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Ao Infante

Senhor, a obra fica € 0 homem passa.
Mas a obra é o homem. Sé estas cangles
No fundo incerto e ocednico da raga

E andnimos, longes coragdes.

Em torno a mim, se de mim mesmo corro
O som ruido da onda e as praias toco

Do Largo no abismo do meu ser,

Pairam as naus perdidas que encontraram
O por-achar e em mares se abismaram
Para além do Regresso e do Esquecer.

Parte quem fica quando a Alma manda.
Em mil naus a Vossa alma reviveu

E no universo, de uma a outra banda
Do que se achou e que se conheceu,
Vossa Presenca Eterna violou

As portas de ouro com que Deus fechou
O oriente de luz e o ocaso morto...
Vosso espirito ainda nos consuma

E obre as novas naus em nds a suma
Vitdria de nfio quererem nunca o porto.

Fernando Pessoa

[FSC-USP e

Entre Amigos

E belo calar-se juntos,

Mais belo rir juntos,

Sob a ternura de um céu de seda,
Encostados no musgo da faia,

Rir afetuosamente com amigos, riso claro,
E mostrar-se mutuamente dentes brancos.
Se fago bem, calaremos;

Se fago mal — riremos,

E de mais a mais faremos mal,

Mais mal faremos, mais mal riremos,
Tanto que desceremos ao fosso.

Amigo! Sim! Assim deve ser?

Amém! E até logo!

Nietzsche

“Ubi dubium, ibi libertas”
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Resumo

Novas seqiiéncias para supressio de contribui¢des indesejadas em Imagens e
Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear, tais como as provenientes da dgua, um
solvente que sempre resulta num sinal muito intenso em sistemas bioldgicos, sdo motivos de
estudo e desenvolvimento com diversas aplicagdes atuais. O método que estamos propondo
aqui, uma versdo adiabatica de MEGA incorporada nas seqiiéncias PRESS e STEAM, visa a
supressdo do sinal da agua presente no espectro de um volume localizado em uma amostra
intacta. Para o campo magnético desse estudo (2.0Tesla) e pelas caracteristicas do magneto
usado nesses experimentos, o pico do solvente tem o inconveniente de apresentar uma linha
espectral muito larga quando comparado com a extensdo do deslocamento quimico das
fragdes de agucar. O resultado indesejado € a sobreposigdo pelas suas vertentes, das diversas
outras linhas espectrais, cujo interesse é de extrema importincia, como a de alguns s6lidos
soluveis de agucares. O principal problema encontrado é que a separagio entre os picos da
agua e dos agucares proximos ¢ da ordem de 1 ppm.

A metodologia proposta consiste na aplicagdo de pulsos de gradiente de campo
magnético intensos em conjunto com uma seqiiéncia de pulsos de RF adiabéticos e
convencionais, seletivos em freqiliéncia e espacialmente, para suprimir o pico da agua em
uma regidio espectral muito especifica, sem nenhum dano a linearidade de fase do espectro
restante. Esse procedimento, aliado a uma localizagdo espacial muito eficiente, aumenta
ainda mais o poder de analise desta ferramenta, a '"H MRS.

Os resultados obtidos em campo de 2.0Tesla (85Hz/ppm) mostraram que as
seqiiéncias hibridas adiabaticas MEGA-PRESS e MEGA-STEAM s3o bem eficazes na
supressdo do pico da agua, como era esperado. Além disso, sua aplicagdo no monitoramento
do grau de maturagdo de frutas intactas através do seu teor de agiicar, se mostrou muito bom

dadas as condigbes experimentais extremamente limiares apresentadas pelo espectrometro.
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Abstract

New sequences for suppression of undesirable contributions in Magnetic Resonance
Imaging and Spectroscopy, such as water, a solvent that always represent a very strong peak
in biological systems, are object o frecent d evelopment for s everal different applications.
The method proposed here, an adiabatic version of MEGA incorporated within PRESS and
STEAM, aims the suppression of the water peak present on volume selected spectra of intact
specimens. For the magnetic field of this study (2.0Tesla) and for the characteristics of the
magnet used in the experiments, the solvent peak has the inconvenience of having a large
width as compared to the spread in chemical shift of the sugar fractions. The undesirable
result is the superposition on its tail with several spectral lines, whose interest is of extreme
importance, such as some sugar solid solutes. The main problem encountered is that the
separation between the water peak and the nearest sugar peaks is of the order of 1 ppm.

The proposed methodology consists on the application of intense gradient pulses
along with a sequence of adiabatic and conventional RF pulses, both frequency and spatially
selective, to suppress the water peak in a very specific spectral region, without any
disturbance of the phase linearity of the remaining part of the spectrum. This procedure,
allied to a v ery e fficient s patial 1 ocalization, enhances the power of the very well known
tool, the 'H MRS.

Results obtained at 2.0Tesla (85 Hz/ppm) show that the hybrid adiabatic sequences
MEGA-PRESS and MEGA-STEAM are efficient on suppressing the water peak, as expected.
Also, their application on monitoring the degree o fripeness o f intact fruits through their
sugar content, has shown very good results, considering the extremely limiar experimental

conditions presented by the spectrometer.
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Introduc¢ao

Nossa proposta consiste em observar metabdlitos de agucares por 'H MRS, em
condi¢Bes extremamente limiares, por varios motivos, a constar: o campo magnético de 2.0
Tesla esta no limite inferior para a realizagiio de experimentos de espectroscopia. Além
disso, espera-se obter espectros de volume localizado em sistemas cujas dimensdes (por
exemplo, uma manga) sdo da ordem do volume homogéneo do magneto utilizado. Um outro
fato ¢ a extrema proximidade das fragdes (pequeno deslocamento quimico relativo) que se
pretende observar, colocando-as muito préximas & intensa linha do solvente (4gua),
literalmente na sua “cauda”. Estes fatos, se considerados no conjunto, exigem o desenho de
um experimento que reuna caracteristicas especiais de localizagido de pequenos volumes que
possam ser posicionados em regides da amostra que se pretende observar o espectro. Isto,
aliado a um método eficiente de supressdo de solvente, que permita utilizar a dinamica do
sistema de aquisi¢8io para a observagio das fragdes de interesse, eliminando do espectro a
contribui¢io do sinal da agua. Além disso, todo o trabalho de aquisi¢do tem que ser
precedido por um tedioso processo de corre¢do de campo (shimming), que tem que ser com
base no volume a ser observado, pois 0 método de localizagio pode introduzir imperfei¢des
dindmicas (devido a presenga de eddy currents residuais), e estas tém que ser corrigidas caso
a caso.

Este trabalho estd composto de 7 capitulos, € pode ser dividido em 3 partes: os 3
primeiros capitulos tratam da fundamentagfio tedrica necessaria para o entendimento das
implementagdes e aplicagbes. Trata dos principios: no primeiro, da NMR (Ressonancia
Magnética Nuclear); no segundo, da MRS (Espectroscopia por Ressondncia Magnética) e
MRI (Imagens por Ressonincia Magnética) e no terceiro, dos fundamentos dos pulsos
adiabaticos.

Os préximos 2 capitulos tratam de uma revisdo bibliografica, mas também trazem
fundamentos que si3o necessarios para explicar a motivag@o e dificuldades do trabalho: no

quarto, as seqiiéncias de espectroscopia de volume localizado e suas implementagdes, € no
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quinto, um histérico, com as dificuldades e motivagbes de se fazer '"H MRS em frutas

intactas.

Os ultimos 2 capitulos tratam da instrumentag3o e dos resultados obtidos.
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Cap. | - Principios de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

Para o entendimento da formagZo de espectros € imagens € necessério introduzir os
elementos basicos da técnica de Ressondncia Magnética Nuclear — RMN (Nuclear

Magnetic Resonance — NMR).

1.1 Propriedades do ntcleo atémico

A Ressonancia Magnética ¢ um fendmeno encontrado em sistemas magnéticos que
possuem tanto momento magnético como momento angular. Ela é caracterizada pela
precessdo do momento magnético nuclear em um campo magnético estatico externo
aplicado, devido a sintonia em uma freqiiéncia natural deste sistema magnético, conforme a

FIG.L1.

M = momento magnético

nucleo girando

Fig. I.1 : Precessdo de um nicleo em um campo magnético uniforme B,.

O momento angular intrinseco, ou spin, ¢ uma propriedade da matéria no nivel de
particulas elementares. Se estas particulas (prétons, néutrons) sdo agrupadas para formar o
nicleo, seus respectivos spins se adicionardo (vetorialmente) e o niicleo terd um spin nuclear
resultante. Uma regra geral € que nicleos com nimeros pares de prétons e néutrons terdo
spin resultante zero. Agora para nucleos que possuem nuimeros impares de protons e

néutrons o valor de spin resultante é inteiro, enquanto q ue nucleos que p ossuem numero
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impar de protons e par de néutrons, e vice-versa, terdo um valor de spin resultante semi-

inteiro, que interessam a NMR. Alguns estdo representados na tabela abaixo, TAB.I.1.

Tab. L1 : Alguns niicleos e suas caracteristicas importantes para NMR!"

Nicleo Spin Razio Abundincia
(I) Magnetogirica Natural (%)
(10" rad T s7)
H 1/2 26,75222 99,989
Bc 12 6,7283 1,07
N 1 1,9338 99,632
N 12 -2,7126 0,368
OF 1/2 25,1623 100
PSi 172 -5,3190 4,6832
"o 5/2 -3,6280 0,038
p 12 10,8394 100
“ca 2 -1,8030 0,14

O spin nuclear intrinseco ¢ o momento angular quantizado (#I), onde o momento

magnético (u) ¢ relacionado da forma mostrada pela expressdo

u=yhl, 1
onde y ¢ a razfio magnetogirica, caracteristica de cada dtomo, e / é a constante de Planck
dividida por 2.

Com a aplicagdo de um campo magnético By, € gerada uma energia de interagdo com o
nucleo, no valor de -u-By. O operador Hamiltoniano, #; resultante desta interagio tem a
forma

H=-pu-By. 2]

Considerando o campo By, como estatico, ao longo da diregio-z, obtém-se:

H=-yhBoL,. 3]
Estes Hamiltonianos sfio chamados de Hamiltonianos de Interagio Zeeman, Egs. [2] e

3.
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Os autovalores deste Hamiltoniano sio simples, sendo apenas miltiplos dos

autovalores de I,. Sendo assim, as energias permitidas s&o:

E=-yhBom ; m=LI1,..,-I. [4]
Isto mostra que os valores de energia permitidos ficam definidos pela interagio do

momento magnético nuclear com o campo aplicado, o que caracteriza o efeito Zeeman,

FIG.1.2.

g} L E=Y%yhB,
A
| Bo
0 —
' i ’S\S@hv=AE=}/hBo
%
v E=-Y%yhB,

Fig. 1.2 : Diagrama do nivel de energia para um sisterna de spin Y. As transi¢des entre os dois estados
podem ser induzidas por uma energia eletromagnética de freqiiéncia v dada por v=(y/2n)B, .

Uma outra interagio que possa causar transi¢des entre os niveis deve possuir uma

energia caracteristica dada por:

AE=yhBy. 157
Uma maneira de causar transi¢des entre os niveis ¢ irradiando no sistema energia

eletromagnética numa freqiiéncia angular @y :

hwy=AE = yh By, [6]
onde a freqiiéncia deve ser:

@y = yBo, [7]
que é a condigdio de ressonincia para uma espécie de 4tomo num campo magneético aplicado.
Pode-se observar que nesta expressdo fundamental da NMR, Eq. [7], a constante de Planck
desapareceu. O que sugere q ue p odemos abordar este resultado através de uma descrig@o
classica.

As energias envolvidas nas transi¢des sdo baixas, mesmo envolvendo um imenso

numero de nicleos. E para dificultar ainda mais, esta abaixo da energia de agitagdo térmica.
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Ou seja, para um sistema com spins nucleares 72 num campo By, teremos dois estados
possiveis, um paralelo ao campo (m = +%) e outro anti-paralelo (m = -/2). A estatistica de
Boltzmann prevé um excesso para spins paralelos ao campo (de baixa energia), mas devido

a agitagfio térmica, este excesso € muito baixo, como estd ilustrado na FIG.L3.

Fig. 1.3 : E previsto um excesso de spins no estado de mais baixa energia quando expostos a um campo
magnético, resultando numa magnetizagio longitudinal M, paralela a este campo.

Visualizando quantitativamente pela estatistica de Boltzmann, em um equilibrio
dindmico, através da expresséo:

N
~ = explAE/k, T 181

A
onde Np é o numero de nicleos com spins paralelos ao campo e N4 é o nimero de niicleos
com spins anti-paralelos; kp € a constante de Boltzmann e T é a temperatura do sistema.
Da Eq. [6].
N P
N exp|(4B, )/k,T|~ 1+ B, [k,T. 9]

A
Onde podemos associar uma magnetizagfo resultante ao longo do campo By, dado por:

N
M, = m—L, [10]

N,
onde para os valores (AE/kgT) = 6,58x10° para uma temperatura de 310 K, de um corpo
humano normal, em um campo de By = 1 7, resulta em (Np/Ny) = 1,00000658, ou seja, o

sinal é adquirido de uma parcela extremamente pequena do numero total de spins!
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Como ja foi constatado da Eq. /7] que se pode trabalhar com um modelo classico para
a interagdo do momento magnético € o campo magnético aplicado, onde os resultados
apresentados pela mecinica quantica se ajustam a interpretagao classica.

Considerando primeiramente um caso hipotético de um conjunto de spins ndo
interagindo entre si, colocados num campo magnético, onde o spin nuclear ¢ um momento

angular. Como se sabe, o torque é a medida da taxa de variagio temporal do momento:
das
— = Torque, 11
o q [11]

onde, para o caso do spin nuclear, este momento angular de spin é:
S=hlL [12]
Como também se sabe que o torque ¢é expresso pela interagdo do momento magnético

de spin € o campo externo aplicado:

Torque=u % By. [13]

Fazendo a substitui¢do das Eq. [12] e [13] em [11],

d(nl)
—~ 2 =yuxhB,. 14
a i
DaEq. /[1]:

d

=1 uxB, = uxyB, = pxa,. [13]

Onde esta equagdio representa o movimento de precessdo uniforme do momento

magnético nuclear u ao redor do campo By com velocidade angular
Oy = }/Bo , [ 1 6]
conhecida como freqiiéncia de Larmor.
Como se pode observar, a descrigdo classica do comportamento dos spins permite

visualizar de maneira satisfatéria o fendémeno de NMR, com a qual serd tratada toda a

discuss?o a respeito da obtengdo de imagens (MRI) e espectros (MRS) no CAP.IL
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Voltando a Eq. [15], observa-se que os momentos magnéticos estio sendo tratados
isoladamente, precessionando devido ao campo aplicado By, paralela ou anti-paralelamente.
E previsto um predominio da quantidade de momentos magnéticos que giram paralelamente
ao campo (de mais baixa energia, como visto na Eq. [I0]), originando assim uma
componente longitudinal da magnetizagdo resultante da soma destes momentos (a

componente perpendicular ao campo é nula), FIG.1.3:

M, =3 n. 17

1.2 Sistema girante de coordenadas e pulsos de radiofreqiiéncia

Para obter informagdo desta magnetizagio resultante € necesséria a aplicagdo de um
outro campo magnético de magnitude constante. SO que este é um campo magnético
alternado, na faixa de radiofreqiiéncia (RF) linearmente polarizado. Isto pode ser visualizado
como a decomposi¢do deste campo oscilante em duas componentes circularmente

polarizadas de amplitude B; e com sentidos horario e anti-horério, de acordo com a FIG.1.4.

Yy

Q
/""\ BD

s AN

| }Y >
X

Fig. 1.4 : Decomposi¢éo de um campo linearmente polarizado, oscilante, em duas componentes de campo
circularmente polarizadas, girando inversamente uma em relagio a outra.

Onde estes campos sdo expressos da forma:

B, = B,(icos Q¢ + jsenQt) /18]
B, =B (icosQt — jsenQt)

Nota-se que o que difere os dois campos € o sentido da precessdo, +£2 ou -£2. Como
uma componente ird girar no mesmo sentido dos momentos magnéticos e a outra no sentido
oposto, esta ultima pode ser desconsiderada sem perdas para o entendimento desta interag3o,

introduzindo apenas contribui¢des de ordem 2 e superiores.
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Mantendo o campo como B; =Bp, podemos agora expressar a equa¢io do movimento
de um spin, considerando o efeito deste campo em conjunto com o campo estatico By :

‘;—”f - Mx1[B, + B,()]. [19]

E para facilitar a investigagio do movimento da magnetizagdo é necessario tornar B;
estatico, acompanhando a precessdo. Considerando um sistema de coordenadas girante,
onde o eixo de rotagdo coincida com a diregdo de By, mantendo-o estatico, e para isso a
freqiiéncia de rotagdio deve ser igual a freqiiéncia de Larmor, eliminando assim a
dependéncia temporal de B;, tornando-o estatico, como na FIG.1.5(a). De forma que a Eq.
[19] pode ser reescrita:

%:Mxy(k'30+i'31)—MX.Q. [20]

Onde B; ¢ considerado como sendo aplicado no eixo-x.
Na condigdo de ressonancia £2 =y kBy, onde o sistema estaria numa situagio em que
B - £2 =0, e pode ser declarado que:

%ﬂt{ = M x y[(BO - 9)k'+B,i'] =M xyB,,, 121]
¥

onde B, = (BO -% )('grBli'.

Isto pode ser entendido que, no sistema girante de coordenadas, a magnetizagdo
percebe a agdo de um campo magnético estatico B,y precessionando num cone de angulo

fixo em relago a diregdo deste campo efetivo, com uma freqiiéncia angular de 3B,
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(a)

Fig. 1.5 : Sistema girante de coordenadas. Neste sistema os momentos magnéticos parecerdo estaticos, jaqueo
novo sistema gira na mesma freqiiéncia dos momentos (a); e com a aplicagdo de um novo campo, B,, no eixo-
x’, 0s momentos precessionariio ao redor deste eixo, na mesma freqiiéncia angular deste campo
aplicado ( yB,) (b).

Da Eq. [2I], sendo satisfeita a condigdo de ressondncia, o campo efetivo sera

Be=B;i’, ¢ 0s momentos magnéticos precessionardo ao redor do campo B; com uma

freqiiéncia de yB;, como na FIG.L.5(b). E o dngulo com relagfio a B; sera determinado por:
0=y [B,(O)dr, [22a]
0

onde 7, € o tempo em que o pulso de RF € aplicado. Considerando que B; permanega
constante durante este tempo, a Eq. f22a] pode ser reescrita da forma:

6=mBt,. [22b]

Assim fica determinado que, com o ajuste da amplitude de B; e do tempo de aplica¢io

deste, #,, pode-se especificar o dngulo de excitagdo desejado. Por exemplo, um pulso de

6 =72 gira os momentos magnéticos de 90° de z’ para y’, levando a magnetiza¢fio para o

plano transversal, enquanto que um pulso 6 =7 gira de 180° os momentos, de z’ para -z’,

deixando a magnetizagfo invertida, como pode ser visualizado na FIG.L6.
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Fig. 1.6 : Aqui ¢ possivel visualizar como a magnetizagio resultante, M, evolui no tempo durante a aplicagdo
de um campo magnético estatico B, € um campo de RF, B;, no sistema de laboratério (esquerda) e no sistema
girante de coordenadas (direita) para : um pulso de 15°(a), um pulso de 90 ° (b) € um pulso de 180° (¢).
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1.3 O sinal de NMR

Apds a aplicagdio do pulso de RF, os momentos magnéticos dos nucleos excitados
presentes na amostra respondem a esta perturbag@o, gerando o sinal de NMR que podemos
captar. Existe um contratempo muito importante que deve ser considerado, a
inomogeneidade do campo estatico aplicado B,.

