entre os diferentes nlcleos estudados
serdo abordadas.

A Figura 29 compara os nucleos de hidrogénio do hexanol mais

proximos (1) e mais distantes (6) da hidroxila, proposta como sitio de
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complexacdo, mostrando a variacdo dos tempos de relaxacdo longitudinal ao
longo da adicdo do agente paramagnético.

1
HO/\/\/\G
mmol Cr(acac), : mol analito
mo W1 5 W10

3t
14+
"
H1 Hé

Ntcleos de 'H

Ti(s)

Figura 29: Variagéo dos tempos de relaxacéo dos nicleos de *H destacados do hexanol, com o
aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas realizadas em equipamento Bruker Avance 111 9,4
T (400 MHz para H). O solvente utilizado foi CDCls.

E mostrado um notavel decréscimo mais acentuado nos valores de T;
de H1, que teve uma reducéo de 91% em seu tempo de relaxacéo, ao passo em
gue o hidrogénio 6 alcancou 80% de diminuicdo. Apesar da pouca diferenca,
este padrdo é observado em todas as moléculas analisadas. Este
comportamento também é visto no caso dos atomos de carbonos, como mostra
a Figura 30, que compara os valores de T: dos carbonos mais proximos (1) e

mais distantes (6) da hidroxila na mesma molécula.
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1
HO 6

mmol Cr(acac), : 1 mol analito
BOo W1 5 W10

6.8
6,4
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Figura 30: Variacdo dos tempos de relaxacéo dos nucleos de 3C destacados do hexanol, com
0 aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas realizadas em equipamento Bruker Avance Il
9,4 T (100 MHz para 3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Observamos uma reducédo de 62% para o carbono 1 e 36% para o
carbono 6. Fica evidente que a diminuicdo em T; é favorecida pela maior
proximidade do nacleo com o local da complexacéo do Cr(acac)s. Isto evidencia
a dependéncia da distancia dos spins na efetividade do mecanismo de relaxacéo
paramagnética.

A eficiéncia do Cr(acac)s nos diferentes tipos de nucleos analisados
no projeto também foi avaliada. Para minimizar diferencas estruturais na
comparacéo, os nlcleos mais externos de 'H, 1°F e 13C no o-fluorotolueno foram
escolhidos e tiveram seus tempos de relaxacdo medidos ao longo da curva de

adicéo de Cr(acac)s. O resultado é mostrado na Figura 31.:
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mmol Cr(acac),; : 1 mol analito
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Figura 31: Variagdo dos tempos de relaxacdo dos nicleos de *H, '°F e *C destacados do o-
fluorotolueno, com o aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas realizadas em equipamento
Bruker Avance Ill 14,1 T. O solvente utilizado foi CDCls.

E evidente que a diminuicdo dos valores de T1 é mais efetiva nos
nucleos de hidrogénio e flhor, o0 que os elegem como mais sensiveis ao efeito do
mecanismo de relaxacdo paramagnético em relacdo ao carbono. De fato, os
nucleos de 'H e °F alcancam uma diminuicdo de 77% e 88%, respectivamente,
ao passo em gue o nucleo de 3C alcangou apenas 27%.

Este padrdo também ocorre em todas as moléculas estudadas neste
trabalho e pode ser associado ao fato dos nucleos de 3C estarem inerentemente
mais internos nas moléculas, dificultando seu contato com o agente de
relaxacdo. Com esta analise, podemos entender como o0 mecanismo de
relaxacao paramagnética se estende ao esqueleto molecular e assim, predizer
a quantidade necessaria do agente de relaxacdo para alcancar a diminuicédo

desejada de T1 em certa por¢cao molecular.

Sitio de Interacéo e a Intensidade do Mecanismo de Relaxacéao
Paramagnético

A parcela molecular responsavel pela interacdo com agente de
relaxacdo € diretamente relevante para a promoc¢do do mecanismo
paramagneético. Esta secdo foca em evidenciar a relagcdo entre a complexagéo
do Cr(acac)s com sitios de natureza quimicas distintas, com o objetivo de

elucidar a sua interacdo com o analito. Para isso diferentes padrbes de



59

substituicdo em anel aromatico, utilizando analogos estruturais do fluorotolueno
foram analisados.

Inicialmente, buscamos comparar a relagcdo entre o impedimento
estérico causado pelo substituinte metil, nas moléculas orto-, meta- e para-
fluorotolueno. Para isso, primeiro foi atestado a capacidade do flior como
provavel e principal sitio de complexacdo. Em direcao a endossar esta hipétese,
podemos comparar a intensidade da relaxacdo paramagnética na molécula de
orto-fluorotolueno, avaliando a diferenca no decréscimo dos tempos de

relaxacao nos carbonos indicados na figura 32.

mmol Cr(acac), : 1 mol analito
mo B1 5 W10
25 1 F

20 - 1

15 1

T, (s)

10 1

C1 Cc2
Nucleos de 13C

Figura 32: Variagdo dos tempos de relaxagdo dos nucleos de 3C destacados do o-fluorotolueno,
com o aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas realizadas em equipamento Bruker Avance
I119,4 T (100 MHz para *3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Os resultados apresentados indicam uma diminuicdo muito mais
acentuada para o carbono ligado ao fldor. A porcentagem de diminuicéo, usada
para padronizar os valores, reforca isso. O carbono da metila alcangou uma
diminuicao de 27% do valor referente ao analito puro, enquanto o carbono ligado
ao fluor obteve 66%, indicando que o &tomo de flior deve servir como sitio de
complexacdo. Os resultados sédo similares para os analogos moleculares meta

e para substituidos, como demonstrados na Figura 33:
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mmol Cr(acac); : 1 mol analito mmol Cr(acac), : 1 mol analito

WMo W1 5 W10 WO W1 5 W10
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Figura 33: Variacdo dos tempos de relaxacéo dos nuicleos de **C destacados do m-fluorotolueno
(esquerda) e p-fluorotolueno (direita), com o aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas
realizadas em equipamento Bruker Avance Ill 14,1 T (150 MHz para *3C). O solvente utilizado foi
CDCls.

