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Nota dell’Editore

Come ho gia avuto occasione di scrivere altroviep(//dx.doi.org/10.3247/ilcl08.004 Sandro
Gambaro era un mio ottimo amico. L’ho conosciuto nel 1976 come un “ragdekgjruppo di
Prof. Giorgio Rigatti, titolare della Cattedra di Chimicai¢asall’'Universita di Padova dove ho
venduto per conto della Bruker uno tra i primi strumenti NMR in Trasdtat Fourier installati in
Italia. Successivamente toccava a me farvi l'assistenzaragth ejueste le occasioni dei nostri
incontri sia professionali che culinari.

Sandro era un vero buongustaio ed amante della cucina tradizionale magéssieme a lui ho
conosciuto diverse ottime trattorie sparse da Padova fino ai Qgliirtei, assaggiato gli ottimi vini
della zona ed appreso non pochi rudimenti della lingua Italiana. L& $eaacorse con lui erano
sempre piacevoli, con discorsi calmi ed orientati verso aspetbfici della vita. Per indole ed
istinto, le sue idee politiche tendevano verso quella che potremmo chinfainistra del cuore”,
pur rendendosi egli stesso conto della utopia insita in un tale oriemi@anNegli anni 80 si
impegno in una serie di corsi allUniversita di Mogadiscio nel quatirmna collaborazione
culturale tra I'ltalia e la Somalia. Mi ricordo bene i su@aenti a proposito degli istruttori politici
che a quei tempi I'Unione Sovietica mandava in Somalia a diffontleredo Marxista tra i locali
contadini e che, dopo aver illuminato costoro a proposito della futurattoaiizazione” delle loro
greggi di capre, facevano non di rado una tragica fine.

Purtroppo, negli anni novanta ci siamo persi di vista. Mi ricordo un @swantro all’'Universita
di Padova (quello in cui mi diede una copia di questi Appunti) e dellaangdifitna discussione che
verteva sui nuovi filoni di ricerche nel campo della genetica a éédingegneria. Mi sorprese un
po’ con la sua decisa opposizione nei riguardi di manipolazioni genéliich&lsiasi natura. Non
che fosse particolarmente religioso, credo che semplicemente fidevai della “saggezza” umana
abbastanza da concedere allUomo il diritto di manipolare I'essstezaa degli esseri viventi e,
tanto meno, di se stesso (I'obiezione tuttora oggettivamente piu che valida).

Paradossalmente, Sandro cadde vittima di una malattia (il Parkiokenjorse sta per essere
debellata proprio applicando le stesse tecniche genetiche chigediava. In ogni caso, io, dopo
anni, ho “riscoperto” tra le mie cose i suppunti di Lezioneed ho deciso di pubblicarli post-
mortem, in parte perché sono ben fatti, ed in parte per commemoramieamdei tempi passati il
cui momento di trapasso mi era sfuggito, lasciandomi con un vago seosipalie di debito nei
suoi confronti.

Grazie alla sua filosofica calma, Sandro era un ottimo insegn@miesi intuisce bene anche da
guesti Appunti, adatti particolarmente ad una prima introduzione alkrogm®pia NMR per
chimici. Essi coprono le basi della spettroscopia a 1D, discutendgpagitamenti chimici, gli
accoppiamenti tra i nuclei, la struttura degli spettri 1D, ed i vari fenomenasisainento.

Stanislav Sykora
Castano Primo, 21 Dicembre 2008
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1.1. Introduzione

I fondamenti fisici della spettroscopia di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) si
basano sulle proprietd magnetiche dei nuclei atomici. In accordo con le regole della
meccanica quantistica, l'interazione del momento magnetico di un nucleo con un campo
magnetico esterno (B,) porta alla separazione dei livelli energetici nucleari. Questo
perché l'energia magnetica del nucleo & ristretta a certi valori discreti £, chiamati
autovalori, ai quali sono associati gli autostati, che sono i soli stati in cui pud esistere
una particella elementare. Questi sono anche chiamati stafi stazionari. Operando con una
radiazione elettromagnetica di frequenza opportuna, € possibile indurre transizioni tra gli
autostati: l'assorbimento di energia pud essere rilevato e registrato come riga spettrale
(segnale di risonanza).

