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PROTOCOLO DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA RMN
INTRODUGAO

O preparo correto da amostra para a realizacdo de experimentos de RMN
€ de suma importancia e impacta a qualidade e precisdo dos dados obtidos.
Alguns processamentos de dados podem até melhorar a apresentacédo dos
espectros e mapas de contornos 2D (MDC) mas nunca mudarao a qualidade dos
dados.

1 — OBSERVAGOES SOBRE SOLVENTES DEUTERADOS

a - Nem sempre o solvente que melhor dissolve a amostra gera o melhor
espectro. Sempre opte pelo solvente que origina a melhor dispersao dos sinais
para que a interpretacao seja facilitada.

b - Os solventes deuterados sdo necessarios para a estabilizagdo do campo
magnético por meio de um circuito que fixa (lock) o mesmo para que nao haja
perturbagdes pela sua variagdo causando perda de sinal e de resolugéao.

¢ - Ao adquirir solventes deuterados em grande quantidade (mais barato),
transfira pequenas quantidades (10 mL) para frascos de 10 mL para que nao se
abra o frasco grande frequentemente. A abertura do frasco permite a entrada de
agua do ambiente causando problemas dependendo do solvente.

d - O ideal é que a amostra seja preparada no interior de uma camara seca, mas
esse equipamento n&o esta disponivel na maioria dos laboratorios.

e - O processo de dissolugcao da amostra deve ser o mais rapido possivel para
que nao haja absorg¢ao consideravel de agua.

/4 - CDCI3

E um solvente volatil que se hidrolisa na presenca de agua absorvida do
ambiente. CDCIs velho pode apresentar quantidades apreciaveis de
COCl2, HCCIs, HCI, DCI (devidas a hidrdlise) e H20 (veja item 1c). Essas
substancias podem alterar de maneiras diferentes a amostra ou mascarar
sinais nos espectros e MDC.

7 — DMSO-ds, CsDsN, CD3CN, (CD3)2CO, (CD3):NCOH

Sao solventes polares muito higroscopicos. Devem ser manipulados
rapidamente ou em camara seca. A presencga de grandes quantidades de
agua prejudica varios experimentos de RMN. Isso faz com que talvez seja
necessaria a pressaturagao do sinal dos hidrogénios da agua além de
influenciar na solubilidade e nos valores de deslocamentos quimicos (veja



item 1c). Com excegédo da dimetilformamida deuterada, sdo solventes
coordenantes que n&do devem ser usados, ou usados com cuidados
especiais, para dissolver complexos metalicos.

J—- CD30D, D20

S&o solventes muito higroscopicos (veja item 1c¢) e trocam seus deutérios
com os hidrogénios de grupos hidroxila alcodlicos, fendlicos, aminicos e
amidicos e da agua absorvida, gerando um sinal em 4,8 ppm (HOD). Isso
faz com que talvez seja necessaria a pressaturacdo desse hidrogénio.
Essa troca impossibilita o posicionamento desses grupos no esqueleto
carbdnico via o experimento HMBC. Para a execugao de experimentos de
carbono-13 (C13CPD e DEPT) forcosamente solu¢gdes aquosas devem
ter padrao de calibragao para C-13 (DSS, TMSP-ds, 1,4-dioxano, etc).

2 —- OBSERVAGOES SOBRE PADROES DE CALIBRAGAO INTERNA

E altamente recomendavel a presenca de padrées de calibragdo interna
para a correta determinagcdo dos deslocamentos quimicos, propiciando a
comparacao fidedigna com dados da literatura. Os padrbes descritos abaixo sdo
para calibracdo de deslocamentos quimicos de hidrogénio, carbono-13 e silicio.
Outros nucleos tais como '°F, 3'P, 195Pt, etc tém seus padrdes de calibragdo
especificos. (Harris, R. K.; Becker, E. D.; Cabral de Menezes, S. M.; Goodfellow,
R.; Granger, P. (2001). "NMR nomenclature. Nuclear spin properties and
conventions for chemical shifts (IUPAC Recommendations 2001)". Pure Appl.
Chem. 73 (11): 1795-1818. do0i:10.1351/pac200173111795)

7 — TMS (Tetrametilsilano — (CH3)4Si)

Pode ser utilizado em todos os solventes exceto em D20 pois nao é
soluvel. Calibra hidrogénio, carbono-13 e silicio em 0 ppm.

