Jednowymiarowe widma NMR

Jan Stanek
Zespét redakcyjny: Michal Gérka, Katarzyna Grudziaz, Wiktor Kozminski,

Anna Zawadzka-Kazimierczuk, Szymon Zerko

21 lutego 2023 r.

Spektroskopia NMR

Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) pozwala na badanie struktury, dynamiki
oraz oddzialywan czasteczek zawierajacych magnetyczne izotopy za pomoca pol elektromagnetycznych
czestosci radiowej. Glownym obszarem zastosowan sa fazy skondensowane, tj. czasteczki w cieklych
rozpuszczalnikach lub materialach w fazie stalej. NMR znalazl wiele zastosowan w chemii, biologii
strukturalnej, a takze w diagnostyce medycznej (np. w metabolomice). Pokrewna technika obrazowa-
nia magnetycznego (MRI) opiera sie na wspdlnych fundamentach fizycznych.

Spinowy moment pedu

W 1922 r. w doswiadczeniu Sterna-Gerlacha wykazano, ze atomy posiadajace jeden niesparowany
elektron w niejednorodnym polu magnetycznym poruszaja sie po dwdch trajektoriach. Jedynym sen-
sownym wytlumaczeniem bytlo, iz elektrony posiadaja wewnetrzny moment pedu, nazwany spinem.
Nie ma on odpowiednika klasycznego, zatem wprowadzono go tylko do formalizmu mechaniki kwan-
towej opisujacego zachowania obiektéw w mikroswiecie. Podsumujmy podstawowe fakty dotyczace
spinowego momentu pedu.

Jak kazdej wielko$ci obserwowalnej w mgchanice kwantowej, spinowi przypisuje sie operatory: kwa-

dratu dlugosci spinowego momentu pedu, S?, oraz rzutu spinowego momentu pedu na wyrézniona os,
S, L

Istnieja czastki, ktére moga mieé wiecej niz 2 dozwolone rzuty spinu. Dla ogdlnego opisu wprowa-
dzamy dwie liczby kwantujace dlugos¢ i rzut wektora spinu. Spinowa liczba kwantowa S okresla
dhugoéé spinu

S2Ik) = S(S + 1)A%[k) (1)
tzn. dlugosé ta jest réwna 1/.S(S 4 1)% 1 jest niezmienna cecha czastki niezaleznie od jej stanu. Liczba
spinowa S przyjmuje wartosci nieujemne potéwkowe (Y2, %, ...) lub catkowite (0, 1, 2, ...).

Natomiast magnetyczna spinowa liczba kwantowa mg okresla rzut spinu na dowolnie wybrana
o$ (tutaj o$ z):

S.|k) = mshlk) (2)
czyli dla stanéw wlasnych |k) jest on réwny S, = mgh. Magnetyczna spinowa liczba kwantowa mg
przyjmuje jedna z 2S5 + 1 wartosci ze zbioru {—S, =S + 1, ..., +S}. Nie jest mozliwe jednoczesne

okredlenie rzutu wektora spinu na wiecej niz jedng os.
Przypadek liczby spinowej S = 1/2 jest bardzo wazny dla NMR, dlatego wprowadza sie¢ specjalng
notacje. Stany wlasne operatora rzutu spinu oznaczamy jako |a) oraz |3):
Sa) = +1/2hla)
S:|8) = —1/2h[B)

1Symbole pétgrube (np. p) oznaczaja wektory lub tensory. Symbol * oznacza operatory

(3)




Czastka o S = 1/2 moze byé¢ albo w stanie wlasnym |a) lub |3), albo w stanie mieszanym czyli
superpozycji stanéw witasnych. W ostatnim przypadku rzut spinu na o$ z nie jest okreslony, tzn. w
momencie pomiaru z okre§lonym prawdopodobiefistwem przyjmie jedna z wartosci +1/2h.

Magnetyzm jadrowy

Zjawisko NMR mozna zaobserwowaé dla jader o niezerowym momencie magnetycznym, p. Ten, po-
dobnie jak dla elektronu, wynika z niezerowego wektora spinu S, a stalg proporcjonalnosci nazywamy
wspbélczynnikiem zyromagnetycznym danego jadra I, v1:

=S (4)

Wartosci wspotczynnikow zyromagnetycznych jader sa charakterystyczne dla poszczegdlnych izotopow.
Moga by¢ dodatnie lub ujemne, a wyznacza sie je eksperymentalnie.

Moment magnetyczny wynika z tadunku elektrycznego protonéw wspéttworzacych jadro oraz ich
ruchu obrotowego w jadrze (opisywanego przez wypadkowy spin jadra)?. Zaleznie od liczby nukle-
onéw i budowy jadra (liczby protonéw i neutronéw), spin jest réwny zero (dla izotopéw parzysto-
parzystych, np. 12C, 180, 32S), lub jest opisany przez poléwkowa (dla jader parzysto-nieparzystych
albo nieparzysto-parzystych, np. 'H, 32C, 2N, 2ZAl $2Cl) albo catkowita (dla jader nieparzysto-
nieparzystych, np. 2H, !2N) liczba spinowa S. Technika NMR najproéciej badaé¢ jadra o liczbie
spinowej S = Y2 (np. 'H, BC, F, 22Si, ${P); jadra o S > 1/2 posiadaja elektryczny moment
kwadrupolowy utrudniajacy rejestracje widm. Pozadane jest, aby jadro miato duzy wspoélczynnik
zyromagnetyczny (co do wartosci bezwzglednej). Stabilnym izotopem o najwyzszym wspélczynniku
v = 42.58 rad MHz T~ jest 'H. Ponadto czesteczka albo mieszanina powinny zawiera¢ odpowied-
nio duzo jader danego izotopu, tj. jego duze stezenie (co najmniej rzedu uM dla 'H NMR). Dlatego
ogromne znaczenie ma réwniez rozpowszechnienie izotopu, przyktadowo powszechnos¢ wystepowa-
nia *H (99,9885%) decyduje o tatwosci pomiaréw NMR jader wodoru, natomiast niska zawarto$é¢ ma-
gnetycznego izotopu 3C (1,07%) stanowi pewng trudnosé.