In questo modo si pud ottenere lo spettro di un composto che contiene atomi i
cui nuclei possiedono un momento magnetico diverso da zero. Tra questi vi sono il
protone, 'H, il fluoro, BE, gli isotopi N e N dell'azoto, e molti altri nuclei di interesse
in chimica. L'isotopo "*C del carbonio, che & cosi importante in chimica organica, e 'Eutti i
nuclei che hanno rﬁassa € numero atomico pari, nbn ha momento magnetico, per cui gli
studi NMR sul carbonio sono limitati allisotopo “C, la cui abbondanza isotopica
naturale & soltanto 1.1%.

Quale esempio di spettro NMR, in Figura 1 € mostrato lo spettro protonico della

molecola di etil-formiato ottenuto applicando un campo magnetico di 1.4 Tesla’ e una

" 1 Tesla = 10000 gauss



frequenza di 60 MHz. Oltre ai segnali di risonanza che si osservano a tre diverse
frequenze, in corrispondenza di ciascun gruppo di segnali sono registrate anche delle
funzioni a gradino ottenute con un integratore. Le altezze dei gradini sono proporzionali

alle aree sottese dalle righe spettrali corrispondenti.
i
HC~0-CH,-CH, ~CH

Hc?

e Y

Figura 1. Spettro "H NMR del formiato di etile ottenuto a 60 MHz.
L'esame dello spettro mostra che:

1. T vari tipi di protone della molecola presentano segnali di risonanza separati (un
segnale per il protone metinico, uno per i protoni metilenici ed uno per quelli
metilici). Questo & dovuto al fatto che i vari protoni risiedono in differenti intorni
chimici. Si dice che hanno diverso spostamento chimico (chemical shif?).

2. L'area sottesa da un segnale di risonanza & proporzionale al numero di protoni che
danno origine al segnale e puo essere misurata per infegrazione.

3. Non tutte le righe spettrali sono rappresentate da semplici singoletti. In questo caso
quelle corrispondenti al CH, e al CH; mostrano una struttura ed appaiono
rispettivamente come quartetto e come tripletto. Questa separazione deriva da
un'interazione magnetica di un nucleo con un altro ed ¢ detta accoppiamento spin-

spin.



Correlazioni empiriche tra parametri spettrali, chemical shift e accoppiamento
spin-spin, e struttura molecolare formano la base per l'applicazione della risonanza
magnetica nucleare nelle indagini rivolte alla determinazione della struttura di sostanze
incognite. Infatti, il chemical shift fornisce informazioni sul tipo di intorno chimico in cui
si trova il nucleo responsabile di un segnale, e l'integrazione dello spettro permette di
conoscere i rapporti relativi tra nuclei con diverso intorno chimico presenti in una
determinata molecola. L'accoppiamento spin-spin & legato alle posizioni relative dei
nuclei perche l'entita di questa interazione, la costante di accoppiamento (J), dipende dal
numero € dal tipo di legami chimici che separano i nuclei accoppiati. Inoltre, la
molteplicita dei segnali di risonanza e l'andamento delle intensitd all'interno di un
multipletto, almeno nei casi semplici come quello del gruppo etilico dell'etil-formiato,
dipendono chiaramente dal numero di protoni del gruppo vicino.

Altre applicazioni della spettroscopia NMR sono basate sul fatto che gli spettri di
molte sostanze dipendono dalla temperatura. Un esempio & quello della dimetilfor-
mammide per la quale si trova che la risonanza dei protoni metilici appare come dop-

pietto a 40°C e come singoletto a 160°C (Figura 2).

cHy 0
A

160 °

Al JU

Figura 2. Dipendenza dalla temperatura dello spettro 1H NMR della dimetilformam-

mide



Il diverso comportamento alle due temperature & dovuto all'elevata barriera
energetica che si oppone alla libera rotazione intorno al legame C—N (87.8 kJ/mol) che
presenta un certo carattere di doppio legame a causa del contributo della struttura (a)

all'ibrido di risonanza della molecola:

CH;, o) CH; 0®
V4 @
N—©C R N—
/ AN / AN
CH; H CH; H
I © 1

A bassa temperatura i due gruppi CH; hanno un tempo di vita relativamente lungo in
intorni chimici differenti, cioé in posizione cis o frans rispetto all'ossigeno carbonilico, e
questo rende possibile la registrazione di risonanze separate. Alle temperature piu ele-
vate aumenta la velocita di rotazione interna col risultato che sara piu frequente l'inter-
conversione dei gruppi CHj tra le due posizioni chimicamente non equivalenti e queste
non saranno piu differenziabili.

