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Quelques nouvelles applications structurales et analytiques
de la RMN haute resolution

par James N. Shoolery

Varian Associates Palo Alto, California.
Communication presentee et traduite par P. J. Frank, Varian A.G., Zurich.

Resume.

Jusqu'ici, l'emploi de la haute resolution en RMN corame outil pour l'eclair-
cissement des structures moleculaires a ete surtout base sur les « deplacements
chimiques « caracteristiques des diverses unites de structure et sur les couplages
spin-spin entre noyaux voisins, non moins caracteristiques. Avec la venue de
la technique d'integration eleetronique de haute precision des surfaces des raies
RMN, on est en mesure d'employer cette information supplemental comme aide
pour l'eclaircissement de problemes de structure dans des molecules dans les-
quelles les deplacements chimiques ou les couplages spin-spin sont caches. Ceci
est tout particulierement le cas pour des grandes molecules compliquees, comme
par exemple les Steroides et les alcaloi'des. Par ce moyen il est souvent possible
de distinguer un produit pur d'un melange isomerique et meme de constater les

qualites relatives des isomeres dans un tel melange.
L'integration de la surface totale du signal RMN d'un echantillon de 25 mg

d'une substance organique pure, peut etre employee pour la determination du
pourcentage d'H (par poids) avec une erreur («standard deviation») de 0,6%
environ. Le nombre des H present dans la molecule peut etre deduit souvent de la
somme des surfaces des multiplets chimiquement deplaces, chacune divisee par
le LCD. Ces deux valeurs permettent la determination du poids moleculaire.
Pour le cas d'une quantite de produit tres limitee (pour lequel une methode
non-destructive est souhaitable), ces methodes analytiques peuvent jouer un
role important.

Les ameliorations recemment apportees aux spectrometres RMN de

haute resolution, entre autres la modulation BF et la detection en phase

[4-8-9], l'isolement thermique de l'aimant et la stabilisation de sa temperature,

ont permis un accroissement continu de la sensibilite de ces instruments.

La figure 1 montre le spectre protonique d'une solution d'ethyl
benzene ä une concentration de 1%, dans une cellule cylindrique ayant
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un diametre interne de 4 mm. La frequence de travail est de 60 MHz,
ce qui correspond ä un champ magnetique d'environ 14,100 oersted. La
petite raie du quartet represente approximativement un dixieme de l'in-
tensite due aux deux protons du groupe CH2, ce qui correspond ä un proton
par molecule dans une solution 0,016 M. En consequence puisque le volume

de la solution dans la cellule est normalement 0,4 ml,1 un produit d'un poids
moleculaire de 300 peut etre etudie, meme si le poids de l'echantillon ne

depasse pas 2 mg.
A titre d'exemple du genre de renseignements sur la structure qui

peuvent etre obtenus ä partir de petites quantites d'echantillon, nous
examinerons le cas d'un Steroide (II) resultant d'une transformation
micro-biologique de la testosterone (I); on ne disposait que de 2 mg du

produit. Les donnees chimiques [5] suggerent qu'il s'est produit une hydro-
xylation ä la position C-12 ou C-18. Le spectre NMR (figure 2) est parti-
culierement interessant, si on le compare au spectre de la testosterone.

1 Le volume peut etre reduit en employant des cellules d'une configuration
speciale. Bien que la cellule doive etre un ellipsoi'de de revolution pour eviter le

changement d'homogeneite du champ magnetique, une cavite cylindrique ayant
un rapport longueur/diametre de 4: 1 ou superieur, donne une resolution satis-
faisante meme avec un volume d'echantillon qui n'est que 50% du volume
standard.

Fig. l.
Spectre d'ethyl benzene, 1% en volume dans CC14.
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Ces deux substances ont ete etudiees dans une solution de CDC13; une
trace de tetramethylsilane ajoutee sert de reference interne. Les deplace-
ments chimiques sont indiques dans la figure 2 au-dessus des raies corres-

oh

pondantcs et sont exprimes en ppm du champ magnetique applique selon
la definition

8£ (Vi7 VSiMeJ
x 10"

Si Me 4

ou l'expression entre parentheses est la separation en frequence des raies

mesurees par la methode bien connue des bandes laterales, et v Si Me4
est 60 MHz.