Moment magnetyczny w zewnetrznym polu B

W zewnetrznym polu magnetycznym B energia momentu magnetycznego jest zalezna od orientacji:
E=—p-B=—(usBs + 1y By + 1. B) (5)
Przyjmujac o$ z w kierunku zewnetrznego pola (B = Be,) otrzymujemy
E=—p.B (6)

Dla spinu, ktéry jest obiektem kwantowym, konstruujemy wiec operator energii (hamiltonian) w na-
stepujacej postaci: . R
H=—-u,B=—-~S.B (7)

Stany wlasne hamiltonianiu s jednakowe jak operatora dla rzutu spinu (np. |a) i |8) dla S = 1/2).
Energie wlasne, tj. skwantowane poziomy energetyczne, sa réwne:
Ems - _’thmSBv (8)

liczba dozwolonych pozioméw wynosi 25 + 1, a rozszczepienie pozioméw energetycznych rosnie liniowo
z indukcjg pola magnetycznego B. Zgodnie z konwencja, w dalszej czesci skryptu bedziemy stosowaé
my (zamiast mg) dla oznaczenia jadrowej magnetycznej spinowej liczby kwantowej jadra I.

2Moment magnetyczny jadra 'H czyli protonu, wynika bezposrednio z budowy elementarnej protonu i nie jest do
konca wyjasniony



Rezonans magnetyczny

Aby doszlo do przejscia NMR, zmiana magnetycznej spinowej liczby kwantowej jadra musi by¢ réwna
+1 (reguta wyboru)
Am[ ==l (9)

W efekcie dozwolone sa przejscia o nastepujacych energiach:
AFE = —’YIBhAm] = :Fh’}/[B

przy czym energia ta jest dodatnia przy absorpcji i odpowiada Am; = —1 dla dodatniego wspol-
czynnika zyromagnetycznego. Energia ta, zrownana z energia fotonu £ = hv = hw, daje warunek
rezonansu

hw = hy1B (10)

skad czestos¢ przejscia NMR, zwana tez czestoScig Larmora:
w = ’YIB

W silnym polu magnetycznym wspdélczesnych spektrometréw NMR (o indukeji pola magnetycznego
od 7 do 23,5 T) czestoéci jadra 'H wynosza od 300 do 1000 MHz, a zatem znajduja si¢ w zakresie
czestosci fal radiowych.

Przesuniecie chemiczne

W rzeczywistosci czestosci jader danego izotopu w danym zewnetrznym polu By nie sa jednakowe,
lecz zaleza od otoczenia chemicznego, przez co stanowia dla chemikéow bardzo wazny parametr. Ze-
wnetrzne pole magnetyczne mozna traktowaé jako niewielkie zaburzenie do ruchu elektronéw w polu
elektrycznym jader. W efekcie elektrony generuja przeciwstawne pole indukowane Bi,q, zatem jadra
znajduja sie w polu efektywnym:

B =B+ Bijng = (1—0‘)B0 (11)

W powyzszym wzorze o oznacza tensor ekranowania, ktéry w ogdlnosci posiada 3 rézne wartosci
wlasne (04757, 0y 1 0451), pole efektywne zalezy wiec od orientacji czasteczki wzgledem pola Bg. W
cieczach izotropowych i gazach w wyniku szybkiej i przypadkowej wzgledem kierunku pola By rotacji
czasteczek obserwuje sie warto$¢ usredniong (skalar), zwana stala ekranowania o = %(az/z/ +oyry +
0.,) 1 jedna czestosé NMR:

w=n11(1-0)By

Stala ekranowania o (gdzie 0 < o < 1) mozna takze zdefiniowaé jako wzgledna zmiane indukeji pola
magnetycznego

By— B
=&
Zjawisko zmniejszenia indukcji pola magnetycznego w miejscu potozenia jader na skutek ruchu elek-
tronéw nazywamy ekranowaniem. Jadra bardziej ekranowane (duza stala o), wykazuja rezonans przy
nizszych czestosdciach i vice versa. Nalezy podkresli¢, ze stale ekranowania sa niewielkie co do wartosci,
o < 1 (np. dla *H wartosci o sa rzedu 107°).

Eksperymentalne wyznaczenie bezwzglednych stalych ekranowania nie jest w praktyce mozliwe.
Zamiast tego, czestosci jader poréwnuje sie z czestoscia probki wzorcowej (wrer), np. tetrametylosilanu
(TMS) dla jader 'H i 13C. Wzgledna skala przesunigé chemicznych, §

o (12)

W — Wref Oret — 0 By
0= LS — R Opef — O (13)
Wref 1_Jref BO

jest wielkoscia charakterystyczna dla jadra w danej czasteczce (podobnie jak stala ekranowania) i
nie zalezy od indukcji pola magnetycznego By. Dzieki temu przesuniecia chemiczne sa jednakowe



na roznych spektrometrach. Przesuniecie chemiczne moze byé¢ dodatnie albo ujemne, poniewaz jest
wyrazone w odniesieniu do wybranej substancji wzorcowej (stalej ekranowania wzorca oyef). Z uwagi
na niewielkie warto$ci wyrazamy je w ppm (parts per million), tj. po pomnozeniu wartosci ze wzoru
(13) przez 10°.

Wartoéci typowych przesunie¢ 'H wynosza od 0 do 12 ppm, natomiast zakres przesunieé dla ciez-
szych jader, o bardziej polaryzowalnym otoczeniu elektronowym, jest znacznie wigkszy, np. ok. 0-250
ppm dla 13C, -180 do 250 ppm dla 3'P czy od -6500 do 200 ppm dla '"°Pt. Przesuniecia chemiczne sa
podstawowym parametrem NMR, a przypisanie sygnatéw do konkretnych jader na widmach jednowy-
miarowych (1D) jest jednoznaczne tylko w prostych przypadkach. Dla wiekszej pewnosci przypisanie
potwierdza si¢ za pomoca widm korelacyjnych (dwu- lub wyzejwymiarowych) lub obliczen kwantowo-
mechanicznych.