Per molte molecole la forma del segnale NMR dipende da processi dinamici e le
velocita di tali processi possono essere studiate utilizzando la spettroscopia di risonanza
- magnetica nucleare. Ancora piu importantc € il fatto che questa tecnica & adatta allo
studio reazioni reversibili veloci che non possono essere seguite con i metodi cinetici

classici.



2.1. Modello quantomeccanico per un nucleo isolato.

E' noto dalla fisica nucleare che molti nuclei atomici posseggono momento an-
golare, P, che a sua volta & responsabile del fatto che questi nuclei esibiscono anche un

momento magnetico, L. Le due quantita sono relate dall'espressione

p=yP (1)

dove v, il rapporto giromagnetico, & una costante caratteristica del particolare nucleo.
Secondo la teoria quantistica, momento angolare e momento magnetico nucleare
sono quantizzati, un fatto che non ¢ spiegato dalla fisica classica. I valori permessi o qu-
tovalori della componente massima del momento angolare nella direzione z di un siste-
ma di coordinate cartesiane scelto arbitrariamente sono misurati in unitd 7 (h =h/27) e

sono definiti dalla relazione
Pz = hm, (2)

dove m; & il numero quantico magnetico che caratterizza i corrispondenti stati stazio-

nari o autostati del nucleo. In accordo con la condizione quantistica
mp=IL1-1,1-2,... -1 3)

i numeri quantici magnetici sono relati al numero quantico di spin, I, del nucleo. Per-

tanto il numero totale di autostati o livelli di energia possibili &
numero livelli energetici =27 + 1

Il protone ha numero quantico di spin / = % e quindi la componente z del suo

momento angolare ¢ data dalla:

P,=+hl 4)



Di conseguenza il protone puo esistere in solo due stati di spin caratterizzati dai numeri

quantici magnetici m; = +% e m; = —%. Per quanto riguarda il valore del momento

magnetico nella direzione z si ha:
M, =yhmp=tyh/2 Q)

1l protone pud quindi essere raffigurato come un dipolo magnetico la cui componente z,
W, pud essere parallela o antiparallela rispetto alla direzione positiva dell'asse z del
sistema di coordinate cartesiane. Pertanto la direzione del vettore p & quantizzata come &

mostrato in Figura 3a

@ ®

z

l my=+1/2

Kz §---_ 1]
\\‘ X Bo
¢ --N
my= -12
Figura 3

In assenza di un sistema orientante i due stati hanno la stessa energia, cioé sono .
degeneri. La degenerazione viene rimossa soltanto in un campo magnetico statico B, e
questo avviene a causa dell'interazione del momento magnetico nucleare p con B, Se la
direzione di B, coincide con I'asse z, come in Figura 3, la differenza di energia tra i due

stati di spin risulta essere:

AE =2B, ©)



perché l'energia di un dipolo magnetico nel campo B, ¢ —1,B,, quando il dipolo & orien-
tato parallelamente al campo, e +u_B,, quando ¢ orientato in opposizione (Figura 4). Si
vede quindi che la separazione di energia tra i due stati & proporzionale all’intensita del

campo magnetico applicato.

