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02/12/14 8h00 - Introduction / Bases / Spectre + exercices
03/11/14 13h30 - RMN hétéronucléaire + exercices

09/12/14 8h00 - RMN 2D / Acquisition et traitement de
données / Visite de la salle RMN

10/12/14 13h30 - Exercices



Quelques mots pour introduire le sujet...

La Résonance Magnétique Nucléaire ou RMN

RMN et Chimie organique

Spectres... Analyses... Structures...
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Complexité... Méthodes...
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Imagerie médicale (IRM)...

Historique

1921 Découverte du spin de [électron (expérience de Stern et Gerlach)
1924  Propriétés magnétiques de certains noyaux (Pauli)

1938 Le spin nucléaire (Rabi)

1946  La résonance nucléaire (Bloch et Purcell)

1950  Le déplacement chimique (Knight,Proctor & Yu)

1952 Le prix Nobel est accordé d Bloch et Purcell

1953 Premier spectrométre commercial

1957  Premier spectre RMN du 3C (Lauterbur)

1965  Premier spectre 3C découplé du 'H

1966  Premier spectre par Transformée de Fourier (Ernst)

1970  Premier spectrométre d Transformée de Fourier commercialisé
1971 Jean Jeener imagine la seconde dimension

1973  Imagerie par RMN (Lauterbur)

/

1991 Le prix Nobel est attribué a Frnst

/

2002  Le prix Nobel est attribué da Wiithrich

2003  Le prix Nobel est attribué da Lauterbur et Mansfield
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A short story of NMR spectroscopy

1924
The ic properties of the
mag/th’po]’)

Physics pAULT \b (Nol;n;im

(Nobel 1945) 1944)

1966
1950

d

Chemistry

The Fourier I ransform The

1971

JEENER (Nobel 1991)

WUTHRICH

(N 2002 LAUTERBUR & MANSFIELD

(Nobel 2003)

Structural biology NMR imaging |,

Les bases de la RMN

« Spin nucléaire

« Champ magneétique

« Aimantation macroscopique
 Résonance

* Transformée de Fourier

* RMN-1D

* Relaxation
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Le spin nucléaire

Spin = propriété physique du noyau

nb de masse A | n° atomique Z nb de spin | exemples
pair pair I=0 12, 160
pair impair | = entier 2H, N

1H’ 13C’ 31P’ 19F,

impair pair/impair I =(2n+1)/2 15N 170
Des isotopes différents d’'un méme atome ont des spins différents! ’
Magnetic Maghetic
En RMN on s’intéeresse aux noyaux de spin # 0. Moment Moment
Moment magnétique nucléaire p et moment de k
spin S sont liés:
A A !
b=yS . *
Spin Angular _
Y = rapport gyromagnétique, Momentum a‘;‘;g:a‘:;ar
caractéristique de chaque noyau
y>0 y<0
13
Propriétés de quelques noyaux
Isotope Spin Quadrupol Nat. Abun- NMR rel. Sens. abs. Sens.
Moment dance % Frequency* (TH=1)
1TH 1/2 99.985 300.000 1.00 1.00
2H 1 0.0028 0.015 46.051 9.65E-03 1.45E-06
3H 1/2 0 319.990 1.21 0
3 He 1/2 0.00013 228.533 0.44 5.72E-07
6 Li 1 -0.0008 7.42 44.146 8.50E-03 6.31E-04
7 Li 3/2 -0.04 92.58 116.590 0.29 0.272
9 Be 3/2 0.05 100 42.160 1.39E-02 0.0139
10B 3 0.085 19.58 32.239 1.99E-02 0.00393
11B 3/2 0.041 80.42 96.251 0.17 0.133
13C 1/2 1.108 75.432 1.59E-02 1.76E-04
(14 N) 1 0.01 99.63 21.671 1.01E-03 0.00100
15N 1/2 0.37 30.398 1.04E-03 3.85E-06
170 5/2 -0.026 0.037 40.670 2.91E-02 1.08E-05
19F 1/2 100 282.231 0.83 0.834
21 Ne 3/2 0.09 0.257 23.683 2.50E-03 6.33E-06
23 Na 3/2 0.10 100 79.353 9.25E-02 0.0927
25 Mg 5/2 0.22 10.13 18.358 2.67E-03 2.72E-04
27 Al 5/2 0.15 100 78.172 0.21 0.207
29 Si 1/2 4.7 59.595 7.84E-03 3.69E-04
31P 1/2 100 121.442 6.63E-02 0.0665
33S 3/2 -0.055 0.76 23.009 2.26E-03 1.72E-05
35 Cl 3/2 -0.10 75.53 29.395 4.70E-03 0.00356
37 Cl 3/2 -0.079 24.47 24.467 2.71E-03 6.66E-04
. - - 14
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Population de spins

