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APLICACAO DA ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PARA ESTUDOS DE
DIFUSAO MOLECULAR EM LIQUIDOS: A TECNICA DOSY
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USING NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE SPECTROSCOPY TO STUDY MOLECULAR DIFFUSION IN LIQUIDS: THE
DOSY TECHNIQUE. Diffusion coefficients provide uniquely detailed and easily interpreted information on molecular organization

and phase structure. They are quite sensitive to structural changes, and to binding and association phenomena, in particular for

liquid colloidal or macromolecular systems. This paper describes the principles of diffusion measurements in liquids by pulsed
magnetic field gradient spin-echo (PFG-SE) NMR spectroscopy. The important PFG-SE technique known as DOSY is presented

and discussed. This is a noninvasive technique that can provide individual multicomponent translational diffusion coefficients

with good precision in a few minutes, without the need for radioactive isotopic labelling.
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A DIFUSAO MOLECULAR

Os coeficientes de difusdo fornecem informagdes importantes
sobre organizag¢do molecular e estrutura de fases. Ha varias maneiras
de medir coeficientes de difusdo em liquidos, destacando-se as téc-
nicas: de espalhamento de luz'; de cela de diafragma?; interferométrica
de Gouy?; de andlise por injecdo em fluxo (FIA)*; de dispersdo de
Taylor-Aris*’ e de ressonincia magnética nuclear (RMN)3°. O pre-
sente artigo tem por objetivo apresentar os fundamentos da medida
de difusdo molecular por RMN, discutindo particularmente a técni-
ca DOSY.

A difusd@o molecular consiste nos movimentos aleatérios
(brownianos) das moléculas, devidos a energia térmica do sistema'”.
Verifica-se, experimentalmente, que a probabilidade p(x,t)dx do cen-
tro de massa de uma molécula, inicialmente na posi¢do x, ter se des-
locado para uma nova posigdo x+dx, bem préxima da inicial, apds o
tempo t, é dada pela equacg@o 1,

1 x?
,dx = [——- - d 1
p(x, t)dx 4nDt exp{ 4Dt} * M

onde D € o coeficiente de difusdo da molécula. Valores tipicos de
coeficientes de difusdo em liquidos, a temperaturas moderadas (25-
30 °C), vio desde 102 m%! (polimeros de alta massa molar, em
solugdo) até 10°m?s' (moléculas pequenas, em solugdes pouco vis-
cosas)?.

A equagdo de Stokes-Einstein'' (equagdo 2) fornece a depen-
déncia do coeficiente de difusdo de uma particula esférica, em solu-
¢do, a dilui¢do infinita, com o seu raio hidrodinamico r, com a visco-
sidade m do solvente e com a temperatura T da solucdo (k € a cons-
tante de Boltzmann). O fator 6 € usado quando a particula for muito
menor que as moléculas do solvente. Caso contrario, esse fator é
substituido por um niimero menor". Modificagcdes dessa equagio
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podem ser feitas para o caso de particulas ndo esféricas, em particu-
lar as de forma elipsoidal 2.

kT
D= 2
6mnr
0 METODO DOS ECOS DE SPIN PARA MEDIR DIFUSAO
MOLECULAR

Medidas de difusdo por RMN foram feitas desde a descoberta
dos ecos de spin por Hahn'?, em 1950. Neste trabalho pioneiro, va-
rios efeitos sobre os ecos de spin foram descobertos e corretamente
interpretados, em especial o efeito da difusdo molecular sobre as
amplitudes dos ecos de spin. Basicamente, a técnica de ecos de spin
monitora as amplitudes dos ecos de spin, na presenca de um gradi-
ente linear de campo magnético, para medir a difusdo molecular.