Supondo um pulso de RF de 90° neste campo estatico By. Ele tem a propriedade de
girar toda a magnetizagfio paralela ao campo By, se for intenso o suficiente, para o plano
transversal a este. Devido as inomogeneidades de campo esses vetores magnetizagdo
comegardo a experimentar diferentes campos em pontos diferentes, e iniciarfio a precessdo
em sua freqliéncia de Larmor caracteristica. Algumas componentes da magnetizagdo
precessionardo mais rapidamente que outras, resultando em diferentes contribuigdes para a
magnetizagdo total, devido a defasagem gerada pela inomogeneidade do campo, como est4

mostrado na FIG.L7(c).

f.e.m. induzida

%’ x’ x’

Fig. 1.7 : O conjunto de bobinas de excitac¢io e recepgio do sinal envolvem a amostra (a), gerando a f.e.m. que
¢ captada na forma de um FID (Free Induction Decay) (b), devido ao processo de precessdo acompanhado da
relaxag@o (c), retornando a magnetizagio a sua condigio de equilibrio.
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Cada pequeno volume da amostra que experimenta um campo homogéneo aplicado ¢é
chamado de isocromata, pois todos os momentos magnéticos contidos ali estdo girando
numa mesma freqii€ncia, sendo a magnetizagfo total resultante da contribuic@o destas varias
isocromatas.

Apds a aplicagdo do pulso de RF, a magnetizagdo tende a retornar para a sua condi¢io
de equilibrio, paralela ao campo estatico By, € durante este retorno € captado um sinal,

caracteristico, chamado “Free Induction Decay” (FID).

1.4 A equagao de Bloch

Uma descrigéo fenomenoldgica da dependéncia no tempo da magnetizagdo nuclear
M(t), na presenga de um campo magnético aplicado B(z), é representada pela equagdo de
Bloch:

Mi+M j -
d£='YMXB—( xt yJ)_(Mz MO)k
dr T, T,

23]

Esta magnetizagéo nuclear M(?) induzida na amostra ¢ a soma de toda a magnetizag@o
experimentada pelos nicleos, como podemos lembrar da Eq. [/17].

O sistema de coordenadas esta aqui representado no eixo de referéncia de laboratorio.
Onde, por convengdo, 0 campo magnético estatico estd na dire¢do-z, chamada de diregdo
longitudinal, sendo as dire¢es-x e y definidas como diregdes transversais. Um estudo mais

2]

profundo das equagdes de Bloch é encontrado no artigo de Hinshaw!” e no trabalho de

Bonagamba'®!.

1.5 Relaxacado

Apébs um pulso de 90° (n/2), por exemplo, a magnetizagio de equilibrio Myk sofre dois
importantes processos énquanto retorna a orientagio de equilibrio: a relaxagdo da
componente transversal My = M, + M,j, chamada relaxacdo transversal (com tempo
caracteristico 73), e a relaxagdo da componente longitudinal M; = M_k, chamada relaxagdo
longitudinal (com tempo caracteristico T7).

A constante 7;, também chamada de tempo de relaxagdo “spin-rede”, é quem
governa a evolugdo de Mj, de volta ao valor de equilibrio M. O processo fisico envolvido
nesta relaxacdo € a dissipag¢do de energia do conjunto de nicleos, o “sistema de spins”, no

meio atdmico e molecular do nucleo, a “rede”.
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A constante T, também chamada de tempo de relaxagdo “spin-spin”, é quem governa
a evolugdo de My, levando de volta ao seu valor de equilibrio zero. Os processos fisicos que
ocorrem neste caso sdo devidos ao acoplamento magnético entre os niicleos vizinhos, além
daqueles que ocorrem na relaxagfio longitudinal. A FIG.L8 ¢ bem ilustrativa na
representacio dessas relaxagdes a0 mostrar como se comportam 0s momentos magnéticos

apos serem excitados, passo a passo, até voltarem a condigio de equilibrio.

Excitagdo z

X T x
Fig. 1.8 : Os processos de relaxacio longitudinal e transversal, apés serem excitados por um pulso n/2, até
voltarem a sua condigfo de equilibrio.

O assunto de NMR estd muito bem discutido em varios livros e trabalhos publicados.
Para os interessados no assunto que desejarem iniciar sua formacfio nesta érea, algumas
publica¢des servem como introdugio ao assuntol® °!. J4 os que buscam os procedimentos
mais rigorosos € desejam se aprofundar na literatura, as publicagdes de Slichter'® e

Abragam!”! s3o basicos nos fundamentos de NMR, as de Morris!®! ¢ Mansfield® , mais
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voltados para a aplicagio em imagens por NMR ( MRI ) e Callagham!'®, mais atual e com
aplicagdo em micro-imagens por NMR ( uMRI ). Para a parte de instrumentagfio em NMR a
publicagdo de Fukushima!''! ¢ uma excelente introdug@o, € uma outra publicacio mais
recente, de Jin!'?, tratando da anélise e design de bobinas de RF e de gradientes. Algumas
outras referéncias sobre diversas aplicagdes™ '>2! das técnicas de NMR, realizadas pelo
Grupo de Imagens por RMN do IFSC-USP, também estdo relacionadas para mostrar a

multidisciplinaridade e importéncia da ressonancia magnética nuclear como 4rea de estudo.
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Cap. Il - Principios de Espectroscopia Localizada ('H MRS) e
Imagens por Ressonancia Magnética (MRI)

Este capitulo completa, juntamente com o anterior, a parte basica necessaria para o
entendimento da obtengdo e geragfio de espectroscopia localizada e imagens por ressonancia

magnética.

I.1 A codificagdo da posig¢ao por gradientes de campo magnético
Como j4 foi visto anteriormente na equagio de Larmor, o nicleo possui uma
dependéncia direta entre a sua freqiiéncia de precessdo e o campo magnético. Caso o campo
magnético aplicado na amostra varie de uma posigiio para a outra, obteremos também uma
variagdo local da freqliéncia de precessdo, que ¢ a chave para se fazer a codificagdo espacial
dos nucleos nas imagens por NMR, como representado pela expressio:
o(r,t)=y(B, +G-r). [24]
Assim, superpondo ao campo estatico B, outros campos magnéticos, na mesma
dire¢do de By, mas variando linearmente de uma posi¢do para outra no espago, isto é, um
gradiente d e campo m agnético. A s amplitudes constantes destes gradientes de campo nas

dire¢des-x, -y € -z s3o dadas por:

B
G, =% ;Gy=aB’ e G, =2 125]
Ox Oy 0z
Fazendo com que o campo resultante tenha a dependéncia desejada:
B(r)=B,+G"r. [26]

Os perfis de campo desejados nas trés dire¢des estdo ilustrados na FIG.IL.1.
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(@) . (b) . (©) .

Fig. I1.1 : Perfis dos campos de gradientes: G, (a), G, (b) € G, (c).

Na espectroscopia convencional o que se obtém ¢é a informagdo espectral, nio
havendo a necessidade de aplicagdio de gradientes, salvo em alguns casos, como por
exemplo a supressio de solvente. Ja na espectroscopia localizada a aplicagdo deste conjunto
de gradientes se torna imprescindivel, pois torna-se necessario a localizag@o espacial. Neste
caso, assim como ¢ utilizada em MRI, ¢ realizada uma variagio espacial da freqiiéncia de

ressonéncia, permitindo assim excitar seletivamente uma regidio limitada da amostra.

I.2 Selegao de planos

A aquisi¢do de volumes por espectroscopia localizada utiliza-se de técnicas de
excitagdo seletiva. O método de excitagdo seletiva consiste no alargamento da linha de
absorgdo dos spins nucleares devido ao gradiente de campo magnético e na aplicagio em
conjunto de um pulso de RF de largura espectral mais estreita que a largurade linhade
absorgdo, dividindo assim o objeto em fatias. Nos casos nfo seletivos a largura espectral do
pulso de RF € mais larga que a linha de absor¢3o.

Um exemplo classico ¢ o de trés tubinhos localizados ao longo do eixo-z mostrado
na FIG.IL.2, onde cada um deles esté relacionado a uma freqiiéncia caracteristica de acordo

com a sua posi¢io, mostrando os casos seletivo e nio seletivo.
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Fig. I1.2 : Experiéncia dos tré€s tubinhos: excitagio seletiva. Os tubos possuem diferentes quantidades de dgua
¢ estdo posicionados ao longo de uma coordenada (a). Cada um dos tubos respondem a excitagdo com FIDs
distintos, podendo ser observadas duas coisas: a diferen¢a da amplitude do sinal, evidenciando a densidade de
nucleos, e a diferenca de freqiiéncia, que distingue as diferentes posi¢des dos tubos (b). A representagio da
densidade de spins de acordo com a posigdo (¢). Os espectros de freqiiéncia de um pulso seletivo a direita e um
ndo seletivo a esquerda (d) onde se observa como a amostra respondeu as duas excitagdes (e).
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Com a aplicagdo de um pulso de RF modulado em amplitude, apenas os spins cuja
freqiiéncia de precessdo esteja contida nesta regiio do espectro serfio excitados. As
imperfei¢des que ocorrem no perfil de excitagio estdio relacionadas a efeitos de ndo
linearidade dos spins e a escolhas de fungSes de truncamento inadequadas na modulag3o do
pulso de RF, podendo ser toleradas, mas limitam a excitagdo. No CAP.III serfio discutidas
vantagens da aplicagio de pulsos de RF adiabaticos, que s 3o modulados em amplitude e
freqiiéncia e que foram utilizados neste trabalho.

Uma fun¢io muito usada na modulagio de RF € a sinc (sin(x)/x) truncada, mostrada
na FIG.IL3, onde a forma do perfil de excitagio — pulso de 90° — (ou inversio — pulso
de180° - ) & relacionado & Transformada de Fourier ( TF) desta fungio (obviamente ndo
levando-se em conta o papel da resposta no-linear dos spins, descartado aqui por motivos
de simplificacdo). A largura do plano selecionado é definida pela largura 3 meia altura do
perfil de excitagdo (ou inversdo; levando-se em conta a ndo linearidade essas duas larguras

serdo diferentes entre si).

(a) (b)

espessura do plano
- 3
selecionado

N N, >

N\ N @ o

Fig. IL.3 : O pulso seletivo tipo sinc truncado (a), e seu espectro de freqiiéncias, centrado na freqiiéncia de
ressonancia g (b).

A espessura do plano selecionado da imagem é expressa por:

—— [27]
G

2z

onde Aw, ¢ a largura da banda de excitagdio (invers3o) do pulso de RF e Az é a largura do
plano excitado (ou invertido), mostrando que esta depende tanto da intensidade do gradiente,
como da largura da banda do pulso de RF.

Como o tempo ¢, do pulso de excitagio de RF é longo, os spins comegam a se
espalhar na presenga do gradiente de selegfio antes de alcangarem o plano transversal,

havendo um actimulo de fase geralmente proporcional 4 metade da 4rea da forma de onda do
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pulso de gradiente € com isso levando a perda de sinal. Isto pode ser corrigido com a
aplicagdo de um segundo gradiente, invertido e com metade da 4rea do primeiro, chamado
de gradiente de refocalizagio, que deve ser aplicado logo ap6s o pulso de excitagio, como
visto na FIG.IL.4. Este mesmo procedimento ndo ¢ necessario na inversdo. Observando que
toda essa argumentac@o se invalida se for considerado o estado de movimento dos spins, na
forma de fluxo ou difusdo. Neste caso, o acumulo de fase niio pode ser recuperado

simplesmente com o argumento da area sob a forma de onda dos gradientes.

RS

Gsel 't
.:A_ Grcf
\ 2 }
A :
\Y4 \/ '

t

RF

Fig. IL.4 : A defasagem dos spins durante o pulso de RF é compensada com o gradiente de refocalizagio. A
area do gradiente de refocalizagdo deve ser a metade da 4rea do gradiente de selegio.

Convém lembrar novamente que o perfil do pulso de excitagdo e inversdo diferem
devido a ndo linearidade da resposta do sistema de spins, como ¢é indicado nas equagdes de
Bloch.

Em espectroscopia de volume localizado s3o aplicados trés pulsos seletivos, numa
combinag@o de pulsos de excitagio e de inversdo, dependendo da técnica utilizada. Isso sera

mais detalhadamente discutido no CAP.IV.

Il.3 Eco de spins

O que sera mostrado a seguir ¢ o caso convencional de obtengdo de um eco de spins,
que sera extrapolado no CAP.IV para o caso da espectroscopia localizada. Foi observado
até agora o sinal de FID dos spins, no caso unidimensional. Com a aplicagio de um
gradiente de preparacdo (G,rp) seguido de um pulso de inversdo, observa-se o sinal

chamado de eco de spins, cuja seqiiéncia de aquisi¢io esta mostrada na FIG.ILS.
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Pulso de Pulso de
excitacdo inversdo

Fig. IL5 : Obtengdo do sinal de um eco.

Ap6s a aplicagdo de um pulso de excitagio, a magnetizagdio ¢ conduzida ao eixo-y’,
seguido da aplicag@io do gradiente de preparagio, espalhando os momentos magnéticos no
plano transversal. Com um pulso de , os spins sdo invertidos em torno do eixo-x’ sendo
refocalizados na diregfo-(—y”) durante a aplicagdio de um gradiente de leitura, tornando a se
espalhar novamente no plano transversal. O sinal obtido desta seqiiéncia descrita acima, que

esta ilustrada na FIG.IL6, tem a forma de um sinal simétrico, contendo a mesma informagio
do FID.

(a) 42 (b) z'
<\1-2 '
V' 4-/3 4 Y
x X
(d) z ) z
3,4/>
yl 1,2\’ yl
"

x‘

>

Fig. I1.6 : Formag&o de um eco: apds ser aplicado um pulso de 90° (a), os spins se espalham no plano
transversal (b), em seguida € aplicado um pulso de inversio (180°) (c), refocalizando os spins no lado
oposto (d), € novamente os spins se espalham, em sentido contrario (e).

As trés proximas se¢des explicam como é realizada uma imagem bidimensional,
sendo necessaria a sua inclusdo apenas por terem sido realizadas imagens através da

seqii€ncia MSSE ( Multi Slice Spin-Echo, h4 uma figura com a planilha desta seqiiéncia no
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CAP.VI, FIG.V1.4). Estas imagens serviram como posicionadoras na localiza¢do espacial

dos volumes, nos quais foram obtidas as informag8es espectrais.

1.4 Codificagdo de freqiiéncia: imagem unidimensional

Como foi observado no exemplo da FIG.IL2, os trés tubinhos tem relacionados a
cada posi¢do em que se encontram uma freqiiéncia caracteristica, a de precessdo dos spins
contidos em cada um deles. Da mesma maneira podemos tratar um objeto finito colocado ao

longo de um gradiente chamado de gradiente de leitura, como na FIG.IL7.

/ﬂ

» G,

+—fem—*

Fig. I1.7 : A variagiio espacial do gradiente de campo magnético permite que seja feita a codificagiio
unidimensional do objeto.

Considerando a sua magnetizagéio de equilibrio M, no eixo-z na presenga de um
gradiente G, x, ao ser aplicado um pulso de n/2, esta é deslocada para o plano-x’y’
transversal, onde os spins de um elemento de volume dx localizado em x possuirio uma
magnetizagdo transversal dada por:

dm=M e“e " dx. [28]

O sinal resultante desse elemento de volume, usando a Eq. /24/, sera:

M) [M(x)e"® e dx. [29]

Considerando a Eq. [29] no sistema de coordenadas girante, M, nulo fora da

iyt

amostra, o termo constante e "> sendo agregado a um fator de proporcionalidade e assim

estender os limites de —o a 4+, esta pode ser reescrita da forma:
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M)« [My(x)e" e dx. [30]

Considerando T constante (independente da posigdo) podemos retirar da integral o
termo que o contém e como estamos interessados na dependéncia espacial da magnetizag3o,
define-se uma nova variavel k(t)= yGt, que expressa o espago do dominio das freqgiiéncias

espaciais, e neste caso a Eq. /30] torna-se:

M (1) = S(() oc e (M (x)e* dx. [31]
Desprezando os fatores de proporcionalidade, a Eq. f31] pode ser escrita como o
produto de duas fungdes:
k(@) ©
WkE))=e % ; Gk()= jMO (x) €™ dx. [32]

Onde G(k) é a TF inversa de My(x), que ¢ onde esta contida a informagio desejada.
Mas o sinal adquirido é S(k) e para recuperar a informagio da magnetizagio transversal

dgve—se fazer a TF da Eq. [31] em relagdo a variavel k:
S{S(K)} = S (k) - G(k)} = S (k)} ® S{G(K)}. 133]

Definindo P(x) = S{W(k)} e sabendo que M, (x)= S{G(k)}, a expressdo para a

transformada de S(k) é dada por:
3{S(k)} = P(x) ® M, (x). [34]

Onde a TF do sinal é a convolugdo entre as fungdes P(x) € My(x), onde My(x)
representa a imagem da distribui¢io das magnetizagdes ao longo da amostra. E a TF de

Wik), P (x), ¢ d enominada ““ Point S pread Function”(PSF) e ¢ ausa uma indeterminagio no

perfil da imagem, devido ao termo e na Eq. f31]. Como a TF de uma fungdo

exponencial resulta numa fungfo do tipo Lorentziana, a PSF é expressa por:

P(x) ; Ax= : [135]

S S
1-(GT,)* ° ¥GT,

onde Ax é definida como a largura de linha média.

GODE BIBLIOTECA
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O tamanho minimo dos pontos da imagem (pixels) é dado por Ax. Este limita a
resolugdo dos perfis da imagem e com isso a perfei¢3o com que o objeto sera representado.
Por causa das propriedades da TF, ha uma relagdo entre o tamanho do pixel, ou da distancia
entre eles, na imagem resultante, d, e a maxima freqiiéncia espacial contida no sinal
amostrado, k., representada por &= 1/kpax.

Numa aquisi¢do de imagens onde o valor maximo de Xk, Kya, € determinado p elo

tempo maximo de observagio, #u,y, sob a aplicagio de um gradiente G como mostra a

expressdo:
ox = i = = ! [36]
krmix tma'x ,
devendo satisfazer a condi¢#o:
> A = ! >> ! =t <<T, [37]

fOtye G, ™
onde dois pixels serdo distinguiveis, como mostrado na FIG.IL.8, apenas se a separagio
entre eles, dx, for maior que o seu comprimento, Ax, e para minimizar a influéncia da PSF é
necessario que o tempo de aquisi¢do da imagem, #,,y, seja menor que o tempo de relaxagio

transversal, T,, que é chamada de condigcdo de boa resolugio.

P(x) M(x)
- resolugdo ofuscada (Ax > 6x)
boa resolugao (Ax < 8x)

Fig. IL8 : A “Point Spread Function ”, que determina a resolugiio da imagem.

Satisfeitas estas condi¢des, a PSF, quando comparada a M(x), se aproxima de uma
fungdo delta, e assim podemos considerar:
P(x)=96
(x) (ic) ’ [38]
M, (x) = 3{S(B)}

onde a imagem da magnetizago pode ser considerada a TF do sinal S(k):
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M () = S(k(t) = TMO (x)e™ % dx. 39]

A seguir sera feito um breve comentario sobre a amostragem e resolugio.
O intervalo de tempo entre duas amostragens é & (“dwell time”) e o niimero de

pontos a ser amostrado é:

t .
= [40]

A parte da amostra, FOV (“field of view”) — campo de visdo, e &, a resolugdo
méxima permitida, a quantidade de pontos necesséria para representar todo o FOV é:

Fov

N, = . 41
= T [41]
Estabelecendo-se a condigdo N, = N, = N, para que o FOV seja representado durante
b
F0V=N-5x=—L—, [42]
yGot

onde podemos observar que o FOV & inversamente proporcional ao “dwell time” ¢ a
amplitude do gradiente, implicando que uma limitagdo na amplitude do gradiente,

geralmente uma caracteristica da fonte de gradientes, também é uma limitagsio no FOV.

