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12.1 INTRODUÇÃO 

A descrição do fenômeno de ressonância magnética nuclear (RMN) foi 
publicada em 1946 por dois grupos independentes: o dos físicos Purcell, 
Torrey e Pound, da Universidade de Harvard, e o de Bloch, Hansen e 
Packard, da Universidade de Stanford. Logo no início da década de 1950 
a RMN já era usada para a solução de problemas químicos. Em menos de 
dez anos após a sua descoberta, o primeiro espectrômetro de RMN de alta 
resolução para 1H em onda contínua já estava no mercado1-4.

A RMN foi um grande salto para a determinação estrutural de moléculas 
orgânicas, reduzindo o tempo de elucidação da estrutura de moléculas orgâ-
nicas em várias ordens de grandeza5. No final dos anos 1960, um novo pata-
mar da RMN foi obtido com a introdução dos espectrômetros pulsados, com 
a transformada de Fourier (do inglês Fourier transform-nuclear magnetic 
resonance – FT-NMR) e dos ímãs supercondutores1-3. No início da década de 
1970, duas novas técnicas foram introduzidas: a RMN multidimensional e a 
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tomografia por ressonância magnética nuclear, conhecida atualmente como 
ressonância magnética. 

A RMN multidimensional proporcionou não só um novo salto para a 
determinação da estrutura de moléculas orgânicas de baixa massa molecular, 
mas também revolucionou a bioquímica como uma ferramenta de determi-
nação da estrutura tridimensional de proteínas em solução.

A tomografia por ressonância magnética teve seu avanço inicial mais 
lento que a RMN multidimensional, pois foi necessário o desenvolvimento 
de toda uma nova tecnologia para a construção dos equipamentos. Dife-
rentemente dos espectrômetros de RMN, os tomógrafos necessitam de 
ímãs de grande massa e volume, o que consequentemente eleva seus custos. 
No entanto, no final da década de 1980, experimentos com seres huma-
nos começaram a ser realizados em alguns laboratórios universitários e nas 
indústrias de equipamentos médicos. Apesar dos altos custos, os tomógrafos 
de ressonância magnética logo passaram a ser uma das mais importantes 
ferramentas da medicina, substituindo o tomógrafo de raios X na maioria 
dos diagnósticos por imagens.

Devido ao grande impacto que as técnicas de RMN tiveram tanto nas 
ciências básicas quanto nas aplicadas, vários cientistas foram premiados pela 
Fundação Nobel por suas descobertas. Em 1952, Felix Bloch e Edward Mills 
Purcell foram reconhecidos com o prêmio Nobel de Física pela descoberta 
do fenômeno de RMN; em 1991, Richard Ernst recebeu o prêmio Nobel de 
Química pelo desenvolvimento da RMN pulsada com transformada de Fou-
rier e RMN multidimensional; em 2002, Kurt Wüthrich recebeu o prêmio 
Nobel de Química pelo uso da RMN multidimensional para determinar a 
estrutura tridimensional de proteínas; e, em 2003, Paul Lauterbur e Peter 
Mansfield receberam o prêmio Nobel de Medicina pela introdução da resso-
nância magnética por imagem.

Além da química orgânica, bioquímica e medicina, a RMN em alta reso-
lução também é empregada em muitas outras aplicações, em áreas como 
materiais, química inorgânica, alimentos, análises químicas in vivo, meta-
bolômica, petróleo, entre outras. Uma nova área na qual a RMN começa 
a se tornar importante é o controle e certificação da qualidade (CCQ) de 
produtos e processos industriais. Nessa aplicação utilizam-se espectrômetros 
de RMN de baixo custo, massa e volume, quando comparados com os de 
RMN em alta resolução em alto campo.

Esses aparelhos são conhecidos como RMN no domínio do tempo 
(RMN-DT); RMN em baixo campo (RMN-BC) e RMN em baixa resolução 
(RMN-BR). Essas denominações vêm do fato de os sinais de RMN nesses 
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espectrômetros serem analisados no domínio do tempo (DT), ou seja, sem a 
necessidade da transformada de Fourier. Esses espectrômetros normalmente 
utilizam ímãs de baixo campo (BC) de até 0,5 T (20 MHz para o 1H), e 
usam ímãs de baixa homogeneidade, que leva a espectros em baixa resolu-
ção (BR), com largura de linhas de até centenas de kHz. Assim, nesses espec-
trômetros não se observa o efeito do deslocamento químico ou de qualquer 
outra interação que resolva o espectro em mais de uma linha. Ou seja, inde-
pendentemente da amostra, só se observa uma linha nesses espectrômetros. 
Por isso, na RMN-DT se analisa a amplitude do(s) sinal(is) do decaimento 
livre da indução (do inglês free induction decay – FID) ou a recuperação 
do seu sinal na forma de eco(s) em função do tempo. Assim, neste capítulo 
serão descritos os fundamentos e aplicações da RMN-DT desde o modo 
offline até o inline. 

12.2 FUNDAMENTOS DA RMN 

A RMN é observada quando certos núcleos atômicos, como, por exem-
plo, 1H, 13C, 19F, que possuem momento angular ou spin (L) e momento 
magnético µ, são submetidos a um campo magnético estático, denominado 
B0, e a um campo magnético oscilante, denominado B1. 

O campo magnético B0 faz com que µ precessione* com uma frequência 
angular denominada frequência de Larmor, v0. A frequência de precessão é 
proporcional ao campo magnético, B0, e à razão magnetogírica, g, tal que:

(Equação 12.1)	

em que g é uma constante intrínseca de cada núcleo.
O efeito de B0 sobre µ também dá origem a uma magnetização resultante, 

M0, que correspondente ao somatório dos momentos magnéticos no eixo z 
(Equação 12.2, Figura 12.1).

(Equação 12.2)	

Para a obtenção do sinal de RMN, o campo magnético oscilante, B1, com 
frequência v0 é aplicado perpendicularmente a B0 (Figura 12.1) e na forma 
de um pulso (espectrômetro pulsado).

*	 A precessão é um fenômeno físico que consiste na mudança de orientação do eixo de rotação de 
um objeto.
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O pulso faz com que a magnetização M0, que estava originalmente na 
direção do campo B0 (eixo z), gire um ângulo θ, proporcional à duração do 
pulso (tp), à intensidade do campo B1 e a g (Equação 1 2.3). O pulso leva a 
uma magnetização no plano x’y’, originando as componentes Mx e M y.

(Equação 12.3) 

Após o pulso, a magnetização no plano x’y’ volta a precessionar em torno 
de B0 e induz o sinal de RMN na bobina da sonda, denominado de decai-
mento livre da indução (FID). Após o pulso, o FID passa por dois processos 
de relaxação distintos: a relaxação longitudinal (T1), que está envolvida no 
retorno da magnetização ao equilíbrio térmico; e a relaxação transversal 
(T2), que está relacionada ao desaparecimento do sinal no plano x’y’. Esses 
tempos de relaxação interferem diretamente na quantificação da técnica, 
largura da linha, decaimento do FID, entre outras variáveis.