Réwnocennosé chemiczna jader

Dla chemika kluczowa jest umiejetnosé przewidywania liczby linii jakie powinny pojawi¢ si¢ w widmie
NMR danego zwiazku. W tym celu wprowadza sie pojecie réwnocennosci chemicznej jader, ktéra wy-
nika albo z symetrii zwiazku, albo z dozwolonych przeksztalcen konformacyjnych.

Jadra rownocenne chemicznie majg identyczne otoczenie, a zatem identyczne przesuniecie chemiczne.

Warunkiem réwnocennosci jest istnienie elementu symetrii zamieniajacego oba jadra. Jest to np. o$ 3-
krotna w chlorometanie (CH3Cl), plaszczyzna symetrii w 1,1-difluoroetenie, os 6-krotna w benzenie
czy plaszczyzna symetrii w 1,2-dichlorobenzenie (Rys. 1a,b,c,d). Natomiast protony® w grupach CHj
wigkszodci zwiazkéw nie sa formalnie réwnocenne (np. etanolu, Rys. le), ale szybka rotacja wokét
wigzania C-C doprowadza do uérednienia w czasie otoczenia chemicznego kazdego z jader 'H. W
przeciwienstwie do etanolu, gdzie oba protony metylenowe mozna powiazaé¢ plaszczyzng symetrii, w
zwiazkach zawierajacych centra chiralne (ale nie tylko!) protony grup CHs nie sa réwnocenne chemicz-
nie (nazywamy je wéwczas diastereotopowymi). Nie istnieje bowiem element symetrii wymieniajacy
protony takiej grupy, czego przyklady znajdujemy w naturalnych aminokwasach (Rys. 1f,h). Podobna
uwaga dotyczy protonéw réznych grup metylowych w walinie (lub leucynie) (Rys. 1g,i), ktére takze
nie sa réwnocenne, a ich przesuniecia chemiczne 'H moga sie znacznie r6znié!

Sprzezenia spinowo-spinowe

Jadrowe dipolowe momenty magnetyczne oddzialuja ze soba przez przestrzen (bezposrednio) i poprzez
elektrony (posrednio).

Energia oddzialywania dipol-dipol (DD) dla pary jader I i K zalezy od kata 6 miedzy wektorem
miedzyjadrowym rrg a kierunkiem pola B, oraz odleglosci migdzyjadrowej ryx:

52
EP}? — 731%] (3cos® 6 —1) (14)
I

Energia ta dla pary protonéw, wyrazona w skali czestoéci (podzielona przez h) jest rzedu kilkuset
- kilkudziesieciu tysiecy hercow, zaleznie od odleglosci. W cieczach izotropowych sprzezen DD nie
obserwuje sie wprost, poniewaz szybka rotacja czasteczek powoduje usrednienie energii bezposredniego
oddzialywania dipolowego do zera (nawiasy () oznaczaja usrednienie po czasie):

EPP o (3cos?0 — 1) = 0. (15)

Oddziatywanie za posrednictwem elektronéw nazywamy sprzezeniem skalarnym. Jednym z me-
chanizméw jakosciowo ttumaczacych to zjawisko jest mechanizm kontaktowy Fermiego, ktéry wymaga

3W zargonie NMR jadra wodoru nazywamy niemal zawsze protonami



aby funkcja falowa opisujaca elektrony posredniczace miala udzial orbitalu s, czyli niezerowe prawdo-
podobienstwo obecnoéci w jadrach. Sprzezenie skalarne jest zalezne od orientacji, ale w odréznieniu
od oddzialywania bezposredniego, nie usrednia sie do zera przy szybkiej izotropowej rotacji i ujawnia
sie w widmach NMR.

Efektem sprzezen jest rozszczepienie linii, tj. zamiast pojedynczych linii rezonansowych obserwu-
jemy multiplety. Ich nazewnictwo dla typowych przypadkéw podaje Tabela 1. Liczba linii w muliplecie
zalezy od liczby ng réwnocennych jader (nazwijmy je K) sprzezonych z jadrem I, ktérego sygnal roz-
patrujemy, oraz ich liczby spinowej (Sk):

P=2nkSk+1 (16)

Przykladowo sygnatl jadra sprzezonego z grupa CHs (ng = 3, Sk = 1/2) jest rozszczepiony na P = 4
linie, czyli jest kwartetem. Ponadto, odlegtosci pomiedzy sasiednimi liniami rezonansowymi sa réwne
i wyrazamy je poprzez stala sprzezenia skalarnego J. Nie zalezy ona od pola By i jej wartos¢ zawsze
podajemy w hercach (a nie w ppm!).

Zjawisko rozszczepienia linii na réwnoodlegle skladowe mozemy wythumaczyé odwolujac sie do
schematéw pozioméw energetycznych. W przypadku jednego (nx = 1) sprzezonego jadra o Sx = 1/2
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Rysunek 1: Wplyw symetrii czasteczek na réwnocennosé chemiczna jader 'H na przyktadzie (a) cholometanu, (b) 1,1-
difluoroetenu, (c) benzenu, (d) 1,2-dichlorobenzenu, (e) etanolu oraz (f-i) naturalnych aminokwaséw zawierajacych centra
chiralnosci (oznaczone gwiazdka). Plaszczyzne symetrii w (b) oznaczono szarym prostokatem, natomiast plaszczyzna
rysunku w (h) oraz (i), zawierajaca wigzania R—C~, Cy—Cp oraz CS—Ca, nie jest plaszczyzng symetrii z powodu centrum
chiralnosci na atomie Car (wyrézniono poprzez ,\”).



poziomy dla stanéw |a) i |8) jadra I rozszczepiaja sie o niewielka energiec AE = 1/2hJ (Rys. 2a).
Pamietajmy, ze J < z=B. W zaleznodci od liczb m; oraz my mamy wiec 4 poziomy energetyczne.