En I'absence de champ magnétique externe, les moments de spin des noyaux d’un
échantillon  sont distribués uniformément (ils pointent dans n’importe quelle
direction).

Le moment magnétique TOTAL d’un échantillon est donc NUL.

Attention par la suite a différencier le comportement d’UN spin et celui d’une
POPULATION de spins.
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Champ magnétique / effet Zeeman

Placé dans un champ magnétique By, le spin précesse autour de I'axe de B, a une

vitesse angulaire wy=yB, B

-YBo y>0
21

fréquence de Larmor v,=

D’un point de vue énergétique, le spin, « objet quantique », ne peut occuper que
certains états (au nombre de 2|+1):

=>» un spin ¥ occupe 2 niveaux énergétiques sous l'effet d’'un champ magnétique
= effet Zeeman = interaction entre le champ magnétique et le spin

Energie Cas d’un spin ¥, Energie Population
(L)B = +1/2YBO 000018 >
AE =vB,
W, = -szBO 000000 | ¢ »
0 Champ rﬁagnétique

16




Fréquence de Larmor

La population de chaque niveau énergétique obéit a la distribution de Boltzmann,
avec un léger excés de population sur le niveau le plus bas:

Population.
0000
B> N, AE
» N-=ekT
NB
000000 | ;>

En RMN on observe des transitions entre ces états différents (= principe de toute
spectroscopie).
« UV/visible — “saut” de I'électron entre orbitales différentes (3,6x10"7 J)
* RMN — “saut” du moment angulaire du spin nucléaire entre différents
niveaux (2,6x1025J)

AE =yB, =2 AE/21 = -v,
différence entre les niveaux d’énergie < fréquence de Larmor
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Aimantation macroscopique

Un échantillon = une population de spins nucléaires.

La difference de population N-Ng est faible mais suffisante pour conduire a une
aimantation résiduelle M. La RMN est ainsi peu sensible par rapport a d’autres techniques.

Net Magnetic B
Moment M

Q ? 7 -o> Ther'rpal_
; i ,J “\Q Equilibrium

No Coherence

= moment magnétique total le long de B, => (pas de composante transversale)

Le moment magneétique total est appelé aimantation macroscopique

18




Résonance: perturbation de I’équilibre

Lors d’'une expérience RMN on perturbe cet équilibre (excitation des spins): on provoque
ainsi des transitions entre les niveaux d’énergie. Pour cela on applique une impulsion RF
(champ B, intense, L a B, et de fréquence v,) pendant un temps trés court.

Cette impulsion RF doit respecter la condition de résonance: v,=v,(rappel: AE = yB, et
donc AE/2x = -v; ).

. Net Polarization M

M L’aimantation macroscopique est constituée
- d'une composante longitudinale M,
- d'une composante transversale M,

\y
X 19

Le repére tournant

On considére un repére Ox'y'z tournant autour de Oz a la vitesse w, : B, est stationnaire
dans le repére tournant et la vitesse de précession de M est w,—w, Ce changement de
point de vue simplifie beaucoup de choses par la suite...

@
- Bett BO—T

;t repére du laboratoire

apparently
static

~ repére tournant

. . D =
M est soumis a un champ effectif qui vaut, dans le repére tournant: Beff = B0 -—
14

Quand w, = w, le champ effectif est purement transversal: B4 = B;.