I.5 Codificagéo de fase: imagem em mais de uma dimensao

Através da excitaglio seletiva, um plano tomografico bem definido de uma regifio de
interesse é obtido, onde é aplicada uma codificagio das freqiiéncias em uma direg#o,
resultando em uma imagem unidimensional do plano. Assim, para obtermos uma imagem
bidimensional é necessério que seja feita mais uma codificagio espacial numa outra diregfo,
com a aplicag@o de outro gradiente, o gradiente de codificacdo de fase.

A codificagio nesta outra dimens3o é obtida adicionando uma informagio de fase ao
sinal antes de codifica-lo em freqiiéncia. Seja a diregdo-y d este gradiente d e fase, apds a

aplicagdo por um tempo ¢, a fase acumulada pelos spins é dada pela expressio:
D(»)=Y(B, +G, - y)t,. [43]
O tratamento para mais de uma dimensdo é parecido com o que foi discutido na

Sec¢.I1.3, e serd descrito a seguir.
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Aplicando um gradiente G(#), o campo magnético e a freqiiéncia associada numa
posic¢do r da amostra num instante ¢ serdo:

B(r,t)=B, +r-G(t) ; o(r,t)=w,+yr -G(1). [44]

Se G(1) for aplicado durante um intervalo de tempo 7, a fase acumulada pelos spins

sera:
O(r,t) = ]m(r,t) dt=0,T+7r- ]‘G(t) dt. [45]
0 0
Redefinindo k(%) para:
k(r)= y]G(t) dt, [46]
0

no sistema de coordenadas girante a expressdo para a fase acumulada é dada por:
O(r,t)=r- k(7). [47]

Considerando agora todos os passos que foram feitos da Eq. [29] a Eq. [39], a

expressdo para este sinal sera da forma:

S((t) = [My(r)e* ™" dv, [48]

onde S(k) € My(r) estdo relacionados por uma TF. Se S(k) for conhecida para pontos
discretos do espago-k, entdo M(r) também podera ser conhecida no espago direto, através de
uma inversa da TF rdpida discreta (FFT)*"!. Mas para que isso ocorra, é necessario que o
dominio de S(k) seja varrido uniformemente e que as amostragem de S(k) sejam registradas
num reticulado no espago-k, com pontos igualmente espagados.

Uma descri¢do dos eventos que ocorrem durante uma seqiiéncia de aquisi¢iio no
espago-k € mostrada na FIG.IL.9, onde o método escolhido é a Transformada de Fourier

Direta Bidimensional do Eco de Spin (SE-2DDFT), cujos passos serdo descritos abaixo.
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Fig. IL.9 : A seqiiéncia de pulsos utilizada na aquisi¢io de sinais da fatia de um objeto para que seja feita a sua
imagem (a), mostrando a trajetéria da magnetizagio dos spins no espago-k (b). Abaixo sdo mostradas as trés
etapas da aquisi¢do: com o pulso seletivo de RF e a aplicagio do gradiente G, (¢), o gradiente de codificacio

de fase G, (d) e o gradiente de codifica¢do de freqiiéncia G, (e).

Seja um plano do objeto que se queira fazer a imagem, o pulso seletivo de RF
excitara somente esta regifio. Seguindo os passos:

A) O pulso de n/2 leva a magnetizagdo da fatia selecionada para o plano transversal, onde
os s pins e stardo em m éxima c oeréncia d e fase, o que equivale a origem no espago-,
como ilustrado na FIG.IL9(b) .

B) Em seguida ao pulso de RF sdo aplicados os gradientes de codifica¢do de freqiiéncia, G,

e de codificagdo de fase, G,, fazendo com que a magnetizagio evolua sob a presenga

deles, percorrendo a trajetéria 04 no espago-k, mostrada na FIG.I1.9(b), determinando

qual linha sera amostrada.

k,=yGzr 5 k,=)G,1, [49]
acumulando uma fase durante este periodo dada por:
r-k,=pGr+nGcr. [50]

C) Em seguida, um pulso de w inverte as componentes da magnetizagio, o que equivale a

percorrer a trajetoria AB no espago-£.

44



k,=—1G,7 5 k, =—G,7. [51]
Ap6s o pulso de w, a fase acumulada ¢ dada por:

r-k, =-pGr-mGr. [52]
Nesse instante, a magnetizagdo possui uma fase acumulada na dire¢do-(-x) e (—), que
depende da amplitude dos gradientes G, ¢ G, e da duragdo . Essa fase acumulada

representa a fase inicial para a codificagdo de fase.
D) Em ¢ = ¢, sob a presenca do gradiente de leitura, G,, é feita simultaneamente a aquisigio
do sinal. Durante esta evolug@io, somente k, dependerd do tempo, visto que nio ha

gradiente aplicado na diregéo-y.

k@)==1Gr+)G (t-7) ; k,=—)G . [53]
A fase acumulada em um instante ¢ é entdo dada por:
O =-p»G,v-mG,v+mG, (t-71). [54]

O sinal de NMR resultante é:
S() = [M,(x,y)e" PO OO gy, [55]

Xy
Observa-se que o sinal de eco de spins tem um maximo em ¢=27, onde estard com
uma fase acumulada de »G, .
Deslocando a origem do tempo para o centro do eco, de modo que ¢, = ¢ - 27, a fase

acumulada escrita na Eq. /54 serd dada por:

O=-pGr+nGr, -t <t<t, [56]

Na aquisig@o deste eco ¢ varrida uma linha do espago-k, a trajetdria BC mostrada na

FIG.IL9(b). Entretanto, a posi¢iio desta linha no eixo k, é definida pela fase acumulada

Gy, assim, se G, variar outras linhas sero lidas, como mostrado na trajetéria 0A4'B'C' da
FIG.IL.9(b). Variando G, em passos regulares num intervalo [-Gymax , Gymax], DO €spago-k,

obtém-se o sinal bidimensional da regiio amostrada, como esta representado na expressio:

Stkok,) = [[M ()™ dxdy = [[M(x, )" dudy 157]
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Fazendo a inversa da TF da Eq. [57] obtém-se a distribui¢io bidimensional da
magnetizagdo, M(x,y), como estd mostrado na FIG.IL10. Um detalhamento mais rigoroso
de todo esse modelo apresentado nas tltimas se¢des pode ser encontrado no trabalho de

[13]

Tannus"~, onde ¢ tratada a resolugdo e a influéncia do ruido no sinal, além de discussbes

sobre diversas técnicas de aquisi¢@o e reconstru¢do de imagens.

N

Fig. I1.10 : Considerando o exemplo dos trés tubinhos apresentados na Fig. I1.2, a imagem bidimensional
deles, codificando em freqiiéncia (diregdo x) e fase( diregdo y) , sem gradiente de selegdo: matriz de dados
adquiridos no tempo (a), a matriz depois da Transformada de Fourier na diregio da codificagio de
freqiiéncia (b) e a matriz depois das duas transformadas (c) e a imagem em tons de cinza (negativo) (d).
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I.6 Seqiiéncias convencionais de imagens bidimensionais

Como foi observado na Se¢.IL5, a obteng3io de imagens é cercada de varios eventos
que possuem uma ordem bem estabelecida e dependente do tempo, ou seja, sio as chamadas
“seqiiéncias” que determinam como serdio chaveados (disparados) os pulsos de RF, como
serdo aplicados os gradientes e quais deles, etc.

Uma seqiiéncia muito usada ¢ a chamada Spin Echo (SE), que consiste de uma
excitagdo seletiva seguida da codificagio em fase e em freqiiéncia. O diagrama desta
seqiiéncia estd mostrado na FIG.IL11. Os tempos caracteristicos desta seqiiéncia s3o: o
tempo entre a excitagdo e o pico do eco de spins, chamado de tempo ao eco (TE), e o tempo

entre duas excitagdes consecutivas, chamado de tempo de repeticdo (TR).

W M
Gselecﬁo /_\_/
Gfase
Gleitura / \
FID ECO
Sinal W i
Detecdo | I
«———TE——»
TR

Fig. IL.11 : Seqiiéncia de pulsos da técnica de "Spin Echo" (SE).

I.7 Contraste em NMR: efeitos de T, e T,

As imagens por NMR além de mapear as densidades de determinados ntcleos
atdbmicos numa amostra também possuem outros fatores que fazem com que estes sejam
diferenciados sob determinadas circunstancias, de acordo com alteragdes na sua e strutura
quimica no momento da imagem. Isto se deve ao fato de que diferentes estruturas possuem

uma distingdo significativa dos valores dos tempo de relaxagiio 7; e T», € no caso de
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patologias, nos tecidos do corpo humano, de animais e de frutas e vegetais estes valores sio
longamente modificados. Isso provoca grandes contrastes na imagem, bem visiveis quando
comparamos um tecido normal com outro que sofre de alguma patologia ou fungio. Essa
diferenca no contraste depende da seqiiéncia que é utilizada e dos tempos utilizados nos
pardmetros (TE e TR). Nas explicagdes desses processost*! que seguem logo abaixo foi
utilizada a seqiiéncia SE.

O contraste por T; € obtido da forma: se os spins nas duas regides da amostra possuem
tempos de T; diferenciados, T4 > T3, € se utiliza um tempo de repeticdo muito longo (TR>
T4 e T1p), a magnetizacio de ambas regides terdo tempo de recuperar e voltar a sua posigio
de equilibrio, e parecerdo iguais a cada aquisi¢do, nfio apresentando contraste na imagem.
Mas se reduzirmos o TR, de maneira que este seja mais curto que 774 mas que continue
longo em relagdio a T3 (T14>TR> T;p), obteremos um grande sinal da magnetizagio na
regido B e muito pouco na regido A, isto porque a magnetizagio longitudinal M; nio teve
tempo de recuperar o seu valor de equilibrio e por isso a redugdo no brilho na imagem da
regido A.

O contraste por T; é bem parecido: novamente considerando-se as duas regides
anteriores da amostra, com tempos de T diferenciados, T34 > T3, € utilizando um tempo TR
longo o suficiente para que ambos recuperem M totalmente entre cada excitagdo. Se utilizar
um fempo ao eco mais curto que ambos (7E < T»4 € Tz ), as contribui¢des das duas regides
sera a mesmo porque a magnetizag¢do transversal Mt teve pouco tempo para decair. Mas se
ajustarmos TE tal que seja mais curto que T € mais longo que Tz (T24>TE> Tsp), entdo o
sinal da Mr da regido B ja terd decaido e enquanto o sinal daregido A ainda prevalece,
reduzindo o brilho da regidio B. Os dois exemplos estdo ilustrados na FIG.I1.12.

No contraste por densidade, procura-se minimizar os efeitos de 7; e 7> na amplitude do
sinal, que ¢ alcangado fazendo o tempo de repeti¢do longo € o tempo ao eco curto. Um
estudo detalhado sobre o contraste em MRI pode ser encontrado no trabalho de Foerster' e

em outros dois artigos bem atuais na aplicagfio em frutas e em soluges de aguicares®® .
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(a) Contraste por 7

(b) Contraste por 72

T:4> T2

| = Jr
- -

TE
Fig. II.12 : Os processos de relaxagio de duas amostras, através dos quais sdo obtidas as diferengas nos
contrastes por: T; (a) e T: (b).

1.8 Deslocamento quimico (chemical shift)

A freqiiéncia de ressonancia de um niicleo é determinada ndo s6 pela intensidade do
campo magnético externo aplicado, mas pelo campo “local” experimentado pelo nticleo em
nivel atdbmico. Nucleos atémicos de diferentes tecidos possuem diferentes freqiiéncias de
ressonéncia, dependendo da natureza da molécula na qual eles se encontram.

O fendmeno ocorre da seguinte forma: ao expor a molécula & um campo magnético, os
elétrons das camadas mais externas circulam de tal forma que geram um campo magnético
secundério induzido. Este campo magnético induzido pode se opor (ou reforgar) ao campo
aplicado, diminuindo (ou aumentando) assim este ultimo:

B =B, - oBy=(1- 0)By , [58]
onde o (um tensor) € a constante de blindagem.

Como o nicleo experimenta um campo local menor (ou maior) é dito que ele esta
“blindado” (ou “desblindado™). E esta diferenca entre freqiiéncias dos nicleos que se da o
nome de deslocamento quimico:

@ =(1-0) By, [59]
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Como a magnitude do deslocamento quimico serd proporcional ao campo externo
aplicado, ele pode ser expresso como uma fragio deste campo. E uma maneira conveniente
de se expressar o deslocamento quimico é através de uma constante independente da
intensidade do campo magnético e do campo de RF aplicados. Assim, dividindo por uma
freqiiéncia de uma substancia que tomamos como sendo a referéncia (w,), obtemos:

6 =(a, -@) ! w, [ppm], [60]
que ¢ da ordem de grandeza de 10%, ou seja, de ppm, FIG.IL.13. Este deslocamento quimico
pode ser expresso em termos de Hertz ou ppm (partes por milh#o), o que significa que para
um campo magnético alto (By) teremos espectros mais resolvidos, ou seja, com sinais mais
afastados uns dos outros, do que para baixos campos — e mais estreitos, caso uma Stima
homogeneizagio do campo magnético B, for alcangada. Neste trabalho que esti sendo
apresentado, o campo magnético utilizado foi de 2 Tesla, com ressonancia do 'H de 85 MHz
(1 ppm = 85 Hz), e comparando com outros campos: 0.5 T, 21.25 MHz (1 ppm = 21.25 Hz);
1 T, 42.5 MHz (1 ppm = 42.5 Hz); 4T, 170 MHz (1 ppm = 170 Hz); 7 T, 297.5 MHz (1
ppm = 297.5 Hz); 9.4 T, 399.5 MHz (1 ppm = 399.5 Hz). Lembrando ainda que para cada
nucleo em especifico, ou situagdo (in vivo ou in vitro), é costume utilizar um solvente
apropriado como referéncia. Neste trabalho de 'H MRS em frutas, utiliza-se o proprio sinal
da 4gua como referéncia, como apresentado no CAP. VII dos resultados, por uma
imposi¢do do instrumental, mas sfo apresentados como na literatura (por exemplo, com o

TMS como referéncia, ficando a dgua em 4,7ppm).

3 =Av/v,=cte 8=2Av/v, =cte
Av 2Av
4—]‘ —
Bo A 2Bo A A
{ 1 - | ] -
1 ) gl ) ! bl
Vo v v Vo* V‘ V

Fig. IL.13 : Comportamento do deslocamento quimico devido a aplicagdo de dois campos magnéticos com
intensidades distintas.

Ha ainda outros efeitos que podem influenciar a freqiiéncia de ressonincia: o
acoplamento dipolar, a interagdio quadrupolar e o acoplamento spin-spin, que estio bem
descritos em livros!® *°!, Sera comentado com mais detalhes na proxima segdo o ultimo

efeito, também conhecido como acoplamento-J, por ser relevante para este trabalho.
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1.9 Acoplamento-J

Este efeito € também conhecido como acoplamento spin-spin ou acoplamento escalar,
observavel em campo magnético alto. A ele se refere a interagio de dois spins nucleares de
uma mesma molécula por meio de “distor¢des” em suas respectivas nuvens de elétrons. A
interagdo de acoplamento-J ¢ a responsavel pelo surgimento desta estrutura fina, que causa o
desdobramento da linha espectral (em dubletos, ..., multipletos), observados em compostos
quimicos em espectroscopia de alta resolugdo por NMR. O acoplamento-J indiretamente
modula o sinal de NMR de muitas macromoléculas, sendo este efeito enfatizado quando se

utiliza TE muito maiores que 30ms.
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Cap. lil - Pulsos Adiabaticos

Neste capitulo serdo introduzido os principios de pulsos adiabaticos, que serio
utilizados na implementagdo das seqiiéncias hibridas de espectroscopia localizada, assunto

do préximo capitulo.

ll.1 Aspectos gerais

Pulsos de RF com modulagio em amplitude e freqiiéncia, chamados pulsos
adiabaticos, encontraram ampla aplicag@io em imagens e espectroscopia de alta resolugdo por
NMR. Muitos anos apds a proposi¢do inicial do fendmeno de Ressonincia Magnética

Nuclear?® 31

, contudo, a forma como esses pulsos atuam no sistema de spins ainda esta por
ser totalmente compreendida. Um desses problemas consistia na analise da resposta da
magnetizacio a pulsos de RF de banda larga, aplicados na presenca de gradientes de campo
magnético estaticos, cujas tentativas de solucdo utilizando-se pulsos compostos (composite
pulses, seqiiéncias de pulsos retangulares e estreitos, com amplitude e fase moduladas)
haviam sido propostast®*>* desde 1983, sem muito sucesso. Esse problema, entre outros, foi
abordado por pesquisadores de nosso grupo e colaboradores, e culminou com o
desenvolvimento dos pulsos com adiabaticidade independente do offset de freqiiéncia (Offset
Independent Adiabaticity - OIA pulses), cuja teoria e primeiras aplicagdes encontram-se
descritos no trabalho de Tannus®®. Este trabalho abriu varias perspectivas de aplicagio de
pulsos adiabaticos em novas metodologias d € i magens e e spectroscopia de NMR. Alguns

dessas propostast®®*!! ja se encontram parcialmente testadas.

l1.2 Principios de pulsos adiabaticos

Serdo desenvolvidos aqui alguns dos principios basicos e o formalismo utilizado na

descrigfio dos pulsos de RF adiabaticos.



Uma descrigdo classica desse fendbmeno pode ser entendida considerando-se as
componentes dos campos magnéticos e da magnetizagdo M num referencial que gira com
freqiiéncia igual a freqiiéncia instantinea do pulso de RF, wrr(t). Este sistema de referéncia
¢ por convengdo chamado de sistema de freqiiéncia modulada (FM frame), com eixos X', y' e
z'. Nesse sistema de referéncia, a diregdo do vetor campo magnético de RF Bj(?) permanece
fixa durante um pulso adiabético (consideramos aqui o caso em que a passagem adiabatica
rapida € feita mediante a variagdo da freqiiéncia da RF, e ndo do campo magnético
principal).

Quando a freqiiéncia do pulso é diferente da freqiiéncia de Larmor w,; uma
componente de campo magnético aparece ao longo do eixo longitudinal z', com amplitude
Aaw/y, onde Aw= wy- wrr. Exemplos de fungbes de modulagio de amplitude, B;(1), e
freqiiéncia, Aw(?), para passagens adiabéticas podem ser vistas na FIG.IIL1 (adiabatic half
passage, AHP e adiabatic full passage, AFP), ¢ na Se¢.I11.2.2 trataremos da fungfo secante
hiperbdlica. .

a AHP
wo
A® !&

AFP

<

b
[
Fig. ITL1 : Fungdes de modulagio para pulsos adiabaticos tipo a) Adiabatic Half Passage (AHP) ¢ b)
Adiabatic Full Passage (AFP).