12.2.1 FID 

Como T1≥T2, o decaimento do FID em um ímã perfeitamente homogêneo 
decai com T2. Entretanto, em um aparelho de RMN-DT, o FID de uma amos-
tra líquida ou em solução decai muito mais rapidamente do que o deter-
minado por T2. Nesses aparelhos, o decaimento do FID é governado pelo 

Figura 12.1 Representação do fenômeno de RMN no sistema de coordenadas girantes, no qual o plano xy gira com uma frequência 

angular próxima a v0. Neste sistema, os eixos x e y são denominados x’ e y’ para diferenciá-los do sistema de coordenada de laborató-

rio6. Na presença de um campo magnético externo (B0), amostras com núcleos com L e m originam uma magnetização resultante, M0. 

O campo magnético oscilante, B1, aplicado perpendicularmente a B0, é usado para excitar a amostra. 
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tempo de relaxação efetivo, T2* (Equação 12.4), que normalmente possui 
maior contribuição da não homogeneidade do campo magnético (ΔB0) do 
que do T2 natural da amost ra.

(Equação 12.4) 

A Figura 12.2 apresenta um FID (1H) de uma amostra heterogênea, con-
tendo componentes no estado sólido (estrutura rígida) e no estado líquido 
(alta mobilidade). Essas amostras podem ser, por exemplo, sementes olea-
ginosas, polímeros com monômeros, alimentos, tecidos biológicos, entre 
outros materiais heterogêneos. 

Considerando que a amostra é uma semente oleaginosa, logo após o 
pulso, o FID correspondente a todos os componentes da semente que con-
têm hidrogênio, tais como óleo, carboidratos, proteínas e água7. Na expan-
são de parte da Figura 12.2 é possível observar que a parte inicial do FID 
(A) decai durante o tempo morto do espectrômetro. O tempo morto é defi-
nido pelo período no qual as interferências ocasionadas pelas imperfeições 

Figura 12.2 FID de uma semente de amendoim após um pulso de 90º em um espectrômetro de RMN-DT. A expansão do sinal mostra 

o pulso, o tempo morto do espectrômetro e o início do sinal FID. A linha tracejada (A) mostra o sinal FID durante o tempo morto con-

tendo todos os componentes da semente. O FID em (B) mostra parte do sinal dos componentes sólidos sobreposta ao dos componentes 

líquidos. O FID em (C) contém somente o sinal dos componentes móveis da semente.
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instrumentais são maiores do que o sinal do FID. Durante o tempo morto de 
11 ms, nesse espectrômetro, a maioria do sinal FID dos componentes rígi-
dos da semente, como proteínas, carboidratos e água ligada, decaem a uma 
fração da intensidade inicial, por apresentarem T2 muito curto, da ordem 
de décimos de microssegundos7,8. Consequentemente, apenas uma pequena 
parte do FID desses componentes (B) pode ser medida. No componente (C) 
do FID estão apenas os sinais dos componentes no estado líquido, o óleo e 
água livre. Como eles têm um T2 de dezenas a centenas de milissegundos, o 
decaimento do FID (C) é governado, principalmente pela não homogenei-
dade do campo magnético (DB0) (Equação 12.4)7,8. A intensidade do FID 
a algumas dezenas de microssegundos após o pulso tem sido usada para a 
análise quantitativa de componentes líquidos em amostras homogêneas e 
heterogêneas. A intensidade do FID (RMN de 1H) é usada para medir o teor 
de hidrogênio em combustíveis, teor de óleo, umidade em alimentos, pro-
dutos agrícolas, produtos químicos, materiais poliméricos, cimentos, entre 
outras medidas. O FID do 19F é usado para determinar o teor de fluoreto 
em dentifrícios.

12.2.2 Relaxação longitudinal 

O mecanismo de relaxação longitudinal, spin-rede ou T1, está relacio-
nado ao retorno da magnetização ao estado de equilíbrio térmico, M0. Essa 
relaxação é resultante da existência de momentos magnéticos transitórios 
produzidos pelos movimentos rotacionais e translacionais de moléculas da 
vizinhança, oscilando com frequências apropriadas em torno da frequên-
cia de Larmor. A taxa de relaxação 1/T1 é máxima quando a frequência 
do campo magnético flutuante, provocado pela rotação da molécula (tc), 
equivale à frequência de Larmor (tc≈1/v0). Fora dessa condição, a relaxação 
longitudinal tende a ser menos eficiente. 

O T1 é responsável pela recuperação exponencial do módulo da magneti-
zação, ao longo do eixo z (Mz) dado pela Equação 12.5:

(Equação 12.5)	

Assim, para análises quantitativas, o T1 deve ser conhecido ou estimado 
para evitar a saturação de um ou mais sinais da amostra. Normalmente, é 
necessário um tempo de espera, Tr, de pelo menos 5T1 entre cada varredura 
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do espectro de RMN para que a magnetização Mz retorne aproximadamente 
99% de M0.

A Figura 12.3A mostra a sequência de pulsos mais usada para medir T1, 
a sequência de inversão-recuperação (IR). Essa sequência consiste em um 
pulso de 180º, para inverter a magnetização, seguido por um tempo t (variá-
vel) e um pulso de 90º para medir a intensidade do FID. Essa sequência tam-
bém é representada esquematicamente por (180º−t−90º)n. A Figura 12.3B 
apresenta um gráfico da variação da intensidade do FID em função de t. 

A Figura 12.4 apresenta uma descrição vetorial do comportamento dos 
spins durante a sequência IR. A Figura 12.4A exibe a magnetização no equi-
líbrio térmico. O pulso de 180º inverte a magnetização da direção z (Mz) 
para –z (Figura 12.4B). Durante o tempo t, entre B e C, ocorre a relaxação. 
Dependendo do tempo t e do T1, há uma distribuição da magnetização entre 
z e –z, conforme vetores cinza e preto da Figura 12.4C. Para valores de 
t<<T1, a componente –z (preta) é bem maior do que a componente z (cinza). 
Para valores de t<<T1, a componente em z é maior do que a –z. Se t~5T1, 
a componente z atinge aproximadamente 99% do valor de M0. Para detec-
tar as componentes no eixo z, que são dependentes de t e de T1, aplica-se 
um pulso de 90º para rotacionar a magnetização para o plano x’y’ (Figura 
12.4D), onde se faz a medida da intensidade do sinal de RMN. A compo-
nente que estava no eixo z (Figura 12.4C), vai para a direção y (cinza), e a 
componente que estava na direção –z vai para a direção –y (preta). Como o 
sinal de RMN é a resultante da magnetização no plano x’y’, o sinal de RMN 

Figura 12.3 (A) Sequência de pulsos inversão-recuperação. (B) Variação da amplitude do sinal em função de t.
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na sequência IR varia de negativo a positivo (Figura 12.3B) dependendo do 
valor de t e T1. Pode-se calcular o valor de T1 com a Equação 12.6.

(Equação 12.6) 

em que I0= intensidade do sinal para Tr>5T1.

Medidas de T1 por IR são raramente usadas em análises qualitativa ou 
quantitativa devido à demora do experimento. No entanto, a sequência IR 
tem sido usada para suprimir sinais com diferentes valores de T1, ou seja, 
como um filtro de T1. 