20




Description du mouvement de M

Equations de Bloch (en I’absence de relaxation)

dmM - = B, Champ magnétique statique
= }/M AB eff M Aimantation macroscopique
dt B, Champ de radiofréquence
2 2

By = \/Bl +(B0 —a)/y) B. Bo-,—(‘y’—
d
M = - y(B,M, - B.M,)

t
d
d_My = - V(BzMx - BxMz)

t

d
M, = - v(B.M, - B,M,)
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Les impulsions de radiofréquence

L’ excitation des spins est due a I’ application d’un champ B, de fréquence v,=v, (en
résonance donc) pendant une durée 7. M bascule alors d’ un angle 6 = yB,r ou 7 est la

durée de I’ excitation RF. On parle d’ impulsion d’ angle 6.

a) z b) z4 C) z
A
(n/2),
/ N Y / B,
1
X X

a) Impulsion de 90°, ; b) impulsion de 180°, ; ¢) Impulsion de 90°, .

Pgo: égalisation des populations = signal maxi
P1go: inversion de population = pas de signal

La durée de ces impulsions (pulse) est de I’ ordre de quelques microsecondes a quelques

millisecondes.

22




Retour a I’équilibre de 'aimantation nucléaire

A la fin de I’impulsion d’ excitation, I’ aimantation retourne a sa position d’ équilibre en
précessant autour de BO. On observe la disparition de la composante transverse M,, et la
restauration de I’ aimantation longitudinale M,

Ce retour a I’ équilibre est défini par deux temps de relaxation caractéristiques :

- le temps de relaxation longitudinal (ou spin-réseau) T1

I\/|Z
dM./dt = [M, — M_(t)]/T, évolution de la composante M,
de l'aimantation

>

- le temps de relaxation transversal (ou spin-spin) T2

dMm, /dt = - M, , ()I/T, MJ 014, _ évolution des composantes M, et
| JUVVVY M, de I'aimantation

23

Relaxation T1 et T2

Les 2 temps de relaxation T1 et T2
sont indépendants et caractérisent a
eux 2 le retour a I’ équilibre de y y
I aimantation.

T1=T2=ZS T1=25 T2=1S

Les équations de Bloch (avec la relaxation)

d 1 B B,- &
_M =(w, —w M _ _M ett 0™y
dt X ( 0 ) y T2 X

d 1

E y = _((UO _w)Mx_ ?zMy +w1Mz M

d 1 y
M =y o (m, - M) 3 L

24




Relaxation longitudinale T1

Dans le cas de spin ‘2 les interactions dipéle-dipdle sont la source majoritaire de
relaxation T1 pour la plupart des molécules organiques. Les noyaux voisins induisent des
champs magnétiques locaux qui varient selon les mouvements moléculaires, on parle de
«bruit magnétique ». Certaines composantes du bruit magnétique varient a la fréquence
de Larmor = transitions énergétiques qui restaurent M.

M = - et
A M, = Mo(1- e711) T1 est défini comme le temps nécessaire pour
Mo |oooo restaurer 2/3 de I'aimantation selon z.

Mo(1-e™) f----- ; T1 dépend

: - du type de noyau ('H, 13C, 2°Si...)
- de I'environnement
- de la taille de la molécule

>t

T1

rq: il faut attendre 5xT1 pour que I'aimantation M, soit restaurée a 99%.

25

Relaxation transversale T2

Les spins ne précessent pas tous exactement a la méme vitesse: aprés leur excitation
par B, (qui a apporté de la cohérence au systeme) ils se désynchronisent. Ce déphasage

est progressif et irréversible. /
A A t

»

La relaxation T2 est due:

- :%1 des inhomo-généités ’de BO- (@ @) @@) @@j
- a des interactions moléculaires Q@ @) (A@ @) Q@ @)

En fait on parle de T2* qui prend en compte ® ©) @)
ces 2 composantes:

11 1 LY OO
T2* T2 T2 () @)
D) ©)

> M, = e cos(w-w,)t

rg: on a toujours T2<T1

26




On récapitule: I'expérience 1D

retour équilibre

B, B B
z z T 0 z 0 z
Q==
2
» y » y
X E X / X
1
équilibre pulse 90° relaxation
/2 |
!
t, H acquisition
! d1 1 p1 acq

Sous l'effet du champ B, (excitation) a la fréquence de Larmor (fréquence de résonance),

l'aimantation tourne autour de la direction de B,.

Aprés l'excitation, le systéme revient a I'équilibre (M revient s'aligner sur z) en induisant
un champ RF de fréquence v,, caractéristique du systeme de spins, qui est détecté selon

les axes x et y.