Tanto o substituinte meta quanto o orto tiveram reducdes de Ti
maiores no carbono ligado ao atomo de flior. Dessa forma, podemos assumi-lo
como a principal regido de interagdo com o Cr(acac)s has moléculas analisadas.

Assim, foi proposto apenas relacionar o impedimento estérico
causado por um mesmo grupo, em diferentes posi¢cdes e proximidade com o sitio
de interacdo. A Figura 34 mostra a comparagdo do efeito do mecanismo de

relaxac@o paramagnética nos nucleos de carbono destacados.

mmol Cr(acac), : 1 mol analito
M0 m17 5 m10

T,(s)

Orto Meta Para

Figura 35: Comparacéo da variacdo dos tempos de relaxacéo dos nlicleos de **C destacados
das moléculas de o-, m- e p- fluorotolueno, com o aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas
realizadas em equipamento Bruker Avance Ill 14,1 T (150 MHz para *3C). O solvente utilizado foi
CDCls.
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Quando comparamos as menores propor¢gdes do agente de
relaxacao, fica nitido que o composto menos impedido, p-fluortolueno, apresenta
um decréscimo muito mais acentuado em T1 em comparacao aos analogos orto
e meta. No composto para substituido, o carbono analisado na proporcéo de 1
mmol tem uma diminuicdo de 41% no valor de seu tempo de relaxacao inicial
(sem AR), enquanto orto e meta tiveram uma diminuicdo de 12% e 6%
respectivamente. A medida em que a quantidade de Cr(acac)s aumenta, a acao
do mecanismo de relaxacao paramagnética se torna equiparavel e os valores de
T1 se nivelam.

Para reforcar essa observacdo, a mesma comparacao foi realizada
com relagdo ao tempo de relaxacdo do proprio flior. A Figura 36 mostra
graficamente esses dados.

mmol Cr(acac), : 1 mol analito
BOoO W1 5 1B 10

Ty (s)
£ =N

Para

Figura 36: Comparagéo da variacéo dos tempos de relaxacéo dos nucleos de *°F das moléculas
de o-, m- e p- fluorotolueno, com o aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas realizadas em
equipamento Bruker Avance Ill 14,1 T (565 MHz para °F). O solvente utilizado foi CDCls.

Apesar do perfil de redugéo ser similar para os analitos estudados,
ainda é observada uma tendéncia maior de interacdo para o analito para
substituido em menores proporcdes molares do AR. Este fato € demonstrado em
seu maior percentual de reducéo de T1, que atinge 50% do valor inicial, ao passo
gue para 0s equivalentes orto e meta a diminuicdo chega a apenas de 39% e

26% respectivamente. A menor diferenca dos valores em relacdo a analise de
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13C pode ser explicada devido ao atomo de flior estar mais exposto na molécula,
de modo que € possivel que este se aproxime mais do AR mesmo quando a
metila se encontre em um arranjo que provoque maior impedimento. Além disso,
similaridade dos valores de T1 nas propor¢cdes maiores em ambos 0s casos, pode
ser entendido como uma saturacdo do metal paramagnético em solucédo. Neste
ponto, o impedimento estérico ndo é mais capaz de prejudicar a interacdo do
Cr(acac)s com o analito.

A capacidade de diferentes sitios em promover a complexagao
também foi analisada. O fundamento desta andlise € buscar evidenciar a
facilidade da interacédo entre o Cr(acac)s e o analito a depender dos grupos
existentes e de suas naturezas eletronicas.

Dessa forma, mantendo a estrutura aromatica e fluorada dos analitos,
0 grupo metila foi comparado com outros de natureza quimicamente diferentes.
As escolhas de grupos substituintes para essa analise contemplam capacidades
distintas de habilidade doadora/aceptora de elétrons. Seguindo a andlise
anterior, 0 mesmo nucleo de carbono ligado diretamente ao flior foi comparado
para as diferentes moléculas estudadas. O padrdo de substituicdo orto foi
mantido para todas as moléculas devido sua maior proximidade estrutural. Os
resultados obtidos mostrados na Figura 37, juntamente com as estruturas dos

analitos.
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mmol Cr(acac), : 1 mol analito
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Figura 37: Comparacéo da variacdo dos tempos de relaxagdo com o aumento da quantidade de
Cr(acac)z dos ntcleos de *C destacados nas estruturas esquematizadas, em ordem crescente
de capacidade doadora de densidade para o anel. Medidas realizadas em equipamento Bruker
Avance Il 14,1 T (150 MHz para *3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Uma diminuicdo mais pronunciada nos tempos de relaxacdo em
relacdo a maior habilidade doadora de elétrons, crescente do grupo substituinte
nitro a hidroxila, € observada. A excec¢éo a esta correlagéo € observada no caso
do grupo metila, que apresenta um efeito inferior na diminuigdo do que o previsto
na seérie, principalmente em menores quantidades do agente de relaxacdo. Este
efeito pode ser visualizado na comparacédo de porcentagem de redug¢do, como
exemplo, observemos a propor¢cdo molar de 5 mmol de Cr(acac)s. Os analitos
de grupo nitro, carbonila e hidroxila apresentam uma linearidade na diminui¢céo
de Ti1, que segue respectivamente 57%, 60% e 85%, enquanto o contendo o
grupo metila alcanca apenas 22%, mesmo este tendo maior capacidade doadora
em relagcdo aos dois primeiros. Uma hipotese que busca explicar este
comportamento é a inefetividade do grupo metila em complexar o metal, ja que

ele ndo apresenta diferenca de polaridade acentuada em sua constituicdo. Além
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disso, devido a sua capacidade de doar densidade eletrbnica apenas para o
sistema sigma, o grupo ndo melhora a interacdo do sistema m com 0 metal,
sendo esta outra possivel fonte de interacao.