ml mImKimKZ
a m, mm, b BB
EA BB EA -
Ve e =1
,—B —~ Ba IAE:Vth / b (: Bap,BRa {2E ij
/ / \ =2
/ /
o 7/ af 7 Poa
« AE=hyB — aaa
\ \
\ a AL aa \ a /| | aaB,aBa |AE=14h)
—L o [AE=%h) . . ' AE—h)
o \ =72
B=0  B#0, B0, app
J=0  J>0 TR
J
—
J\ EM B /\
v v v

Rysunek 2: (a) Schemat rozszczepien pozioméw spinowych w polu B z uwzglednieniem jednego jadra sprzezonego
o Sg = 1/2. (b) Analogiczny schemat dla dwéch réwnocennych jader sprzezonych. Ponizej schematéw przedstawiono
postaé¢ multipletu

Ich energia, po uwzglednieniu wkladu pochodzacego od sprzezenia skalarnego, jest réwna:
By = —n(1 = o) Bohmy + hJmrmy, (17)

Kluczowa jest obserwacja, iz podczas przejécia NMR zmienia si¢ stan aktywnego spinu I (Am; = +1),
natomiast stan spinowy sprzezonego jadra K nie zmienia sie, Amyx = 0. Dozwolone sa wiec tylko
dwa przejécia miedzy 4 stanami: |af) + |B5) oraz |aa) + |Ba) (wyttuszezono stan jadra I). Jak
pokazano na Rys. 2a, energie tych przej$¢ réznia sie o hJ, zatem w widmie zaobserwujemy dublet o
rozszczepieniu J (w hercach). Réwnowaznie mozemy podstawi¢ warunki Am; = £1 oraz Amyg = 0
do wzoru (17) otrzymujac 2 energie przej$¢ w zaleznosci od stanu sprzezonego jadra (myx = +1/2):

AEpm, = (1 — 0)Boh — hJmy (18)

7 powyzszego wzoru wynika, ze gdy jadro sprzezone K ma spin Sk, nastepuje rozszczepienie na 25k +1

Tablica 1: Nomenklatura struktury multipletowej sygnaléw

Liczba skladowych Nazwa
1 siglet
dublet
tryplet
kwartet
kwintet
sekstet
septet
oktet

0 O U W
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Rysunek 3: Schematy rozszczepien w wyniku sprzezen do kilku réwnocennych spinéw o S =Y (a) oraz S =1 (b)

linii. Zauwazmy, ze rozszczepione poziomy (roznigce sie tylko stanem jadra K) maja podobna energie,
a wiec niemal jednakowe obsadzenie. W efekcie intensywnosci 2S5k + 1 przejsé (linii) sa réwne.

Rozwazmy teraz przypadek gdy jadro I jest sprzezone z dwoma réwnocennymi jadrami K. Jak
pokazano na Rys. 2b, dostepnych jest 8 stanéw spinowych, z tym ze np. stany |Baf) oraz |3f«)
maja réwne energie (poziomy zdegenerowane). Zastosowanie tej samej reguly wyboru prowadzi do
otrzymania 4 przejs$é, z tym ze dwa przejscia maja réwna energie (AE = hy;B) i daja wklad do jednej
linii. Obserwujemy wiec tryplet o wzglednych intensywnosciach 1:2:1.

Przewidywanie struktury multipletowej dla wieckszej liczby jader sprzezonych K przeprowadza
sie analogicznie. Dla szybszego okreslenia wzglednych intensywnosci w multiplecie mozna skorzy-
staé z tzw. tréjkata Pascala (Rys. 3). Wyrazy (intensywnosci) w danym rzedzie otrzymuje sie poprzez
sume sasiednich wyrazow z rzedu powyzej.

Wielkos¢ staltej sprzezenia zalezy od wielu czynnikdéw, w tym: liczby wiazan pomiedzy jadrami,
wspdélczynnikéw zyromagnetycznych sprzezonych jader, rzedowosci wiazan, przez ktére przenoszone
jest sprzezenie (tj. udzial orbitalu s). Przyjmuje sie, ze w nasyconych zwiazkach organicznych sprze-
zenie 'H-'H obserwuje sie jezeli protony sg oddalone nie wiecej niz o 3 wigzania pojedyncze. Typowe
wartosci sprzezen podane sa w Tabeli 2. Wielkos¢ stalej sprzezenia wyrazamy w hercach tj. po po-
dzieleniu wartoéci w dzulach przez stalg Plancka h. Energia sprzezenia skalarnego jest kilka rzedow
wielkodci mniejsza niz sprzezenia dipolowego.

Na koniec zaznaczmy, iz po-
wyzsze rozumowanie dotyczace Tablica 2: Typowe wartosci stalych sprzezen w nasyconych zwiazkach orga-
liczby skladowych i wzglednych nicznych
intensywnosci w multiplecie jest

stuszne tylko gdy spelniony jest Sprzezone jadra L. wigzann Symbol Warto$é, Hz

warunek |Aw/(27)| > J, tj. réz- 11;(?7 113% } ch lgg ggo
nica czestosci przej$é sprzezonych L 30’ o . 1JCC 20. .. o
jader I i K, Aw = w; — wg, do- 130’ ' 5 2JCD 2. .. i
minuje nad ich stala sprzezenia. ' 1H’ 5 2JCH io' . .—13
Dla jader nieréwnocennych che- Il (gem.) ; HH -10...-
micznie warunek ten mozna za- H, 'H (wic.) 3 JuH -2...25

wsze spelni¢ w odpowiednio sil-
nym polu B.
Roéownocenno$¢ magnetyczna jader

Aby przewidzie¢ posta¢ widma NMR w obecnosci sprzezen skalarnych, nalezy uwzglednié, ktére jadra
sg réwnocenne z punktu widzenia sprzezen do pozostaltych jader. Jadra rownocenne chemicznie, mimo



jednakowych przesunigé chemicznych, moga posiadaé¢ inna sie¢ sprzezen, a wiec takze inna strukture
multipletowa. Pelna réwnocenno$é¢ jader w NMR wymaga wiec silniejszego warunku niz opisana réw-
nocennos¢ chemiczna.