La presence de deux groupements methyl aux positions § 1.13 et
1.23 montre que ce n'est pas le C-18 qui a ete hydroxyle. De plus, outre
le triplet ä 8 — 3.72 qui est dü au proton ä la position C-17 et qui se truuve
dans les spectres I et II, il y a un autre proton dans II deplace ä 8 4.41

qui indique un groupement hydroxyle lie ä un cycle. Des observations de

la position des protons 11a dans 4 Steroides qui ont un groupement 11 ß -

hydroxyl [10] donnent comme valeur moyenne 8 4.43,2 mais le groupement

hydroxyle ne peut pas etre dans la position 11 ß, parce que dans ce

cas-lä la raie de C-19 serait deplacee de la valeur 8 1.23 observee dans
le testosterone ä une position qui correspond ä S 1.50 (voir la ref. 10).

2 Puisque les mesures de la reference [10] ont ete donnees en cps par rapport
an benzene dans une cellule annulaire externe ä 40 MHz, il est necessaire de
recalculer ces resultats pour faire la comparaison en utilisant l'expression

385 — 3/2 y/vi (40 MHz)Sf (PPm) ^
32
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La position 12 a pour le Oll resulterait du fait que le proton 12 ß aurait,
essentiellement la meme relation äquatoriale ä la molecule qu'un proton
11 a. Les resonances dues au groupement methyl ne seraient pas affectees

appreciablement par un hydroxvle 12 a dirige axialement de l'autre cote
de la molecule.

Le triplet de 8 5.48 montre que, tandis que la raie de 8 5.71 due

au proton olefinique sur le C-4 n'a pas change, une nouvelle liaison double

(trisubstituee) a ete introduite. La structure en triplet indique qu'il y a

deux protons sur un atome de carbone adjacent. Puisque le cycle A n'a

Spectre de 2 mg de A 4,14--androstadiene-17ß, 12 a —diol—3--one.

pas ete change (raie ä 5.71) la nouvelle liaison double se trouve necessaire-

ment soit entre C8 et C7, soit entre C-9 et C-ll, soit encore entre C-14 et
C-15. Un A 9 [11] produirait cependant un deplacement de la raie C-19
de 0.1 ppm au moins au-delä de la valeur 8 1.23 qui est observee pour
les deux molecules I et II. Un groupement A 7 n'affecterait pas appreciablement

le C-18. tandis qu'un groupement A 14 deplacerait le C-18 de 0,27 ppm
[11]. Puisque la resonance C-18 dans II se trouve ä 8 1,13, tandis que dans

I elle se trouve a 0,82, la double liaison a ete introduite apparemment
ä C-14 dans II.

Les recents calculs de Karplus [6] et Conroy [2] ont donne une base

theorique pour l'etablissement de la configuration moleculaire obtenue

par des mesures du couplage spin-spin entre des protons situes sur des

carbones voisins. Une representation approximative desresultatsdeConroy3

3 Nous tenons ä remercier le Dr Harold Conroy, Yale University, New Haven,
Conn., qui nous a permis de reproduire ces resultats.
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est donnee dans la figure 3. La dependance du couplage spin-spin JHH par
rapport ä Tangle diedre entre les deux surfaces contenant les atomes de

carbone et un proton s'accorde avec plusieurs observations experimentales.
Ces observations montrent que dans un Systeme d'un cycle ä 6 branches,

Fig. 3.

Dependance du couplage spin-spin des protons de carbones voisins
en fonction de Tangle diödre (selon Gonroy).

le couplage entre deux protons axiaux voisins est normalement 8-11 cps,
tandis qu'entre des protons axiaux et equatoriaux ou equatoriaux et equa-
toriaux, le couplage diminue 12-3 cps.

La figure 4 montre un exemple graphique des deductions structurales

qui peuvent etre basees sur le couplage spin-spin. Un des isomeres
possibles du 1,4-dinitroinositol tetra-acetate a ete etudie afin d'etablir sa

structure *. Les raies intenses et aigues qui se trouvent du cote droit du

spectre indiquent que les quatre groupements methyl des acetates sont

equivalents par paires. Les six protons de l'anneau se partagent entre
trois systemes de multiplets spin-spin appeles Hx, Hy, et Hz et sont done

equivalents, eux aussi, par paires. Ceci suggere done que la molecule a

un centre ou une surface de symetrie.
Les deux groupes HY et Hz montrent un couplage fort caracteristique

du couplage axial-axial et un couplage plus faible qui est certainement

4 Ce travail a ete decrit avec plus de details et soumis pour publication dans
une autre revue par S. W. Lichtenthaler et H. 0. L. Fischer, Dept. of Biochemistry,

University of California, Berkeley, Calif.
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du aux protons voisins axiaux et equatoriaux. II est done clair que HY
et 11

z representent quatre protons axiaux et que Hx represente deux
protons equatoriaux.