Assim, em relacdo ao estabelecimento de uma interacgéo efetiva entre
o Cr(acac)s e uma molécula aromética, a existéncia de grupos capazes de
interagir com o0 metal paramagnético parece se sobressair em relagéo a natureza
doadora de densidade eletrébnica. Dessa forma, em conjunto com as relacdes
estabelecidas na secéo anterior, que competem a extensao do efeito de agcéo do
Cr(acac)s, evidenciamos os efeitos estruturais que podem facilitar a acdo do
mecanismo paramagnético.

Por fim, podemos analisar a competicdo de interacdo do agente de
relaxacdo com diferentes sitios de complexagéo presentes na estrutura de uma
molécula. A Figura 38 mostra a redugéo de T1 dos carbonos 1 e 6 do analito 4-

dimetilamino benzaldeido, ao longo da adi¢cdo de Cr(acac)s.

mmol Cr(acac),; : 1 mol analito
B0 W1 5 W10

T, (s)

Nucleos de 13C

Figura 38: Diminuicdo dos tempos de relaxa¢do dos carbonos 1 e 6 do 4-dimetilamino
benzaldeido com o aumento da quantidade de Cr(acac)s. Medidas realizadas em equipamento
Bruker Avance Il 14,1 T (150 MHz para *3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Como podemos perceber, os carbonos ligados ao nitrogénio tém uma
diminuic&o dos valores de T1 mais acentuada em comparagédo com o carbono do
aldeido. Isto fica mais claro ao analisarmos a porcentagem de reducdo destes
nacleos. O carbono 1 apresenta diminuicdo de 47,5% com a maior proporcao

molar de Cr(acac)s, ao passo em que o carbono 6 alcangou 61,3%. Este efeito
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pode ser atribuido a maior facilidade do nitrogénio em atuar como base de Lewis,

fazendo com que a interacdo com o cromio seja favorecida.

O efeito do solvente
O solvente tem um papel importante no preparo de amostras na RMN.

Devido a baixa sensibilidade da técnica, a solubilidade dos analitos é
imprescindivel para andlises ideais. Também, a mudanca das propriedades
fisicas dos solventes, como viscosidade e constante dielétrica, mudam a
dindmica do analito em solucdo. Isso pode resultar na observacdo de
acoplamentos e deslocamento quimicos especificos em cada solvente. Além
disso, por influenciar na dindmica da solucdo, essas propriedades fisicas tém
potencial de promover a variagcdo dos tempos de relaxacdo dos spins nucleares.
Solventes mais viscosos, por exemplo, fazem com que 0s movimentos de
tumbling moleculares admitam um regime mais lento, fazendo com que os
valores de T1 passem por um minimo e até que comecem a aumentar. Isto pode
ser visto na Figura 9 apresentada na introducao.

Desta forma, a intensidade da acdo de um agente de relaxacao pode
ser condicionada ao solvente empregado na amostra. Por isso, um estudo
envolvendo a utilizacdo de solventes com diferentes propriedades fisicas foi
realizado a fim de elucidar possiveis interferéncias na acdo do mecanismo de
relaxacdo paramagnético.

Utilizando a canfora como analito, a reducédo do tempo de relaxacéo
com adicdo do Cr(acac)s foi comparada em solventes deuterado com diferentes
valores de constante dielétrica (€). A Figura 39 mostra os resultados obtidos para
o carbono 1 do analito, nas condi¢cdes de analito puro e 10 mmol de Cr(acac)s
para cada mol de canfora. Os solventes escolhidos foram acetona e acetonitrila,

que tem valores de € de 20,5 e 35,7 respectivamente®®.
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mmol Cr(acac); : 1 mol analito

B0 mmol ®10 mmol
40 1

T, (s)

Acetona Acetonitrila

Solventes

Figura 39: Comparacéo da variagdo dos tempos de relaxacdo do carbono 1 (destacado) da
canfora nos solventes acetona e acetonitrila na auséncia (azul) e presencga (vermelho) de 10
mmol de Cr(acac); para cada mol de analito. Medidas realizadas em equipamento Bruker Avance
I119,6 T (100 MHz para *3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Como podemos ver, a reducdo dos tempos de relaxacao é similar em
ambos os casos, assim como o percentual de diminuigéo, que apresentou 71%
para a acetona e 78% para a acetonitrila. Os solventes analisados possuem
valores de viscosidade similares. Para analisar a interferéncia desta propriedade,
0 mesmo estudo foi realizado utilizando o diclorometano e o tetracloroetano
como solventes, que possuem valores de constante dielétrica similares e
viscosidade de 0,43 e 1,6 centiPoise (cP) respectivamente®®. Os valores de T
medidos na auséncia e presenca de 10 mmol de Cr(acac)s para os dois solventes
sdo mostrados na Figura 40, usando mais uma vez o carbono 1 da canfora para

comparacao.
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mmol Cr(acac), : 1 mol analito 0
@0 mmol =10 mmol

T, (s)

Diclorometano Tetracloroetano
Solventes

Figura 41: Comparacdo da variacdo dos tempos de relaxacdo do carbono 1 (destacado) da
canfora nos solventes diclorometano e tetracloroetano na auséncia (azul) e presenca (vermelho)
de 10 mmol de Cr(acac)s; para cada mol de analito. Medidas realizadas em equipamento Bruker
Avance II1 9,6 T (100 MHz para *3C). O solvente utilizado foi CDCls.