Jadra réwnocenne magnetycznie muszqg byé réwnocenne chemicznie oraz mie¢ jednakowe sprzezenia
skalarne do wszystkich pozostalych jader w czgsteczce

Przykladowo réwnocenne magnetycznie sa protony w chlorometanie oraz benzenie (Rys. la,c). Sprze-
zenia skalarne pomiedzy jadrami réwnocennymi magnetycznie nie powoduja rozszczepienia ich linii.
Fakt ten musimy w tym skrypcie przyja¢ bez formalnego uzasadnienia, odsylajac do literatury (poni-
zej).

Natomiast przyklad nieréwnocennoéci magnetycznej jader réwnocennych chemicznie znajdujemy w
czasteczce 1,1-difluoroetanu. Protony H; i Hy sg nieréwnocenne magnetycznie, poniewaz maja rézne
stale sprzezenia do jader fluoru, 3Jur (trans) # 3Jur (cis) (Rys. 4a). W efekcie, poza struktura
spowodowana 2 sprzezeniami z jadrami !'°F, pojawi sie zlozona struktura wynikajaca ze sprzezenia
2J(Hy,Hy).

Podobna sytuacja ma miejsce w 1,2-dichlorobenzenie (Rys. 1d). Posta¢ widma tego zwiazku
(Rys. 4b) mozna przewidzieé¢ jedynie na drodze obliczen kwantowomechanicznych.

b

a 3J,(cis) cl
’ /? - H Cl
H4
H1/‘{JHF(trans) F” ) L ‘ — I
7.6 7.5 E
S, ppm

Rysunek 4: (a) Przyktad nieréwnocennoéci magnetycznej jader 'H, ktére s réwnocenne chemicznie. Przyczyna
zjawiska w 1,1-difluoroetanie sg rézne sprzezenia protonéw Hi i Ho do kazdego z jader fluoru. (b) Widmo 'H 1,2-
dichlorobenzenu. Widoczne sa dwa multiplety nalezace do nieréwnocennych magnetycznie protonéw H3&H6 oraz H4&H5

Analiza struktury multipletowe]

Przedstawmy prosty przyktad analizy struktury multipletowej. W butanonie wyréznimy 3 rodzaje
protonéw réwnocennych chemicznie i magnetycznie:

CH; (CO) CH, CHs

a b c

Poniewaz protony metylowe grupy Ha sa réwnocenne magnetycznie, nie obserwujemy rozszczepienia
pomiedzy protonami w obrebie tej grupy. Protony Ha sa takze oddalone o > 3 wiazania od protonéw
Hb, wiec przyjmujemy, iz nie sprzegaja si¢ z zauwazalng stala sprzezenia. Zatem rezonans Ha jest
sigletem.

Natomiast protony metylowe Hc sa rozszczepiane przez 2 réwnocenne protony Hb z jednakowa
stala sprzezenia, co prowadzi do trypletu o wzglednych intensywnosciach 1:2:1 (jak na Rys. 3a, drugi
rzad tréjkata Pascala). Z kolei protony Hb sa sprzezone z trzema réwnocennymi protonami He, co
prowadzi do powstania kwartetu 1:3:3:1 (Rys. 3a, trzeci rzad trojkata Pascala).



Widmo butanonu, przedstawione schematycznie
na Rys. 5, mozna przypisaé opierajac sie wylacz-
nie na analizie struktury multipletowej. Widzimy,
ze sprzezenia skalarne uwidaczniajace sie jako roz-
szczepienia linii niosa cenng informacje o topologii
wiazan w czasteczkach.

Rozwazmy nastepnie strukture multipletowa w
widmie ?H NMR kompletnie zdeuterowanego buta-
nonu, tj.

CD3 (CO) CDs CDg
a b ¢
Kazde z jader ?H (o Sx = 1) prowadzi do roz-
szczepienia na 3 linie o rownych intensywnosciach.
Jak pokazano na Rys. 3b, grupa Dc jest kwintetem
1:2:3:2:1, a grupa Db jest sekstetem 1:3:6:7:6:3:1.

Na koniec zauwazmy, ze w przypadku sprzezen
do dwdéch nieréwnocennych magnetycznie grup ja-
der (o liczebnosci ng, oraz ng,) obserwujemy nie-
zalezny efekt rozszczepien linii, tj. sumarycznie

[22]
8
8
CH, o
a 3
[=2]
<
<
N
| CH,
c
CH,
b
3 25 2 15 1 05 0
5, ppm

Rysunek 5: Uproszczone widmo 'H butanonu

P =(2ng, Sk, + 1)(2nk, Sk, + 1) (19)

linii. Przykladem sg protony HfBs i HB3 fenyloalaniny, ktorych sygnal ma postaé¢ dubletu dubletéw na
skutek sprzezenia (a) pomiedzy nieréwnocennymi chemicznie protonami 35 i 83 oraz (b) sprzezenia z

protonem Ha (Rys. 6).

W przypadku wystepowania sprzezen do wielu
grup nieréwnocennych jader, w sytuacji gdy state
sprzezenia J sa podobne, linie te nakrywaja sie pro-
wadzac do multipletu o nieoczywistej strukturze.

Pomiar metoda impulsowg i relaksacja
jadrowa

Wspélczesdnie stosuje sie pomiar widm NMR metoda
impulsowa. Aby go wyjasni¢, musimy wprowadzi¢ po-
jecie magnetyzacji, czyli wektorowej sumy momen-
téw magnetycznych wszystkich spinéw w prébce, M.
W stanie réwnowagi jest ona skierowana wzdluz pola
By. W metodzie impulsowej stan prébki zaklécamy
krétkim (rzedu mikrosekund) impulsem czestosci ra-
diowej o indukeji By (t), spolaryzowanym prostopadle
do pola By (Rys. 7). Powoduje on przeniesienie ma-
gnetyzacji do plaszczyzny prostopadtlej do By, w kté-
rej podlega on rotacji wokét By z czestoscia Larmora
(w = 7v1Bp). Ruch ten indukuje napiecie elektryczne w
cewce sondy, ktére po sprobkowaniu (przeksztalceniu
na postaé cyfrowa) daje wklad do sygnalu swobodnej
indukeji (FID, ang. free induction decay).