Faisons l'hypothese que les groupements nitro ne sont pas equatoriaux
comme il est indique dans la figure 4, mais axiaux. Alors, les protons situes

sur le meme atome de carbone seraient forcement les protons equatoriaux,
Hx, et les quatre autres protons seraient axiaux. Mais ceci ne peut pas
etre le cas, parce que les quatre groupements acetates seraient certaine-
ment equatoriaux et equivalents, ee qui ne s'accorde pas avec l'observation.

Ayant montre que les groupements nitro sont equatoriaux, les protons
sur le meme atome de carbone sont axiaux, Hy ou Hz. Chacun a un voisin
axial et un voisin equatorial. Les autres protons axiaux montrent egalement

un couplage spin-spin avec deux voisins, Fun etant axial, l'autre equatorial.
Ces conditions et l'equivalence par paires, de ces trois groupes de protons
peuvent uniquement etre satisfaites par la structure de la figure 4 qui
possede un centre de symetrie.

Tandis que l'analyse des deplacements chimiques et du couplage spin-
spin a ete etudiee en detail, il n'y a jusqu'ä present tres peu d'experiences
concernant des mesures quantitatives ä cause des difficultes d'ordre
experimental. Le probleme merite cependant beaucoup d'attention, puisque
l'etroite liaison theorique entre les intensites integrees et le nombre de

noyaux observes est fun des avantages de la RMN.

Fif?. 4.

1,4 dinitroinositol tetra-acetate dans CDC13.
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En ce qui concerne l'integration des signaux, la dependance theorique
de l'integrale vis-ä-vis des temps de relaxation est une difficulte, au moins

pour la condition de «passage-lent». Un calcul quasi-rigoureux, ainsi que
des arguments plutot intuitifs ont pourtant montre qu'aussi longtemps

que la quantite y H^dH/dt est petite devant 1, l'integrale est indepen-
dante de Tx et T2. Dans l'expression ci-dessus, dWjdt represente la vitesse

de passage du champ magnetique. La formule n'est pas strictement applicable

ä la condition de « passage-lent», mais ceci n'est pas tres important,
du fait que, de toute fa§on, on ne travaille presque jamais dans des conditions

rigoureuses de passage-lent.

BLOCK DIAGRAM OF
NMR INTEGRATOR

TO PROBE

Schema du Systeme d'integration RMN.

L'augmentation de la vitesse du passage a 5 cps/seconde pour l'integration

au lieu de 1-2 cps/seconde (normale pour l'enregistrement du spectre

d'absorption), reduit les erreurs dues ä la derive statistique du champ
magnetique. Ceci a permis une precision d'integration superieure ä 1%
sans aucune difficulte en ce qui concerne cette instability. Mais il y a une
autre source d'erreur qui doit etre supprimee avant que l'on puisse atteindre
cette precision pour des signaux faibles. Ceci est du ä la variation du c.c.
ä la sortie du detecteur h.f. par suite des instabilites de l'accord de la tete
de mesure, des variations du niveau de l'emetteur, ou au couplage dans les

tils. Heureusement, ce probleme peut etre reduit en utilisant une modulation

b.f. du champ magnetique ä une frequence de 1-2 kHz. Plusieurs
auteurs [1-3-9] ont etudie l'effet d'une telle modulation sur les signaux
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RMN. Une serie de bandes laterales s'ajoute au signal b.f. ä la valeur du
champ normal. II est possible de regier ramplitude de cette modulation
et sa phase pour que les bandes laterales soient completement rejetees
par un detecteur de phase, tandis que le signal (bände au centre) est rec-on-
verti en courant continu, puis est enregistre on integre. Tonte derive est
ainsi supprimee. Un schema se trouve dans la figure 5.