Percebemos também, uma similaridade no perfil de diminui¢éo de T:
em ambos o0s casos. Ao analisarmos o percentual de reducdo, encontramos
reducdes de 77% e 91% para dicloroetano e tetracloroetano respectivamente.
Dessa forma, podemos perceber que o solvente de maior viscosidade aparenta
ter maior intensidade do mecanismo de relaxagdo paramagnética. De fato, este
mesmo efeito é observado para o carbono 10 da canfora, quando comparamos

solventes com valores de viscosidades crescentes, como mostrado na figura 42.
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mmol Cr(acac); : 1 mol analito
®0 mmol E10 mmol

T, (s)

Cloroféormio Diclorometano Tetracloroetano DMSO

Solventes

Figura 42: Comparac¢éo da variacdo dos tempos de relaxa¢do do carbono 10 (destacado) da
canfora nos solventes cloroférmio, diclorometano, tetracloroetano e DMSO; na auséncia (azul) e
presenca (vermelho) de 10 mmol de Cr(acac)s para cada mol de analito. Medidas realizadas em
equipamento Bruker Avance 11l 9,6 T (100 MHz para **C). O solvente utilizado foi CDCls.

A viscosidade do cloroformio e DMSO sdo 0,55 e 2,14 cP
respectivamente, e como ja mencionado, 0,43 cP para o diclorometano e 1,6 cP
para o tetracloroetano®. Comparando as porcentagens de reducdo de Ti a
medida em que os solventes crescem em viscosidade, € notado uma diminuigdo
progressivamente maior, passando de 22%, 31%, 49% e 58% de cloroférmio,
diclorometano, tetracloroetano e DMSO respectivamente.

Assim, a viscosidade do solvente utilizado parece facilitar a interacédo
do Cr(acac); com o analito, intensificando assim o mecanismo de relaxacéo
paramagnética. Por outro lado, a constante dielétrica ndo apresenta quaisquer
interferéncias na diminuigéo de T1 por adi¢cdo de agente de relaxagéo dentro dos

solventes estudados.

O efeito do Campo
As comparag¢fes postuladas neste tdpico visam observar a relacao de

predominancia entre 0s mecanismos de relaxacdo paramagnética e CSA. Para
isso, foi analisada a influéncia do campo magnético na diminuicdo dos tempos

de relaxacéo provocadas pela adi¢do do Cr(acac)s.
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Os nlcleos de 'H ndo apresentam influéncia significativa do
mecanismo CSA. Dessa forma, seus tempos de relaxacéo nao sofrem diferencas
consideraveis nas variagées de magnitude de Bo e a adi¢cdo de Cr(acac)s tem

perfil de reducdo de T1 similar nos campos magnéticos analisados, como mostra

a Figura 43.
1 5
mO4T m141T Hoo T NN
4 -
3
z 2
=
1
0
10 mmol 10 mmol

Figura 43: Comparacéo da variacdo dos tempos de relaxagéo dos hidrogénios 1 e 5 do hexanol
nos campos magnéticos de 9,4T (azul) e 14,1T (vermelho) na auséncia e presenca de 10 mmol
de Cr(acac)sz para cada mol de analito. O solvente utilizado foi CDCls.

Ja para os nlcleos de 3C, onde o mecanismo de anisotropia do
deslocamento quimico é mais significativo, podemos mensurar a competicao dos
mecanismos analisando os tempos de relaxacdo da molécula metil-2-
fluoropropanato. A Tabela 4 apresentou os valores medidos de tempo de
relaxacao para os carbonos do analito nas magnitudes de Bo de 9,4 e 14,1 T, os

quais séao ilustrados na Figura 44.



70

Wo4T W 141T

40 T

Ti(s)

C1 c2 c3 c4

Nucleos de 13C

Figura 44: Comparacéo dos tempos de relaxacao dos carbonos da metil-2-fluoropropanato nos
campos magnéticos de 9,4 T (azul) e 14,1 T (vermelho) na condicdo de analito puro. O solvente
utilizado foi CDCls.

O carbono 1 apresenta uma diferenca consideravel nos valores de T1
medidos. Isso ocorre gracas a sua maior assimetria, consequéncia da dupla
ligacdo, que faz com que o mecanismo CSA seja mais pronunciado.

Quando o agente de relaxagéo Cr(acac)sz é adicionado, percebemos
gue os tempos de relaxacdo se equiparam em valor, conforme mostrado na
Figura 45.

10 mmol Cr(acac);: 1 mol de analito
WoAT M 141T

Ty (s)

C1 Cc2 C3 C4
Nucleos de 13C
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Figura 45: Comparacao dos tempos de relaxacao dos carbonos da metil-2-fluoropropanato nos
campos magnéticos de 9,4 T (azul) e 14,1 T (vermelho) com a propor¢cdo de 10 mmol de
Cr(acac); para cada mol de analito. O solvente utilizado foi CDCls.

Os resultados mostram que a adicéo de Cr(acac)s resultou em valores
similares dos tempos de relaxacdo em ambas as magnitudes de campo
magnético, mesmo para ndcleos que apresentam forte contribuicdo do
mecanismo CSA. Isto sugere que o mecanismo de relaxacdo paramagnética
compete e aparenta ter maior contribuicdo em comparagdo ao mecanismo de
relaxacao de anisotropia do deslocamento quimico.