Na seqiiéncia de ecos de spin de Hahn [90°-1-180°-1-(eco)-] , a
perfeita refocaliza¢do do vetor magnetizacdo s6 ocorre se cada spin
nuclear (de constante magnetogirica y) se mantiver sob a a¢do de um
campo magnético homogéneo, durante o tempo 2t. Na prética, as
moléculas difundem-se através de um gradiente (G) de campo mag-
nético. Portanto, a refocalizac@o ndo serd perfeita e a amplitude A(271)
do eco de spin serd reduzida, de acordo com a equag@o 3. Em princi-
pio, a medida da difusdo molecular pode ser feita pela seqii€ncia de
Hahn. Entretanto, € dificil separar as contribui¢des da relaxagao trans-
versal (T,) e da difusdo molecular (D).

A(27) _g_gz 2143
A0) —exp{ [sz 3y G Dr} 3)

A seqiiéncia de Carr e Purcell', 90°-t- [180°-t-(eco)-1-180°-t-(eco) -] ,
constitui-se em uma modificagdo da seqiiéncia de Hahn, de forma
que o efeito de atenuacdo do eco, devido a difusdo molecular, pode
ser separado do efeito devido a T, (equag@o 4). Assim, Carr e Purcell
puderam, em 1954, medir para a dgua pura, a 25 °C, o valor
D=(2,5+0,3)x10”ms".



Vol. 25, No. 6 Aplicagdo da Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1023
A(t) t 1 2 ser separado do efeito devido a relaxagdo transversal T,, conduzin-
—— =exp| —— |exp —7( r) Dt 4) . .

A(0) T, 3 do-se o experimento em um intervalo t fixo, entre os pulsos RF e

TECNICAS QUE UTILIZAM GRADIENTES DE CAMPO
MAGNETICO PULSADOS

Na pratica, a gama de valores de coeficientes de difusdo que
podem ser medidos, usando gradientes de campo magnético estati-
cos, encontra-se limitada. Por exemplo, valores elevados de gradien-
tes devem ser utilizados para medir coeficientes de difusdo peque-
nos, o que provoca um grande alargamento do eco obtido, com con-
seqiiente diminui¢do da sua amplitude e da razdo sinal-ruido, au-
mentando a dificuldade de deteccdo. Contudo, o experimento de ecos
de spin foi aperfeicoado significativamente na década de 1960 pela
introducio de gradientes pulsados, solucionando os problemas de-
correntes do uso de gradientes estdticos®!>7.

A técnica de ecos de spin com gradientes de campo magnético
pulsados (PFGSE) consiste em uma seqiiéncia do tipo 90°-t-180°,
onde se aplicam dois pulsos de gradiente: um antes e outro apds o
pulso RF de 180° (Figura 1). A intensidade g do pulso de gradiente
deve ser muito superior ao gradiente estético g , proveniente da nao-
homogeneidade do campo magnético (g>>g ). A duragdo & do pulso
de gradiente deve ser curta quando comparada com o tempo t entre
os pulsos RF (d<<t). Assim, a amplitude do eco serd dada pela equa-
¢do 5,

PO R G ®

onde A € o intervalo de tempo entre os inicios dos dois pulsos de
gradiente consecutivos (Figura 2). O termo de corre¢do -6/3 ¢ uma
conseqtiéncia da forma retangular dos pulsos de gradiente. As vanta-
gens desta técnica, em relacdio as que utilizam gradientes estaticos,
sdo duas: (a) o efeito de atenuacdo do eco, devido a difusdo, pode
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Figura 1. Seqgiiéncia de pulsos para o experimento de ecos de spin com
gradientes de campo magnético pulsados (PFGSE)
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Figura 2. Segqiiéncia de pulsos para o experimento de ecos de spin
estimulados

variando-se a chamada 4rea do pulso de gradiente: q = ygd; (b) a
deteccdo do eco de spin € feita sob um campo magnético homogé-
neol&l‘)'