12.2.3 Relaxação transversal 

O tempo de relaxação transversal, spin-spin ou T2, está relacionado à 
perda de coerência da magnetização no plano x’y’. Essa perda de coerência 
é atribuída às interações diretas entre os momentos magnéticos individuais 
dos spins em uma amostra. A relaxação transversal provoca um decaimento 
exponencial da magnetização transversal, dado pela Equação 12.7:

Figura 12.4 Representação vetorial da evolução da magnetização durante os eventos da sequência de pulsos inversão-recuperação. 
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(Equação 12.7)	

A relaxação transversal, ao contrário da longitudinal, não apresenta um 
valor máximo de relaxação quando tc≈1/v0. Ela é maior em moléculas com 
alta mobilidade e decresce com a redução da mobilidade molecular. Isso 
justifica porque, na maioria das amostras líquidas ou em solução, T1»T2, 
enquanto nos sólidos T1>T2.

Os métodos de medida de T2 são baseados em sequências de eco de spin 
e serão discutidas em detalhes a seguir.

12.2.3.1 Técnicas de eco de spin 

Como demonstrado pela Equação 12.4, a não homogeneidade do campo 
magnético (DB0) de um aparelho de RMN-DT faz com que o FID decaia 
muito mais rapidamente do que pela dependência de T2. Para eliminar a 
interferência da não homogeneidade na medida do T2, Hahn propôs em 
1950 uma sequência de dois pulsos de 90º separados por um tempo (t). Essa 
sequência leva à formação de um sinal de RMN a um tempo t do segundo 
pulso, ou 2t do primeiro pulso. Ele denominou esse sinal como eco devido 
à sua semelhança com o eco acústico. Demonstrou que a amplitude do eco, 
para vários valores de t, era independente da não homogeneidade do campo 
magnético. Desse modo, foi possível determinar o valor de T2 em espectrô-
metro pulsado, mesmo usando ímãs heterogêneos. Hahn também observou 
que a intensidade do eco era atenuada quando se usava materiais poucos vis-
cosos, com alto coeficiente de difusão molecular. Isso ocorria em ímãs muito 
heterogêneos, ou seja, com gradiente de campo magnético muito intenso, ou 
quando o tempo t era longo. A técnica original de Hahn encontrou poucas 
aplicações, pois logo em 1954 Carr e Purcell substituíram o segundo pulso 
de 90º por um pulso de 180º (Figura 12.5A).

A sequência de pulso de Carr-Purcell, 90º−t−180º (Figura 12.5A), deno-
minada método A ou eco de spin, produz um FID após o primeiro pulso, 
cujo decaimento é governado por T2*. O pulso de 180º, após o tempo t, 
refocaliza a magnetização perdida pela não homogeneidade de campo e gera 
um sinal (eco) a um tempo t do segundo pulso. O eco nessa sequência está 
defasado de 180º do FID. Normalmente se usa o sinal no modo magnitude, 
e o decaimento do eco em função de T2 é representado pela linha pontilhada 
da Figura 12.5A. 
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Para a medida de T2, tanto no método de Hahn quanto no método A de 
Carr-Purcell, é necessário fazer a aquisição da intensidade do sinal para 
vários valores de t. Porém, entre cada aquisição é necessário esperar um 
tempo (Tr) de pelo menos cinco vezes T1 (Tr≥5T1) para o retorno do sis-
tema ao equilíbrio térmico. Isso torna o tempo total de medida de T2 muito 
longo. Assim como na sequência de Hahn, a intensidade dos sinais de eco 
na sequência 90º−t−180º tem dependência da difusão molecular quando são 
usadas amostras líquidas com baixa viscosidade, longo tempo t e campos 
magnéticos não homogêneos10. Por isso, essa sequência não é indicada para 
a medida de T2 de componentes em fase líquida em aparelhos de RMN-DT. 

No entanto, as técnicas de eco de spin têm sido usadas para análise qua-
litativa ou quantitativa quando se deseja separar dois componentes basea-
dos na diferença de T2. Esses métodos normalmente medem a amplitude do 
FID logo após o tempo morto do espectrômetro e a amplitude do eco no 
tempo 2t. Esse procedimento é usado para medir a fração sólido-líquido 
em margarinas e manteigas, umidade e teor de óleo em sementes, entre 
outras aplicações. 

Carr e Purcell também propuseram uma sequência de pulsos denomi-
nada Método B ou CP para minimizar ou eliminar o problema de difusão e 
acelerar a medida de T2

10. Nessa sequência, eles não aplicaram apenas um 
pulso de 180º após o primeiro pulso de 90º, mas um trem de pulsos de 180º. 

Figura 12.5 (A) Sequência de eco de spin 90º−t−180º. O eco com linhas contínuas está no modo fase, com deslocamento de 180º 

em relação ao FID, e o eco com linha pontilhada está no modo magnitude. (B) Sequência de pulsos da técnica de CPMG, em que o pulso 

de 180º está defasado de 90º em relação ao primeiro pulso9.
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Esse trem de pulsos de 180º, separados por 2t, gera um eco entre os pulsos 
de 180º, até o completo desaparecimento do sinal, devido ao T2 natural da 
amostra. Essa nova sequência permitiu que todo o decaimento do sinal de 
RMN (ecos) fosse adquirido em uma única sequência de pulsos. Assim, o 
método CP economiza tempo, pois permite obter os ecos necessários para a 
medida de T2 em uma única medida, e não é necessário esperar o sistema se 
relaxar completamente (5T1) entre cada eco. Além disso, com esse método é 
possível usar valores de t muito pequenos, eliminando consideravelmente o 
efeito de difusão da amostra na intensidade do eco. 

Apesar de toda a vantagem da técnica CP sobre as sequências de eco de 
spin e eco de Hahn, ela necessita que os pulsos de 180º sejam muito bem 
calibrados, para não levar a erros na medida de T2. Para eliminar essa defi-
ciência, Meiboom e Gill (1958) modificaram a sequência CP aplicando os 
pulsos de 180º no eixo y’, isto é, com uma diferença de fase de 90º em rela-
ção ao pulso de 90º inicial9. Essa nova sequência (Figura 12.5B) aperfeiçoou 
o método de Carr-Purcell, originando o método chamado CPMG9.

A Figura 12.6 descreve a evolução da magnetização na sequência 
CPMG. O pulso de 90º, aplicado em eixo x’, faz com que a magnetização 

Figura 12.6 Representação vetorial da evolução temporal da magnetização na sequência de pulsos CPMG.



450 Biotecnologia Aplicada à Agro&Indústria

no equilíbrio térmico (A) gire por esse ângulo, ou seja, até o plano x’y’ 
(B). Durante o tempo t, as isocromatas de spins (cinza e preta) se defasam 
devido à não homogeneidade de campo (C). Um pulso de 180° aplicado em 
–y’ (D) gira as componentes no plano x’y’, invertendo a direção dos dois 
vetores. Como eles mantêm o mesmo sentido de rotação, eles se reencon-
tram (são refocalizados) no eixo –y’, no tempo 2t (E), a partir do primeiro 
pulso. Após isso, ocorre outra defasagem em outro tempo t (F). Um segundo 
pulso de 180°, em –y’, gira novamente a magnetização (G) e o sinal de eco 
em 4t (H)9. Esse procedimento de defasagem e refocalização com pulsos de 
180º ocorre até o desaparecimento completo do sinal em função de T2. A 
mudança de fase proposta por Meiboom e Gill, além de eliminar o problema 
de calibração dos pulsos de 180º, também fez com que todos os ecos tives-
sem uma mesma fase, o que não ocorre com o método CP.