Quando comparamos as porcentagens de relaxacdo alcancadas,
observamos que 0s equipamentos com menores campos magneéticos
apresentam taxas maiores de diminuicdo, devido aos seus valores maiores de
T1. No caso acima, por exemplo, o carbono 1 obteve uma diminuigéo de 41% em
14,1 T e 64% em 9,4 T. Apesar dos valores, isso ndo sugere que 0 mecanismo
de relaxacdo paramagnética € mais acentuado em menores magnitudes de Bo,
mas sim que as flutuacdes dos campos locais que promovem a relaxacao
nuclear sejam originadas por ele em sua grande maioria, uma vez que 0O
mecanismo CSA néo apresenta grande contribuicdo em campos menores.

Finalmente, a discussdo apresentada nesse topico demonstra que a
acao do Cr(acac)z na diminui¢do dos tempos de relaxagdo néo tem influéncia do
campo magnético utilizado nos experimentos. Além disso, provam que a
contribuicdo do mecanismo de relaxacado paramagnético nos valores de T; dos
nacleos de carbono € maior do que a contribuicdo do mecanismo de relaxacao

CSA, na presenca do agente de relaxagao.

Efeito da Temperatura
Retomando o exemplo apresentado, a Figura 23 mostrou que 0s

tempos de relaxacéo dos nucleos de hidrogénio aumentam com o aquecimento.
De forma comparativa, a Figura 46 mostra estes mesmos valores de T1 com a
adicéo do agente de relaxacdo Cr(acac)s, na condi¢do proporgao experimental

de 10 mmol: mol de analito, para a mesma molécula.
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Figura 46: Dependéncia dos valores de T; do hidrogénio 1 (apontado na estrutura) da molécula
metil-2-fluoropropanoato em relacéo a temperatura, na auséncia (curva azul) e na presenca
(curva vermelha) de 10 mmol de Cr(acac)s por mol de analito. O solvente utilizado foi C,D.Cls e
0 experimento foi conduzido no equipamento com campo magnético de 14,1 T (600 MHz para
1H).

Podemos perceber que apesar dos valores de tempo de correlacdo terem
menor valor, contribuindo para o aumento de Ti, 0s tempos de relaxagcdo nao
variam muito em magnitude apesar do aumento da temperatura. Além disso, é
perceptivel que a reducao percentual dos valores € maior em temperaturas altas,
uma vez que a diferenca entre o tempo de relaxacdo obtido na auséncia e
presenca do Cr(acac)s também é maior.

Também foi avaliado a acao do Cr(acac)s em nucleos que apresentam o
mecanismo de relaxacao de rotacdo de spin com o0 aumento da temperatura. Isto
pode ser observado na Figura 47, que compara os tempos de relaxacdo do
ndcleo de flior na molécula metil-2-fluoropropanoato com a variacdo de

temperatura, na auséncia e presenca de Cr(acac)s.
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Figura 47: Dependéncia dos valores de Ti do nlcleo de flior (destacado na estrutura) da
molécula metil-2-fluoropropanoato em relagdo a temperatura, na auséncia (curva azul) e na
presenca (curva vermelha) de 10 mmol de Cr(acac)s por mol de analito. O solvente utilizado foi
C.D.Cls e 0 experimento foi conduzido no equipamento com campo magnético de 14,1 T (565
MHz para °F).

Podemos perceber que os valores de T1 com a adicdo do agente de
relaxacao apresentam o mesmo comportamento observado no caso dos nucleos
de hidrogénio. A partir de 60° C, onde o mecanismo de rotacéo de spin passa a
ter contribuicdo, poderiamos esperar uma maior diminuicdo dos valores de Ty,
devido a “soma” das contribuicées dos dois mecanismos. Isto da indicios de que
o efeito do mecanismo de relaxacdo paramagnético pode ndo ser mais
pronunciado em altas temperaturas, mas sim que ha o dominio do processo na
relaxag&o nuclear do sistema em relacdo ao mecanismo de rotagdo de spin.

Por fim, o0 mesmo tipo de estudo foi feito com nucleos de carbono,
objeto de interesse do estudo. A Figura 48 mostra os tempos de relaxacdo do
carbono 1 da molécula metil-2-fluorpropanoato obtidos sob variagdo de
temperatura, na auséncia a e presenca do Cr(acac)s. Em uma primeira analise,
os dados mostram que temos uma reducao do valor de T1 no ultimo ponto de
aguecimento na condi¢éo de analito puro, indicando a ocorréncia do mecanismo
de rotacdo de spin. Este resultado € plausivel, visto que por se tratar de um
carbono desidrogenado, o mecanismo de relaxagdo dipolo-dipolo tem baixa

contribuicao.
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Figura 48: Dependéncia dos valores de T; do nucleo de carbono 1 (apontado na estrutura) da
molécula metil-2-fluoropropanoato em relagdo a temperatura, na auséncia (curva azul) e na
presenca (curva vermelha) de 10 mmol de Cr(acac)s por mol de analito. O solvente utilizado foi
C.D.Cls e 0 experimento foi conduzido no equipamento com campo magnético de 14,1 T (125
MHz para 3C).

Podemos ver, que mais uma vez o agente de relaxacdo consegue
conter o aumento do tempo de relaxacdo originados pelo aquecimento. A
variagdo maxima de T1 do carbono estudado na condig¢éo de analito puro chegou
ao valor de 33 segundos na temperatura de 80 °C, enquanto na presenca de
Cr(acac)sz o valor maximo foi de 5,6 segundos.

As analises desta secdo mostraram a grande efetividade do Cr(acac)s
em promover a redugcdo dos tempos de relaxacdo mesmo em condi¢des
experimentais que levam ao seu acréscimo. Além disso, podemos observar que
0 mecanismo de relaxacdo paramagnética compete e aparenta ser mais
importante em relacdo ao mecanismo de relaxacéo de rotacdo de spin na faixa

de temperatura analisada.