*fragment nieobowigzkowy
Uzasadnienie: na poziomie mikroskopowym spiny nie znaj-

a
Ho,,0,
He,.e,
HE
7 6 5‘ 4 3
S, ppm
b ——3J(HB-HB,)  ——2J(HB,-HB,)
H I3J(Hoz—H[33) P'_f' 3J(Ho-HB,)
i I
I 1
| |
i Lo
RS
Y I
[ [T
| | [y Vi
/ Vo | ! )\
./ e N

335 33 325 320 3.15 3.1 3.05
S, ppm

Rysunek 6: (a) Eksperymentalne widmo 'H fenylo-
alaniny. (b) Powigkszony obszar rezonanséw . Wi-
doczne sg dwa multiplety (protonéw HB2 oraz Hf3) o
przyblizonej strukturze dubletu-dubletow

duja si¢ w stanach wlasnych operatoréw energii (oraz rzutu spinu) |a) i |3), lecz w ich superpozycjach. Oznacza
to réwniez, iz sg to stany niestacjonarne, tj. ewoluujace w czasie zgodnie z zaleznym od czasu réwnaniem



Schrodingera. Okazuje sig, ze w polu By kazdy taki stan podlega precesji wokdl pola By, tzn. wartosci
oczekiwane rzutéw na osie x i y zmieniaja sie cyklicznie w czasie:

(k|Sz)k) o cos(wt + dr)

(k|Sy|k) o sin(wt + ¢r) (20)

Powyzej w oznacza czesto$é Larmora, ktéra wystepuje w operatorze energii dla spinu w polu B (hamiltonianie):

H=—-uwS, (21)
W stanie réwnowagi fazy spinéw ¢y sa zupelnie nieskorelowane, zatem suma sktadowych poprzecznych wszyst-
kich spinéw jest rowna zero. Natomiast efektem impulsu czestosci radiowe] jest wytworzenie populacji spinéw

o stanach w zgodnej fazie. Makroskopowo odpowiada to magnetyzacji poprzecznej podlegajacej precesji wokot
By z czgstoscia Larmora.

Dalsza ewolucje wektora magnetyzacji wygodnie opisa¢ rozktadajac go na sktadows poprzeczna
(prostopadta do pola Byg) i podtuzng (réwnolegta do pola By): M = M + M);. Wzbudzony wektor
magnetyzacji poprzecznej, M | , poza precesja wokél pola By, podlega zanikowi wyktadniczemu. Dla
tego procesu definiuje sie charakterystyczna stala zaniku zwang stalg czasowa relaksacji poprzecznej
lub spinowo-spinowej, T> (0 wymiarze czasu):

[ML(t)| = exp(—t/T2)|ML(t = 0)] (22)

Mikroskopowo zanik ten wynika z utraty spéjnoéci fazowej spinowych stanéw kwantowych. Zrédlem
tej dekoherencji sa lokalne fluktuujace (losowe) pola magnetyczne wywolane przez ruchy czasteczkowe.

Magnetyzacja podluzna (M,) odbudo-
wuje sie z inna stalg czasowa, 11, zwang stala

relaksacji podtuznej lub spinowo-sieciowe;j: a /2
M. = (1-exp(~t/T)M (o) (23) " tacg

Odpowiada ona szybkoéci powrotu uktadu do | o=y
réwnowagi termodynamicznej, tj. szybkosci | I I I
konwersji energii spinowej na termiczna. Zro- | proces relaksacji impuls RF rejestracja
dlem tego procesu sg takze lokalne pola ma- .
gnetyczne fluktuujace z czestosciami radio- | podiuzne; sygnatu FID
wymi. Z czasem, w wyniku przejs¢ pomiedzy | | | & |
stanami (m.in. o — f oraz f — «) ustala | | proces relaksacji
sie rbwnowagowa magnetyzacja.

Przewaga metody impulsowej nad me- | I poprzecznej
toda fali ciaglej, stosowana powszechnie w | | . .
innych spektroskopiach, jest jej szybko$é (a b ) ) (i podtuznej)

przez to wyzsza czulos¢), poniewaz wszystkie
czestoséci sygnalu sa rejestrowane jednocze-

z Z

snie. Sygnal FID jest superpozycja oscyla- — A A

cji o réznych czestosciach i rejestrowany jest - TTTT

w funkcji czasu (ktéry uplynatl od konca im- X > X
pulsu wzbudzajacego). Przejscia do domeny B /

czestodci, tj. widma, dokonuje sie za pomoca y y 1 y
transformacji Fouriera. Wazna cecha tego

przeksztalcenia jest liniowo$é, tj. nie zaburza Rysunek 7: (a) Schemat blokowy prostego eksperymentu NMR
metoda impulsowa . Wyrézniamy 3 okresy: réwnowagowania

(rzedu sekund), impulsu czestosci radiowej (us) oraz rejestracji i
zaniku sygnatu FID (od us do s). (b) Ewolucja w czasie wektora

FT (Z Sz(t)> = ZFT(Sz(t)) — Z S’i(w) magnetyzacji.

(24)

Y

ona stosunkéw ilosciowych sygnatow:
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Dzieki powyzszej wlagciwodci, mozna dokonaé catkowania sygnaléw w prostych widmach 'H co niesie
informacje o stosunkach liczby protonéw danego rodzaju.

Budowa spektrometru NMR

Do pomiaru widm NMR metoda impulsowa z Transformacja Fouriera uzywa sie spektrometru sche-
matycznie przedstawionego na Rys. 8. Sktada sie on z (1) magnesu nadprzewodzacego, (2) sondy, (3)

B magnes nadprzewodzgcy
komputer sterujgcy

0
T T z cewkami korekcyjnymi - N
IS ARREYY —
probka I [ program impulsowy

H I;LIWW
N\ cewka
i p—__| widmo
sonda 2 (w funkcji czestosci)
\O generator <
czestosci
uktad strojenia L Transformacja Fouriera
i dopasowania T v
= sygnat FID
przedwzmacniacz wzmacniacz (w funkcji czasu)
t
- y
A
Y

przetwornik
0110100101011110110111011 —————
analogowo-cyfrowy
sygnat cyfrowy

Rysunek 8: Schemat budowy spektrometru NMR z Transormacjg Fouriera

konsoli zawierajacej generatory czestosci radiowych oraz elektronike oraz (4) komputera sterujacego.