No sistema FM visto na FIG.IIL2(a), o campo efetivo B,g?) instantineo é a soma
vetorial das componentes de campo longitudinal e transversal, Aa/y € B;(t). Num pulso
adiabatico, wgrr depende do tempo, e portanto B.g?) muda de orientagio com uma

velocidade angular instantinea dada por da/dt, onde

7B, (z)}

Ao() 161]

a(t) = arctan{
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(do/dt)ly)

Fig. I11.2 : Sistemas referenciais girantes a) FM; b) By

No inicio do pulso, wrr << @y € Ao estd em seu valor maximo (A@p,y). Nessa
condi¢do, Aw/y é muito maior que B;; segue portanto, que a orientagdo inicial de By ¢
aproximadamente paralela a z'. A medida que wgr(?) aumenta, Aa(t) diminui para zero e B
tomba para o plano transversal. Quando wre(t) = @y, By coincide com B;. Esse ponto
equivale ao fim de uma 4 HP (pulso de 90°). Uma A FP é conseguida s e ¢ ontinuarmos a
variar a freqiiéncia através da condigfio de ressonancia, na direcfio de -A@yqy, fazendo com
que, no final, a orienta¢do de B4 se da ao longo de -z'. Durante o pulso adiabético, M segue
B.g(t), desde que a condigdo de adiabaticidade, |yB.4(t)| >> |dc/dt|, seja satisfeita para todos

os tempos durante o pulso.

lll.2.1 Sistemas girantes FM e de B,

Néo € possivel entender porque M segue B.x?) durante um pulso adiabético,
restringindo a andlise apenas ao referencial de FM. Introduzimos aqui um segundo sistema
de referéncia que gira solidirio a Bg?), chamado “sistema B,/ (ou segundo sistema
referencial girante), com eixos definidos como x", y" € z". A FIG.III.2(a) mostra a relagio
entre os sistemas girantes de FM e de By durante um pulso adiabatico. Inicialmente, os dois
sistemas estdo superpostos. Durante o pulso, o sistema B,y muda sua orientagdo com relagéo
ao sistema FM com uma freqiiéncia do/dt, € By permanece paralelo a z". Ao fim do pulso,
os dois sistemas estdo relacionados por um angulo que é o angulo total de excursdo de By
(efetivamente o angulo de flip). Na FIG.IIL.2(b) podemos observar a relagiio entre M e as
componentes do campo magnético no sistema By A rotagdo de By em torno do eixo y'

resulta numa componente de campo magnético com intensidade instantinea (do/dt)/y ao
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longo de y". Assim, no sistema B.4, 0 campo magnético resultante E(z) sera dado pela soma
vetorial das componentes Bgt) e ¥'(do/dr) §"' . Fagamos por simplicidade que B,(?) e Aw(t)

sejam fungdes que variam de forma a manter B,y e do/dt constantes. Neste caso, a evoluggo
de M ¢ simples, na forma de uma precess3o em torno de E formando um cone com 4ngulo
de vértice €. Como se observa em FIG.IIL2(b), M nunca excursiona além de um angulo 2¢
de By, e portanto sua evolugio fica restrita a um &ngulo 2& com By no sistema FM.
Quando a condi¢do de adiabaticidade ¢ plenamente satisfeita, € € pequeno e E(?) ~ B(2).
Além disso, para as componentes de M que eram inicialmente perpendiculares a B.g0), o
angulo entre essas componentes € Bg?) permanece dentro do intervalo 90°+€ (ou seja, essas
componentes permanecem aproximadamente perpendiculares a Bg(2)).

O pulso classico de AFP ¢ insensivel a variagBes espaciais na intensidade de B,
apenas quando o angulo total de rotagdo da magnetizagfio ¢ um multiplo de 90°, desde que a
orientacdo final de B,y € insensivel a variagdes de B, apenas quando o valor final de |Aa(?)|
¢ zero (como na AHP) ou é muito grande comparado ao valor final de B;(?) (como na AFP).
Além do mais, pulsos adiabaticos sfio muito tteis apenas para a rotagio de uma dada
componente de M de uma orientagdo para outra, e n3o proporciona “rotagdes planas” como
requerido por muitos experimentos. Por exemplo, para gerar um bom sinal de spin echo, o
pulso de refocalizagdo numa seqiiéncia SE precisa girar as componentes de M no plano
transversal em torno de um eixo de forma que seja invariante frente a mudangas em
amplitude de ay € B;.

Apesar de uma AFP produzir em alguns casos um eco observavel, as aplicagdes que
a utilizam dio normalmente resultados ruins pelo fato de que a fase da magnetizagio
resultante varia em fun¢do da amplitude de @y e B;. Como solugdo, foram criados pulsos
compostos, que incorporam mudangas discretas d e orientagfio de B,y capazes de produzir

rotagdes planas!***®]

. Além desses, pulsos que incorporam também mudangas de fase
discretas e ajustaveis, entre os segmentos que os compdem, sio capazes de produzir
transformagOes na magnetizagdo com qualquer angulo de rotag3o, enquanto mantém a

insensibilidade a mudangas espaciais de B, %,

Este ultimo tipo de pulso ¢é
convenientemente chamado de “girador universal”, fazendo com que qualquer componente
de M perpendicular a um dado eixo de rotagio seja girada do mesmo angulo de flip,

ajustavel (rotagdo plana).
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.3 A fungdo secante hiperbélica
Os pulsos adiabaticos s3o caracterizados por fungSes especificas de modulagéo em
amplitude do campo magnético de RF, B;(t), e em freqiiéncia, 4axt), da acordo com:
B,() = By f5 (1)
Ao(t) = Ao, f, ()

onde fz € f, sdo fungSes de modulagdo unitarias e normalizadas. Bjmax € AWmex S30 as

[62]

amplitudes de modulagdo maximas de B; e Adw, respectivamente. A FIG.IIL3 mostra as
modulagdes de B,(?) e Aaxt) por fz (t) = sech[A((2t/T)-1)] e f, (t) = tanh[ S((2t/T)-1)], com t
variando de 0 a T e S definindo os pontos de corte para as fungdes infinitas sech e tanh, onde
este ultimo também é escolhido tipicamente como sech(f) = 0,01 (1% de nivel de corte).
Esse par de fun¢des de modulagido definem um dos mais conhecidos pulsos adiabaticos, o
pulso secante hiperbolical®* %!,

Os pulsos adiabéticos também podem ser implementados com a modulagio em

amplitude ¢ fase, como ¢ feito neste trabalho. A fase de B, ¢(t), € calculada através da

integral da modulagio em freqiiéncia da forma:
t

é(t) = jAw(t')dt' [63]
0

A modulagio em fase do pulso secante hiperbdlica também estd mostrada na

FIG.IIL.3.
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Cap. IV - Técnicas de Espectroscopia Localizada ('H MRS)

Neste capitulo serd feita uma exposigdo de algumas técnicas de espectroscopia
localizada, restringindo as mais conhecidas e utilizadas (PRESS ¢ STEAM). Serdo discutidas
quais as principais caracteristicas de cada uma delas e em seguida serd apresentada a
metodologia MEGA, que sera utilizada na supressdo do sinal da 4gua. Por fim é apresentado
o diagrama das seqiiéncias implementadas neste trabalho, mesclando as técnicas de

localizag3o e supressiio, com esta ultima implementada com pulsos adiabaticos.

IV.1 Os principais métodos

A idéia por tras das aplicagdes de MRS é adquirir um espectro de deslocamento
quimico de um volume bem definido (voxel) localizado na amostra. Ha duas classes de
técnicas de localizag3o que sio bem distintas. Uma utiliza-se de gradientes em By ¢ a outra
em B;. As técnicas de localizagfio fazem uso do principio fundamental de que a rotagfio da
magnetizagio M ¢ proporcional 3 amplitude d o campo m agnético que atua sobre ela. As
técnicas de localizag@io baseadas em By s3o as mais utilizadas, por serem mais faceis de
implementar. As baseadas em B, utilizam o perfil de sensibilidade das bobinas de RF para
definir volumes, mas o controle da forma e do tamanho dos mesmos fica a cargo do préprio
desenho da bobina, perdendo flexibilidade para os métodos de gradiente de By. As técnicas
mais utilizadas dessa classe sdo a PRESS, STEAM e ISISP**". Nada sera discutido aqui a
respeito das técnicas que fazem uso de gradientes em B;, mas suas bases estio bem
estabelecidas na literatural®! 4.

Os métodos que permitem a aquisi¢do de um espectro de um volume localizado sdo
denominados na literatura de “métodos de um vinico voxel” (“single voxel methods”). S&o
métodos b aseados na b em c onhecida t écnica d e s elegdo d e fatia, apresentadano C AP.II,
desenvolvida inicialmente para aplicagdes em MRI'®> ) Como anteriormente foi dito, a

selegdo de fatia € realizada com a aplicagio de um pulso de RF na presenga de um gradiente
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de campo magnético em By, que codifica as freqiiéncias de precessdio ao longo do eixo
espacial em que € aplicado. Este pulso de RF gera uma resposta apenas daqueles spins que
estdo dentro da sua banda de freqiiéncias. Desta forma, o volume de um cubo é adquirido
pela aplicagdo de trés pulsos seletivos em freqiiéncia (foram usados pulsos sinc) na presenga
de gradientes aplicados nas trés diferentes orientagdes (x, y e z). Portanto, este método
adquire um volume, que resulta de um sinal coerente, gerado apenas pelos spins que
experimentaram os trés pulsos, ou seja, 0s spins que se encontram na intersecgio das trés

fatias selecionadas. A seguir serfio discutidas as técnicas mais utilizadas dessa classe.

IV.1.1 A seqiiéncia PRESS

A técnica de point resolved spectroscopy P>

, mais conhecida pelo seu acrénimo
PRESS, ¢ apresentada no diagrama da FIG.IV.1. A PRESS é caracterizada pela presenca de
dois ecos de spin, devido a aplicagéio de dois pulsos de inversio (180°), sendo o primeiro eco
formado pela aplicagdio de um pulso seletivo de 90°, excitando os spins de certa fatia em
uma diregdo, seguido de um pulso seletivo de 180°, numa outra direg3o ortogonal 4 primeira,
refocalizando-os. Nota-se que, até aqui, o sinal provém da intersec¢do dos dois planos.
Assim, para a localizagdo de um volume é necessédria a aplicagdo de um terceiro pulso
seletivo de 180°, numa direg3o ortogonal s duas primeiras. Finalmente, apenas os spins que
sofreram a¢do das trés excitagdes é que contribuirdo para o sinal.

Sinais espurios, que podem aparecer devidos as trés excitagdes, sdo tratados como
uma contaminag@o do sinal do volume localizado e d evem ser suprimidos. P ara que i sso
ocorra s3o necessarias as aplicagdes de pulsos de gradientes (spoilers), colocados
simetricamente e flanqueados aos gradientes usados na selegdio de fatias pelos pulsos de
inversdo (180°), e devem também possuir 4reas iguais. H4 uma perda de coeréncia de fase
durante a aplicagfio do primeiro spoiler e logo apds a inversdo, ha um ganho de coeréncia de
fase pelo conjunto de spins invertidos selecionados, suprimindo assim os sinais indesejados.
Assim, qualquer FID provocado por um ou dois pulsos de RF serdo destruidos, € como foi
dito anteriormente, somente o sinal do volume selecionado que resulta da aplica¢fio dos trés

pulsos de RF ¢ adquirido.
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Fig. IV.1 : Diagrama da seqiiéncia PRESS.

IV.1.2 A seqiiéncia STEAM

Discutindo agora a técnica de stimulated echo acquisition mode

[57, 58]

, Cujo acronimo
¢ conhecido por STEAM, mostrando seu diagrama na FIG.IV.2, na forma geral como é
utilizada em espectroscopia de volume localizado. A STEAM é caracterizada pela formagado
de um eco de spin estimulado, devido a aplicagdo de trés pulsos de selegdo (90°) nas trés
dire¢des ortogonais (x, y e z). O primeiro pulso seletivo de 90° excita os spins de certa fatia
em uma dire¢do, levando a magnetizagdo ao plano transversal durante um tempo TE/2. O
segundo pulso seletivo de 90°, numa outra diregdo ortogonal A primeira, retoma a
magnetizago transversal & diregdio longitudinal, permanecendo assim durante um tempo de
mistura, TM. Por fim, o terceiro pulso seletivo de 90°, numa dirego ortogonal as duas
primeiras, que gera o eco estimulado apdés um intervalo de tempo TE/2.

Novamente temos a presenga de sinais espurios, que aparecem devidos as trés
excitagdes, contaminando o sinal do volume localizado, que devem ser suprimidos. Assim,
sdo aplicados nas trés dire¢des pulsos de gradientes (spoilers) durante os intervalos de tempo
TE/2 ¢ TM. No primeiro intervalo de tempo TE/2, os spoilers servem para preparar a
magnetizagio de forma que o sinal do eco estimulado seja refocalizado para a aquisi¢do. No
segundo intervalo de tempo TE/2, os spoilers servem para eliminar o FID do ultimo pulso de
RF. Os conjuntos de spoilers nas duas partes devem possuir areas iguais. A aplicagio de trés
spoilers longos no intervalo de tempo TM, serve para eliminar ecos de spins que podem ser
gerados pelo segundo e terceiro pulso de RF.

Com relagdo as intensidades adquiridas nas mesmas condigdes, a PRESS

[67]

teoricamente" "’ alcanga um valor duas vezes maior que a STEAM, por esta adquirir um eco
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estimulado, mas essa diferenga n3o deve ser totalmente alcangada por causa dos perfis de
excitagdo e inversdo serem diferentes, onde o perfil de inversio ¢é ligeiramente menor que o

de excitacéo.

l‘ TE/2 * ™ * TE/2 ’{

Fig. IV.2 : Diagrama da seqiiéncia STEAM.

IV.2 Supressao de solvente

Vérias metodologias de supresséo de solvente tém sido desenvolvidas e apresentadas

[37. 68-76] 'Na tentativa de observar sinais extremamente fracos (da ordem de 10°

na literatura
vezes menores) € préximos do pico da dgua (~1 ppm) é necessario realizar uma supressio
eficiente deste sinal indesejado, ou pelo menos reduzir a amplitude a0 mesmo nivel do sinal
dos metabdlitos de interesse. Aqui também podemos dividir em duas classes as
metodologias de supressio: aquelas que utilizam pulsos seletivos em freqiiéncial®” 7#7% ¢
aquelas que destroem a magnetizacio longitudinal da 4gua antes da excitacdo da amostral®®
1. Aqui podemos citar como as mais conhecidas do primeiro grupo a WATERGATEY* ™,
MEGAP" ¢ Excitation Sculpting"®), ¢ do segundo grupo, a mais conhecida e aplicada é a

CHESS'®® %), A seguir sera apresentada a metodologia MEGA.

IV.2.1 A seqliéncia MEGA

A técnica chamada MEGAP” esti na categoria de pulsos seletivos em freqiiéncia,
refocalizantes, flanqueados por pulsos de gradientes que defasam magnetizagdes transversais
indesejadas, isto é, ndo as refocalizando. A vantagem da MEGA com relagdio as outras
técnicas semelhantes, por exemplo, a excitation sculpting, é que os sinais fora da banda de

supressdo sdo refocalizados com apenas um unico pulso, ou seja, os sinais de interesse sdo
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refocalizados com um tnico eco. Esta ¢ uma técnica que pode ser inserida em qualquer
seqliéncia q ue apresente um eco de spin, como a PRESS, ou um eco estimulado, como a
STEAM. O diagrama da MEGA inserida numa seqliéncia de Spin-Echo é mostrado na
FIG.IV.3. A andlise da técnica MEGA serd apresentada logo abaixo, mas agora sera

necessario utilizar o formalismo quéntico, deixado de lado no CAP.IL.

180, ﬁ T 1800,
6 N N —
G, N M
G, — ) N
3

Fig. IV.3 : Diagrama da seqiiéncia MEGA inserida numa SE convencional.

Representando por S a transformagdo unitaria causada por qualquer seqiiéncia de

pulsos:

S= exp(— ifl, )exp(— oI, )exp(— ial, )exp(iHIY )exp(i,BI 5 ) , [64]
onde a ¢ o angulo de flip resultante sobre um eixo efetivo de rotagdo descrito pelo angulo de
fase B e o angulo azimutal 6. O deslocamento de fase, com dependéncia espacial, induzido
por um gradiente pode ser descrito por

G, =expl-ig,1,), [65]
onde o indice j (j = 1,2,3) especifica um dos eixos de gradiente ortogonais. Para a melhor
performance, MEGA requer gradientes em trés eixos, mas poderia funcionar com apenas um
ou dois. O propagador completo que descreve a seqiiéncia logo apos ser aplicado um pulso
de 90° é

U=G,5,G,G,S8,:G,G,S,Gy, [66]
onde S, e Sy, representam pulsos seletivos e no seletivos, respectivamente. A magnetizagéo

final pode entdo ser calculada por

M, = (51;]3 ! j [rrirUe(0)U \ag,dg,dg, [67]
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onde v=x, y ou z ¢ a matriz densidade o (0) = m-I representa a magnetizaciio em ¢ = 0,
imediatamente apés ser aplicado um pulso de 90°. A integragio da equagfio anterior resulta

nos elementos necessarios para se construir a matriz rotagiio 3X3

abcos(28,,) ab sin(26,) 0
R=|absin(28,) -abcos(2p,) 0 [68]
0 0 cd

onde
a=1/4[1+cos(a,)cos?(8,) +sin?(0,)f =[1-cos(6,)sin’(e, /2)]
b=1/2[1-cos(a,, ) cos*(8,,) - sin*(8,,)] =cos*(8, )sin’(,, /2)

c= (cos(as )cos’(6,) +sin*(6, ))2
d =cos(a,, ) cos*(8,,) +sin*(0,,)

[69]

A matriz R descreve a transformaggo do vetor magnetizagio inicial m para o vetor final M
de acordo com M = R m. Quando a fase do pulso ndo seletivo (B,) é constante, R é
diagonalizada por um deslocamento de fase final de -2/, que pode ser alcancado c omo
parte de uma corre¢do de fase de ordem zero usual, aplicada ao espectro. Alternativamente,

quando S5 = 0°, R é simplificada em

ab 0 0
R=|0 —-ab O [70]
0 0 cd

Visualizando assim, observamos que MEGA evita qualquer interconexfio entre a
magnetizagdo longitudinal e transversal, e a fase da magnetizagdo transversal permanece
invariante, apesar de mudangas no offset de ressonéncia e nos angulos de flip.
O perfil de supressdo da MEGA ¢ determinado pelos perfis de inversio dos pulsos de RF na
seqiiéncia. Quando um pulso de RF ¢é flanqueado por pulsos de gradiente, o perfil de
inversdo ¢ dado pelo elemento de matriz

T(3,3) = cos(a) cos*(#) +sin> () [71]
Da equagio anterior, a probabilidade de inversdo é

P =1/2[1 - cos() cos* (8) - sin*(8) | = 7

= cos’ (@) sin’(a/2) —

ou de outra forma, a probabilidade de que a magnetizago longitudinal nio seja afetada pelo

pulso é
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0 =1/2[1 + cos(@) cos? (8) +sin*(8)] =

-, [73]
=1-cos’(@)sin*(a/2)
Substituindo todas as equagdes (6), (9) e (10) na equagio (7), resulta em
RO; 0 0
R=| 0 -RO; 0 [74]
0 o (-22)1-20.)

O que mostra que o perfil de supressdo da MEGA ¢ unicamente dependente dos perfis de
inversdio dos pulsos seletivos e ndo seletivos. Supondo que o pulso ndo seletivo € ideal, a
tltima equagio, (11), prediz um sinal residual n3o suprimido proporcional a cos® (a/2), 0
que mostra uma alta tolerdncia a erros de angulo de flip. A FIG.IV.4 mostra sensibilidade

aos erros de angulo de flip dos pulsos seletivos, para Watergate, Excitation Sculpting €
MEGA.

WATERGATE
0.8+ { ;

o7 % |
0.6+
0.5-

0.4

Magnitude Relativa

0.2+

L\ Excilation Sculpting
0.1 ‘-" i and MEGA 5

g Y ¥ T - Y < T
0 45 90 135 180 225 270 316 360
¢, (graus)

Fig. IV.4 : Sensibilidade aos erros de angulo de flip para Watergate, Excitation Sculpting e MEGA.