4.2 Diminuicdo dos Tempos Experimentais em RMN(q
Esta secao final visa aplicar a metodologia analisada durante o
trabalho sobre o efeito do Cr(acac)sz na diminuicdo dos tempos de relaxacao,
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buscando diminuir os tempos experimentais sem comprometer o resultado
analitico da quantificacdo. Para isso, o farmaco Ibuprofeno foi selecionado para
o estudo, onde andlises quantitativas foram realizadas na auséncia e na
presenca de Cr(acac)s, utilizando a dimetilsulfona (DMSO_) como padréao interno.
O volume final de cada amostra foi de 600 pL, utilizando CDCIz como solvente.
A atribuicéo dos sinais do espectro de hidrogénio e carbono para este
estudo sdo mostradas nas Figuras 49 e 50, respectivamente. Os numeros e

letras serdo usados como referéncia para o restante da discussao.

Ibuprofeno DMSO, 6
(o]

H3;C—S—CH;

DMSO,

—————7——— T —r——J—— T —————r—— 77—V
75 70 a0 s 30 25 20 15 10 [ppm]

Figura 49: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 'H da amostra contendo Ibuprofeno e
DMSO, obtido em equipamento de 9,4 T (400 MHz para *H), em CDCls.

Ibuprofeno DMSO,

HyC—S—CH,

P.L

200 150 100 50 0 [ppm]
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Figura 50: Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN de 2C da amostra contendo Ibuprofeno e
DMSO,, obtido em equipamento de 9,4 T (100 MHz para *3C), em CDCls.

O primeiro ensaio foi realizado no equipamento de 9,4 T, utilizando a
amostra de analito puro (amostra 1) e com 10 mmol de Cr(acac)s para cada mol
de Ibuprofeno (amostra 2). A massa dos analitos utilizada foi de 20,3 £ 0,1 mg e
20,2 + 0,1 mg de analito para a amostra 1 e 2, respectivamente. O padrao interno
foi preparado como solucéo estoque, utilizando um volume equivalente a 9,5 mg
de DMSO: por amostra.

Inicialmente, os tempos de relaxacdo dos nlcleos de 'H e 13C foram
medidos. As tabelas 7 e 8 mostram os valores de T; obtidos para a amostra 1 e

2, para 0s nucleos de hidrogénio e carbono, respectivamente.

Tabela 7: Valores de tempos de relaxagao para os nucleos de hidrogénio do Ibuprofeno e do
DMSO.,, na presenca e auséncia de Cr(acac)s, obtidos em equipamento de 9,4 T (400 MHz para
H).

Ibuprofeno DMSO,
Ha Hb He Hd He Hf Hg Pl
T:(S) 0 mmol 2,2 0,8 1,9 0,8 2,3 0,7 0,8 3,4
10 mmol 0,6 0,6 0,4 0,6 0,9 0.4 0,6 0,5

Tabela 8: Valores de tempos de relaxagédo para os nucleos de carbono do Ibuprofeno e do
DMSO-, na presenca e auséncia de Cr(acac)s, obtidos em equipamento de 9,4 T (100 MHz para
13C).

Ibuprofeno DMSO,
c1 | c2 ca | ca | es | ce | cr | cs co cto PI
T1(s) 0 mmol 6,7 6,5 10,9 1,9 1,6 6 2,4 3,9 1.9 1,2 5,8
10 mmol| 3.1 4,6 3,8 1,7 1,6 1 1 2,5 1.3 0,8 3,4

Como é mostrado, para a amostra 1, o valor de Ti max para 0S
hidrogénios é de 3,4 segundos, correspondendo aos hidrogénios do padrao
interno; e 10,9 segundos para '3C, correspondendo ao carbono 3 do analito. O
tempo de reciclagem para o experimento quantitativo de 'H foi estabelecido
como 24 segundos, cerca de sete vezes o valor de T1 max. Da mesma forma,
tempo de reciclagem para os experimentos de carbono foi de 77 segundos. O
namero de transientes foi estabelecido como o menor possivel para que o
espectro apresentasse razao sinal ruido de no minimo 150:1. Para hidrogénio,

foram requeridas 64 repeticbes, ao passo que para carbono foram adquiridos
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2048 transientes. O tempo necessario para 0 experimento quantitativo da
amostra 1 foi de 37 minutos para 'H e de 1 dia e 10 horas para *3C.

Para o célculo de quantificacdo, o sinal do analito mais préximo ao
sinal do padrao interno foi utilizado na integracéo, para evitar desvios devido a
ndo homogeneidade do pulso. Para os célculos de 'H, o sinal escolhido foi o do
hidrogénio D. Utilizando a expressao de determinacéo absoluta (equacédo 19), o
valor calculado foi de 22,4 mg, correspondendo a um erro de 10,4% do valor
pesado. Para o caso do experimento de *3C, o sinal referente ao carbono 8 foi
utilizado para quantificacdo. O célculo chegou ao valor de massa de 23,5 mg,
correspondendo a um erro de 16% na medida.

Para a amostra 2, os mesmos procedimentos foram adotados para
quantificacdo, com mesmo numero de scans e processamento. O experimento
guantitativo de hidrogénio foi realizado com tempo de reciclagem de 7 segundos,
utilizando como T1 max. 0,9 segundos, levando a um tempo experimental de 11
minutos. O célculo da quantificacdo resultou em uma massa calculada de 21,1
mg, representando um erro de 4,3% na medida. No caso do nucleo de carbono,
o tempo de reciclagem utilizado foi de 33 segundos, utilizando como T1 max. 4,6
segundos e totalizando em 17 horas e 30 minutos de experimento. Na
quantificacdo, a massa calculada foi de 22,3 mg, representando um erro de
10,2% para o valor pesado.