Wspoblczednie stosuje sie magnesy nadprzewodzace utrzymywane w temperaturze wrzenia helu pod
ci$nieniem atmosferycznym (7' ~ 4K) lub obnizonym (7" ~ 2K). Magnesy te generuja stabilne pole
o indukcji By do ok. 23.5 T, czyli o czynnik 10° wieksze niz ziemskie pole magnetyczne. Pole ma-
gnesu ulega stopniowemu oslabieniu (tzw. dryft magnesu), zachodzacym w tempie kilku-kilkunastu
Hz (czestosci jader 'H) na godzing. Nie ma ono wplywu na zywotno$é urzadzenia, ale uwidacznia
sie¢ w dluzszych eksperymentach NMR jako zmiana czestosci rezonansowych. Z tego powodu stosuje
sie uklad stabilizacji pola oparty na detekeji czestosci jader deuteru (lock deuterowy). Jego zadaniem
jest ciagly pomiar rezonansu deuteru (pochodzacego zazwyczaj z deuterowanego rozpuszczalnika) i
utrzymanie jego stalej i dobrze okreélonej czestosci. Pole korygujace zmiany By jest wytwarzane przez
dodatkowa, oporowa cewke. Dodatkowo magnes jest wyposazony w cewki korekcyjne (tzw. shimy)
pozwalajace na osiagniecie jednorodnoéci pola By w obszarze prébki na poziomie ok. 1 ppb.

Prébki roztworéw przygotowuje sie standardowo w szklanych probéwkach o srednicy 5 mm (ok.
500-600 pl), a nastepnie umieszcza w odpowiedniej sondzie, ktéra jest montowana wspdélosiowo do
magnesu tak, aby probka znajdowala sie w jego centrum. Sondy NMR rézniag sie zakresem czesto-
Sci radiowych ktére moga efektywnie nadawaé i odbiera¢. Wspolczesnie sondy posiadaja zazwyczaj
co najmniej 2 niezalezne kanaly czestoéci, odpowiednie dla wysokich (*H lub !°F) i niskich czesto-
éci (przestrajalne), albo wyspecjalizowane tylko dla danego jadra (}3C albo 3'P albo '*N, etc.). W
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celu maksymalizacji przeplywu energii pola o czestosci radiowej pomiedzy cewka w sondzie (prébka)
a generatorami czestosci sonde trzeba dostroi¢ i dopasowaé tak, aby catkowita impedancja obwodu
osiagnela przyjeta wartosé 50 ohmoéw. Sondy zazwyczaj zawieraja jeszcze uklad regulacji temperatury
oraz kanal gradientowy do wytwarzania niejednorodnego pola By.

Kazdy eksperyment NMR, niezaleznie od stopnia komplikacji, jest kontrolowany przez komputer
sterujacy. Uklad czestosci radiowej w konsoli jest kazdorazowo programowany aby wykonaé prezycyjnie
zsynchronizowana sekwencje impulséw, ktére po odpowiednim wzmocnieniu sa przesylane do sondy za
pomoca kabli koncentrycznych.

Sygnal odbierany w cewce sondy jest staby (napiecie rzedu pV) i korzystne jest analogowe odfil-
trowanie nieinteresujacych nas czestosci (w tym szuméw elektronicznych oraz sygnaléw radiowych z
otoczenia) oraz wzmocnienie przez tzw. przedwzmacniacz, umieszczony mozliwie blisko cewki — jesz-
cze w sondzie lub blisko magnesu. Nastepnie sygnal jest prowadzony do konsoli, w ktorej przetwornik
analogowo-cyfrowy zamienia go na postaé¢ cyfrowa. Zdigitalizowany sygnal FID jest nastepnie zapi-
sywany w pamieci komputera sterujacego i przetwarzany do postaci widma poprzez Transformacje
Fouriera.

(Nie)Czulo$é spektroskopii NMR

Cecha szczegdlna spektroskopii NMR jest jej relatywnie niska czulos$é (stosunek sygnatu do szumu) w
stosunku np. do spektroskopii EPR, IR czy UV-VIS. Podstawowym zZrédlem tej roznicy jest niewielka
r6znica energii miedzy stanami momentu magnetycznego w polu By, wynoszaca AE = hy; By, znacz-
nie mniejsza niz analogiczne réznice energii stanéw wlasnych dla innych spektroskopii. Przyjmijmy
chwilowo, ze spiny moga znajdowaé sie tylko w stanach wlasnych operatora energii (« albo 3, ,réw-
noleglych”i jantyréwnoleglych”do pola kierunku Bj). Rozklad Bolzmanna przewiduje, Ze stosunek
obsadzen tych 2 pozioméw jest réwny:

Nﬁ Eﬁ — Ea h’yIBo
—r = _—_ = — 2
N, =P ( o ) exp ( T (25)

gdzie k jest stala Boltzmanna, a T temperaturag. Przyjmijmy dla przykladu T = 298 K oraz pole
magnetyczne o indukeji By = 18.8 T (w ktérym protony maja czesto$é v = ygBg/(27) = 800 MHz).
Wyrazenie kT odpowiadajace energii ruchéw termicznych przyjmuje wartosé 4.1 - 10721 J (dzula),
natomiast réznica energii spinéw Eg — E, = hv = 5.3 - 1072% J, czyli ok. 0.013% kT. Poniewaz jest to
wzglednie mala energia, mozna zastosowaé przyblizenie exp(—xz) ~ 1 — 2 do wzoru (25), otrzymujac

Ny | _TuBo
N, kT

Stosunek obsadzen dla naszego przyktadu jest réwny 0.99987, czyli jest rézny od jednosci w przyblize-
niu o warto$é ilorazu AE/kT. Oznacza to, iz nawet w polu silnego spektrometru NMR zaledwie jedno
na 10000 jader 'H daje wkiad do przejécia NMR, przesadzajac o niskiej czulodci tej techniki.