IV.3 Seqliéncias hibridas

Nas seqiiéncias PRESS e STEAM ¢ inserida a metodologia de supressao de solvente
MEGA" implementada com a utilizag3o de pulsos adiabéticos assimétricos (a questdo da
assimetria est4 explicada mais adiante, na pg. 83), seletivos em freqiiéncia (sdo os pulsos dé

inversdo seletivos, 180°%, nos diagramas).
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IV.3.1 Seqiiéncia hibrida MEGA-PRESS

Como foi mencionado anteriormente na discussio sobre a metodologia MEGA, esta é
uma t écnica que p ode s er inserida em q ualquer s eqiiéncia q ue apresente um eco de spin,
como a PRESS. O diagrama da MEGA inserida numa seqiiéncia PRESS é mostrado na
FIG.IV.S.

= — ~

4 180° L50°
180°,
RF ’\/\f t _ '\/\,‘ t, t, /\ _
Gx - i | t’
G R = T
2

Fig. IV.5 : Diagrama da seqiiéncia hibrida MEGA-PRESS.

IV.3.2 Seqiiéncia hibrida MEGA-STEAM

Da mesma forma, a seqiiéncia MEGA ¢ inserida numa seqiiéncia que apresenta um
eco estimulado, como a STEAM. O diagrama da MEGA inserida numa seqiiéncia STEAM é
mostrado na FIG.IV.6.

}‘ TE/2 * ™ * TE/2 ._I

% 180°% »° o0° 180°
w b N\ N
G, \J
G, — J M N
G, —N\ anV N

Fig. IV.6 : Diagrama da seqiiéncia hibrida MEGA-STEAM.
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Cap. V - Espectroscopia Localizada ('H MRS) em Frutas

As aplicagdes da NMR em sistemas bioldgicos ja possui um histérico extenso na
literatura. Por se tratar de uma ferramenta de analise nfo invasiva, as aplicagdes da NMR em
pessoas € animais sdo altamente indicadas e por isso sio extremamente familiares. Contudo,
por se tratar de um equipamento t3o versatil, muitas outras de suas aplicagdes no sdo tio
familiares, como a sua aplicagdo em muitos outros sistemas, como em plantas e frutas.
Mesmo ja com uma extensa literatura sobre o assunto, muito ainda é acrescentado em
desenvolvimento e pesquisa em NMR na aplicagio em vegetais, como por exemplo: as
medidas das concentragdes de metabdlitos importantes no metabolismo vegetal, a
identificagdo de componentes celulares, verificagdo de injurias internas nfo visiveis ao olho
nu, etc... e assim acumulando cada vez mais novos conhecimentos a respeito da fisiologia e
histologia vegetal.

Desta forma, ainda que esses organismos sejam tratados pelos mesmos métodos que
os utilizados em NMR in vivo, novas informagdes sio extraidas destes novos estudos. A
variedade de espécies — de diferentes formas e tamanhos, de habitat préprios, de processos
metabdlicos distintos e de alta sensibilidade quanto a pequenas alterages climaticas —,
tornam-nas elementos de grande desafio cientifico no que se refere a profunda compreensio
de todas essas nuances e de um potencial campo de estudo para as aplica¢des da NMR.

Sendo possivel a utilizagdio das diversas técnicas de NMR no estudo da fisiologia e
da histologia das frutas, alguns inconvenientes muitas vezes estdo presentes quando aplicada
a espectroscopia por NMR. Primeiramente pode-se citar a baixa quantidade de 4gua em
algumas plantas e frutas, fato nfo tdo problematico nestas tltimas e em muitos casos, pelo
contrario, escondendo uma quantidade enorme de material estrutural de possivel interesse.
Vale citar a existéncia de minusculos espagos preenchidos com ar, que causam problemas,
devidos as diferengas de suscetibilidade magnética, com a geragdo de gradientes magnéticos
intensos nessas interfaces, como sera mais discutido adiante, degradando o sinal de NMR.

Também deve se prestar atengdo para a atividade celular, com a existéncia de grandes



vacuolos centrais, que leva a uma baixa quantidade de proteinas e baixa atividade
metabdlica, destruindo em sua maioria possiveis sinais de metabélicos de grande interesse.
Lembrando que, neste tltimo caso, ha uma demanda por um hardware mais apropriado para
espectroscopia de altissima resolugéo no estudo da citologia vegetal.

Aqui nesta revisfo nfo serfio comentadas algumas areas de aplicagdo da NMR em
vegetais, tais como a determinag#o estrutural de macromoléculas, a investigagio qualitativa
de anatomias por imagens por NMR (MRI) e nem a caracterizagio estrutural de subprodutos
derivados d as frutas e suas sinteses ( compotas, sucos, geléias, doces, ...). Fica assim este
trabalho focado nos estudos que tém por objetivo a tentativa de se observar fragdes de
metabdlitos de agiicares, que sdo extremamente importantes no processo fisioldgico, ou seja,
no metabolismo que causa a maturagio das frutas.

A medida da concentragio de solidos soliveis de agilicares em frutas é considerado
um atributo relacionado & qualidade das frutas, sendo, portanto, objeto de extensa pesquisa
devido a0 movimentado — em termos de capitais e produtos — e exigente mercado de
horticulturas. M ensurar o que ¢ qualidade p ode ser algo um pouco abstrato, mas pode-se
tentar padronizar certos parametros, tidos como relevantes para pessoas normais, de escolha
de seu melhor produto. Uma pessoa faz uso de seus sentidos, € bom senso, no momento de
escolher um fruto fresco e saudavel tais como: seu aspecto, cheiro, paladar, toque e até pelo
som, ou seja, ela promove uma integragdo destes sentidos no que se refere a encontrar um
produto com a melhor aparéncia, aroma, sabor, matura¢do e firmeza. Instrumentos n#o-
destrutivos que relacionam estes atributos de qualidade com a percepgiio sensorial das

[78], ¢ entre eles a NMR tem se firmado como

pessoas ja sdo usados no auxilio dos produtores
uma Otima ferramenta para isso. As aplicagdes da NMR em horticulturas vio desde a
verificagéio de disttrbios que envolvem a distribui¢do de 4gua — via MRS ou MRI (actimulo
de agua, injurias por calor e por impacto, apodrecimento e presenga de larvas ou ovbs de
insetos, ruptura das estruturas internas da fruta devido ao armazenamento por periodo
superior ao indicado naturalmente para a fruta, ...) até a prépria mensura¢io de seus
constituintes — via MRS (em processos fisioldgicos, como o metabolismo).

Neste caso, um processo extremamente relevante no metabolismo da fruta ¢ a
maturagdo, que deve indicar qual o melhor ponto para a colheita, quais as melhores

condigdes para o seu armazenamento ¢, enfim, o melhor aspecto externo e interno para o seu

consumo final.
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V.1 O sinal de NMR em frutas

Como foi apresentado nos CAP.I e CAP.II, onde ¢ comentado sobre os processos de
relaxagdo, os sinais adquiridos dos tecidos das frutas s3o estudados considerando os mesmos
parmetros, seus tempos de relaxagio caracteristicos ( T; € T2)!*® ?!. O contratempo aqui é
estabelecer qual o equipamento correto para o que se busca, neste caso, o estudo em frutas
intactas de médio e pequeno porte. O equipamento disponivel para este trabalho foi um
magneto de 2T, com volume util para a amostra de 8cm de didmetro, por 10cm de
comprimento. Maiores informagdes sobre toda instrumentagdo utilizada estdo descritas no
CAP.VL As limita¢des encontradas serdo discutidas no CAP.VII e nas Conclusdes.

Como ¢ o sinal de nucleos de hidrogénios, presentes na composi¢ido de substincias,
que € observado por '"H MRS no estudo de vegetais (plantas, frutas, sementes, ...), este é
detectado e resolvido espectralmente, indicando qual a composi¢do molecular presente
(lipidios, 6leos aromaticos, solutos de agticares € outros carbohidratos” em solugio aquosa).
Porém, ha limitagdes e oﬁmizag:ﬁes ja conhecidas, e outras para serem desenvolvidas, a se
considerar em todas as partes que compde a NMR, como a instrumentagio e o experimento
em si: 0 hardware, os protocolos de aquisigiio na seqiiéncia, a quantidade de cada substincia
e como elas estdo deslocadas quimicamente; para que determinados sistemas possam ser

estudados com sucesso por um experimento de 'H MRS.

V.2 Primérdios da 'H MRS em frutas

Ao longo do tempo as medidas de teores de agucares foram realizadas de acordo com
as técnicas disponiveis e suas implementagGes. Veja, por exemplo, um caso interessante na
espectroscopia de alta resolugfo, que utilizou uma eficiente supressdo denominada “controle

seletivo” do solvente, no caso a agua, (realizada em 270 MHz)®"

, em que se baseia na
adi¢do de reagentes paramagnéticos (MnCl,) em sucos (magi e laranja) e leite, afetando o

tempo de relaxag@o transversal (T,) da agua, como mostra a FIG.V.1.

* Reproduzido da revista eletronica do Departamento de Quimica da UFSCY®: “Os dicionarios da
lingua portuguesa, tal como o Aurélio, escrevem "carboidratos”, sem o "h". O editor do QMCWEB
achou a forma "carbohidrato” mais correta, pois 0 nome vem da combinag&o "hidrato" + "carbono”.
O "h", neste caso, tem a mesma fungdo desempenhada em palavras como "hidraulico" ou
"hidroginastica”. O "h", embora nao pronunciado, denota a presenca de um elemento quimico - o
hidrogénio. Para o editor do QMCWERB, os dicionarios & que estdo equivocados. Ainda, o termo em
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Fig. V.1 : Espectros de sucos'® adquiridos por Spin-Echo, com “Controle Seletivo de Solvente”, através da
adigdo de 200uM MnCl,. Esquerda: Laranja. Direita: Maga. (A) Espectro inteiro; (B) Expansio da regido dos
carbohidratos; (C) Expansdo da regifio de acidos orgnicos. A expansio vertical foi de 15x.

Em outro experimento de alta resolugio, realizado por Cho et al.’®!! foi utilizada a
supressdo de solvente através da técnica de Inversdo-Recuperagio (IR) (em 200MHz), onde
foram observados os picos dos aglicares de um meldo (muskmelon), utilizando-se da
diferenga entre os tempos de relaxagio longitudinal (T;) do pico da dgua e o dos sélidos
soluveis de agucar, como mostra a FIG.V.2. A técnica de IR consiste na inversdo da
magnetizagdio da amostra como um todo, mas como o tempo de relaxagdo da 4gua livre
difere do tempo de relaxagiio daquela com agiicares dissolvidos, adquire-se o sinal quando a
contribuig¢iio devida ao sinal da agua livre se encontra no plano transversal (ponto de nulo).
Obtém-se assim um sinal devido quase que exclusivamente a outra contribui¢o, neste caso,

dos agucares soliveis.

inglés é "carbohydrate". E ste n&o é o tnico e xemplo d e termo cientifico "erronemente traduzido”
para o portugués...”.
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Fig. V.2 : Espectros de meldo (muskmelon)®"! adquiridos por Invertion-Recovery, com diferentes tempos de :
delay,1>. (A) 1.25; (B) 1.0s; (C) 0.9s. ‘

(82841 " os autores utilizaram a rotagio em angulo mégico, MAS

Em outros artigos
(Magical Angle Spinning), em baixa velocidade (poucas centenas de Hz) para eliminar os
efeitos de suscetibilidade magnética, devido a estrutura heterogénea da fruta e permeada de
ar em alguns casos (200MHz). Foram alcangadas melhorias na resolugdo, deslocamentos
quimicos mais precisos e aumento na relagdo sinal-ruido, como mostra a FIG.V.3. O angulo
“magico”, 54,7°, é o angulo no qual interagBes de efeitos de orientagdes nio promediadas
sdo reduzidas a um minimo. Neste caso, efeitos da estrutura heterogénea permeada de ar no

tecido das frutas.
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Fig. V.3 : Espectros de diferentes tecidos de frutas® adquiridos usando MAS e supressdo do pico da agua, em
200MHz. (A) magi (4 médias); (B) banana (4 médias); (C) uva (16 médias).

4

V.3 Problemas devidos as diferencas de suscetibilidade magnética

Nas interfaces entre as superficies de qualquer tecido da amostra com o ar havera
grandes diferengas de suscetibilidade magnética. Em frutas isso ndo é diferente, sendo até
pior, em muitos casos. Em alguns casos podem alcangar gradientes locais de
aproximadamente 20Tm™' no interior do talo de Pelargonium Graveolus (da referéncia 15 do
artigo de Chudek!® I e de 0,089Tm™, em 100MHz, numa ma¢a madura (da referéncia Lian
et al.,, 1994 do artigo de Clark[86]), causando distor¢es no espectro com a redugio da
resolugio e o0 mais problematico, alargamento na linha espectral. Isso acontece devido 2
heterogeneidade do material contido na fruta, contendo vactiolos e granulos de vérios tipos,
paredes c elulares, c dmaras de ar, etc... Assim, cada tipo de tecido, imerso em um campo
magnético intenso, sera magnetizado diferentemente devido as diferengas de suscetibilidade
magnética, caracteristicas de cada meio. Isto produz “dominios” magnetizados levando a
variagdes de campo magnético dependentes da posigio. Deste modo a teoria sugere que

grandes heterogeneidades microestruturais da amostra levam a grandes alargamentos da
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linha espectral®, como & comprovado pelas estruturas de algumas frutas (mag¢3, banana >

uva), como mostra a FIG.V 4. Isso também sera mostrado perto do fim do CAP.VII.

T N —
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Fig. V.4 : Espectros adquiridos sem MAS®, com amostras de diferentes tecidos de frutas, intactos, numa
forma cilindrica dentro de um tubo paralelo ao campo magnético, em 200MHz. (A) magi; (B) banana; (C) uva.

Para o caso mais simples, onde uma fina casca liquida envolve uma particula
esférica, o alargamento devido 4 suscetibilidade pode ser aproximado por'®:

Avy=(81/3) yBy Ay, [75]

onde Ay, ¢ a diferenga entre as suscetibilidades (adimensional) da particula e do liquido, y é a

razo magnetogirica (Hz/T) do nucleo observado, e By é a intensidade de campo magnético

(em T). A suscetibilidade também ¢ linearmente proporcional & intensidade de campo. Uma

estimativa experimental de Av,, mostrada na FIG.V.5, através da diferenga entre as larguras

de espectros, adquiridos em diferentes intensidades de campo, com e sem a utilizagdo de
MAS®A,
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Fig. V.5 : Dependéncia da largura de linha dos hidrogénios da agua com a intensidade de campo, em espectros
de '"H NMR®?, Pontos da largura a meia altura. Campo/freqiiéncia (14.1T/600MHz, 11.75T/500MHz,
7.05T/300MHz, 4.7T/200MHz ¢ 1.41T/60MHz)

V.4 Estudos recentes

As aplicagdes mais recentes ainda buscam verificar alteragdes nas quantidades de
solidos soluveis de agticares presentes na polpa das frutast®” ¥, Mas o que se tem observado
na literatura é que o instrumental utilizado também ¢é o mais avangado, e por isso caro,
ficando assim restritos a grandes institui¢des de pesquisa. Ao dizer avangado entende-se por
magnetos com elevada intensidade de campo (4.7 — 11.7T), utilizando de recursos como
MAS e avangadas metodologias de aquisi¢do, que requerem também um hardware mais
robusto (HR-MAS). Equipamentos como estes s3o atualmente comercializados com pregos
da ordem de dois milhdes de ddlares americanos, devido & sua peculiar configuragdo ¢ a
pequena demanda. Muito tem sido feito com MRI na verificagdo de injurias nos tecidos ¢
com CSI , imagens de um determinado deslocamento quimico (em sua maioria éleo — CH,
seguido de agucares e acidos orgénicos)[gﬁ’ 89931 Com relagdo a este trabalho, o desafio é
aplicar novas metodologias de supressdo de solvente (a dgua) e tentar obter informagdes
sobre os metabdlitos de agucares, que estdo “escondidos” sobre o intenso pico da agua, em

um campo com intensidade de 2T (85.5 MHz).

V.5 Os agucares

A regido espectral onde estdo localizados os picos dos agticares ¢ mostrado na figura
abaixo, FIG.V.6, retirada de um tipico espectro de alta resolugdo por 'H MRS de frutas®®

(neste caso, suco de laranja).
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Fig. V.6 : Espectro® de suco de laranja em 500MHz 'H NMR. (A) Espectro inteiro dividido em trés regides;

(B) A regifo

dos agucares expandida.

Os aglicares pertencem a uma classe de compostos organicos chamada carbohidratos,

que sdo provavelmente os compostos organicos mais abundantes nos organismos vivos

{791

Podem ser divididos em quatro grupos: monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos e

polissacarideos. Os monossacarideos sdo os mais simples e é deste grupo que fazem parte a

glicose e a frutose, que sfo encontradas nas frutas. A estrutura destes dois monossacarideos

¢ mostrada na FIG.V.7. Embora tenham a mesma férmula molecular, as duas moléculas

possuem diferencas estruturais, sdo os chamados isomeros. Quando duas moléculas de

agucar simples se unem, elas formam um dissacarideo e é deste grupo que a sacarose faz

parte. Ela ¢ formada por uma molécula de glicose mais uma de frutose. A sua estrutura é

mostrada na FIG.V.7.
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Fig. V.7 : Estrutura da glicose (A), da frutose (B) e da sacarose (C).
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Cap. VI - Equipamentos Utilizados

O sistema de imagens e espectroscopia utilizado neste trabalho sera descrito a seguir,
parte a parte, pois se trata de um equipamento hibrido, em grande parte implementado com
equipamentos desenvolvidos e construidos no proprio laboratério, apesar de se basear em
um equipamento comercial. Trata-se portanto de um espectrometro que era praticamente um
prototipo, no momento que foi adquirido, e que foi c onstantemente a perfeigoado ao logo
destes anos, € de um magneto supercondutor horizontal de 2T com todos os seus
subsistemas d e gradiente € de R F c onstruidos no 1aboratério. Um diagrama de blocos do

espectrometro TecMag ¢ apresentado na FIG.VL.1.

Iwemreren— " l
: E: “‘Averager” “‘Receiver” P
i P i & ‘
: i—| "System “Receiver” —
i~ 1/nterface” SOVl 14—
"""""" Trigger
Controlador Externo
“—> c de < >
: lock Evenlos
<4 “Shimming” “Transmitter” l >
——
Gradientes “Transmitter’
—>

Fig. VIL.1 : Diagrama de blocos simplificado do espectrometro TecMag.

V1.1 O magneto

O magneto supercondutor horizontal, com campo estatico de 2T, ¢ da marca Oxford
Instruments (85-310 HR), FIG.V1.2. Esse magneto foi completamente recondicionado,
evacuado, esfriado e posto em operagdo no inicio de 2003, desde entdo tem sido utilizado na

implementagdo e testes de novas metodologias de imagens e espectroscopia, bem como no
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desenvolvimento e constru¢io de hardware para imagens por NMR, nas mais diversas

aplicagdes e estudos realizados pelos estudantes e pesquisadores do laboratério.

VIL.2 O espectrometro

O espectrometro utilizado é um APOLLO, controlado pelo sofiware NTNMR,
desenvolvidos pela Tecmag HOUSTON, TX, que ¢ executado por um computador (PC com
sistema operacional Windows 2000), FIG.VL3. O espectrOmetro possui dois canais

independentes de transmissdo e dois de recepgdo. As seqiiéncias sdio programadas no

software NTNMR em modo gréfico, FIG.VI.4.

Fig. V1.3 : O espectrometro APOLLO, desenvolvido pela Tecmag HOUSTON, T exectado por um PC com
sistema operacional Windows 2000.
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Fig. VL4 : Planilha da seqiiéncia MSSE, programada com auxilio parcial do software NTNMR, da TecMag.