Jd — DSS (Trimetilsililpropanossulfonato de soédio) e TMSP-ds (ou
TSP- ds) - (Deutero-Trimetilsililpropionato de sédio)

Sao utilizados para solugdes aquosas. Calibram hidrogénio, carbono-13 e
silicio em 0 ppm. Como sao sdlidos cristalinos e estaveis em solugéo
podem ser utilizados também para quantificagdo (QNMR) quando sua
quantidade em massa, na solugcao, é conhecida.

3 — OBSERVAGOES SOBRE EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTOS
& — ULTRASSOM, VORTEX

Auxiliam na solubilizacdo de amostras cristalinas.
7 — MICROPIPETAS, PIPETAS PASTEUR E TETINHAS

Utilizados para a transferéncia de solventes e da solug¢ao para o tubo de
RMN.

/- ALGODAO E MAGNETO DE DISCO RiGIDO DE COMPUTADOR

Utilizados para a filtragdo de particulas magnéticas ou ndao quando da
transferéncia da solucao para o tubo.


https://doi.org/10.1351%2Fpac200173111795
https://doi.org/10.1351%2Fpac200173111795
https://en.wikipedia.org/wiki/Pure_Appl._Chem.
https://en.wikipedia.org/wiki/Pure_Appl._Chem.
https://en.wikipedia.org/wiki/Doi_(identifier)
https://doi.org/10.1351%2Fpac200173111795

7 — TUBO DE RMN E TAMPA

Existem tubos para RMN de diversas qualidades que sao dependentes da
poténcia do campo magnético. No caso do espectrometro instalado no LMCM,
os tubos devem ser para 400 MHz. As recomendacdes abaixo visam a protecao
da sonda de RMN. Particulas que possam eventualmente ser introduzidas na
sonda através de tubos podem danificar a sonda severamente gerando alto custo
para reparo e interrupgao da utilizagdo da mesma.

J - Nao secar tubo na estufa pois podem empenar;

J - Nao usar etiquetas. Use caneta apropriada para escrever no vidro;
J - N&o use parafilm ou filmes. Somente a tampa;

J - N&o pegue na parte de baixo do tubo. Pode engordurar;

J - Ao lavar o tubo n&o o risque na parte de baixo;

J - Lave o tubo adequadamente e deixe-o0 secar ao ambiente;

J - Nao use suportes que possam sujar a parte inferior do tubo.

2 - PREPARAGAO DE AMOSTRA PARA RMN EM SOLUGAO

O processo descrito abaixo garante que os dados obtidos pelos
experimentos de RMN sao exclusivamente devidos somente aos experimentos
podendo ter sua interpretacao fidedigna.

Ji — PESAGEM DA AMOSTRA

A amostra deve ser rigorosamente pesada para que se possa programar
o tempo de duragdo de cada experimento. O receptor do espectrémetro
reconhece a concentragdo (extremamente alta, alta, média, baixa,
extremamente baixa) dos hidrogénios do analito em solugao através do sinal de
RMN produzido por eles. O parametro que identifica essas concentragdes € o rg
(receiver gain = ganho do receptor). Um valor alto de rg significa que o receptor
esta amplificando demais o sinal identificando que a solucdo tem baixa
concentracao de hidrogénios do analito. O contrario € valido. O valor alto limite
de rg nos novos espectrémetros é 203. Quando se obtém esse valor de rg ndo
se pode afirmar se a solugado esta com concentragao baixa ou extremamente
baixa. Esse valor de rg significa que tempos de duragdo longos ou extremamente
longos deveréo ser utilizados para os experimentos de carbono-13 e 2D’s ou até
a inviabilizagao desses experimentos. Valores de rg abaixo de 10 significam que
a amostra tem uma concentragdo muito alta. Essa situagao facilita a obtencgao
de espectros de C-13, mas pode diminuir demasiadamente a resolucdo do
espectro de hidrogénio. Portanto, é imperativo que o usuario aprenda qual é a
melhor concentragdo de sua amostra para que nao haja subutilizagdo do
espectrémetro. Uma “regra de bolso” aproximada € que se a massa molar da
substancia € 300 g/mol, pese aproximadamente 15 mg da amostra e registre o
valor de rg. Como exemplo, com uma solucado de kavaina de rg 35, pode-se
fazer experimentos de hidrogénio, C13CPD, DEPT135, COSY, HSQC, HMBC e
HSQC-TOCSY em 60 minutos!