O método CPMG é hoje o método padrão para a medida de T2 dos com-
ponentes com alta mobilidade e é largamente usado para análises qualita-
tivas e quantitativas na RMN-DT. É usado na avaliação da qualidade de 
alimentos, petróleo, produtos agrícolas etc. Essas análises são baseadas, 
principalmente, nas diferenças entre os tempos de relaxação transversal, T2, 
dos vários componentes da amostra. Os sinais CPMG vêm sendo analisados 
através de ajustes mono e multiexponencial, pela transformada inversa de 
Laplace (ILT) e também por métodos quimiométricos7,8.

12.2.4 Medidas rápidas e simultâneas de T1 e T2 

Como descrito anteriormente, a medida de T1 em aparelhos de RMN-DT 
é muito pouco usada devido ao longo tempo necessário para se fazer as 
medidas. Assim, vários métodos têm sido propostos para reduzir o tempo de 
medidas, entre os quais estão alguns métodos de precessão livre no estado 
estacionário (do inglês, steady state free precession – SSFP), que permitem 
medir tanto T1 quanto T2 em um único experimento. Entre esses métodos, 
destacamos aqueles denominados CWFP e CP-CWFP.

A sequência continuous wave free precession (CWFP) é composta por um 
trem de pulsos 90º, separados por um tempo t, da ordem de T2*<<T1 e T2. O 
sinal gerado pela sequência CWFP, a partir do equilíbrio térmico, passa por 
dois estados transientes antes de atingir o estado estacionário11. O primeiro 
estado transiente é caracterizado por uma alternância de amplitude do sinal 
entre valores máximos e mínimos e pela constante de tempo denominada 
T2*. Esse estado é seguido por um estado quasi-estacionário, em que essas 
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alternâncias de amplitude desaparecem e o sinal decai exponencialmente até 
o estado estacionário (EE). A passagem do estado quasi-estacionário para 
o estacionário CWFP, usando pulsos de 90º, ocorre com uma constante de 
tempo dada pela Equação 12.8, dependente tanto de T1 quanto de T2

11.

(Equação 12.8)	

A amplitude do sinal no estado estacionário (EE) é constante e não 
depende de T1, mas sim da razão T1/T2 de acordo com a Equação 12.912,13:

(Equação 12.9)	

onde MEE é a intensidade do sinal no estado estacionário e M0 é a intensi-
dade do sinal no equilíbrio térmico.

Combinando as equações 12.8 e 12.9, é possível determinar os valores de 
T1 e T2 em um único experimento11, por meio das equações 12.10 e 12.11, 
e as amplitudes do sinal após o primeiro pulso (proporcional a M0) e no 
estado estacionário (MEE) e a constante de tempo T*.

(Equação 12.10)	

e

(Equação 12.11)	

Além do CWFP, Andrade et al. desenvolveram, em 201214, um novo 
método para medir T1 e T2 de maneira rápida e simultânea. Esse método 
é baseado na sequência Carr-Purcell (CP) com ângulos de refocalização de 
90º. Ele foi denominado CP-CWFP devido à sua semelhança com a sequên-
cia CWFP, principalmente em relação à sua dependência de T1 e T2 (14). 
CP-CWFP é mais eficiente que CWFP para medidas dos tempos de relaxação 
quanto T1~T2, situação normalmente observada em medidas por RMN em 
baixo campo.

As sequências CWFP e CP-CWFP têm sido utilizadas para análises quan-
titativas e qualitativas nas áreas de produtos agropecuários, alimentos in 
natura e industrializados11,14. 
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12.2.5 Análise dos componentes sólidos por RMN-DT 

Até agora, a maioria das análises foram realizadas em amostras líquidas, 
soluções ou do componente líquido em amostras heterogêneas. A análise de 
materiais sólidos ou do componente sólido em amostras heterogêneas é bem 
mais complexa, uma vez que o sinal de RMN decai muito rapidamente.

Como visto anteriormente, a obtenção do FID de componentes sólidos é 
limitada pelo tempo morto do espectrômetro. Assim, tem se desenvolvido 
espectrômetros com tempo morto cada vez menores (atualmente, em alguns 
ms) e de métodos de eco que refocalizem o sinal dos componentes sólidos15. 
Os espectrômetros com tempo morto muito curto ainda não são de uso 
geral, e, por isso, os métodos de refocalizar o sinal dos componentes rígidos 
têm sido mais usados15.

O primeiro método ou sequência de pulso usada para minimizar o efeito 
do tempo morto no sinal do componentes sólido foi o eco de sólidos. Essa 
sequência consiste em um pulso de 90º no eixo x’ (90ºx’), um tempo t e 
um pulso de 90º no eixo y’ (90ºy’). Essa sequência de pulsos refocaliza um 
sinal de RMN, na forma de um eco, cuja intensidade no tempo t, após o 
segundo pulso, contém o sinal dos componentes sólidos. Mais recentemente, 
Maus e colaboradores propuseram a sequência chamada magic-sandwich 
echo com o decaimento do FID (MSE-FID) (Figura 12.7A). Essa sequência, 
apesar de sua complexidade, com vários tempos de espera e pulsos com 
diferentes fases, pode ser implementada na maioria dos espectrômetros de 
RMN-DT comerciais. Sua principal vantagem é recuperar uma maior parte 
do sinal dos componentes sólidos, em comparação com a sequência eco de 
sólidos. Com isso, a sequência MSE-FID é, atualmente, a melhor maneira de 
se obter o sinal tanto dos componentes sólidos quanto dos líquidos de uma 
amostra heterogênea15.

Apesar da simplicidade e popularidade dos experimentos de eco de spin e 
CPMG para líquidos, existem sérias críticas sobre a análise quantitativa de 
sólidos no que diz respeito à interpretação das curvas de relaxação em ter-
mos de acoplamentos residuais e tempos de correlação dos processos dinâ-
micos envolvidos10-12. Os problemas mais comuns se referem à validade dos 
modelos usados para ajustar as curvas de relaxação, interdependência dos 
parâmetros de ajuste e sensibilidade a fatores que influenciam a relaxação, 
mas não são cobertos pelos modelos. Particularmente, a presença de regiões 
dinamicamente restritas faz com que a interação dipolar residual H-H se 
torne dominante, não sendo refocalizada nos ecos de CPMG.
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Para minimizar esses problemas, têm sido desenvolvidas sequências de 
pulsos que fazem uma melhor quantificação dos acoplamentos dipolares 
residuais. Essas sequências são combinações de ecos de Hahn e ecos sóli-
dos16, RMN de difusão de spins bidimensional17 e, mais recentemente, técni-
cas de 1H de duplo quantum (HDQ) e múltiplo quantum (HMQ)18-20

.

12.2.5.1 RMN de difusão de spins 

Os experimentos de difusão de spins são baseados na transferência de 
magnetização via interação dipolar homonuclear, que ocorre através de pro-
cessos de troca dos estados αβ por βα e vice-versa (flip-flop). Os estados a e 
b são os estados de menor e maior energia, respectivamente. O experimento 
de difusão de spins proposto inicialmente por Goldman e Shen consiste na 
seleção prévia da magnetização de 1H móvel do material (por exemplo, fase 
com cadeias de alta mobilidade molecular), seguido do monitoramento da 
difusão dessa magnetização para os núcleos de 1H. A taxa a que tal difusão 
ocorre está correlacionada com a constante de difusão entre os núcleos de 
1H da fase móvel e da fase rígida, que, por sua vez, depende da intensidade 
do acoplamento dipolar correspondente, do tamanho dos domínios forma-
dos por cada fase e da presença de gradiente de mobilidade da fase móvel. 