As seqiiéncias sdo implementadas e abertas por uma interface em Visual Basic (VB),
que dispde ao usudrio uma planilha com os parimetros manipuléveis (TR, TE, tempo de
pulsos de excitagiio e inversdo, ...). Assim, todos os calculos sdo realizados por esse
programa, que faz a interface entre o NTNMR e o usudrio, acertando os pardmetros

necessarios a execugdo das seqiiéncias implementadas.

V1.3 O sistema de shimming

O sistema de shimming utilizado pelo espectrdmetro é controlado pelo préprio
APOLLO, que permite até 24 canais sendo que 15 sdo utilizados. J4 os algoritmos utilizados
para shimming foram desenvolvidos localmente e sdo baseados na otimiza¢do das

componentes a serem ajustadas por aproximagdes pelo método “Steepest Descent”™.

V1.4 As bobinas de gradientes

As bobinas de gradientes utilizadas atualmente foram construidas no proprio grupo

(trabalho de mestrado®), onde este sistema opera como uma bobina de gradientes

[96, 97]

ativamente blindada capaz de fornecer até 16G/cm em um cilindro regular com 10cm
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de didmetro da base e comprimento. As blindagens nas bobinas de gradientes sdo
necessarias, pois reduzem consideravelmente as correntes induzidas — “eddy currents” —
em estruturas condutoras internas do magneto. Essas correntes causam degradagio temporal
e espacial dos gradientes de campo. O sistema de gradientes ¢ alimentado por um conjunto

de amplificadores Techron, modelo 8607.

VL5 O sistema de refrigeracao

Ambas as bobinas de shimming e de gradientes sdo refrigeradas por um sistema de
refrigeragéo Cool Flow Liquid/Liquid Recirculator System II da Neslab. O sistema possui 2
circuitos independentes de circulagdo forgada de 4gua, evitando assim que as bobinas

sofram um sobreaquecimento indesejavel.

VL.6 As bobinas de RF

Neste trabalho foram utilizadas duas bobinas, uma do tipo birdcage (didmetro x
comprimento: 8x12cm?) e outra do tipo sela cruzada (4x7cm?), para transmissio e recepcdo,
FIG.VL.5. As duas bobinas foram desenvolvidas localmente. Na etapa de transmissdo o
sistema possui, antes da bobina de RF, um amplificador de poténcia Analogic, AN8063, de
2kW.

Fig. VL5 : Bobinas de RF utilizadas: Birdcage (esquerda) e uma tipo Sela Cruzada (direita).

A seguir € apresentada uma simulagfo do campo gerado por estas bobinas € o mapa
de B;, FIG.VL6. Como se percebe no mapa da birdcage, ha uma forte inomogeneidade de

campo na sua lateral direita, j& no mapa da do tipo sela cruzada, o campo é altamente
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homogéneo (os mapas de simulagfio em MathLab foram cedidos pelo estudante de Mestrado

Daniel Papoti).

Fig. V1.6 : Mapa de B, simulados (acima) e medidos (abaixo) das duas bobinas de RF utilizadas no trabalho: a
birdcage (esquerda) e a tipo sela cruzada (direita).

Para facilitar o posicionamento da propria bobina no isocentro do magneto, bem como
a posigdo da amostra no centro da bobina, foi desenvolvido um posicionador com ajustes

nas trés diregdes ortogonais.

VI.7 Os phantoms

Os phantoms foram largamente utilizados neste trabalho, seja no processo de
shimming ou na verificagdo da seletividade das seqiiéncias. Foram utilizados no processo de
shimming trés diferentes phantoms esféricos, de PVC, com raios de: 35mm, 22mm e 15mm;
a escolha dependia da bobina que seria utilizada ou da amostra. Todos eles estavam

preenchidos com solugdo aquosa de 5SmM de CuSO,e5 H,O.
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Além destes trés foi construido um phantom cilindrico, em acrilico, de 35mm de didmetro e
40mm de comprimento, FIG.VL.7. Como mostram as figuras abaixo, ele foi construido com
o intuito de se verificar a selegdo espacial, pois cada lamina (5 delas, ao todo 7, de espessura
Smm) possui pequenos cilindros de Smm de didmetro e de comprimento, que sio espagados,

radialmente e axialmente, uns dos outros de 10mm, centro a centro.

Fig. VL.7 : Phantom com pequenos cilindros de Scmx5cm (diam. x comp.) no seu intn .

V1.8 O refratdmetro portatil (BRIX)

O refratbmetro portatil usado foi um RT 30 ATC, com escala de 0-32% BRIX,
FIG.VL8 ¢ FIG.VL9. Este aparelho faz a medida dos solidos soluveis totais (SST) do
liquido em anélise, no caso, o teor de agucar presente (Aparelho cedido pelo pesquisador Dr.

Clovis Isberto Biscegli, da EMBRAPA Instrumentagio Agropecudria — Sdo Carlos — SP). E
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necessario apenas colocar algumas gotas da polpa da fruta em cima do prisma (3 ou 4

gotas), para obter a concentragdo de SST presente.

Fig. VL8 : Refratdmetro portatil RT 30 ATC, escala 0-32% BRIX.

1. Ocular

2. Parsfuso de siuste de
foco da escala

3. Escale

Fig. V1.9 : Esquema de um refratémetro portétil, com um exemplo de escala, aqui de 0-15% BRIX.
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Cap. VIl - Resultados

Neste capitulo serdo apresentadas todas as simulagdes e dados experimentais obtidos
durante este trabalho, que culminaram na verificagio das seqiiéncias implementadas MEGA-
STEAM e MEGA-PRESS. Varias frutas foram utilizadas na tentativa de se observar

qualitativamente os niveis de agucares, em um campo magnético de 2.0T (85MHz).

VIl.1 Pulsos adiabaticos assimétricos de inversao

Na implementag3o das seqiiéncias de espectroscopia localizada — STEAM e PRESS,
com a inclusdo da metodologia de supressdo de solvente — MEGA, foram utilizados pulsos
adiabéticos de inversdo com a fungfio de suprimir o sinal da agua. Sendo de extrema
importancia a eficiéncia deste pulso de inverséo, ja que a sua fungio nesta metodologia é
extinguir um sinal espectral indesejado e que uma baixa eficiéncia significa o aparecimento
de sinais espurios na regido de interesse.

A seguir serfio apresentados os resultados das simula¢Ges de alguns dos diversos
pulsos testados e suas verificagSes experimentais, analisando os perfis da magnetizagio
invertida. A simulagdio, visualizag3o e geracdo das tabelas (de amplitudes e freqiiéncias)
destes pulsos foram realizadas pelo programa, desenvolvido localmente ¢ escrito em Visual
Basic, chamado BlochLab, FIG.VIL1. Na verificacdo experimental, do quio eficiente sio
os pulsos de inversdo e qudo estreitas sfo as bordas dos perfis de magnetizagido gerados
pelos pulsos adiabaticos assimétricos, foi utilizada a seqiiéncia denominada PProfile,

FIG.VIL.2, também escrita em Visual Basic para o espectrdmetro APOLLO T ecMag™.
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Fig. VIL1 : Planilha do programa de simulagdo BlochLab, mostrando o perfil de inversdo em ressonéncia de
M, em fungiio da poténcia de RF aplicada, expressa em intensidade de B;.
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Fig. VIL.2 : Seqiiéncia PProfile, desenvolvida para a observago experimental dos perfis de magnetizagéo
estimulados pelos pulsos adiabaticos.

Vil.1.1 Fungbes de modulagio dos pulsos adiabaticos
assimétricos

O pulso adiabatico utilizado foi o de secante hiperbdlica (HS1), que é um dos mais

conhecidos na literatura®> % .

Como comentado anteriormente, o pulso secante
hiperbélica, como o préprio nome indica, possui uma modulagio em amplitude da forma
secante hiperbolica ¢ uma modulagdo em freqiiéncia da forma tangente hiperbolica.
Relembrando aqui rapidamente, uma das caracteristicas dos pulsos adiabaticos € o fato de

possuirem modulagio em amplitude e freqiiéncia (ou fase).
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Primeiramente foi feita a tentativa (via simula¢io) de obter um pulso o mais curto
possivel no tempo. Assim, foram simulados pulsos com 5ms, 8ms, 10ms, 13ms, 15ms e
20ms. A seguir, serdo apresentadas algumas simula¢des da modulagdo de alguns pulsos,
onde o estudo ficara restrito aos tempos de 10ms (onde n3o se alcanga uma inversdo
adiabatica eficaz), FIG.VIL3, 15ms (a temporizagdo mais curta e¢ eficaz, como sera

mostrado), FIG.VIL4, e 20ms (eficaz, mas de temporizagdo longa), FIG.VILS.
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&5



Bffset Indrependent adig

ity Pols

Do | Sowe | Exit
gl ona
=3 [stsco | |
< T s ; ,
§§ // I Maks i Praek l i
T2F 4 " EIR-4 Parometers
EE Ny
Z ..l —Phl PhZ 7
- - \\ Mo jre |
”; .'i 15: 15 (ms) —P"M'" Im_
IS Seements T 1 |
15+ | 1
84 e z)__
o ot / [6.666666666
2 e / [Overall BW (kHz) ]
s ezt / . 1110.133333333:
T v ; Sy |z
T .l s ! ™ GMax
= o) // ® rull Pass
g s OHalf Pass
08 rNIIlII.'!iIh‘_zl}EﬂIB
EYEN
= e
ol 3 1 1 (ms) [ Ir o
. . 3 B _
—~ 500 4 | 0.8
§ — -
£ el e
E 1500 + \\ P g )
2 . [ 15
E -2000 1+ \ e . — ‘
R -
g - rs-ﬂ!mm-w
< 25004 — - 0.2
\\RW,/ I 37
000 L IIniﬂnLE[I:ﬁn.mn

[Puks shape: Hen [ valon 40| P
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Os pardmetros variados nos diversos pulsos analisados, além do tempo, foram a
largura de banda de agfio deste pulso e a porcentagem de assimetria do mesmo. Esta
porcentagem de assimetria representa um “desequilibrio”, na demanda de tempo e poténcia,
na construgdo de cada borda, ou seja, se no pardmetro ¢ colocado 0.2 de simetria, entio uma
das bordas € construida em 80% do tempo (borda mais suave) enquanto a outra é construida
em 20% (borda mais aguda). Este procedimento apresenta uma solugdio paliativa para o

compromisso entre a eficiéncia de inversdo de um perfil de magnetizagio e a rapidez de
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variagdo da sua borda (sharpness). A parte de duragio mais longa do pulso cuida
exatamente da construgdo mais elaborada da borda do perfil de magnetizagdo que fica
proximo as fragSes observaveis, e sua contraparte mais curta cuida da construgdo da outra

borda, para além da freqiiéncia do solvente (e incluindo o mesmo).
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sdo apresentadas as modulagdes: AM, FM e PM.
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Assim, garante-se que o método MEGA seja eficiente para observar as linhas de apenas um
lado do solvente, sendo o outro lado comprometido pela nio-adiabaticidade da por¢do
correspondente do pulso.

A seguir sdo apresentadas as simulagdes da inversdo adiabatica, que deve ser o mais
suave e completa possivel. Nas figuras abaixo mostra-se qual a amplitude de campo
magnético que deve ser aplicado pela bobina de RF, expresso em Hz no eixo horizontal,
para que a magnetizagdo longitudinal percorra suavemente o caminho de inversdo. Para o
pulso de 10ms, FIG.VIL6, nio acontece uma inversdo completa, ou seja, este pulso apesar
da otima temporizagdo ¢ ineficaz na inversdo, deixando residuos da magnetiza¢io
indesejada. Para o pulso de 15ms, FIG.VIL7, a inversio ¢ suavemente completada ja em

torno de um valor de B; de 900Hz, sendo este pulso eficiente e de boa temporizacdo.

P=ier) [x=6.2316 €42 y- B6a53 €1

04 0.4 LX ]

0.2

100 200 00 408 500 400 890

69
Intensidade de B,
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0.4

Fig. VIL6 : Pulso 10ms, com PB=1,6KHz ¢ assimetria 0.1: ineficaz, baixa poténcia e temporizagdo 6tima.
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Fig. VIL7 : Pulso 15ms, com PB=1,6KHz e assimetria 0.2: : eficaz, alta poténcia e temporizacio boa.
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Por fim o pulso de 20ms, FIG.VILS, que apresenta uma inversio eficaz e em torno de
500Hz, que representa uma baixa poténcia aplicada 4 bobina em relagdo aos pulsos
anteriores, mas sua insercdo nas seqiiéncias fica comprometida pela temporiza¢do
considerada ruim. Lembrando que a duragio total da etapa de supressdo se da apos a geragdo
da coeréncia transversal, portanto uma etapa longa pode comprometer aquelas fragdes do

espectro com pequenos valores de T».

] 1% 50064 £42. Y= -9.927 €1
s " » 5 540 “e ™ e " L)
o Intensidade de B,
* (KHz)
3

Fig. VILS : Pulso 20ms, com PB=1,6KHz e assimetria 0.1: : eficaz, baixa poténcia e temporizag#o ruim.

VI.1.2 Os perfis de inversio da magnetizacdo (simulados e
medidos)

Apbs ser analisada a eficiéncia da invers3o adiabatica numa grande quantidade de
pulsos, o passo seguinte € simular o perfil de inversdo da magnetizagdo. Aqui ainda foram
observados pulsos de vérias temporizages e larguras de banda, mas novamente a
otimizagio recaiu sobre os pulsos de 15ms e mais longos, com pequenas variagdes em
outros pardmetros (tais como largura de banda e porcentagem da assimetria). A seguir sdo
apresentadas as simulagdes com os pulsos de 10ms, FIG.VIL9, 15ms, FIG.VIL10, ¢ 20ms,
FIG.VIL11. A busca aqui é por uma 6tima inversdo na borda mais aguda, pois € ela que
ficara na interface entre os picos da dgua e dos metabolitos de agucar. Como a separagdo
entre estes picos ¢ de aproximadamente 85Hz (1ppm), ela deve ser préxima deste valor, pois
corre-se o risco de ndo atenuar suficientemente o sinal da agua ou atenuar demasiadamente

os sinais dos metabolitos.
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Fig. VII 11: Pulso 20ms com PB 1 GKHZ ¢ assimetria 0.1, com borda de 110Hz.

1,6KHZ e assimetria 0. 1, com borda de 183Hz
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A analise destes perfis de magnetizagio simulados permite que se possa inferir se na
pratica serd obtido uma inversdo eficaz do plano selecionado, ou como é o intuito do
trabalho, se o pulso estd sendo eficiente no intervalo de freqiiéncias desejado para que
solvente seja eliminado. A seguir sdo apresentados os perfis experimentais dos trés pulsos
anteriores (10ms, FIG.VIL12, 15ms, FIG.VIL13, ¢ 20ms, FIG.VIL.14). As bordas
experimentais ficaram aquém do esperado, verificando valores correspondentes ao dobro do
simulado, mas ainda assim o pulso de 15ms manteve-se como a melhor borda aguda. Aqui
vale lembrar que o pulso estd sendo usado como um pulso espacialmente seletivo, e sua
performance avaliada com perspectiva de utilizagdo como pulso espectralmente seletivo.
Possiveis discrepancias entre os perfis simulados e obtidos experimentalmente sdo devidas a
dificuldade da implementagdo fisica daqueles pulsos, como por exemplo eventuais nio-
linearidades do sistema de geragéo, modulagio e amplificagdo de RF. Um zoom da regido de
inversdo também ¢ mostrado, dos trés pulsos anteriores, respectivamente  (10ms,
FIG.VIL15, 15ms, FIG.VIL16, e 20ms, FIG.VIL17).

O contorno em vermelho mostra a componente real do sinal, o verde mostra a

componente complexa € o contorno em azul mostra a magnitude do sinal.
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Fig. VIL.13 : Perfil de magnetizag&io do pulso 15ms, com PB=1,6KHz e assimetria 0.2, com borda simulada de
100Hz.

10 1024 Curses. Pare 513
[T X 4
Real. 500,200
Imag. 2835
Mz (D) . 500408 U

Waga: 500
Fhase 170204

Shentnlls:

285510

: : : . - " “Freqiiéncia
: : : : (Hz)

)

wm 1900 o e anpo wm#' L OWS 00  So0 om0 sipoo tagms iepo

Fig. VIIL.14 : Perfil de magnetizagfio do pulso 20ms, com PB=1,6KHz ¢ assimetria 0.1, com borda simulada de
110Hz
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Fig. VIL16 : Zoom do perfil de magnetizagiio do pulso 15ms, com borda medida de aproximadamente 225Hz..
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Fig. VII.17 : Zoom do perfil de magnetizago do pulso 20ms, com borda medida de aproximadamente 230Hz..

VI.1.3 Os perfis de inversio da magnetizagio dos pulsos
utilizados

A seguir sdo apresentados alguns dos perfis de excitagio e inversdo dos pulsos
comumente usados nas seqiiéncias de rotina e o pulso adiabético assimétrico tal como foi
utilizado. Nas figuras abaixo sdo mostrados os perfis do phantom com pequenos cilindros
espagados, FIG. VII.18, conforme visto no CAP. VI, onde s&o aplicados pulsos do tipo sinc
na selegdo de uma fatia de Smm, seja no modo de excitagiio ou de inversdo, FIG. VIL19.
Como cada cilindro possui didmetro e comprimento ambos de 5Smm, é notado que o pulso
realmente estd atuando como desejado, ou seja, a sua seletividade espacial esta de acordo

com os parametros da seqiiéncia e realizando o esperado.
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Fig. VIL18 : Um perfil do phantom com pequenos cilindros espagados, mostrando a regido central .
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Fig. VII.19 : Um pulso sinc usado para: excitagdo, 90° (esquerda), e um pulso de inversdo,180° (direita).

Como ja foi extensamente discutido, o pulso adiabatico assimétrico utilizado foi um
secante hiperbolica, cujo perfil de inverséo esta mostrado na FIG.VIL20, onde previamente
ao inicio de sua aplicagio ¢ ajustado o offset de sua borda mais estreita, para que fique na
melhor posigdo em que seja possivel visualizar os picos relacionados aos agucares. Dos
picos de aglicares que estamos interessados em ver, s6 serdio possiveis aqueles que se
encontram a direita do pico da dgua, ja que tudo que estiver embaixo do pulso de supress3o,

dentro da banda de 1600Hz, sera suprimido ou sofrera forte perda de coeréncia.
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Fig. VIL.20 : O perfil de magnetizagdo do pulso secante hiperbolico utilizado, no qual se realiza um ajuste de
offset (15ms, com PB=1,6KHz e assimetria 0.2).

VIl.1.4 Verificagao da seletividade em freqiiéncia

O teste para a verificagfo da seletividade em freqiiéncia foi realizado utilizando uma
fruta, neste caso uma péra, onde o volume localizado foi estendido para que fosse possivel
observar a efetiva supressdo do sinal da d4gua em uma seqiiéncia com apenas uma aquisigéo,
Fig.VIL21. A varredura foi realizada dando passos de 20Hz na tabela de offset da seqtiéncia,
representada pelas linhas de cor preta, onde o pico dos aglicares estd na posi¢do marcada
pela linha verde, na figura é mostrada a sobreposi¢do de todas as 8 aquisi¢des. O contorno
vermelho é a componente real do sinal enquanto o azul € a magnitude. E possivel observar
que a fase da componente real vai declinando suavemente, anulando o sinal da agua, mas a
medida que a borda do pulso adiabatico se aproxima do sinal de interesse, este também
comega a ser atenuado, portanto, o ponto 6timo de offser ¢ um pardmetro experimental
dependente de outros parametros e da propria amostra. Na grande maioria dos experimentos
apresentados aqui o offset se situou entre -30 e -40Hz — 0.35 ¢ 0.47ppm. Esclarecendo que
o ponto zero nesse sistema APOLLO TecMag tem o pico da dgua como referéncia e que o
offset zero do pulso adiabético é quando a sua borda mais aguda se encontra neste ponto

zero do pico da agua. Tomando a FIG.VIL20 acima como exemplo, se o pulso adiabatico



estivesse atuando realmente dentro de seu intervalo de freqiiéncia (1600Hz) e ele estivesse
com seu centro no ponto zero das freqiiéncias (sinal da dgua), seria dito que seu offset € de -

800Hz.