Uma varia¢do importante da técnica PFGSE € a chamada se-
qiiéncia de ecos de spin estimulados®**?!. Esta técnica consiste em
uma seqiiéncia de trés pulsos de RF de 90° (Figura 2), onde € aplica-
do um pulso de gradiente entre os dois primeiros pulsos de RF e um
segundo pulso de gradiente apds o terceiro pulso RF. Anteriormente,
Hahn?® j4 discutia o conceito de ecos estimulados e a sua utilizagéo
para medidas de difusdo. Uma seqiiéncia de trés pulsos de RF de 90°
pode resultar em até cinco ecos de spin. O conceito importante desta
técnica, para as medidas de difusdo, € que a atenuac@o, pela difusdo,
do primeiro eco - chamado de eco estimulado - compete tanto com a
relaxag@o transversal T,, quanto com a relaxago longitudinal T,.
Quando ocorre troca quimica, por exemplo, T, pode ser bem menor
que T, e pode ser mais vantajoso usar a técnica baseada em ecos
estimulados. A atenuacido do eco estimulado é dada pela equacio 6,

AT+20) 1 (20 (T _ o\ 9
40) =3 exp{ [sz [Tlﬂexp{ D(ygé') (A 3)} (6)

onde T € o tempo entre o segundo e o terceiro pulso RF de 90°. Da
mesma forma que antes, mantendo-se T ¢ T constantes, consegue-se
separar os efeitos de T, e T, do efeito da difusdo, na atenuagdo do
eco.

A TECNICA DOSY

Em 1992, Morris e Johnson?? desenvolveram uma técnica anali-
tica ndo-invasiva, baseada na metodologia dos ecos de spin com gra-
dientes de campo magnético pulsados (PFGSE), que permite discri-
minar e caracterizar os diversos componentes de uma mistura. Esta
técnica foi denominada DOSY (“Diffusion Ordered Spectroscopy”).
Em um espectro DOSY, os deslocamentos quimicos sdo apresenta-
dos em uma dimensio e os coeficientes de difusdo moleculares sio
mostrados na outra (Figura 3). Esta técnica pode detectar qualquer
substancia que apresente niicleos ativos em RMN?, Para moléculas
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Figura 3. Espectro de DOSY ('H, 500 MHz, CGSTESL, 30 °C) de mistura
de dlcoois (2 = metanol; 3 = dlcool alilico; 4 = isopropanol; 5 = n-butanol;
6 = t-butanol; 7 = dlcool benzilico) e sacarose (=8), em dgua deuterada (1
= HOD). Proje¢do do “espectro de difusdo” (m?*/s) em FI e projecdo do
espectro de RMN de 'H (ppm) em F2
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orginicas, normalmente monitora-se o nicleo de '"H. Em virtude de
sua habilidade em resolver misturas complexas e permitir a simulta-
nea identificagdo dos compostos, a técnica DOSY vem sendo suges-
tivamente denominada pelos quimicos como a “cromatografia de
spins”?.

Considere uma mistura com n componentes. Durante um expe-
rimento DOSY, varia-se a 4rea (q = ygd) do gradiente de campo
magnético pulsado e obtem-se espectros de RMN para cada valor de
g- Na Figura 4, pode ser visto o decaimento exponencial através das
intensidades I(q,v) dos sinais de RMN, em fungdo da 4rea do gradi-
ente. Este decaimento € descrito pela equagdo 7,

I(qv)=), {An (V)-eXp{—Dn(A —i)qzﬂ @)

onde A (v) € a intensidade dos sinais de RMN para q = 0; D_ € o
coeficiente de difusdo de cada componente e A € o tempo durante o
qual a difusdo estd sendo monitorada. Apés a transformada de Fourier
¢ aplicada uma transformada inversa de Laplace®, gerando-se o es-
pectro DOSY (Figura 3).
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Figura 4. Série de 25 espectros de RMN de 'H (500 MHz) obtidos variando
a intensidade (g) dos gradientes de campo pulsados. A intensidade dos sinais
decai exponencialemte (Eq. 7) em fungdo da drea (q=ygd) do gradiente