Apesar da diminuicdo do tempo experimental ser bem acentuada com
a utilizacdo do Cr(acac)s, correspondendo a uma reducgéo de 51% do uso do
equipamento, os erros das medidas sdo considerados altos. Além disso, a
redugéo dos valores de T1max, principalmente no caso de carbono, foi pequena.
Como discutido na seg¢ao “Quantificacdo do uso do Cr(acac)s”, o uso de
concentracbes maiores do agente de relaxacao pode acarretar grandes perdas
de intensidade no espectro, mesmo que os valores de T1 possam ainda ser
reduzidos. Desta forma, outro ensaio foi realizado utilizando a propor¢cao de 50
mmol de Cr(acac)z para cada mol de ibuprofeno. Além disso, este foi submetido
utilizando o equipamento de 14,6 T, para que também o mecanismo de relaxacdo
CSA fosse mais pronunciado, além da necessidade de menos transientes para
alcancar a razao sinal ruido desejada.

As amostras foram preparadas na auséncia (amostra 1) e na

presenca de 50 mmol de Cr(acac)s (amostra 2) para cada mol do analito. As
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massas pesadas de ibuprofeno e de DMSO; foram de 23,2+ 0,1 mg e 10,0+ 0,1
mg respectivamente para a amostra 1, e 20,2 + 0,1 mg e 10,7 = 0,1 mg
respectivamente para a amostra 2. Os tempos de relaxacdo medidos para o0s
is6topos de 'H e 3C para ambas as amostras sdo mostradas na tabela 9 e 10.

Tabela 9: Valores de tempos de relaxacao para os nucleos de hidrogénio do Ibuprofeno e do
DMSO,, na presencga e auséncia de Cr(acac)s, obtidos em equipamento de 14,1 T (400 MHz para
H).

Ibuprofeno DMSO,
Ha | Hb | He | Hd | He | W | Hg PI.
To(s) |ommel ] 22 2,1 2,3 1,1 2,1 07 10 3.1
50mmol | 02 0.3 0.1 0.3 0.4 0.2 0.3 0.2

Tabela 10: Valores de tempos de relaxagdo para os nucleos de carbono do Ibuprofeno e do
DMSO., na presenca e auséncia de Cr(acac)s, obtidos em equipamento de 14,1 T 100 MHz para
13c)_

Ibuprofeno DMSO,
¢t [ c2 | c3 | ca | 5 | c6 [ c7 | c8 | co c10 P
0Ommol | 82 34 4,2 1,3 14 13 1,3 2,3 13 0,6 4,4
i) 50 mmol| 1,3 217 1) 1,2 1,3 51 11 2,0 1,3 0,7 0,4

Para a amostra 1, o experimento quantitativo foi realizado utilizando
um tempo de reciclagem de 22 segundos, relacionado ao Ti max. de 3,1
segundos. O experimento contou com um numero de transientes de 64
transientes, correspondendo a um tempo experimental de 30 minutos. Utilizando
0s mesmos procedimentos de calculo mencionados no ensaio anterior, a massa
calculada foi de 22,0 mg, representando um erro de 6% do valor pesado. No
caso dos experimentos de carbono, o tempo de reciclagem adotado foi de 58
segundos, correspondente a sete vezes 0 T1 max. de 8,2 segundos. O niumero de
repeticdes adquiridas para alcancar uma razéo sinal ruido adequada foi de 1024
transientes, o que totalizou em um experimento de 20 horas. A quantificacao
experimental levou a uma massa calculada de 24,1 mg, correspondendo a um
erro de 4% do valor pesado.

Para a amostra 2, o tempo de reciclagem para o experimento
guantitativo de hidrogénio foi de 2,8 segundos, referente ao T1 max. de 0,4
segundos. O mesmo numero de transiente foi mantido, e o tempo experimental
para a analise foi de 7 minutos. O calculo de quantificacéo levou a uma massa

de 21,7 mg, com um erro de 8% da massa pesada para a amostra. No caso do



79

nucleo de 3C, o tempo de reciclagem foi de sete vezes o valor do T1 max. 2,7
segundos, totalizando em 18,2 segundos. Utilizando também 1024 transientes,
0 experimentou foi realizado com 6 horas de duracdo. A quantificacdo levou a
uma massa calculada de 22,4 mg, totalizando em um erro de 12% na medida.
E importante notar, no entanto, que a raz&o sinal ruido dos espectros
da amostra 2 apresentaram uma diminuicdo consideravel devido ao alargamento
por adicdo do agente de relaxagao. A Figura 51 mostra a perda da intensidade
do sinal do hidrogénio C do ibuprofeno com a propor¢cdo molar de Cr(acac)s

(0]
H]
OH
S/N: 3K

50 mmol_/\/¥

utilizada.

S/N: 16K

0 mmol U

T - '
37 [ppm]

Figura 51: Perda da informacéo espectral e razdo sinal ruido do hidrogénio C (destacado) do

ibuprofeno com a utilizacdo de 50 mmol de Cr(acac)s para cada mol de analito.