Les signaux intenses des composes purs nous donnent une preuve
convenable des conditions decrites ci-dessus et de la linearite du Systeme
entier d'amplificateur b.f., de detection, d'amplification b.f., de detection
de phase, et d'integration. La figure 6 montre les intensites relatives des

RELATIVE NMR INTENSITIES IN PURE COMPOUNDS

Compound No. of
protons

Inteqral of qroup No. of
Total integral

X protons

Ethyl benzene 10
C6H5

4.99
ch2
2.00

CH,
3.01

1.2- dichloropropane 6
CH;.CH (unresolved)

2.99
CH,
3.01

1,1,2 -tnchloroethane 3
CHCI?
0.998

CH2CI
2.002 -

Acetophenone 8
C6H„
4.98 - CH,

3.02

Diethyl fumarate 12
(CH

2.01
(ch2)2
3.98

<CH,)2
6.02

Ethyl acetate 8
CH?
2 04

CH3s (unresolved)
5.96

Fig. 6.

Intensites integrees de divers groupes de protons
exprimees comme fractions de l'intensite totale.

signaux de differents groupements de protons dans des liquides organiques
purs. Dans presque chaque cas les rapports des integrales mesurees sont
en accord avec ceux ealcules a partir de la formule moleculaire, avec une
precision superieure ä 0,5%.

Un controle plus rigoureux est fourni par la determination de la quantite
totale d'hydrogene d'un petit echantillon (25 mg). Dans ce cas les echan-
tillons inconnus sont compares avec un standard utilisant des tubes ayant
la meme section. La figure 7 montre les resultats d'une comparaison de
trois produits naturels avec le naphtalene comme standard. Le naphta-
lene a ete mesure trois fois pour etablir la precision de l'experience. Le
pourcentage d'hydrogene s'accorde dans presque tous les cas avec la valeur
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calculee ä la precision de la mesure, ce qui est ä peu pres 0,5% du pourcen-
tage present. Cette precision, et le fait que l'analyse est non-destructive
conduiraient peut-etre ä admettre que la RMN est plus commode que les

methodes de combustion habituelles quand il y a peu d'echantillon ä

disposition.

TOTAL HYDROGEN ANALYSES BY NMR
FOR COMPLEX ORGANIC MOLECULES

SAMPLE WT(mg) 7„ H by wt 7oH(NMR)a

o X
CD

> 25 1 6 29 6 31 *0 03b

ioHe tB) 25 3 6 29 6 28*0 01

ioHacc) 25 3 6 29 6 28*0 02

:27H44°3 25 1 1065 1058*005

15H18°6 25 2 6 26 6 27*0 04

:15H20°6 25 1 6 80 6 81 *003

a) Based on average integral of napthalene solutions
b) Standard deviation

Fig. 7.

Fig. 8.

Analyse d'un melange d'isomeres.

Un melange de Steroides ayant des doubles liaisons isomeriques a ete

etudie comme exemple des possibilites analytiques de cette technique.
La figure 8 montre les signaux separes obtenus du proton olefinique du

cycle ä 5 branches et du groupement methylene terminal. L'integration
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electronique de cette partie du spectre a etabli les quantites relatives des

deux isomeres avec une precision de 1%, reproductible avec des echantillons
differents.

Pour terminer nous montrerons l'utilite des mesures d'intensite pour
eclaircir un spectre d'absorption (fig. 9). Chaque atome de carbone du cycle
cyclohexane a un proton. Un assez grand nombre d'isomeres de configura¬

tion et d'orientation est possible. Toutefois, la presence d'un groupe de

raies petit-grand - grand-petit, caracteristique de deux protons ayant un

deplacement chimique petit et un couplage spin-spin du meme ordre de

grandeur [7] est confirmee par l'integrale. La figure 9 montre que la raie
de droite est plus grande que la valeur qui correspond ä 2/6 de l'intensite
totale, d'une quantite qui est exactement egale a la surface du doublet a,
ä gauche. La raie de droite cache done un doublet semblable, a Le couplage
spin-spin de 10 cps exige 2 protons axiaux voisins, tandis que le dedouble-

ment de chaque raie par un couplage plus petit indique que chaque proton
axial a un voisin equatorial. En tenant compte de toutes ces donnees, il
n'y a qu'une seule configuration possible pour la molecule, celle qui est

indiquee dans la figure 9. Toutes les autres structures qui etaient possibles
ont pu etre ehminees.
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DISCUSSION

M. E. R. Andrew. — I should like to ask a question about the substitued
cycloliexane. Is it concluded that the molecule always has the chair form in
the liquid

M. P. Frank. — Yes, it is.
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