Uma forma mais eficiente de se realizar o experimento de Goldman-Shen é 
através da utilização de um filtro dipolar, que consiste de um trem de pulsos 
de 90°, espaçados por um tempo t, e uma ciclagem de fases tal como mos-
trado na Figura 12.7B21

. Neste caso, o filtro dipolar promove a seleção da 
fase móvel, já que durante esse período a magnetização da fase rígida defasa 
rapidamente no plano transversal. Enquanto que a da fase móvel permanece. 
Após a seleção pelo filtro dipolar, a magnetização da fase móvel é transfe-
rida para o eixo z durante tm, onde a difusão de spins pode acontecer. Após 
tm a magnetização é novamente transferida para o plano transversal onde é 
detectado. Monitorando o sinal da fase móvel como função de tm é possí-
vel obter a taxa de difusão de spins (taxa com que a magnetização da fase 
móvel diminui devido à difusão para a fase rígida) e a partir daí, a dimensão 
do domínio formado pela fase móvel. É ainda possível fazer o experimento 
inverso, ou seja, seleciona-se a magnetização da fase rígida com uma sequên-
cia de pulsos adequada e monitora-se a difusão para a fase móvel.

Estudos específicos com a aplicação dessa sequência no estudo de homo-
polímeros demonstraram que é possível utilizá-la para descrever a dinâmica 
molecular de polímeros que contenham grupos químicos com significantes 
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diferenças de mobilidade22
. Esse método é utilizado para investigar os tama-

nhos de domínios (tais como regiões de crosslinks, por exemplo) e morfolo-
gia de polímeros heterogêneos23.

12.2.5.2 1H de duplo quantum (HDQ) 
e múltiplo quantum (HMQ) 

Nas técnicas de RMN de duplo quantum (HDQ) são aplicadas sequên-
cias de pulsos complexas (Figura 12.7C). O sinal resultante dessa sequência 
de pulsos depende da evolução temporal da magnetização, na presença de 
coerência de duplo quantum, que só aparecem quando existe acoplamento 
dipolar residual. 

No período de excitação, a sequência de pulsos maximiza a geração de 
coerências de múltiplo quantum que evoluem durante esse período (Figura 
12.7C). Em seguida, no período de reconversão, essas coerências são recon-
vertidas em coerências de quantum único, gerando uma magnetização que 
pode ser detectada e cuja amplitude é modulada por um fator que depende 
da evolução das coerências de múltiplo quantum. A seleção de uma coerên-
cia específica pode também ser realizada através de ciclagem de fase. Em 

Figura 12.7 (A) Sequência magic-sandwich echo (MSE) combinada com FID. (B) Sequência de difusão de spins21. (C) Sequências de 

pulsos utilizada no experimento de HMQ. (D) Sequência de pulso spin-lock, tlock corresponde ao tempo de aplicação de B1SL. 
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campo magnético baixo, a quantificação é realizada monitorando a ampli-
tude do sinal no domínio do tempo como função do período de excitação 
das coerências de múltiplo quantum. 

Na técnica de CPMG, a informação estrutural e dinâmica é quantificada 
através de um único decaimento (T2). Na técnica de HMQ, as curvas em 
que todas as coerências são excitadas só dependem da dinâmica do sistema, 
enquanto que, nas curvas onde o sinal obtido pela excitação de, somente 
uma ordem específica de coerência, é normalizado pelo sinal referente à 
excitação de todas as coerências e só depende das características estruturais 
do sistema (densidade de regiões com dinâmica restrita).

Através de modelos específicos é possível obter diretamente as intensi-
dades desses acoplamentos, o que tem correlação direta com a quantidade 
de hidrogênios dinamicamente restritos na amostra, com parâmetros físicos 
como a densidade de crosslinks em elastômeros. O mesmo esquema experi-
mental também provê acesso a curvas que dependem da soma de coerências 
de várias ordens (coerências de múltiplo quantum).

Essa abordagem fornece informações quantitativas sobre a estrutura e 
heterogeneidades, por exemplo, a mobilidade das cadeias, sendo um marca-
dor sensível do início de gelificação em géis no conteúdo de fração móvel, 
na estrutura da rede e da mobilidade das cadeias durante o curso e o fim da 
gelificação. O decaimento dessas curvas depende diretamente de proprieda-
des dinâmicas do sistema e, portanto, elas podem ser usadas para analisar 
essas propriedades18.

Desse modo, utilizando tais técnicas, tanto informações sobre a distribui-
ção de acoplamentos dipolares residuais quanto sobre dinâmica molecular 
podem ser obtidos com melhor precisão que a oferecida pelas técnicas con-
vencionais. Outra vantagem dos métodos de HMQ é que podem também ser 
realizados de forma eficiente em campos magnéticos baixos20.

12.2.5.3 Spin-lock 

O método spin-lock (SL) permite o estudo da relaxação longitudinal no 
referencial girante (T1r) em campos magnéticos muito baixos sem sacrificar 
a razão sinal/ruído. A técnica consiste na aplicação inicial de um pulso de 
90ºx’, que cria uma magnetização ao longo de y’ no referencial de coorde-
nadas girantes. Então um pulso contínuo é aplicado em y’, denominado de 
pulso de spin-lock (B1SL), durante um tempo, tlock, que trava os spins no plano 
x’y’, devido ao campo criado por esse pulso (ao longo de y’) (Figura 12.7D). 



456 Biotecnologia Aplicada à Agro&Indústria

B1SL age na magnetização no referencial rotativo do mesmo modo que B0 age 
na magnetização no equilíbrio térmico. Assim, ele mantém a magnetização 
ao longo do eixo y’ durante o intervalo de tempo em que é aplicado24,25.

Durante o pulso de spin-lock não há magnetização ortogonal a B1SL, e a 
magnetização travada no eixo y’ relaxa ao longo da direção de B1SL, com 
uma constante de tempo denominada T1r. Uma vez que a relaxação no refe-
rencial rotativo é semelhante à relaxação longitudinal em B0, T1r apresenta 
valores muito próximos de T1 medido em um campo magnético muito baixo, 
na ordem de B1. Por outro lado, T1r pode apresentar valores próximos de 
T2. Foi demonstrado que para t (tempo entre ecos) muito curtos ou iguais a 
zero, o trem de pulsos de refocalização de Carr-Purcell (CP) se aproxima da 
condição de spin-lock, e T1r medido em B1SL muito baixo apresentou valores 
próximos de T2 medido nessa condição. 

A relação entre o tempo de relaxação T1r e a distribuição de frequência 
da mobilidade molecular é similar ao tempo de relaxação T2, onde weff é a 
frequência do campo efetivo spin-lock, gBeff, que para T1r em ressonância é 
igual a gB1SL.