Le signal RMN

-1 -0.75-0.5-0.25 0.25 0.5 0.75 1 z0 40 60 80 100

-0.25 y -0.s

a I'équilibre.

-0.5 -1

0.5 //1\\ o_-,i\ )
\ L* En rouge, enregistrement selon y
\ 0.25 .
== = En bleu, enregistrement selon x

-1 -0.75-0.5-0.25 0.25 0.5 0.75 1 _, ¢

-0.25 y -0.5
-0.75

-0.5

Un récepteur enregistre I'évolution des composantes
M, et M, de l'aimantation pendant la phase de retour

,/ \ Le signal RMN est appelé FID (Free Induction
S SN (N Decay).

b
-1 -0.75-0_5-0.28_[/ 0.?5 0.50.75 1 g
-0.25 / y -0.5

— -0.75
-0.5 -1

-0.75

-1




Transformée de Fourier

La transformée de Fourier permet de passer d’un signal dans le domaine des temps
(FID) a un signal dans le domaine des fréquences (spectre).

Free Induction Decay

-

Y

Seconds / milliseconds Hertz / kiloHertz

f(w)= ff(f)eiwtdf
" = coswt +isin wt

Re[ f(w)] = }f(t) cos wtdt

Im[ f(w)] = } f(¢)sinwtdt

29

On commence a parler spectre RMN...

Dans un échantillon RMN on trouve en fait plusieurs ensembles de spins ayant chacun une
fréquence de résonance légérement différente. Le FID est donc composé de plusieurs
signaux entrelacés et la TF donne un spectre avec plusieurs pics.

NWANS

4 fréquences distinctes

M= Ll

excitation retour a I’ équilibre

WWWWWWWWWWWY
AVAVAVAVAVAVAVAVAVAV AP

< ‘ ‘ |

I:requence 30

Free Induction Decay




Un apercu de RMN multi impulsionnelle

Séquence d’ écho de spin

Refocalisation de |I" aimantation de composantes v,,v; (vi#v,)

(ﬂ:/ 2)){ tev (ﬂ: )X tCV
—_ - —

L —>
A A

(1/2), (M), écho

31

Spectre RMN

* Intensité/intégrales
 Déplacement chimique

« Couplages scalaires

32




Spectre RMN: interprétation

)
multiplicité des pics ] ‘\
(couplages scalaires)

/\\]

|

il

gt

J'H‘ IR U

- Y

intensité des pics
(intégrales)

\
\
\
\
\
\
\

A

R
o —1

Eixﬂ

I R N
1

]
R
T T T T T T T
4 3

T
2

.m]

A

position sur le spectre (déplacement chimique)

D’autres parametres (temps de relaxation...) apportent des informations supplémentaires
sur la structure, la dynamique... des molécules étudiées.
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Intensités / Intégrales

Mesure de I’ aire d’ un signal « Nombre de spins impliqués (de fagon plus ou moins
exacte selon les parametres expérimentaux... cf temps de relaxation T1)

2H 2H${ 2Hi 3I-i 3H
J
L

R R S

T T T T T T - — T T T T
4 3 2 1 [ppm]

34




Déplacement chimique

Le champ magnétique B, induit des courants dans les nuages électroniques autour des
noyau. Ces courants induisent en réponse des champs magnétiques locaux Bindut,

nuclear

Les noyaux i « ressentent » un champ local ,
spin

Bi|°°= BO + Biinduit_

Bjndut= ,B, ou o; est le tenseur d’écran

Bi|OC= (1 = OL) Bo

flow of

electrons  induced
field

La fréquence de résonance de chaque noyau est donc dépendante de son environnement
électronique: on parle de déplacement chimique.

Vi=7’(1_—0i)30 5i=—v"_vref x 108
27 %

ref

Rq: pour éviter de manipuler des valeurs élevées (de l'ordre du MHz) le déplacement
chimique & est normalisé par rapport a une référence (le TMS dans le cas du proton). Il est
donc indépendant du champ et on a alors des valeurs de 6 en ppm (parties par million).