Intensidade Normalizada (u.a.)
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i&’ﬁﬁ 30?.0 20?.0 10?.0 ojo ‘16{10 B 2cpo - -aoP.o ()
Fig. VIL.21 : A varredura de offsef realizada para suprimilr o sinal da 4gua, com passos de 20Hz, onde a
posigio dos picos com informagio dos agticares esta marcada pela linha verde.

VII.2 Verificagdo da seletividade volumétrica

Os testes para a verificagdo da seletividade espacial das seqiiéncias foram realizados
utilizando o phantom cilindrico (como comentado no CAP.VI), que possui em seu interior
pequenos cilindros de Smm de didmetro ¢ 5Smm de comprimento, preenchidos com uma
solucdo aquosa de SmM de CuSO4e5 H,0, espagados de Smm uns dos outros, axialmente e
radialmente.

O primeiro ajuste fino para centralizar o phantom , e seus “cilindros” nas fatias, ¢
realizado através da obtenc@o de imagens (planos transversais) por MSSE, das vérias fatias
(sempre duas a mais, ou seja, sete fatias). Através das imagens se vai ajustando o
espagamento entre fatias para que ndo seja observada contaminacdo entre fatias adjacentes.
Com isso ja se obtém um offset na diregdo-Z. Depois, utilizando alguma das seqiiéncias de

localizagiio ¢ iniciada a verificagio da selegdo de volume, conforme ilustrado na
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FIG.VIL22. A seguir sdo apresentados os resultados da aplicagdo da seqiiéncia MEGA-
STEAM.

VII.22 : Imagens das cinco fatias do Phanton cilindrico com seus diversos compartimentos cilindricos.
As diregBes de varredura da selegiio volumétrica estfio indicadas.

Fig.

VII.2.1 Varredura na diregdao-Z
Como indicado na FIG. VIL.22, um volume de 3mm ¢ levado a percorrer uma
distancia do centro até sua borda lateral, na diregio-Z. As intensidades do que esse volume

encontra pelo caminho s3o mostradas na seqiiéncia de espectros da FIG. VIL23.
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Fig. VIL23 : Distancias em relagio ao centro variando na diregdo-Z: A:1,5mm; B:3,5mm; C:5,5mm;
D:7,5mm; E:9,5mm; F:11mm; G:11,5mm; H:12mm; I:13,5mm; J:15,5mm.

VII.2.2 Varredura na diregao-X

Da mesma forma, como ilustrado na FIG. VIL22, um volume de 3mm percorre uma
distancia do centro até sua borda lateral, na diregdo-X. As intensidades sdo mostradas na

seqiiéncia de espectros da FIG. VIL.24.
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Fig. VII.24 : Distincias em relagio ao centro variando na dire¢fio-X: A:lmm; B:3mm; C:5mm; D:7mm;
E:9mm; F:9.5mm; G:10mm; H:11mm; I:13mm; J:15mm.

VIl.2.3 Varredura na dire¢do-Y

E por dltimo a varredura na dire¢o-Y. Como indicado na FIG. VIL22, o volume de
3mm percorre uma distincia do centro até sua borda lateral, mas agora quase sem nenhuma
contaminagdo. Por isso as intensidades nesta tltima varredura sdo menores que as anteriores,

como mostra a FIG. VIIL.25.
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Fig. VI1.25 : Distincias em relagfo ao centro variando na diregio-Y: A:1mm; B:3mm; C:5mm; D:7mm;
E:9mm; F:10mm; G:10,5mm; H:11mm; I: 13mm; J:1Smm.
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VIL.3 Verificacio da supresséo do sinal da agua em algumas solugoes
Foram realizados alguns testes com solugdes de iodo, glicose, frutose € sacarose, com

intuito de confirmar a supressdo do sinal da dgua e conseqiientemente visualizar alguns dos

picos que se encontravam encobertos devido a grande intensidade deste sinal relativa a

intensidade dos mesmos.

VIl.3.1 Primeiro teste: solugcao de iodo metano

Vale registrar que nos primeiros testes de verificagdo da supresséo do sinal da dgua,
foi utilizada uma solugdo de Iodo Metano, a qual possuia dois picos bem distintos e
separados de precisamente 160Hz (em 2T). Foi de grande utilidade, pois um dos picos
ficava a aproximadamente 1ppm, sempre encoberto pelo sinal da agua, enquanto o outro
sempre distante por 160Hz e quase sempre visivel. Com esta amostra foi possivel ter uma
idéia mais precisa a respeito de como o sinal era afetado pela aplicagdo dos gradientes, na
forma de spoilers (para localizagfio) e crushers (para supressdo), e pelo ajuste de offset do
pulso adiabatico de supressdo. A FIG.VIL.26 mostra a eficiéncia da supressdo do sinal da

agua, em um volume de (8mm)’.
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Fig. VIL26 : Primeira verificagdo da supresso do sinal da agua, utilizando uma amostra de lodo Metano. Um
dos picos ¢ localizado em —94Hz e o outro em -252Hz.

VIl.3.2 Simulagdes e resultados experimentais dos espectros das

solugoes de agucares

Aqui serfio apresentados os espectros dos principais aglicares passiveis de terem
alguns de seus picos identificados nas frutas por '"H MRS num campo de 2T. Abaixo é
mostrada uma imagem com trés solugdes de aglicares sempre presentes nas frutas, a

sacarose, a glicose e a frutose mais uma solugio aquosa de CuSO,4e5H,0, FIG. VIL27. Fica
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bem evidente o contraste entre as solugdes. Na imagem abaixo, os tubinhos contendo as
solugdes de agucares foram os mesmos utilizados na obtengio dos espectros experimentais,

que serdo apresentados a seguir.

SaCarese agua + Cus 0,

frutose glicose

Fig. VIL.27 : Imagem mostrando o contraste entre as solugdes de sacarose, glicose, frutose ¢ CuSO,#5H,0.

Uma observagdo deve ser feita para evitar confusfio na observagio dos espectros.
Nos espectros simulados, a disposi¢do dos deslocamentos quimicos adotada é a mais
utilizada na literatura, com o pico da 4gua ficando em 4,7ppm (um referencial para o zero
comumente usado ¢ o TMS). Enquanto que nos espectros experimentais o pico da agua fica

no zero do referencial, pelo motivo explicado anteriormente.

VIil.3.2.1 Glicose

Como os agucares ja foram apresentadas no CAP. V, o interesse agora é tentar
identificar essas estruturas em um campo de 2T. Foram realizadas simulag¢des utilizando o
sofiware ACD/HNMR Predictor, onde esbogada a estrutura se obtinha o espectro de 'H
NMR da mesma. As simulag¢des realizadas aqui foram obtidas sem nenhuma acuidade com
relagdio a parametros realisticos que devem ser considerados (tais c omo temperatura, pH,
quantidade de cada estrutura, etc...). Enfim, o interesse era visualizar as possiveis posi¢des
de cada pico ¢ qual 4tomo de hidrogénio estava relacionado a ele, como est4 ilustrado na
simulagio da estrutura da glicose, num espectro de altissima resolugdo (0.1Hz de largura de
linha) em 400MHz, FIG.VIL.28.
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Fig. VIL.28 : Espectro simulado da glicose em 400MHz, com LW=0,1Hz. Os diversos deslocamentos
quimicos sdo apresentados e seus respectivos prétons estio enumerados na estrutura.

Nas simulag¢des em 85MHz, que é a freqiiéncia do aparelho utilizado neste trabalho,
o interessante foi observar quio pobre fica o espectro em um campo no qual a largura de
linha (LW, line width) ndo ¢ otimizada ao méximo (comentrios ja foram feitos no CAP.VI).

As duas simulag3es abaixo foram obtidas com LW=0.1ppm e 0.5ppm, FIG.VIL29.

as 378

OH ™\

Intensidade Normalizada (w.a.)

Fig. VIL29 : Espectros simulado da glicose e 8H,c LW=8,5Hz (0.1ppm), esquerda, e 42.5Hz
(0.5ppm), direita.

As figuras abaixo foram obtidas experimentalmente, de uma solugio de glicose de

concentragdo 90mg/mL. A Fig.VIL.30 mostra a 6tima largura de linha obtida (0.068ppm).
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Fig. 7VII.30 : Espectro experimen

a solugfio de glicose (

90mg/mL), indican

do a intensi

dade do pico

da dgua (direita), sua LW=0.068ppm (centro) e indicando a posigdo do pico relativo a glicose (esquerda).

Ressaltando que esta largura de linha tio estreita é obtida por se tratar de uma

amostra homogénea em um tubo de dimensdes muito pequenas (didmetro de 1cm e

comprimento de 4cm) que estd em uma regido de altissima homogeneidade de campo

magnéetico. Na Fig. VIL31 ¢ realizada a supressédo do sinal da 4gua com a seqiiéncia MEGA-

PRESS. Picos proximos de 3,4ppm, 3,9ppm e 3,7ppm estdo presentes na simulagéo.
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-1.374 ppm

Real: 04.825
Imag: -0.008
Magn: 84830
Phase: 0.585

Intensidade Normalizada (u.a.)

o '-'Ai.() {ppm) 51

Fig. VIL31 : Espectro experimental de uma solugéo de glicose (90mg/mL), indicando a posigfo do pico
relativo a glicose, com a regido aproximada (direita) e o mesmo obtido apos a supressdo, com 100 médias

(esquerda).
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VI11.3.2.2 Frutose

O mesmo procedimento foi realizado com a frutose, onde a figura abaixo mostra a
simulagdio de um espectro de alta resolugdo, dada a estrutura da frutose, em 400MHz, com
0.1Hz de largura de linha, FIG.VIL32.
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Fig. VIL32 : Espéctro simulado da frutose em 400MHz, com LW=0,1Hz. Os diversos deslocamentos
quimicos sdo apresentados e seus respectivos protons estio enumerados na estrutura.

Também foram feitas simulagdes em 85MHz, observando o quanto o espectro perde
em definigdo de sua estrutura com alargamento da linha espectral. As duas simulag¢des

abaixo foram obtidas com LW=0.1ppm e 0.5ppm, FIG.VIL.33.

OH OH :
P 408 : 410

HO'" OH —

425

3,70

Intensidade Normalizada (u.a.)

Fig. VIL33 : Espectros simulado da frutosc em 85MHz, com LW=8,5Hz (esquerda), ¢ 42.5Hz (direita).
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As figuras abaixo foram obtidas experimentalmente, de uma solugfio de frutose de
concentragdo 250mg/mL. A Fig.VIL.34 mostra o espectro com e sem supressdo do sinal da
agua com a seqiiéncia MEGA-PRESS. Picos préximos de 3,4ppm, 3,7ppm e 4ppm estdo de

acordo com alguns encontrados na simulagéo.

Poirts 10 8192 Cumor: Point 4210 Cursor: Point 4136
-1.3470 ppm 04003 ppm
Reai: 0,538 Real: 2713
imag:-1.35% imag: 0.600
Magn. 1.409 Magn 7 802
Phase: 04715 Phase: -105 544

Intensidade Normalizada (w.a.)

1I - 1.4 -1I.S -1I.B -% 0

2 1F 1|S'1|‘ 1'12'1IU UF UIG OI" uiz DIU '—q! J:‘,lﬂis-q,ﬁ-ﬁnd’l T.“IJ’,E -1|.8« ,D-%Z-%J-aﬁs -%.5-3[0 -:12-:1.4-3'.5 -5154]1] -‘r?-‘rl 4|5 (pp“l) OIS 0;4 DF »qD aDrZ-q —CiB—Oi,é-iit
Fig. VI1.34 : Espectro experimental de uma solugfio de frutose (250mg/mL), indicando a regifio dos picos
relativo a frutose (direita) € o mesmo obtido apés a supressdo, com 100 médias (esquerda).

VII.3.2.3 Sacarose

Por fim a sacarose, mostrada na simulagio de um espectro de alta resolugdo, dada a

estrutura da sacarose, em 400MHz, com 0.1Hz de largura de linha, FIG.VIL35.
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Fig. VIL35 : Espectro simulado da sacarose em 400MHz, com LW=0,1Hz. Os diversos deslocamentos
quimicos sdo apresentados e seus respectivos prétons estio enumerados na estrutura.

Abaixo estdo as simulagdes em 85MHz, com LW=0.1ppm e 0.5ppm, FIG.VIL36.
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Fig. VI1.36 : Espectros simulado da sacarose em 85MHz, com LW=8,5Hz (esquerda), e 42.5Hz (direita):

A figura abaixo mostra quio intenso esta o sinal da sacarose desta solucdo, com
concentragdo 170mg/mL., com apenas uma aquisicfo j4 estdo bastante evidenciados os seus
dois picos mais intensos, distantes -1ppm e -1,2ppm do pico da agua, que ainda apds
realizadas 100 médias (sem supressdo) comega a evidenciar os outros picos importantes,
FIG.VIL.37. O ultimo espectro, em que se realiza a supressdo do sinal da agua, é
apresentado com o intuito de observar o quanto ¢ atenuado o sinal de interesse, Fig.VIL.38.
Ilustra também que aquele pico extremamente intenso agora estd no mesmo patamar e se o
campo estiver bem homogéneo, apresentando uma largura de linha bem estreita, ¢ possivel
evidenciar estruturas de interesse. Picos proximos de 3,7ppm, 4ppm ¢ 4,2ppm concordam

com a simulag#o.

Intensidade Normalizada (u.a.)
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Fig. VIL.37 : Espectro experimental de uma solugfio de sacarose (170mg/mL), com os picos da sacarose ja
evidenciado (direita) € com 100 médias outros aparecem (esquerda).
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Fig. VIL.38 : Espectro experimental de uma solugfio de sacarose (170mg/mL) ap6s ser realizada uma
supressédo do sinal da agua.

Intensidade Normalizada (w.a.)

Finalizando com uma simulagdo dos trés metabélitos de aguicar mais encontrados nas

frutas: a glicose, a frutose e a sacarose, FIG.VIL39.
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Fig. VIL39 : Espectro simulado das trés estruturas de agticares mais encontradas em frutas: g 1cdsé, frutose e
sacarose, em 85MHz, com LW=8,5Hz.

Vil.4 Aplicagdo em diversas frutas

Foram utilizadas diversas frutas, de diferentes variedades. Aqui serdo apresentados os
espectros adquiridos pelas seqiiéncias implementadas, onde em alguns casos os problemas
devido a suscetibilidade fica notério e em muitos outros ¢ possivel identificar picos de

determinado agucar. Vale lembrar que ao serem colocadas dentro do magneto, todo o
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posicionamento foi ajustado com a ajuda de um imagem simples adquirida com a seqiiéncia
Multi Slice Spin-Echo. Com as frutas bem centradas no FOV da imagem e na ROI do
magneto, era possivel visualizar a regido que estaria dentro do volume localizado e de
antemio ter uma idéia de que tipo de tecido estava sendo adquirido o espectro, além é claro
de auxiliar na mensuragdo dos deslocamentos do volume, com mais precisio. Ainda
ressaltando que o volume das amostras estavam limitadas a um cilindro de 8cm de didmetro
na bobina maior ¢ de 4cm de didmetro na bobina menor. Mais limitadas ainda se
considerarmos que a regido onde a homogeneidade do campo magnético realmente era alta
era no maximo do tamanho dos phantoms com os quais era realizado o shimming do campo.
Os phantoms utilizados na homogeneizagio do campo eram: para a bobina maior as esferas
de raio 35mm e 22mm, e para a menor a esfera de raio 15mm.

Algumas observagdes devem ser feitas aqui antes de comegar com a apresentagdo dos
resultados. Nesta apresentagdo dos resultados se fez muito mais uso da seqiiéncia MEGA-
PRESS do que da MEGA-STEAM, o que é explicado pelas proprias caracteristicas das
seqiiéncias, onde a MEGA-PRESS apresenta um sinal mais intenso que a MEGA-STEAM,
conforme discutido no CAP.IV. Lembrando que esta tiltima foi bastante utilizada nas segdes
anteriores deste capitulo, assim quando n3o for especificada qual a seqiiéncia utilizada,
considere-se como sendo a MEGA-PRESS. Apenas ilustrando essa questdo das intensidades
com um exemplo, que é dado na FIG.VIL.42. Também ressaltando que nos espectros
apresentados adiante, onde houver supresso, sempre estard presente uma linha amarela que
indica o offset da borda mais a guda d o pulso adiabatico assimétrico d e supressio. C omo
nada do que estd a esquerda desta linha terd coeréncia suficiente, restringiremos a
observagdo e discussdo dos resultados a regiio denominada na literatura de médio campo
(3ppm-5,5ppm), mas a partir da direita da linha amarela (offset), € alto campo (0-3ppm).
Para evitar confus@o durante a leitura, fica posto que as especificagdes de deslocamento
quimico serdo referidos como na literatura comum, com o pico da agua em 4,7ppm, que nos
graficos experimentais € escolhido o zero. Assim, sempre que for referido algum
deslocamento quimico serd o comumente usado seguido entre parénteses daquele conforme
esta na escala do gréafico. Para evitar repetidas explicagGes na apresentagdo dos resultados,
alguns pardmetros comuns ficam estabelecidos aqui. No que se refere aos volumes
localizados, a grande maioria foi de 5x5x5mm’ , caso contrario sera fornecido de imediato
qual o volume que estd sendo tratado. O numero de médias quando n3o especificado

prontamente deve ser considerado como sendo de 100 médias. As especificagdes dos
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parametros da seqiiéncia MEGA-PRESS foram de TR=310ms, TE=26ms, crushers=3,5G/cm
(supressdo) e spoilers=3G/cm (localizagdo), ambos com tempos de atuacdo de 1,5ms.
Ajustes disponiveis no NTNMR, tais como correcio de fase de ordem zero ¢ de primeira
ordem, corrego de linha de base e aplicagiio de zero filling (em aquisigdes de 4096 pontos,
com tempo de 256ms, com uma janela de +/- 8000Hz), foram utilizados.

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos com cada uma das frutas utilizadas

neste trabalho.

Fruta do conde

Esta ¢ uma fruta com bastante, e grandes, sementes permeando o seu interior. O
interessante aqui foi observar, além dos picos de agucares, o pico devido ao 6leo, presente
nas sementes, muito intenso. Abaixo ¢ mostrada uma imagem que foi utilizada para guiar o

posicionamento do volume e uma foto da fruta, FIG.VII.40.

Fig. VIL.40 : Imagem posicionadora e uma foto da fruta do conde.

Nos espectros apresentados na figura abaixo, FIG.VIL41, podemos identificar o
pico referente aos agucares e um outro pico muito intenso, referente ao 6leo presente nas
sementes. Como € observado na imagem, a polpa ndio se encontra no centro e o volume
localizado, que neste caso foi de 10x10x10mm?>, foi deslocado para a ponta da fruta. Aqui
sdo apresentados os espectros obtidos com as seqiiéncias MEGA-STEAM e MEGA-PRESS,
onde € possivel observar que a MEGA-PRESS apresenta um sinal mais intenso, como dito
anteriormente. Na FIG.VIL42 os espectros obtidos sem nenhuma supressdo, ilustra o fato

das diferenca de intensidades entre as duas seqiiéncias.
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Fig. VIL.41 : Espectro com supresso do sinal da 4gua na fruta do conde. MEGA-STEAM (direita) e MEGA-
PRESS (esquerda), com a identificagdo de agucares e de dleo.