O termo densidade espectral de frequência zero é substituído por weff. De 
acordo com a Equação 12.12, na presença de mobilidade molecular lenta, 
T1r é dominado por tempos de correlação tc igual a 1/2weff em vez de 1/w0 ou 
1/2w0 como para T1

25
. Considerando as informações de mobilidade lenta e a 

correlação com os valores de T1 e T2 em B0 muito baixos, T1r se apresenta 
como uma alternativa para análises de estruturas rígidas.

(Equação 12.12)	

12.2.6 Experimentos bidimensionais no domínio do tempo 

Assim como na RMN em alta resolução, também é possível realizar expe-
rimentos bidimensionais com a RMN-DT. A grande diferença entre os expe-
rimentos bidimensionais em alta resolução e no domínio do tempo é como 
os espectros são processados. Nos experimentos em alta resolução, normal-
mente se aplica a transformada de Fourier em duas dimensões. Já no domí-
nio do tempo, o processamento dos sinais é realizado com a transformada 
inversa de Laplace em duas dimensões.

Atualmente, o número de experimentos bidimensionais da RMN-
-DT é de menos de uma dezena. Os experimentos mais usados são os que 
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correlacionam T1 versus T2 e T2 versus difusão. Para maiores informações 
sobre esses experimentos e aplicações, ver Hürlimann et al. (2006)26 e Song 
et al. (2002)27.

12.3 APLICAÇÃO DA RMN DESDE A 
ANÁLISE OFFLINE ATÉ A INLINE 

As análises físico-químicas utilizadas no setor industrial são classificadas 
em offline, atline, online e inline, dependendo de como e onde são feitas. As 
definições para esses termos podem segundo o autor. Neste capítulo, utiliza-
remos as definições propostas por Bonastre e colaboradores.28. 

As análises offline e atline são caracterizadas pela necessidade de se 
remover a amostra da linha de produção e transportá-la manualmente até o 
instrumento de medida.

Nas análises offline, a amostra é analisada em uma instalação centrali-
zada, com instrumentação sofisticada e geralmente automatizada. As van-
tagens dessa abordagem incluem a economia e a eficiência no tempo de uso 
dos instrumentos. A principal desvantagem é o longo tempo entre a coleta 
da amostra e o resultado da análise.

Na análise atline, o analisador é instalado próximo da linha de produção. 
As vantagens da análise atline, se comparada com a offline, são a rapidez da 
análise (quase em tempo real), o emprego de um instrumento mais simples e 
de menor custo, facilidade de manutenção e operação. No entanto, a instru-
mentação necessita ser mais robusta e normalmente se faz o monitoramento 
de poucos parâmetros do processo.

Na análise online, utiliza-se um sistema automatizado para coleta e trans-
porte da amostra, do processo até um instrumento analítico. O processo 
online pode ser subdividido em duas categorias: o modo intermitente, ou 
“stop and flow”, em que a amostra é analisada de tempos em tempos, e o 
método contínuo, no qual se faz um “by-pass” para coleta da amostra, que 
flui continuamente através do instrumento. 

Embora as análises online tenham vantagens sobre os processos offline e 
atline, elas requerem uma interface confiável e podem necessitar de condi-
cionamento da amostra. A maior desvantagem das análises online é a neces-
sidade de construir uma linha analítica separada, que direcione as amostras 
para o instrumento a uma temperatura e pressão adequadas.

Já a análise inline é feita in situ, ou seja, diretamente na linha de produção 
ou reator, sem necessidade de coletar amostra. Normalmente, o analisador 
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ou sensor fica inserido no processo (reator), o monitoramento é contínuo e 
usam-se sensores simples e de baixo custo.

A Tabela 12.1 apresenta um resumo das vantagens e desvantagens da 
aplicação dos tipos de análise físico-químicas no setor industrial.

Tabela 12.1  Vantagens e desvantagens dos tipos de análises físico-químicas utilizadas no setor industrial

VANTAGENS DESVANTAGENS

Offline Instalação central, instrumentação sofisticada, 
análise de muitos parâmetros

Coleta e transporte de amostra até analisador 
manualmente, longo tempo para resultado

Atline Menor custo, instrumentação simples, 
mais rápida que offline

Coleta e transporte de amostra até 
analisador manualmente, monitoramento 

de menos parâmetros que offline

Online Sistema automático de coleta de amostra, 
resultado quase instantâneo

Linha analítica separada do processo, monitoramento 
de menos parâmetros que offline e atline

Inline Resultado instantâneo, análise do 
produto no processo (in situ)

Monitoramento de menos parâmetros que offline e atline

Essas são definições generalizadas de categorias de análise em controle de 
processos industriais. Em RMN, a maioria dos autores classifica as aplica-
ções em fluxo, como online, quando a amostra é transportada por meio de 
uma esteira (materiais sólidos, heterogêneos ou líquidos em embalagens etc.) 
e em tubulações, principalmente para líquidos. 

A maioria das aplicações da RMN no setor industrial são offline ou 
atline. No modo offline são usados tanto aparelhos de RMN em alto campo 
ou alta resolução, quanto em baixo campo ou baixa resolução. No entanto, 
no modo atline, as análises são quase que exclusivamente realizadas em 
aparelhos de RMN em baixo campo, tanto no domínio do tempo quanto no 
domínio da frequência.

12.3.1 Análises em fluxo (online e inline) por RMN 

Fluxo é o escoamento de substâncias que se encontram em qualquer 
estado (sólido, líquido ou gasoso) e pode ser laminar ou turbulento, com-
pressível ou incompressível, contínuo ou intermitente (stop and flow)29. 
Existe também o fluxo denominado plug flow (fluxo em pistão), em que a 
amostra se move como um bloco, como, por exemplo, uma amostra sólida 
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transportada por uma esteira. No caso dos líquidos, isso ocorre quando a 
amostra é transportada homogeneamente com a ajuda de um pistão7.

A primeira análise em fluxo por RMN foi feita por Suryan em 195130, 
poucos anos após a descoberta da RMN em 1946. A amostra líquida fluía 
pela sonda de um espectrômetro de RMN de 25 MHz (1H), em onda con-
tínua, sob a força da gravidade. Ele observou um aumento do sinal em até 
20 vezes, quando comparado com amostras estáticas. Esse comportamento 
foi relacionado a vários fatores: relaxação longitudinal (T1), velocidade do 
fluxo e período no interior do campo magnético e da bobina de RF30.

Singer demonstrou em 1959 a aplicação da RMN pulsada in vivo no 
estudo da velocidade do fluxo sanguíneo na cauda de ratos31. Um dos pro-
cedimentos foi comparar os tempos de relaxação T1 dos prótons da água no 
sangue antes e após a interrupção do fluxo sanguíneo com um torniquete. 
Uma vez que o fluxo resulta em menos saturação, a curva de absorção com 
fluxo de sangue apresentou maior amplitude. O trabalho de Singer foi pre-
cursor da aplicação da RMN em fluxo sanguíneo na medicina31.

Em 1962, Ladner e Stacey utilizaram a RMN em fluxo contínuo para 
analisar a umidade de carvão com um aparelho de onda contínua de 16 
MHz para 1H32. O fluxo, sob a força da gravidade, foi controlado a 100 g 
por hora, possibilitando a distinção entre os sinais derivados dos hidrogê-
nios do material sólido (carvão) e dos hidrogênios presentes na água asso-
ciada a esse material. Essa pode ser considerada a primeira aplicação da 
RMN em fluxo no controle de processo industriais.