35

Déplacement chimique

Electronégativité selon Pauly: Si (1,8) <P et H (2,1) < C (2,5) < N (3,0) < O (3,5) < F (4,0)

RCOOH RCH,
- densité - densité
électronique faible électronique élevée
- déblindage - blindage

Effet de courant de cycle: exemple du benzéne

(+)

36




Isotropie/Anisotropie

La distribution électronique étant anisotrope au niveau des liaisons chimiques, B/°°, et
donc &;, dépend de I'orientation de la liaison par rapport a B,. On parle d’anisotropie de
déplacement chimique (CSA).

Dans un liquide isotrope (solvant) les molécules tournent rapidement sur elles méme et
on observe un déplacement chimique moyenné qu’on appelle déplacement chimique
isotrope.

Attention, le cas est différent en RMN solide ou I'anisotropie du mileu donne lieu a un
déplacement chimique différent pour chaque orientation.

0 0 Powder
B B Spectrum
Isotropic m1
Liquid -
S

\\\‘ w
Individual
Peaks

RMN liquide: milieu isotrope RMN solide: milieu anisotrope
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Des ppm aux Hz

Conversion ppm/Hz:

- avec un spectrométre 200 MHz (c.a.d. 4,7T): 1ppm < 200Hz
- avec un spectrométre 500 MHz (c.a.d. 11,7T): 1ppm < 500Hz

Ainsi on peut comparer des spectres obtenus sur des spectrométres de champs
différents...

TMS
champ faible champ fort
déblindage blindage
hautes fréquences basses fréquences
< >
ppm 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
200MHz: 10ppm: 2000Hz
500MHz: 10ppm: 5000Hz
1GHz: 10ppm: 10000Hz

38




Déplacement chimique 'H

Le déplacement chimique &('H) dépend de nombreux facteurs :

* densité électronique (importance des effets inductifs)

« existence de liaisons-H (intra ou intermoléculaire)

* solvant

* concentration

* délocalisation (électrons )

» échange chimique (cas des protons labiles OH, NH ...)

H 60 MHz H 60 MHz

| o |
H—(—0- e H—C—0~ 45° ¢

H H

3.35 3.35
| TMS TMS
I L, H

T T T T T T T T T T T T T T
6 5 4 3 2 1 038 6 S 4 3 2 1 ()

CH—OH
L . ]
© 0
—C=C—H
/Ll\ ~H H ——
R Q R N7
l l | \ \CH NH,
H —
L ! CH—OX
0 H f_CH—Cl[Br] P
R/Q\H —CH—NR, J:
= g
— H 0 H
\C=C/ I IH:I
e
. SN R il
1 11 1 0
ppm &

40




Couplage scalaire

Le couplage scalaire "J; traduit une interaction entre 2 noyaux i et j par le biais des
électrons des n liaisons. Il s’agit d’une interaction dipole-dipéle indirecte (a ne pas
confondre avec I'interaction dipble-dipdle directe dont nous parlerons plus tard).

Dans le cas de spin ', chaque noyau peut étre dans I'état énergique a ou B. Le
systéme de spins ij présente donc 4 niveaux énergétiques possibles:

4 N
4 N B— B
_eo00 [ B-1 [=BJ
=> 4 transitions énergétiques (Y >0
possibles Jipo> 0
—CL o—
|Ba=
luf>| 3 4 fréquences pour le AL
systéme ij (rappel: AE = -2nv
00000 y j (rapp )
\ j L
-
Q) Q) @
<>
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Couplage scalaire

Le couplage scalaire peut étre homo- (J,y... ) ou hétéronucléaire (Jgy, Jeg---)

La multiplicité des signaux dépend du nombre de voisins impliqués dans le couplage.

Exemple: couplage vicinal proton (°J,) Triangle de Pascal

NoCoupled o L . | 1 0 voisin: singulet
Hydrogens |
C )
J
H ..
OneCoupled ¢y 11 1 voisin: doublet
Hydrogen (I:
T J13 .. -
Two Coupled .
ro gt b 11 121 2 voisins: triplet
C
H J
Three Coupled | J J ‘eine:
rmooted oo 1331 3 voisins: quadruplet
M

Dans cet exemple, il ne faut pas oublier que le signal du (des) proton(s) en rouge est
un doublet en raison du couplage avec le proton bleu voisin.
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Cas de plusieurs couplages

Un noyau peut étre impliqué dans plusieurs couplages (avec des voisins non équivalents
dans ce cas). Le multiplet correspondant est alors plus complexe et fait apparaitre les
différentes constantes de couplages.