/ =l

\
AE
\ my=+1/2

B0=0 B0>0

Figura 4

Vista la sua minore energia, lo stato m; = +% ¢& il piu stabile e per indurre

transizioni verso il livello ad energia piu alta bisogna fornire il quanto d'energia
AE = hv,=2u,B, = hB, ™
ossia si deve usare una radiahz‘io.ne di frequenza
v,=YB/2n oppure o,=YB, ®

(st ricordi che @ = 27tv). L'equazione (8), che esprime la condizione di risonanza, rap-
presenta la situazione in cui la frequenza della radiazione coincide esattamente con la
differenza di energia tra i due stati. La riga spettrale corrisponde alla freccia in Figura 4 e

v, (0 ®,), la frequenza di Larmor, in accordo con l'equazione (8), varia linearmente con



lintensita del campo B, usato nell'esperimento. Ad esempio per il protone, che ha un
rapporto giromagnetico y, = 2.675x108 T-Isec~!, un campo di 1.41 T porta la frequenza

di Larmor a 60 MHz (A = 5 metri, regione delle onde radio). Valori di v, a vari campi

sono mostrati in Figura 5.

\

A //
MHz T

‘ﬂ 100 200 [270 360 500

\'

| ! | l ] l
141 234 4.73 6.35 8.46 11.75

B, (Tesla)

Figura S. Separazione dei livelli energetici nucleari del protone (espressi come fre-
quenza di risonanza v,) in funzione del campo magnetico, espresso in Tesla.

Per un nucleo con spin 7 = 1 vi sono tre livelli di energia:

s Bo
m1=-1 +uB0
— +uB /
o 0 P
m:
—~ " |2uB, =0 7. 0

\ \ B

N -1B, \\ HBo
my=+1 -HBg

=12 I=1



~ Per i sistemi con 7 > 1, il trattamento quantomeccanico fornisce un risultato non
previsto dalla fisica classica: si trova che il numero quantico magnetico m; pud variare
soltanto di +1, cioé che sono permesse solo transizioni tra livelli adiacenti. Cosi, nel caso
di un nucleo con I = 1, sono possibili le transizioni tra i livellim =+l em =0 e tra i

livelli m = 0 e m = —1, mentre non sono permesse quelle tra i livelli m=+1em=-1.

Da quanto visto si deduce che i valori dei momenti magnetici nucleari possono

essere specificati in termini del rapporto giromagnetico g definito come

27

Y= ®)

Si pud dimostrare inoltre che una particella sferica rotante di massa M e con una carica e

distribuita uniformemente sulla superficie genera un momento magnetico

_ eh
4nMc

u (10)

dove ¢ & la velocita della luce. Per una particella che ha la massa e la carica del protone si

calcola:

= —50505x10"% joules/tesla (J T
3% amM ¢ J ( )

=5.0505x10"**erg / gauss (in unita cgs)

Nella realta si trova che il valore del momento magnetico ¢ circa 2.79 volte piu grande di
quello calcolato con questo modello semplificato. Non esistono modelli semplici che
permettano di predire o di spiegare i valori dei momenti magnetici nucleari. Tuttavia il
valore calcolato per il protone rappresenta una unita di misura utile per esprimere i

momenti nucleari ed & nota col nome di magnetone nucleare, py. 1 valori osservati dei



momenti magnetici nucleari possono essere specificati in termini del magnetone nucleare

usando la relazione:

ehl

=gy ——— 11
ugN4nMpc (11)

dove gy € un parametro empirico chiamato fattore g nucleare. Pertanto, in unita di ma-

gnetoni nucleari, py, si ha:

w= gyl (12)

In Tabella 1 i momenti nucleari sono espressi in queste unita.

Tabella 1 . Proprieta di alcuni nuclei di interesse in spettroscopia NMR.

9 o7 v, (MHz) sensib.relat. abbondanza mom. quadr.Q
mucleo 7 (inunitd py) (10°1ad/Ts) (campolT) acampo  isotopica (e x 10™ m2)
costante naturale

(%)
H 12 279277 2,676 42.577 1.000 99.98
H 1 0.85735 0.411 6.536 0.009 0.0156 0.003
“B 3 1.8007 0.288 4.575 0.02 18.83 0.111
"B 32 26880 0.858 13.660 0.165 81.17 0.036
12 070216 0.673 10.705 0.016 1.108 |
N1 0.40369 0.193 3.076 0.001 99.635 0.02
"N 12 -0.28298 0271 4315 0.001 0.365
O 52 -1.8930 -0.363 5.772 0.029 0.037 -0.004
F 12 26273 2.517 40.055 0.834 100.0
®Si 12 -0.55492 -0.531 8.460 0.079 4.70
Pon 1.1316 1.083 17.235 0.066 100.0