Aqui ainda € impossivel discernir picos de algumas estruturas especificas, apenas a
posigéo clara em 3,7ppm (-1ppm no grafico), onde varios metabélitos contribuem realmente,

e proximo a 1,5ppm (-3.2ppm).
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iTig. ViI.42 Espéctro ;l.ustra.ndo a:c) aifer;ﬁcas Ee intensidades entre as seqiiéncias MEGA-STEAM (direita) e
MEGA-PRESS (esquerda), do sinal da 4gua na fruta do conde.

Ameixa
Esta fruta possui um carogo no centro, de onde é possivel observar o sinal intenso
do dleo, FIG.VIL43. O volume localizado para a observagdo de agticares foi deslocado,

neste caso, para a lateral da fruta.
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Fig. VIL.43 : Imagem posicionadora € uma foto de uma ameixa.

Abaixo estdo os espectros onde, no primeiro o volume foi localizado bem no centro
onde se encontra o carogo, ndo havendo aplicagio de supressdo, aparecendo somente o
intenso sinal de dleo, em torno de 1,4ppm (-3,3ppm) e sinais extremamente pequenos na
regifo dos agucares, FIG.VIL44. No segundo espectro, o volume foi localizado distante
+15mm do centro na diregéio-X, FIG.VIL45. Aqui j4 ha uma ligeira definigdo de picos em
torno de 4.1ppm (-0.6ppm) e 3.8ppm (-0.9ppm), sacarose, e em 3,3ppm (1.5ppm), glicose.
Ja a frutose, por ter um sinal de intensidade menor, nfio parece tio evidenciada, em 3,85ppm
(-0.75ppm) € em 3.6ppm (-1.1ppm).

Foi feita a medida da porcentagem de sélidos soltiveis pelo método BRIX, utilizando
o refratbmetro portatil, da mesma regido do volume localizado (+15mm do centro na

diregdo-X), com o resultado de 21%.
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Fig. VI1.44 : Espectro sem supressio do sinal da dgua na ameixa. O volume ficou centrado no carogo,
obtendo o intenso sinal de 6leo. Ha um offser no espectro de 0.1ppm para 2 direita.
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Maca
A magd tem como caracteristica a alta suscetibilidade magnética devido a grande

porosidade, que deixa espagos, ou seja, microscopicas bolhas de ar em seu interior,

FIG.VIl.46.

Fig. VIL.46 : Imagem posicionadora e uma foto de uma mag3.

O primeiro espectro apresentado abaixo corresponde ao volume localizado no centro,
onde estdo as sementes e microscopicos “bolsdes” de ar, mostrando um espectro sem
nenhuma identificagdo, FIG.VIL.47. No espectro seguinte o volume é deslocado de +15mm
na diregéo-X, FIG.VIL48. No tltimo espectro, o volume ¢ deslocado de -15mm na direcdo-

Y e realizado um nimero maior de médias (1000), FIG.VIL49. Podemos observar aqui uma
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contribui¢do forte entre 4ppm e 3,6ppm (-0,7 € -0,9ppm), uma em 3,7ppm (-1ppm) € outra
em 3,5ppm (-1,2ppm).

Foi feita a medida da porcentagem de sélidos soluveis pelo método BRIX, utilizando
o refratbmetro portatil, da mesma regifio do volume localizado (+15mm do centro na

dire¢do-X), com o resultado de 16,4%.
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Fig. VIL.47 : Espectro com supressdo do sinal da 4gua de uma macd, da parte central.
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Fig. VI1.48 : Espectro com supressio do sinal da 4gua de uma mag#, distante +15mm na diregfio-X.
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Fig. VI1.49 : Espectro com supressdo do sinal da 4gua de uma mag, distante -15mm na direg¢fio-Y, com 1000
médias.

Maracuja doce

O maracuja doce possui uma estrutura muito peculiar, pois ¢ aparentemente oco
quando maduro e sua polpa engloba a semente ficando praticamente solta, dentro da fruta,
FIG.VIL50.

Fig. VIL50 : Imagem posicionadora e uma foto de um maracuja doce.

O espectro apresentado pelo maracuja, como mostra a FIG.VILS51. Contribui¢Ges
em 3,7ppm (-1ppm) dos vérios agucares, uma em 3,8ppm (-0,9ppm e ), sacarose, 3,6ppm (-
1,1ppm), frutose e outra em 3,4ppm (~1,3ppm), glicose. Picos em 3,1ppm e 2,9ppm nio
foram identificados.

Foi feita a medida da porcentagem de sélidos soliveis pelo método BRIX, utilizando
o refratbmetro portatil, da mesma regiio do volume localizado (-15mm do centro na

dire¢do-Y), com o resultado de 9,8%.
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Fig. VIL51 : Espectro com supressdo do sinal da 4gua de um maracuja doce, distante -15mm na direfio-Y.

Manga

Encontrar mangas que coubessem dentro da bobina de RF foi uma dificuldade
inicial, pois o volume médio das mesmas era maior que o volume homogéneo do magneto.
A variedade utilizada foi a manga Bourbon, pelo seu perfil adequado a este experimento.

O espectro abaixo mostra um volume localizado a uma distincia de -30mm na
diregéo-Y, FIG.VIL52. A forte contribui¢io em torno de 3,7ppm (-1ppm) indica a presenca
dos varios agucares, mas sem nenhuma definigdo individual e o outro pico em torno de
3,2ppm (-1,5ppm) deve ser contribuigdo forte da glicose.

Foi feita a medida da porcentagem de sélidos solaveis pelo método BRIX, utilizando
o refratbmetro portatil, da mesma regidio do volume localizado (-30mm do centro na

dire¢do-Y), com o resultado de 13,6%.

— agUCAr

Intensidade Normalizada (u.a.)

Cl‘ N -1i0 -%‘U L -%D‘ .1.\7 (ppm)‘

Fig. VIL52 : Espectro com supressdo do sinal da 4gua de uma manga, distante -30mm na diregfio-Y.
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Péra
A pera por ter uma estrutura de tecido parecida com a magi, também apresentou
problemas com a alta suscetibilidade magnética, devido a presenca de bolhas de ar

microscopicas em seu interior, FIG. VIL53.

Fig. VIL53 : Imagem posicionadora e uma foto de uma péra.

O espectro abaixo mostra um volume localizado no centro, e como era de se esperar,
esta totalmente indefinido, FIG.VIL53. Um segundo espectro foi obtido, um pouco melhor,

agora a uma distdncia de —1 5mm na diregfio-Z, FIG.VIL54.
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Fig. VIL54 : Espectro com supressdo do sinal da 4gua de uma péra, no centro.

116



] — agucar

Intensidade Normalizada (w.a.)

Fig. VIL.55 : Espectro com supressio do sinal da 4gua de uma péra, , distante -15mm na diregio-Z.

Devido a indefini¢do apresentada pelo espectro obtido, decidiu-se retirar parte da
fruta e utilizar a bobina menor. Os espectros obtidos estdo apresentados abaixo, onde o
primeiro, FIG.VIL56, foi obtido do tecido retirado da parte inferior (da imagem), da mesma
regido que foi obtido o espectro apresentado na FIG.VIL5S, ¢ o segundo, FIG.VIL57, da
parte superior (da imagem). Podemos observar aqui uma contribuigo forte entre 3,7ppm ¢
3,4ppm (-1 e —1,3ppm) dos varios agticares, uma em 3,9ppm (-0,8ppm), sacarose, e outra
em 3,2ppm (-1,5ppm), glicose.

Foi feita a medida da porcentagem de sélidos soliiveis pelo método BRIX, utilizando
o refratdmetro portatil, dos tecidos retirados e utilizados na medida do volume localizado

com os resultados de 18% da parte de superior e 16% da parte inferior.
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Fig. VIL.56 : Espectro com supressio do sinal da 4gua de uma péra, , obtido com a bobina menor, da mesma
regido (parte inferior da imagem) que o espectro obtido na Fig.VIL55.
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Fig. VIL.57 : Espectro com supressdo do sinal da 4gua de uma péra, , obtido com a bobina menor (parte
superior da imagem).

Péssego

O péssego possui uma estrutura muito parecida com a ameixa. Esta fruta possui um
carogo grande no centro, de onde & possivel observar o sinal intenso do 6leo, FIG.VIL58. O
volume localizado para a observagdo de agtcares foi deslocado, neste caso, para a lateral da

fruta.

Fig. VIL58 : Imagem posicionadora e uma foto de um péssego.

Abaixo estdo os espectros onde, no primeiro o volume foi localizado bem no centro
onde se encontra o caro¢o, ndo havendo aplicagio de supressdo, aparecendo somente o
intenso sinal de 6leo, em torno de 1,2ppm (-3,5ppm) e sinais extremamente pequenos na
regido dos agticares, FIG.VIL59. No segundo espectro, o volume foi localizado distante
+15mm do centro na diregio-Y, FIG.VIL60. Aqui ja h4 uma definicdo de picos em torno de

3.8ppm (-0.9ppm) e 3,6ppm(-1,1ppm), sacarose e frutose, € em 3,3ppm (1.4ppm), glicose.
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Fig. VIL.59 : Espectro sem supressdo do sinal da agua de um péssego. O volume ficou centrado no carogo,
obtendo o intenso sinal de 6leo.
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Fig. VIL.60 : Espectro com supressao do sinal da dgua de um péssego, dlstante +15mm na diregdo-Y.

Neste terceiro também se decidiu retirar uma parte do tecido e obter o espectro com

a bobina menor, FIG.VIL61. Nos espectros do péssego & possivel observar outras estruturas

W | A n
Fig. VIL.61 : Espectro com supressdo do sinal da agua de um péssego, obtido com a bobina menor (parte
superior da imagem).

presentes.
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Foi feita a medida da porcentagem de solidos soluveis pelo método BRIX, utilizando
o refratdbmetro portatil, da regidio da fruta inteira e do tecido retirado e utilizado na medida
do volume localizado, com os resultados de 12% da regido da fruta inteira (+15mm do

centro na dire¢do-Y) e 14% da parte retirada e realizada com a bobina menor.

Kiwi
O kiwi também ¢ uma fruta exdtica, tanto externa como internamente, como pode ser

observado nas figuras abaixo, FIG. VIL.62. Ele apresenta compartimentagdes bem definidas

de seus tecidos.

Fig. VIL.62 : Imagem posicionadora e uma foto de um kiwi.

O primeiro espectro abaixo ¢ da regifio central, que € bastante fibrosa, pouco aquosa
e cheio de interfaces, por isso a obtengdo de um espectro indefinido e ruidoso, FIG.VIL.63.
No segundo, o volume foi deslocado de +15mm na diregdo-X, em relagio ao ponto central,

€ o espectro adquirido também nio mostra nenhuma definig¢fo clara dos picos de agucares,
FIG.VIL.64.
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Fig. VI1.64 : Espectro com supresso do sinal da 4gua de um kiwi, distante +

Smm na diregdo-X.

Realizando a analise em um pedaco do tecido na bobina menor, FIG.VIL65.
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Fig. VI1.65 : Espectro com supresséo do sinal da 4gua de

um kiwi, obtido com a bobina menor (parte inferior

da imagem).
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Foi feita a medida da porcentagem de sélidos soluveis pelo método BRIX, utilizando
o refratdmetro portatil, da regifio da fruta inteira e do tecido retirado e utilizado na medida
do volume localizado, com os resultados de 15,8% da regido da fruta inteira (+15mm do

centro na diregdo-X) e 16,4% da parte retirada e realizada com a bobina menor.

Banana

Por fim s&o apresentados os experimentos realizados com a banana, FIG.VIL66.

Fig. VIL66 : Imagem posicionadora ¢ uma foto de um banana.

Os espectros apresentados abaixo mostra trés estagios de maturagdo da banana
(madura, intermediario e verde), FIG.VIL67.

Foi feita a medida da porcentagem de s6lidos soliveis pelo método BRIX, utilizando
o refratbmetro portatil, da regido central da banana madura que foi retirada e utilizado na
medida do volume localizado, com o resultado de 25,8% da parte retirada e realizada com a

bobina menor.
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Fig. VIL67 : Espectro com supressio do sinal da 4gua de uma banana, da regidio central.
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O efeito da suscetibilidade magnética na largura de linha das frutas

Mesmo obtendo larguras de linha extremamente satisfatérias apos efetuar o processo
de shimming no campo magnético, como visto no CAP.VI, apos colocarmos as amostras
esta linha sofre terrivelmente com o efeito de suscetibilidade magnética. Nas figuras a
seguir fica ilustrado, através de algumas frutas, o alargamento da linha apos a inser¢do da
amostra no campo magnético, FIG.VIL68. Na figura, todos os picos estdo com a sua meia
altura na mesma meia altura da laranja (de maior intensidade). Este ¢ um dos muitos
desafios ao se tentar fazer espectroscopia localizada em frutas intactas em campos

magnéticos altos.
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Fig. VI1.68 : O alargamento de linha espectral para algumas das frutas estudas.

VI.5 Aplicagdo em estagios de maturacdo de algumas variedades de

uva

Aqui foram selecionadas algumas uvas das variedades: Italia, Thompson, Rubi € Red
Globe, FIG.VIL.69. Foram dispostas em trés grupos: o primeiro, onde eram escolhidas na
goéndola as mais verdes possiveis; segundo, onde eram escolhidas as que possivelmente
estavam num estigio intermedidrio ou que foram escothidas no primeiro grupo, e passados
alguns dias ja deveriam ter maturado um pouco e por fim, no terceiro grupo, aquelas que
realmente estavam bem maduras. O método de controle que foi usado para verificar o grau

de maturag@o foi 0 BRIX.
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Fig. VIL69 : Os quatro tipos de uva estudados: (A) Itilia, (B) Red Globe, (C) Thompson e (D) Rubi.

Uva Italia

No espectro abaixo estio dispostos os trés estagios de maturagdo da variedade de uva
Italia, FIG.VIL70.
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Fig. VIL70 : Os espectros obtidos para os trés estagios de maturacéo da uva do tipo Itdlia, verde (esquerda),
intermediério (centro) e madura (direita).

A medida da porcentagem de solidos soliveis pelo método BRIX, utilizando o
refratdmetro portatil, foi utilizada e resultou nos valores: 11,8% (verde), 13,8%

(intermediério) e 14,6% (maduro).
Uva Red Globe

No espectro abaixo estdo dispostos os trés estigios de maturagio da variedade de uva
Red Globe, FIG.VIL.71.
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Fig. VIL71 : Os espectros obtidos para os trés estagios de maturagdo da uva do tipo Red Globe, verde
(esquerda), intermediario (centro) e madura (direita).

A medida da porcentagem de solidos soluveis pelo método BRIX, utilizando o
refratometro portitil, foi utilizada e resultou nos valores: 7% (verde), 8,2% (intermedidrio) e

11% (maduro).

Uva Rubi

No espectro abaixo estdo dispostos os trés estagios de maturagfio da variedade de uva
Rubi, FIG.VIL72.
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Fig. VIL72 : Os espectros obtidos para os trés estdgios de maturagfio da uva do tipo Rubi, verde (esquerda),
intermedidrio (centro) e madura (direita).

A medida da porcentagem de sélidos soliveis pelo método BRIX, utilizando o
refratdmetro portatil, foi wutilizada e resultou nos valores: 13,2% (verde), 14,5%

(intermediério) e 17,6% (maduro).
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Uva Thompson

No espectro abaixo estiio dispostos os trés estagios de maturagio da variedade de uva
Thompson, FIG.VIL73.

JUEMUUA THOMPSGON Y UUPMOUYA THIMEPSON

Fig. VIL.73 : Os espectros obtidos para os trés estagios de maturagio da uva do tipo Thompson, verde
(esquerda), intermedidrio (centro) e madura (direita)..

A medida da porcentagem de solidos soliveis pelo método BRIX, utilizando o
refratdmetro portatil, foi utilizada e resultou nos valores: 19,2% (verde), 20,4%

intermediario) e o (Maauro).
(i diario) e 21% (mad

Uma comparacio qualitativa
Por fim, aqui sdo colocadas lado a lado as quatro variedades de uva estudadas, na

primeira figura estdo todas as maduras, FIG.VIL74, e na segunda estdo todas as verdes,
FIG.VIL75.
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Flg VII 74 Os espectros ObtldOS para os tipos de uva: (A) Italia, (B) Red Globe, (C) Rubi ¢ (D) Thompson,

no seu estagio de maturagfo plena.

A medida da porcentagem de solidos soliveis pelo método BRIX, utilizando o
refratdbmetro portatil, foi utilizada e resultou nos valores para os tipos de uva: (A) Italia:
14,6%, (B) Red Globe: 11%, (C) Rubi: 17,6% e (D) Thompson: 21%, no seu estagio de

maturacgéo plena.
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Flg VIL75 : Os espectros obtidos para os tlpos de uva: (A) Itéha 03) Red Globe (C) Rubi e (D) Thompson,
no seu estigio de maturagfo verde.

A medida da porcentagem de solidos soltiveis pelo método BRIX, utilizando o
refratbmetro portatil, foi utilizada e resultou nos valores para os tipos de uva: (A) Italia:
11,8%, (B) Red Globe: 7%, (C) Rubi: 13,2% e (D) Thompson: 19,2%, no seu estagio de

maturagdo verde.

V1.6 Consideracodes finais

As seqiiéncias implementadas, MEGA-PRESS ¢ MEGA-STEAM, funcionaram e foram
empregadas de maneira satisfatoria, apesar das dificuldades experimentais encontradas. As
seqiiéncias estdo ilustradas na FIG.VIL76. A espectroscopia localizada por 'H MRS

aplicada em frutas intactas foi satisfatéria até esbarrar em problemas como a perda de
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homogeneidade devido & variagdo local da suscetibilidade magnética, que € uma

caracteristica de cada fruta devido as suas diferengas histologicas, e que tende a se agravar a

medida que se buscam campos magnéticos mais intensos.

Fig. VIL76 : As sequiéncias implementadas, captadas da saida do amplificador de RF, por um osciloscépio
TekTronix TDS380: (A) MEGA-STEAM ¢ (B) MEGA-PRESS.
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Conclusoes

Como resultado geral, pudemos constatar que os métodos propostos de supressiio de
solvente e de localizagdo de volumes, mostraram-se eficientes na observagfio dos agtlicares
préximos, objetivo principal deste trabalho. A correlagio dos teores de agticar com a medida
BRIX de sdlidos soluveis totais (SST) foram satisfatérias, mesmo sem se alcangar um status
de alta resolugdo. Para as frutas onde o efeito da variagdio de susceptibilidade se apresentou
como um obsticulo entendemos que estes métodos tm que ser aperfeicoados, com a
inclusdo de procedimentos que visem a contornar aqueles efeitos. Os pulsos adiabaticos na
sua tarefa de suprimir o sinal do solvente comportaram-se satisfatoriamente, apesar da
necessidade de se fazer um grande nimero de médias, que resultou numa recuperagio da
borda do pico do solvente. Uma solugio para contornar a necessidade de médias pode ser a
inclusdo da outra classe de supress3o em conjunto com MEGA, como a CHESS no inicio de
cada seqiiéncia, de forma que na atuagfio da supressdo seletiva em freqgiiéncia nio haja
necessidade de se aplicar crushers e spoilers intensos. Ainda, um estudo mais aprofundado
na construgio de fungdes com bordas mais acentuadas e que ainda mantenham a condigfio
de adiabaticidade ¢ um caminho a se procurar.

Numa perspectiva, métodos de edi¢@io espectral que tem sido comumente usados em
alta resolugdo talvez fagam a diferenga em campos como o de 2T, pois auxiliaria
enormemente a corregdo de fase € o ajuste de linha de base para picos que talvez passem

despercebidos.
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