C H
No Coupled \CZC/ )
Hydrogens / N Adsirglet
C C
J
C /H -t
One Coupled .
Cc=—C
Hydrogen / | | : A A Doublet
Hq C ' Ja !
N "'\(—b)'\
He H
Two Coupled \C=C/ FE,I I,JB,I o
Hydrogens A | | . | A Doublet
H.of/ c e N of Doublets
it e
Hg H ) .". "". .": i .": "
i PRI g PR
Three Coupled \C=C/ H H H H A Doublet
Hydrogens / N s of Doublet
Ha, C-Hc of Doublets
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Nomenclature des systémes de spins

Systéme de spins = ensemble de spins couplés les uns aux autres

La notation de Pople permet de décrire les systémes de spins:

- des spins ayant des déplacements chimiques proches sont désignés par des lettres
proches dans l'alphabet (A et B par exemple)

= (AvlJ < 8): couplage fort

-on utilise des lettres éloignées dans I' alphabet (A et X par exemple) dans le cas de
couplage faible (Av/J > 8)

ex: CH,-CH,-OH Methy triplet Av =2,4ppm
J=7Hz

a 500MHz: Av/Jd =171

Methylene quartet

=> systéme AzX,

44




Couplages faibles / Couplages forts

J J
- -
A
Av o] F | ‘ ] AB: 2 spins 1/2 A et B couplés (J # 0)
- _|_\\\(\ \\\ K 2 L'_ - AX 1+sin20f =1 +sin20
Va v 2C-J
R 2
N / 1-sin20 1-sin20
o J LI
Av=] l J AB I i !
| ‘\ 2 | 1 '
\\ VAt Ve v L vl
\ / 2C
\\ ll ¢ 2
\ / 1 .!{ o) I T
By ~Eny =5 (rt ) ¢ 2) iy
A | ! 1 e —v2)2 +I4 7T
v=0 S Az B2 ~Bjaay =5 014 72)~ 2 2
VA =Vp ) (y — )2'0']'2 T
_ _ 1 2 12
Epp~E2 m5(rtw)-F——F——+2
AX: 2 spins 1/2 A et X couplés (J #0) m
2%
T E \—E3=_1(y +;,)-1-—(1 2 2 +J-1_2
Eug—Epp =9, -2 L vt 2 2
Iax JIax af ae ~ Y2 >
7
Eﬁa “Ew =7 _—5_2
J
Egp=Eap = +77
= 'TIZ
v Vx Va Eﬁﬁ_Eﬂa_%'P?
45

molécule C16H14 TP

Systéme AA' BB’ : Jpg# Ju g% Jag # Iap
Compliqué par la présence de J, et Jgg'
Comment expliquer la multiplicité des signaux?

T s

Av =0,28ppm
effet de toit: couplage fort J = 15Hz
A7 R a500MHz: Av/J=9
’ ~
_J
T s e —— —
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Rq: spectre a 2 champs différents

Les déplacements chimiques en ppm sont invariables selon le champ.
Attention a la conversion ppm/Hz pour les couplages scalaires!!!

15Hz
Sur le 200MHz
0,28ppm
Sur le 500MHz 15Hz
<>
0,28ppm
T I T T T T ] T T T T I T T T T I T T T T I T T T
7,1 7 6,9 6,8 6,7
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Simulation de spectre

[~ Jag = 15,6Hz
Jag = -0,9Hz
. _ Jag = 15,6Hz
Simulation de spectre avec — Jyg = -0,9Hz
Jan = 10,7Hz
Jgg' = 0,2Hz

14,7 Hz

=
. Les valeurs ne peuvent étre lues sur le specitre...
il faut simuler le systéme et affiner jusqu’a
7,4H age e . o
’ superposition th(ﬁorlque/experlmental
T T 7|061 T T T 7[04I T T T 7|02| T T T |7 T T T T 6|98I T T T T T 6|76l T T T I T T T T |72l T T T 6 7 T T T T
S 9 | S

Rq: la simulation ne prend pas en compte le faible couplage entre BB’ et les H,, en ortho
48




Equivalence chimique / Equivalence magnétique

Des spins sont dits chimiquement équivalents s’ ils possédent le méme environnement
électronique : ils sont isochrones et ont méme déplacement chimique 9.