Após essas aplicações iniciais, outros trabalhos foram aperfeiçoando a 
instrumentação e as metodologias utilizadas para medidas em fluxo. Um 
desses exemplos pode ser visto no trabalho de McIvor (1969), que usou um 
aparelho comercial de RMN em onda contínua com campo magnético B0 
de 1,4 T33. Análises em fluxo em média resolução (largura de linha de 2 Hz 
a 3 Hz) permitiram a quantificação dos componentes de uma mistura de 
solventes com pequenas diferenças de deslocamento químico. Para fazer as 
medidas em fluxo, foi incorporada uma serpentina, na estrutura da sonda, 
a fim de aumentar o tempo de permanência da amostra no ímã antes da 
análise. Esse processo é conhecido como pré-magnetização e é necessário 
para que a amostra fique polarizada antes de entrar na bobina de RF33. Essa 
configuração promoveu um aumento na razão sinal/ruído e maior precisão 
nas análises quantitativas. 

Grover e Singer desenvolveram em 1971 as primeiras aplicações de RMN 
em fluxo em medicina34. Eles realizaram medidas da velocidade do fluxo 
sanguíneo no interior do dedo humano, com a sequência de pulsos eco de 
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spin. Com a amplitude do eco em função do tempo de eco foi possível deter-
minar a distribuição da velocidade do fluxo sob as condições utilizadas 
no experimento34. 

Em 1978, Watanabe e Niki desenvolveram o primeiro trabalho acoplando 
RMN em alta resolução em fluxo com a técnica de HPLC35. Utilizaram um 
espectrômetro pulsado de 60 MHz para o 1H e o método stop and flow. 

Atualmente, sistemas hifenados de RMN–HPLC comerciais estão dispo-
níveis em laboratórios de pesquisa e controle de qualidade, e permitiram 
análises com os eluentes cromatográficos em fluxo contínuo36. 

Pearson et al. (1987) descreveram um método online para análise de umi-
dade em trigo37. O método é baseado na sequência CPMG a fim de minimi-
zar os efeitos da não homogeneidade do campo magnético, é rápido e insen-
sível à densidade de empacotamento da amostra. No mesmo ano, Renou et 
al. fizeram determinações rápidas e simultâneas de etanol e açúcar em uma 
fermentação alcoólica38.

Nicholls e De Los Santos desenvolveram em 1991 um sensor de umi-
dade para monitorar o processo de secagem na indústria de moagem úmida 
de milho utilizando medidas de T1 e T2

39. Na configuração do sistema, um 
sensor de 11 MHz 1H foi suspenso sob uma cavidade em uma calha de trans-
porte. O sensor era preenchido com a amostra deslocando um pistão, que, 
após a medida, a conduzia novamente à linha de processo39.

Chen et al., em 1993, estabeleceram um protocolo para a avaliação da 
maturidade de abacates utilizando um sensor de RMN online de 85 MHz 
para o 1H40. A razão dos sinais do óleo e da água dos espectros de RMN 
unidimensionais e os tempos de relaxação T1 e T2 da água na fruta foram 
correlacionados com sua maturidade. 

Em 1997 Zion et al. desenvolveram um sensor de RMN online para a 
identificação de azeitonas com e sem caroços. Eles acoplaram uma esteira 
que se movimentava a até 25 cm s-1, em um espectrômetro de RMN, com 
ímã supercondutor, com bore de 30 cm de diâmetro41. 

Hills e Wrigth (2006) demonstraram que a translação da amostra pode 
ser utilizada para adquirir os sinais de RMN, sem a necessidade do pulso de 
excitação ou gradiente de campo42. O protótipo foi baseado na inserção de 
um campo de RF contínuo de B1 transversal ao campo magnético estático B0. 
O movimento da amostra foi utilizado para excitar e gerar o sinal de RMN.

Nos últimos anos, têm aumentado os esforços empregados no desenvol-
vimento da RMN online/inline de baixo custo para análises em fluxo con-
tínuo em esteiras industriais. Muitos autores relataram que diversos fatores 
de qualidade em vários tipos de frutas e vegetais podem ser analisados com 
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RMN online, tais como amadurecimento, injúrias, escurecimento, infecções, 
quantidade de açúcar, entre outros43-45.

12.3.2 Desenvolvimento da RMN em fluxo no Brasil 

No Brasil, os primeiros trabalhos sobre RMN-DT em fluxo ocorreram no 
final da década de 1990, quando foi observado que o sinal de RMN utili-
zava a sequência CWFP12,13. Nesse trabalho, foram realizados experimentos 
com o escoamento laminar de água em um espectrômetro de RMN de 7,5 
MHz 1H. O sinal CWFP é muito sensível ao fluxo. A amplitude e fase de um 
sinal CWFP para uma amostra em fluxo dependem da velocidade e sentido 
do fluxo, do ângulo de flip e precessão e dos tempos de relaxação. Essa 
dependência foi demonstrada experimentalmente e teoricamente usando as 
equações de Bloch13. 

Colnago et al. (2007) utilizaram a técnica de CWFP para medidas quan-
titativas do teor de óleo de amostras de semente em fluxo46. Nesse experi-
mento, as amostras passaram continuamente em uma esteira a uma veloci-
dade de 13 cm s-1, o que permitiu a análise de cerca de cem amostras em 14 
segundos. Essa técnica tem potencial para a determinação do teor de óleo 
em mais de 20 mil sementes intactas por hora e está sendo utilizada na ava-
liação do teor de óleo em sementes e na seleção de material genético para a 
produção de biodiesel46.

Corrêa et al., em 2009, utilizaram a dependência dos tempos de relaxa-
ção T1 e T2 do sinal CWFP para determinar o teor de gordura intramuscular 
de carne bovina no modo stop and flow47. Nesse trabalho, demonstraram 
que o sinal obtido com a sequência CWFP possui maior correlação (0,9) 
com o teor de gordura do que o obtido com a sequência CPMG (0,25), que 
depende somente de T2. 

Apesar de a técnica CPMG não possuir uma alta correlação com o teor 
de gordura intramuscular em carne bovina, ela tem alta correlação com a 
qualidade do óleo em sementes. Em 2007, Prestes et al. utilizaram a sequên-
cia CPMG para o desenvolvimento de um sistema automático e rápido de 
RMN em baixa resolução para análises qualitativas48. Nesse trabalho, a téc-
nica CPMG foi aplicada com a finalidade de medir a qualidade de óleo em 
sementes intactas para uso na produção de biodiesel. O decaimento expo-
nencial T2 medido com a sequência CPMG é inversamente proporcional à 
viscosidade do óleo nas sementes, que, por sua vez, está diretamente relacio-
nado aos teores e tipos de ácidos graxos, entre outras propriedades48.
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Como as propriedades do biodiesel, tais como viscosidade, número de 
cetano e índice de iodo, são dependentes do tipo e da concentração dos 
ácidos graxos presentes no óleo, foi desenvolvida a aplicação da técnica 
CPMG para a medida desses parâmetros diretamente nas sementes. As cur-
vas de calibração para a viscosidade e número de cetano apresentaram coe-
ficiente de correlação de 0,94 e 0,92, respectivamente, calculados pela téc-
nica CPMG diretamente em sementes como soja, pinhão-manso, amendoim, 
girassol, entre outras48.