As limitagdes da técnica DOSY sdo aquelas inerentes a RMN:
por exemplo, a baixa sensibilidade. Se houver superposicio de si-
nais de RMN de diferentes componentes e se os respectivos coefi-
cientes de difusao diferirem por um fator menor do que 2, um tnico
sinal aparecerd na dimensdo da difusdo do espectro de DOSY,
correspondendo ao coeficiente de difusdo médio*?¢. Uma solugéo
para este problema seria a utilizagdo de versdes tridimensionais de
DOSY. Outra limitaco desta técnica é a necessidade de se dispor de
um espectrometro de RMN com gradientes de campo magnético pul-
sados.

Uma grande vantagem da utilizagdo de um experimento rapido e
acurado como DOSY € o fato de o mesmo proporcionar uma visdao
global da dinamica translacional dos constituintes de uma mistura,
sejam eles moléculas pequenas, macromoléculas, complexos ou agre-
gados moleculares. Outras vantagens importantes sdo listadas abai-
x0%":

- as impurezas podem ser detectadas sem nenhuma interferén-

cia;

- espécies de interesse podem ser selecionadas para andlise;

- componentes concentrados podem ser acompanhados sem di-

ficuldade;
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- a presenga de espécies em equilibrio pode ser avaliada e
quantificada.

Ha dois fatores essenciais para o bom desenvolvimento da técni-

ca de DOSY?®:

- procedimentos e tecnologia capazes de codificar a informagdo
sobre o movimento translacional de uma vasta extensdo de
substancias dentro de um conjunto de dados de RMN e

- atransformacio e visualizagdo dos dados codificados de RMN
para a dimensdo da difusao.

O primeiro fator vem sendo alcangado com o desenvolvimento
continuo de seqiiéncias de pulsos de gradiente de campo visando
principalmente a resolug@o dos deslocamentos quimicos e a estabili-
zagdo do sinal®. A estabilidade do sinal é crucial em DOSY e um
critério importante para o sucesso da mesma € minimizar as pertur-
bagdes, tais como as correntes de vortice (“eddy currents”) induzidas
na amostra, o acoplamento entre a bobina de gradiente e o campo
magnético principal, e os disttirbios do sistema de trava da freqiién-
cia e do campo, que combinados levam a degradagdo da forma do
sinal de RMN"'°. Uma forma engenhosa de corrigir o problema de
correntes de vortice consiste em aplicar pulsos de gradientes com
polaridades invertidas, alternadamente, pois um pulso compensa o
efeito do outro. Varias seqtiéncias de pulsos de RMN foram desen-
volvidas no intuito de reduzir ao maximo alguns destes e outros efei-
tos?. Entretanto, a eficiéncia de uma ou outra seqiiéncia depende do
tipo de amostra a ser analisada e, sob determinadas circunstancias, o
emprego de uma prevalecerd sobre a outra. Assim, baseado na
tecnologia atual, Johnson'® resumiu as melhores situagdes para o
emprego das seqiiéncias de DOSY mais importantes (Figura 5). Na
auséncia de efeitos de troca quimica ou acoplamento de spins e quando
pequenos gradientes sdo requeridos, as seqiiéncias BPPSTE?
(“Bipolar Pulse Pairs Stimulated Echo”) e GCSTE® (“Gradient
Compensated Stimulated Echo”) sdo escolhas razodveis. Quando os
efeitos de troca ndo estdo presentes e gradientes modestos bastam
para a aquisi¢do, a melhor escolha é a seqiiéncia GCSTESL?
(“Gradient Compensated Stimulated Echo Spin Lock™). Nas situa-
¢des que requerem refocalizacdo do deslocamento quimico, com-
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Figura 5. Algumas das principais seqiiéncias de pulsos utilizadas nos
experimentos de DOSY (adaptado da Ref. 29)
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pensagdo de gradientes bdsicos e gradientes fortes, a seqiiéncia
BPPLED* (“Bipolar Pulse Pairs Longitudinal Eddy currents Delay”)
seria a mais indicada. Dessa forma, a escolha de uma seqiiéncia de
pulsos para DOSY depende basicamente da capacidade da
instrumentacgdo disponivel e da natureza do sistema sob estudo.