Ex.: XN —(x A F X
AH H A M >:<
A 0" M VH Fys
BH H B' AA'XX' A X
AA'BB'

Des spins chimiquement équivalents sont dits magnétiquement équivalents s’ ils sont
couplés de fagon identique a tous les autres protons du systéme de spins.

Une seule valeur de J entre chaque classe (Jag= Ja 5= Jag'= Jarg ) : Systémes A,B,, A;X,

L’ équivalence magnétique est plus courante que I’ équivalence “seulement” chimique.

Ex: H F
\\\H
F)\H \C:c=o< CH,-CH,-OH
F / H AX,
A X, F

AX,

Attention: les couplages entre noyaux equivalents ne donnent pas lieu a un multiplet.

Quelques valeurs de constantes J,;,

/
H. o H_ Cc-H
H/C\ —20 - +6 Hz c=C 0-03 Hz
N AN Couplages longue distance:
—C-C— 55-75Hz c=C
I AN 0,5-2,5Hz
o 7N H H0 H
H
N /
C=C_ 12-19 Hz OO é
/ H 0 6-9Hz )
m 0,5-4Hz H !
H  H p 0-25 Hz 0.8 Hz 0.4 Hz s
C=C_ 7-10Hz
/ N\ Jog 5-6Hz
4 Jog 1,5-2,5Hz
X 2J 57 3 J25 0,5-1,2HZ H
HH o , s 0-05Hz
H X Li +7,1 N Jay 6,5-8,5Hz H
>:< H +25 Jag 1-2Hz ZH; :
H H o« —1,4 H H "
OCH;  —2.0 * °  Ug1-25Hz 8-4Hz 1,1 Hz
F —3,2 H I)S\H Jp4 0,5 - 1,5 Hz
5 2 e 25-4Hz
X=8,0 NR

H—C=C—C— 15-3Hz
|

ax
H eq Jmax 9- 14 Hz
eq  axeq 274 Hz
Jogoq 254 Hz
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Cas particulier de 3J,,,: la relation de Karplus

H A-\(I) Quelques valeurs types des constantes de couplages 3Uhn
H cis 6-10 Hz
cyclopropane =CH—CH= 9-13 Hz
trans  3-6 Hz
cis 610 Hz _CHeCHp & 514Hz
3 cyclobutane trans  11-19 Hz
J HH = f(¢) trans 5-9 Hz
a,a 6-14 Hz >CH_CHO 1-3 Hz
cyclohexane ae 3-56Hz
ee  0-5Hz =CH-CHO 5-8 Hz
benzene th 6-10 H
? ortho z HC—NH 4-8 Hz
o 23 5-6 Hz
pyridine 34 7.9 Hz HC-OH 4-10 Hz
CH—CH 0-12 Hz HC—-SH 6-8 Hz
. H.C ——N
o° exemple: c? >_(

| I I I | |
30 60 90 120 150 180

La valeur de la constante 3J,,
peut donner des informations sur
la conformation de la molécule.

Hb M
| S—

L

5,48 ppm

(dddd J= 11,0Hz ; 10,9Hz ; 5,7Hz ; 5,5HZz)

a: axial

a

T T T T T T T T T T
58 55 551 55 549 548 547 546 545 544

(dd J=3,0Hz ; 2,6Hz)

4,19 ppm

[ppm]




RMN hétéronucléaire

« RMN 13C
« Couplages hétéronucléaires
« RMN 31p
« RMN 19F

53
RMN 13C
* Abondance naturelle : 1,1%
* Sensibilité faible
» Multiplicité des signaux due aux couplages avec les protons voisins
 Relaxation T, parfois longue (intensité des signaux)
* Fréquence: 75MHz (a 300MHz)
HsC  CHs O
CH;
CHj
e prmordiddint N Ao et
150 ' ' ' ' 100 ' ' ' ' 50 54