* Lektura ponizszeqo wyjasnienia nie wchodzi do wymagari na kolokwium wejsciowe

Powyzsze rozumowanie jest zbyt uproszczone, poniewaz (1) spektroskopia NMR nie jest wykonywana me-
toda fali ciagtej i wielko$é sygnatu nie wynika jedynie z réznicy obsadzeri poziomdéw; (2) spinowe momenty
magnetyczne nie znajduja sie w czystych stanach wlasnych operatora energii (« albo 3, ,réwnoleglych”i ,an-
tyréwnoleglych”do pola By), ale w niestacjonarnych (ewoluujacych w czasie) stanach bedacych ich superpozy-
cjami.

Cho¢ poszczegblne spiny nie maja dobrze zdefiniowanej orientacji ani energii, mozna wyznaczy¢ prawdo-
podobienstwo znalezienia go w stanie a albo 8, odpowiednio p, i1 pg. Korzystajac z ogromnej liczby spinéw
w prébee (N), mozna dokonaé usrednienia po populacji (oznaczonego nawiasami ()), wyznaczajac wypadkowy
réwnowagowy moment magnetyczny zbioru spinéw, tj. makroskopowa magnetyzacje M.. Bedzie on réwnolegty
do pola By i réwny:

M. = ShN((pa) = (ps)) (26)
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Rozklad Boltzmanna przewiduje wielkosci populacji odpowiadajacych danym stanom energii (dopiero w mo-
mencie pomiaru!):

exp(—FEq/3/kT)
exp(—FEo/kT) + exp(—Eg/kT)
Zwazajac na fakt, iz energie spinowe sg niewielkie w stosunku do energii ruchéw termicznych (tj. k¥7") wyrazenie
w mianowniku upraszcza sie:

Nap = N(pass) = N (27)

exp(£!/2hy1Bo/kT) 1
Najg = N — L N exp(41/olys Bo /KT 9
B T =y Bo KT + 1 — (=12hyi Bo/KT) ~ 2 exp(&!/2hy1 Bo/kT) (28)

Podstawiajac ten wynik do wzoru (26), otrzymujemy wielko$¢ réwnowagowej magnetyzacji:

h*yiBo
kT

M, = ihy;N (exp(1/2hys Bo/KT) — exp(—1/ahyr Bo/KT)) ~ %N (29)

W najprostszym impulsowym eksperymencie NMR, wirujacy wektor magnetyzacji indukuje mierzony sygnat
FID. Poniewaz cewka odbiorcza sondy NMR rejestruje sygnal na zasadzie indukcji Faraday’a, amplituda mie-
rzonego sygnalu jest réwniez proporcjonalna do szybkosci zmian strumienia magnetycznego, czyli do predkosci
precesji wektora magnetyzacji (czestosci Larmora).

sygnal oc w = yrBo (30)
W oczywisty sposéb, sygnal ten jest takze proporcjonalny do wielkosci samego wektora magnetyzacji
sygnal o M, N’y?Bg/kT (31)

Natomiast empirycznie ustalono, iz szum elektroniczny zaklécajacy pomiar sygnalu NMR jest proporcjonalny
do pierwiastka czestosci detekcji:

szum o< /w = 'y}/QBS/Q (32)
Podsumowujac wzory (30)-(32) otrzymujemy, ze czuloéé w NMR, wynikajaca z magnetyzacji réwnowagowej i
natury detekcji, jest zalezna od indukcji pola i wspélczynnika zyromagnetycznego w nastepujacy sposob:

sygnat wM, 5/2 153/2
e B 33
szum Vw o< || 0 (33)

Jezeli (jak w niektérych eksperymentach korelacyjnych) jadra wzbudzone i rejestrowane sg rézne, czulosé zalezy
w rézny sposéb od ich wspoétczynnikéw zyromagnetycznych:

sygnatl 3/2 3/2
- B 34
. X "YIDET| "YIEX‘ 0 (34)

Pytania i problemy
e Dlaczego spektroskopia 'H NMR jest bardziej czuta od 3C. Ile razy?

e Czy jadro 2N jest nieparzysto-nieparzyste czy parzysto-nieparzyste? Czy przyjmuje potéwkowa
czy calkowita liczbe spinowa?

e Ktére jadra sa nieaktywne w spektroskopii NMR i dlaczego?
e Jak zmienia si¢ czesto$é przejécia NMR ze zmiana pola By?
e Dlaczego wprowadzono skale przesunieé¢ chemicznych 67

e Jakiemu zakresowi czestoéci odpowiada 1 ppm dla jader 'H i '3C w polu w ktérym czestosé
Larmora protonéw jest réwna 700 MHz?

e Dlaczego jadra ciezkich pierwiastkéw maja wiekszy zakres przesunie¢ chemicznych?

e W jakich sytuacjach protony geminalne (CHs3) sa réwnocenne chemicznie?

13



Dlaczego sprzezenie bezposrednie dipol-dipol nie ujawnia si¢ w widmach NMR w cieczy?

Podaj strukture multipletowa wszystkich sygnaléow w czasteczce etanolu.

Czy za pomocy jednowymiarowego widma NMR mozna odréznié¢ octan tert-, izo- oraz n-butylu?
Zidentyfikuj réwnocenne chemicznie protony w czasteczkach o-, m- i p-dichlorobenzenu
Zidentyfikuj réwnocenne magnetycznie protony w czasteczkach o-, m- i p-dichlorobenzenu

Jaka czes$é jader 'H w prébce jest wzbudzona w ekperymencie NMR w polu By = 10T i tepera-
turze T = 298 K?

Przedstaw schematycznie widmo 'H ludzkiej ubikwityny

Wymagania

zachowanie spindéw jadrowych w zewnetrznym polu magnetycznym
reguta wyboru dla NMR i warunek rezonansu

zjawisko ekranowania i definicja przesuniecia chemicznego

sprzezenia spinowo-spinowe i ich wplyw na widma NMR

zasada pomiaru widm NMR metoda impulsows z transformacja Fouriera

budowa spektrometru NMR
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