No espectro de *3C, que ja tem menor sensibilidade, o alargamento
dos sinais fez com que a razao sinal ruido fosse mais prejudicada, com o sinal
referente ao DMSO. decaindo de 270:1 para 145:1. Desta forma, para evitar
erros na integragdo e consequentemente nos calculos de quantificacdo, uma
nova medida foi realizada com a mesma amostra, porém, aumentando o nimero
de transientes para 1280 repeticdes. Este experimento contou com 0 mesmo
tempo de reciclagem empregado na primeira analise (18,2 segundos) e a andlise
foi realizada em 8 horas experimentais. A quantificagao resultou a um valor de
massa de 21,2 mg, reduzindo o erro da medida para 6% da massa pesada para

a amostra.
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Os resultados apontam que o erro € menor nas medidas que
utilizaram a pesagem direta das substancias em comparacdo com solucdes
estoque. Além disso, a proporcao molar de 50 mmol de Cr(acac)s para cada mol
de analito diminuiu consideravelmente o tempo experimental. Para hidrogénio, a
analise saiu de 30 minutos para 7 minuto, reduzindo cerca de 77% do valor
original. O experimento de carbono contou com uma economia de 60%, saindo
de um tempo original de 20 horas, para 8 horas de andlise. Porém é importante
ressaltar que informacdes espectrais de interesse podem ser perdidas nesta
condicdo. Além disso, a depender da proximidade dos sinais de interesse para
a integracdo, o alargamento das linhas pode provocar sobreposicdo. Desta
forma, apesar do grande ganho no tempo de analise, € importante o
conhecimento prévio dos sinais caracteristicos dos analitos, assim sobre os

respectivos deslocamentos quimicos.
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5. Concluséo

O trabalho compilou andlises que visaram esclarecer o fendémeno da
relaxacdo nuclear paramagnética utilizando a espectroscopia de RMN. Os
resultados obtidos preenchem uma lacuna existente na literatura acerca de
discussdes sobre as bases do fen6meno.

As medidas dos tempos de relaxacdo apresentadas no projeto
possibilitaram a implementacédo de novas sequéncias de pulso no instituto. As
sequéncias IR e SR, mostraram boa concordéancia nos resultados. Os
parametros particulares para a boa execucao experimental foram analisados e
otimizados em ambos os casos. O ganho experimental da sequéncia de
saturacao recuperacao fez com que esta fosse preferencialmente utilizada para
a obtencao dos resultados apresentados, ainda que sua utilizagdo necessite de
mais cuidados.

Os mecanismos de relaxa¢do mais dominantes em uma molécula, de
acordo com sua estrutura e condi¢gbes experimentais foram evidenciados. Em
campos magnéticos maiores 0 mecanismo CSA passa a ter contribuicdo
significante em sitios de simetria, como o0s carbonos carbonilicos. Em
temperaturas maiores, o is6topo °F tem maior contribuicdo do mecanismo de
relaxacado de rotacdo de spin. Com a adicdo do Cr(acac)s, 0 mecanismo de
relaxacdo paramagnética teve a maior contribuicdo para a relaxagdo nuclear,
superando CSA e RS.

Os nucleos de 'H e °9F apresentaram diminuicdo dos tempos de
relaxacdo mais acentuada com a adicdo do Cr(acac)s em relacdo ao 3C. A
dependéncia da distancia na intensidade do efeito do mecanismo foi
evidenciada, mostrando que o efeito de diminuicdo do tempo de relacdo de um
ndcleo é menor conforme esse nucleo se afasta do sitio de complexacdo com o
AR. Além disso, sitios de complexacdo com naturezas distintas provaram ter
influéncia na intensidade do efeito e em como ele se estende por toda a estrutura
molecular. Foi demonstrado que alguns grupos podem interagir
preferencialmente com o agente de relaxacdo em detrimento de outros e que
sua disponibilidade é fundamental para a promocéo da relaxacao.

Quantidades otimizadas de Cr(acac); foram determinadas para a
promocado da diminuicdo dos tempos de relaxacdo sem prejudicar a qualidade

do espectro. Os analitos estudados apresentaram reducao dos maiores valores
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de T1 (T1max) em 85-96%, 42%-94% e 77%-96%, para os isétopos de H, 13C e
9F respectivamente. Podemos concluir, com os valores de reducéo obtidos, que
0S nucleos que apresentam maiores tempos de relaxagcdo tém a maior
porcentagem de diminuicao. Isto pode ser atribuido a baixa influéncia dos demais
mecanismos de relaxacdo, sendo o paramagnético completamente dominante
apos a adicao do Cr(acac)s.

Paralelamente, foi possivel concluir que, dentro do esboc¢o do estudo,
0 uso das proporcdes molares escolhidas ndo acarretou grandes prejuizos
qualitativos nos espectros. A maior quantidade do agente de relaxacao utilizada
levou a uma diminuicdo dos tempos de relaxacdo maximos dos analitos em no
minimo 50%, indicando um grande ganho de tempo experimental. Ainda, as
linhas espectrais espacadas em mais de 4 Hz ndo coalesceram devido a largura
de linha aumentada pelo uso do Cr(acac)s. A diminuigdo da razéo sinal ruido,
apesar de ndo muito acentuada nas concentracdes escolhidas, pode ser
contornada com uma maior aquisicédo de repeticdes nos experimentos. Contudo,
devido aos menores valores de Ti, 0 ganho no tempo experimental pode
compensar esta desvantagem.

Por fim, a metodologia proposta permitiu a realizagdo de
experimentos quantitativos com diminuicdo experimental de 77% do tempo
original para 'H e 60% para 3C, sem maior comprometimento dos resultados
obtidos. Foi demonstrado também que mesmo em casos em que a razdo
sinal/ruido é prejudicada, a aquisicdo de mais transientes pode ser compensada
pela grande diminuicdo dos tempos de relaxag¢do. A desvantagem fica na perda
de informacdes do espectro, como os acoplamentos. Em casos em que a analise
guantitativa ndo vise este tipo de informacéo, o uso de maiores concentracdes

de AR resulta em um grande ganho de tempo de analise.
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