A Figura 12.8 apresenta os decaimentos CPMG obtidos para amostras 
de semente oleaginosas no modo stop and flow. Para esse tipo de medida a 
semente deve ficar imóvel, somente durante a análise (stop and flow), sendo 
possível, ainda assim, medir a qualidade do óleo em mais de mil sementes 
por hora.

Apesar do grande potencial das técnicas CPMG, tem-se encontrado 
alguns problemas quando aplicadas online e por longo período, devido a 
uma sobrecarga no equipamento, principalmente no amplificador de potên-
cia e na sonda detectora.

Na busca de solução para esse problema, foram desenvolvidas técnicas 
que utilizam, com pulsos de refocalização com ângulos menores que 180º, 
CPMG90 e CP-CWFP. Essa prática possibilita uma economia de até 75% de 

Figura 12.8 Sinal de RMN online obtido pela técnica CPMG de amostras de sementes oleaginosas.
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potência de RF, com redução dos problemas de superaquecimento em análi-
ses em fluxo por RMN49.

12.4 PERSPECTIVAS 

A utilização da RMN, desde os modos offline até inline, na indústria 
ainda encontra muitos desafios a serem superados, principalmente no que 
diz respeito aos problemas de implementação e custos de equipamentos. Por 
isso, é importante que o desenvolvimento científico e tecnológico prossiga, 
para tornar cada vez mais economicamente viável o uso da RMN em proces-
sos industriais. Portanto, métodos de análise por RMN, rápidos, automáti-
cos, robustos e não destrutivos, deverão ter um grande impacto no controle 
de processos industriais num futuro próximo. 

12.5 PROTOCOLO PARA DETERMINAÇÃO DA QUALIDADE 
DE ÓLEO EM SEMENTES INTACTAS POR RMN 

Materiais

•  Aproximadamente 15 sementes oleaginosas com diferentes teores 
de ácidos graxos, tais como soja, linhaça, milho, amendoim, casta-
nha-do-Brasil, girassol, macadâmia, caju, avelã, abóbora, melancia, 
rabanete, maracujá, niger, gergelim, noz, pecã, entre outras. Essas 
sementes podem ser adquiridas em lojas de alimentos e agropecuária.

Equipamentos

•  Cromatógrafo gasoso (CG), com detector de ionização de chama e 
coluna capilar para separação de ésteres metílicos de ácidos graxos 
(do inglês fatty acid methyl ester – FAME). 

•  Espectrômetro de RMN de baixo campo, com porta amostra de pelo 
menos 10 mm de diâmetro.

Métodos

1)  Extração do óleo: as sementes oleaginosas desidratadas (5 g a 10 g) devem 
ser trituradas até a obtenção de um pó bem fino. Então, colocar o pó das 
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sementes em um frasco tipo Erlenmyer com aproximadamente 20 mL de 
hexano. O frasco lacrado deve ser agitado por 1 hora em uma capela. Em 
seguida, o conteúdo do frasco deverá ser filtrado e o solvente com o óleo 
colocado em um béquer aberto para evaporar (capela). O resíduo deve ser 
levado a uma estufa a 60 ºC, até obtenção de peso constante.

2)  Preparação dos FAMES: em um tubo de ensaio, colocar 35 mg do óleo 
a ser transesterificado, 0,5 mL de uma solução contendo 0,5 mol/L de 
hidróxido de sódio em metanol e aquecer por 10 minutos a 90 ºC em 
banho-maria. Após resfriar a mistura reacional, adicionar 1,5 mL de uma 
mistura esterificante preparada com 2 g de cloreto de amônia, 60 mL de 
metanol e 3 mL de acido sulfúrico concentrado, previamente mantida em 
refluxo, sob agitação por 15 minutos. Colocar a mistura reacional em 
banho-maria por 10 minutos, resfriar em banho de gelo e adicione 5,0 mL 
de n-heptano e 10 mL de água destilada. Agitar o tubo por alguns minu-
tos e aguardar a ocorrência da separação de fases. Retirar a fase orgânica 
(superior) que contém os FAMES.

3)  Análise dos FAME por GC: usar um volume de injeção de cerca de 1 
μL da solução em n-heptano preparado na reação de transesterificação, 
hidrogênio como gás de arraste, com velocidade linear média de cerca 
de 31 cm/s e nitrogênio como gás auxiliar com aproximadamente 2 mL/
min. Usar a temperatura do injetor e detector de 250 ºC, temperatura 
inicial do forno de 60 ºC por 8 minutos, com taxa de aquecimento de 8 
ºC/min até 220 ºC, mantendo a esta temperatura até o final da análise. 
Utilize uma coluna capilar de sílica fundida LM-100 (Carbowax 20M, 
polietileno glicol) ou equivalente, com 30 m de comprimento. A quantifi-
cação dos FAME é realizada pela normalização (100%) da área dos picos 
cromatográficos. 

4)  Cálculo do índice de iodo, número de cetano e viscosidade do óleo a 
partir do teor de FAMES (CG): o índice de iodo (II), número de cetano 
(CN) e viscosidade (m) são calculados pelas equações de 12.13 a 12.15, 
respectivamente. 

(Equação 12.13)	

(Equação 12.14)	

(Equação 12.15)	
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em que D é o número de ligações duplas, Ai é a porcentagem de 
cada FAME determinado por CG, MWi é a massa molecular de cada 
FAME, mi e m0 a viscosidade cinemática a 40 ºC de cada FAME e da 
mistura de FAMES, respectivamente; yi é Ai/100 e SN é S(560 x Ai)/
MW. Os valores da viscosidade podem ser obtidos em Prestes et al. 
(2007)48.

5)  Análise das sementes por RMN: após calibrar os pulso de 90º, usar uma 
sequência CPMG, com tempo de eco de 0,2 ms, 600 ecos, tempo de reci-
clagem de 1 segundo, e adquirir 16 espectros por amostra. Em seguida, 
ajustar a fase da componente real do espectro, que será usada nas análises 
multivariadas. 

6)  Curva de calibração por regressão dos mínimos quadrados parciais 
(partial least squares – PLS): para a determinação da qualidade do óleo 
em termos de índice de iodo (II), número de cetano (CN) e viscosidade 
(m), é necessário construir uma curva de calibração entre os valores deter-
minados a partir dos dados cromatográficos, das equações 12.13 a 12.15 
e os respectivos dados de RMN (600 dados do decaimento CPMG). Para 
obter a curva de calibração, utilizar um programa de análise multivariada, 
com PLS. Os dados de CPMG são agrupados em uma matriz de 600 
variáveis (variável independente) de cada uma das amostras, enquanto os 
dados da concentração dos FAMEs são agrupados em uma matriz com 
a porcentagem de cada FAME para cada amostra (variável dependente). 
A performance da curva de calibração pode ser obtida realizando uma 
validação cruzada entre os dados obtido por cromatografia e os dados 
previstos por RMN. Com a curva de calibração para cada parâmetro 
de qualidade é possível prever esses mesmos parâmetros de qualidade do 
óleo em sementes intactas (amostras desconhecidas), a partir dos dados 
de RMN, obtidos com a sequência CPMG.
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