O segundo fator € considerado o cora¢@o do experimento. Para a
transformacdo e visualizag@o dos sinais sdo necessarios programas
computacionais eficientes com algoritmos capazes de analisar os
conjuntos de dados resultantes das transformadas de Fourier e de
Laplace inversa. O maior desafio € a conversao dos decaimentos das
intensidades dos sinais de RMN obtidos pela transformada de Fourier,
aplicando a transformada de Laplace inversa. Programas como
CONTIN, DISCRETE, SPLMOD e MaxEnt tém sido empregados
com sucesso'®!"”. Entretanto, é recomendado que os usudrios destes
programas estejam atentos ao surgimento de artefatos e imprevistos.
Com relagdo ao processamento dos espectros, um cuidado especial
deve ser tomado com a linha base. A corre¢cdo da mesma minimiza
erros padrdes obtidos, assegurando a exatiddo dos coeficientes de
difusdo adquiridos. Se a correcdo da fase ndo for utilizada, o efeito
cumulativo de sobreposicao de linhas distorcera todas as alturas dos
picos, comprometendo conseqiientemente a precisdo da analise”.

DOSY Tridimensional

Além da introdug@o de novas seqiiéncias de pulsos, as quais tém
proporcionado o aumento da resolugdo do DOSY, uma série de ver-
sdes tridimensionais deste experimento t€m sido desenvolvidas re-
centemente, com o mesmo objetivo. Nos experimentos de DOSY
3D, a coordenada de difusdo estd associada a um experimento de
RMN 2D convencional, onde as matrizes tridimensionais geradas
apresentam duas dimensdes de deslocamentos quimicos e uma de
coeficientes de difusdo. Algumas destas versdes podem ser conferidas:
DOSY-COSY?!, DOSY-NOESY??, DOSY-TOCSY* e DOSY-
HMQC*. Todos estes experimentos tridimensionais foram desen-
volvidos para diminuir a sobreposi¢ao espectral de sinais e facilitar a
identificagdo de compostos em misturas. As limitacdes mais
significantes dos mesmos sdo o longo tempo de aquisi¢do e a neces-
sidade de muita memoria para armazenagem dos dados.

Enfim, h4d uma riqueza de informagdes fisico-quimicas disponi-
veis em experimentos de PEFGSE e a principal proposta de um méto-
do como DOSY ¢ estender as aplicag¢des para sistemas complexos.
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APLICACOES

Além da importancia do conhecimento dos coeficientes de difu-
sdo para a descri¢@o de qualquer processo que envolva fluxo de mas-
sa, estes parametros fornecem informagdes importantes sobre vérios
processos que ocorrem em solugdo, os quais podem ser facilmente
avaliados por DOSY. A aplicabilidade desta metodologia na andlise
de misturas tem sido demonstrada em um nimero de sistemas com-
plexos, incluindo misturas de moléculas organicas pequenas, extra-
tos de tecidos e biofluidos's".

Uma das aplicacdes mais comuns € a andlise de misturas visan-
do a verificac@o da distribui¢@o das espécies no meio de acordo com
suas massas moleculares. Um exemplo classico € o trabalho de Morris
e colaboradores®, o qual mostra claramente a correlagio existente
entre massa molecular e coeficiente de difusdo, através da analise de
uma mistura de dlcoois em solu¢@o aquosa. Um exemplo similar pode
ser visto na Figura 3. Uma série de trabalhos com polimeros também
tem ilustrado muito bem esta aplicagdo®*¢. No trabalho de Young e
colaboradores®, com polimeros dendriméricos, de arquitetura inter-
na idéntica, mas com grupos funcionais terminais 4cidos, neutros e
bésicos, as andlises de DOSY revelaram que alguns dos polimeros
avaliados aumentavam ou reduziam de tamanho, em resposta a mu-
danga de pH, devido a dependéncia do raio hidrodindmico em rela-
¢do ao pH. Outros exemplos da praticidade de DOSY podem ser
avaliados através de dois trabalhos mais recentes*, os quais mos-
tram a andlise de misturas complexas e heterogéneas de fracdes de
petréleo” ("He *C-DOSY) e de agiicares de mesma massa molecular?.