10



Anche se non & possibile fare previsioni teoriche precise del valore dei momenti
magnetici nucleari, vi sono alcune utili regole empiriche che legano il numero di parti-

celle costituenti i nuclei (protoni e neutroni) alle proprieta di spin nucleare:

1. Se protoni e neutroni sono in numero pari, / = 0 (es. 2C ¢ 1%0);

2. Se la somma dei protoni e dei neutroni & un numero dispari, / avra valori semi-interi:
1/2, 3/2, 5/2, ecc. (es. 'H, °C, PF, *'P);

3. Sela somma dei protoni e dei neutroni & un numero pari, / avra valori interi: 1, 2, 3,

ecc.(es. °H, "*N).

I nuclei con 7 = 1/2 hanno una distribuzione sferica di carica. I nuclei con I > 1
hanno una distribuzione non sferica di carica e questa asimmetria ¢ descritta da un
momento di quadrupolo elettrico, Q, che influenza i tempi di rilassamento e di conse-

guenza anche gli accoppiamenti con i nuclei vicini.

2.2 Meccanismo dell'assorbimento di energia (Risonanza)

I nuclei con spin / = 1/2, come i protoni, vengono spesso raffigurati come delle
barrette magnetiche. Tuttavia, a causa del moto di spin, il loro comportamento ¢ diverso
da quello manifestato dalle barre magnetiche macroscopiche. Quando sono posti in un
campo magnético, i nuclei rotanti non allineano i loro momenti magnetici nella direzione
del campo. Al contrario, come trottole in un campo gravitazionale (Figura 6a), i loro assi
di spin subiscono un moto di precessione intorno alla direzione del campo (Figura 65).
La frequenza di precessione ¢ la frequenza di Larmor indicata con o,, in radianti per

secondo, o con v, in Hertz (Hz, cicli per secondo):

o, =B, ®)

11
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(@

Figura 6. (a) Trottola che precede nel campo gravitazionale terrestre; (b) Precessione di
un momento nucleare in un campo magnetico.

Se si cerca di forzare l'allineamento di p aumentando l'intensita del campo B,, si
ottiene soltanto una precessione piu veloce. Tuttavia é possibile far variare l'orien-

tazione di p applicando un campo magnetico rotante B, perpendicolare a B, (Figura 7).

Figura 7

Quando la frequenza di rotazione di B,, vy, coincide esattamente con la fre-
quenza di precessione v, (condizione di risonanza), il sistema assorbe energia e cambia
l'angolo O tra il vettore pn ed il campo magnetico statico B,. Il processo avviene senza

variazioni del valore di v,.

12



2.3. Magnetizzazione macroscopica.

In un esperimento NMR non si tratta mai un singolo momento nucleare, ma si
studia sempre un insieme contenente un numero molto grande di nuclei identici (un
campione tipico pud essere costituito da 1 ml di soluzione ad una concentrazione 1
millimolare, che contiene ca. 10!8 molecole). Di conseguenza, per descrivere le pro-
prieta della magnetizzazione nucleare (momento magnetico per unita di volume del
campione), si pud usare un semplice trattamento classico. La magnetizzazione, M, ¢ una
quantita vettoriale le cui componenti sono M,, per definizione secondo la direzione di B,,
e M, e M, perpendicolari a B,. In Figura 8a & mostrata la precessione di un insieme di
nuclei identici con spin 7 = 1/2. Tutti i momenti precedono alla stessa frequenza; poiché
non ¢'¢ modo di distinguere tra loro le direzioni x e y, non c'é ragione per una coerenza di

fase nel piano xy, allora My, = 0.

) . X
(a) X {b) My

Figura 8. (@) Precessione di un insieme di momenti magnetici identici di nuclei con I =
1/2. Tutti i vettori sono considerati con un'origine comune. La differenza di popolazione
& mostrata da un eccesso di spin orientati secondo B, (direzione + z), e si produce cosi
una magnetizzazione netta M, Non c'é coerenza di fase e quindi M, = 0. () Sistema di
spin in coerenza di fase, My, # 0.

13


























































































































































































































































