/- PREPARO DA SOLUGAO
J - ANALISES SEM QUANTIFICAC}AO

A amostra pesada em um frasco adequado (eppendorf, vidro de penicilina,
etc) é dissolvida em 600 uL do solvente deuterado adequado com ou sem
utilizagao de ultrassom, vértex e/ou aquecimento. O volume de solugao deve ser
~600 uL (Figura B abaixo) para que a homogeneidade do campo magnético seja
ajustada corretamente. Volumes excessivos de solugéo (>>> 600 uL) devem ser
evitados pois além de se gastar mais solvente, diluem a solugéo e prejudicam a
resolucao devido a difusdo molecular que alarga as linhas de ressonancia. Apés
a dissolugéo, o frasco deve ser colocado sobre o magneto de HD (Figura A
abaixo) para reter particulas magnéticas dentro do frasco, sendo a solugéo
captada sob filtragao (algoddo com pipeta Pasteur ou micropipeta) e transferida
para o tubo de RMN. Apds tampar ou selar o tubo, codifique a amostra
escrevendo no tubo com caneta apropriada. Coloque o tubo em um suporte
(erlenmeyer, becker, etc forrados com toalha de papel para amortecimento)[veja
o filme] e leve-o para o LMCM.
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A: frasco sobre o magneto de HD; B: posicionamento do tubo dentro da sonda
evidenciando a centralizagao da solugao nas bobinas de Helmoltz.

J' - ANALISES COM QUANTIFICAGAO

A unica diferenca do modo anterior (sem quantificagdo) € que o
volume final da solugéo deve ser exato (600 uL) e ndo ~600 ulL. -
Para isso, previamente, pipete 600 uL exatos do solvente
deuterado a ser usado e coloque no tubo de RMN. Com uma
caneta de ponta fina, marque a altura do menisco do solvente
(Figura ao lado). Esgote esse solvente para um eppendorf.
Usando esse mesmo solvente do eppendorf, pipete 300 pL,
dissolva a amostra e transfira a solugao para o tubo de RMN, do
mesmo modo anterior (com algodao e magneto de HD). Coloque
100 pL do solvente no frasco para lavar o algodao e transfira
novamente para o tubo de RMN. Repita o processo com mais ar
100 uL. Complete o volume (600 uL) até o menisco,
cuidadosamente com o solvente deuterado. (Holzgrabe U,
Quantitative NMR _spectroscopy in pharmaceutical applications.
Institute of Pharmacy and Food Chemistry, University of
Wirzburg, Am Hubland, 97074 Wiurzburg, German. Progress in
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 57 (2010) 229-240).




No caso da utilizagdo de um padrao interno para a quantificacédo (e.g. DSS,
TMSP-d4, carbonato de etileno, formiato de calcio, etc), esse padrao (veja
documento abaixo) ja devera estar pesado rigorosamente, juntamente com a
amostra. (QUANTITATIVE NMR Technical Details and TraceCERT® Certified
Reference Material) (copie esse texto e cole no Google para obter o documento).
A técnica ERETIC 2 também pode ser utilizada para quantificacdo sem padrao
interno (TopSpin ERETIC 2 Electronic to Access In-Vivo Concentration User
Manual) (copie esse texto e cole no Google para obter o documento). A
quantificacdo pode ser feita utilizando as duas metodologias
concomitantemente. Experimentos que visam a quantificacdo de analitos devem
seguir critérios muito precisos para a devida confiabilidade.

CONSIDERAGOES FINAIS

O protocolo descrito é genérico se aplicando a grande maioria das amostras que
sao examinadas por RMN em solug¢ao. Para casos particulares, procure a equipe
do LMCM para sugestbes especificas e lembre-se: a qualidade de seus
experimentos depende da qualidade de sua amostra. Caso vocé tenha a solugéo
para um problema especifico, queira por gentileza, informa-la ao LMCM para que
se possa inclui-la nesse protocolo. Finalmente, a programacéo precisa do tempo
de utilizacido do espectrometro de RMN é de extrema importancia pois, pela sua
natureza multiusuaria, o LMCM em um futuro proximo, passara a cobrar pelos
Servigos.
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