Uma das aplicacdes mais comuns dos estudos de difusdo envol-
ve a quantifica¢@o de parti¢do ou interac@o de solutos com compos-
tos macromoleculares como ciclodextrinas®-*, micelas?$2%42,
vesiculas®*** e protefnas**#. Quando um soluto difunde e, simulta-
neamente, interage com um destes sistemas, assumindo que a
interagdo seja reversivel, e mais rapida que a dispersdo molecular, o
coeficiente de difusio observado (D, ) € uma composi¢io do coefi-
ciente de difusdo do soluto livre (D, ) e incorporado (Dmmp]) ea
fracdo de soluto complexada (fcomp]) pode ser calculada (D, =f

livre ™ livre
+f D ). Um exemplo que ilustra bem o comportamento de
compl”~ compl . > R
solutos na presenga de macromoléculas hospedeiras é dado pela di-
fusdo da cicloalcanona 1, na presenca e auséncia de -ciclodextrina
(Figura 6)"45. A partir de coeficientes de difusdo experimentais, pode-

se observar que a razdo de difusao era muito sensivel aos fendmenos
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Figura 6. Espectros de DOSY ('H, 500 Mhz, CGSTESL, 30 °C) da cicloalcanona 1 em solugdo aquosa (15mM): (a) na auséncia de ciclodextrina; (b) na

presenga de B-ciclodextrina (15 mM)
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de associagdo, onde a diminui¢do do coeficiente de difusdo € uma
evidéncia clara da incorporagdo do soluto pelo hospedeiro. A razio
de complexac@o entre as espécies (soluto-ciclodextrina) e a constan-
te de associagdo aparente (Kap) foram calculadas e serviram de
parametro para avaliar o grau de complexacdo entre os adutos.

Utilizando-se a equacdo de Stokes-Einstein (equagdo 2), pode-
se determinar o tamanho de sistemas macromoleculares como micelas
e vesiculas. Neste sentido, Hinton e Johnson** desenvolveram al-
guns estudos para caracterizar vesiculas fosfolipidicas unilamelares
grandes. Através dos coeficientes de difusdo obtidos por DOSY, os
autores calcularam os didmetros médios das vesiculas. Os resultados
foram consistentes com aqueles encontrados por microscopia eletrd-
nica e medidas por espalhamento de luz.

O amplo espectro de aplicabilidade desta metodologia pode ser
ilustrado ainda por outros trabalhos recentes. Tillet e colaborado-
res*, por exemplo, mostraram que coeficientes de difusdo podem
ser sensiveis a efeitos sutis, resultantes de mudanga conformacional
e hidratacdo de proteinas, fato que os t€ém levado a trabalhar intensi-
vamente na investigacdo de mudangas conformacionais de proteinas
utilizando medidas de difusdo. Aplicando 'H- e "Li-DOSY, Keresztes
e Williard*® mostraram que, em solugdes de THF, o n-butil-litio exis-
te em equilibrio na forma de agregados diméricos e tetraméricos,
ambos tetrassolvatados. E finalmente, Kapur e colaboradores’ tém
mostrado a viabilidade da utilizagdo de 'H- e *'P-DOSY como sonda
para entender qualitativamente a forga relativa das ligagdes de hidro-
génio entre varios componentes em uma mistura e um ligante em
solugdes ndo aquosas.
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