Dé

placement chimique 3C

Aldehydes

Carbaxylic

Nitrile

Alkyne

RCH20

R4C

R3CH

RCH2X

R2CH2

RCH3

™S

20

R(CO)R

Aldehydes and ketones

R(CO)X

Carbaxylic acid derivatives

Nitrile RCN

C=C

Akyne R-CC-R

R-CH2-O

R4C

R3CH

R-CH2-X
X=C=C,C=0, Br,CI, N

R2CH2

RCH3

™S

100

80

60

40

1 I
140 120 55

Séquences usuelles employées en RMN 13C

Pas de découplage 'H

Découplage large bande (BB
decoupling)

Le découplage consiste ici a irradier les protons par une onde continue
=> transitions entre les niveaux d’énergie: les carbones ne « voient plus » les protons

+ séquences permettant une édition du spectre: jmod et dept

56




Spectre 3C couplé / découplé 'H

+ Pas de découplage 'H 2 CDCI3

d o3 o T on
’CH»P\OCHCH
c o o

1

dd

t
A l UJ My JqL b

G2
* Découplage large bande (BB decoupling)

31p._13 ’ H AN
" PCHV le couplage 3'P-13C n’est pas supprimé!!!

J
C1 CP
OCH, CH3

Nl e

IIII‘IIII‘I\H I\H!IIHl!Hll\ll)l\\‘\‘Illl‘l\‘\"I\Il}l\li\ll"l\llli\\lll

140 120 100 80 60 40 20 ppm

78 76

a
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Voit on le couplage '3C sur un spectre’H?

- en abondance naturelle, presque 99% de '2C: on observe
les signaux des protons liés a des '2C (spin= 0)

-1,1% de '3C (spin= %2 ): dans ce cas
on observe un couplage *C-'H 150 Hz

A
v

- on parle de satellites '3C
=>distance entre 2 satellites = 'J,
= intensité = 0,55% du signal principal

4.2 4.0

210 Hz
I T I T
7.6 74 7.2 7.0
‘ UL




Comment déterminer le nombre de 'H lié a chaque 3C?

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT)

90°, 180°,, AQ
! SC I I Free Induction Decay
90°, 180°,, Py
1
H I th I ty I dec
7
1
tp = 1/2dcy ¢, = 45°,90°, 135° 6 )
5 : 3
8
10 e 9
Limonene H
Spectre 3C {TH} ~
DEPT 90 =
I
DEPT 135 d
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm (6) 59
/4 /2 3n4 [chH
« Carbones - CH , I’ intensité du P ; :
signal est donnée par : sin (¢)
« Carbones - CH,, I’ intensité du
signal est donnée par: 2 sin (¢) T T
cos(¢) i
« Carbones - CHj, I” intensité du os CH,
signal est donnée par : 4 sin (¢) ' 5 '
cos?(9) i
H

dept dept dept
45 90 135

CH + + +

CH,| + 0 -

60

CH,| + 0 +




RMN 3P

» Abondance naturelle : 100%
* Spin %2
* Meilleure sensibilité que le 3C

. R,PX
» Large gamme spectrale (environ 400ppm) D
« Fréquence 121MHz (a 300MHz) _RPX,
ppm 200 150 100
X = halogen
2Jpy =28 Hz

., spectre 3P

-~ . spectre 3'P découplé 'H

9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 ppm

R,PO
R
PO*
R,P
H,PO,

50 0 -50

‘ cl o)

! O _ow
’CH-P\OCH CH

I cl 0 e

Phosphines

-100 -150

* Couplages 3'P-"H, 3'P-13C, 3'P-3'P non négligeables...
« En routine on enregistre des spectres 3'P découplés 'H

61
RMN "9F
* Abondance naturelle : 100%
* Spin %2
 Excellente sensibilité (idem proton)
» Large gamme spectrale (environ 700ppm)
* Fréquence 282MHz (a 300MHz)
XeFg F, ReF; NF; SF; CF, BF;
L v 1 v 1 v 1 1 v 1 v 1 v 1 v ]
I 1 ) 1 1 I I 1 1
+600 +500 +400 +300 +200 +100 0 -100 -200
5(ppm)
I Ar-F I
c.F
1 i ]
0\\ U 1
_C-F _CF, -CFH,
-CF, -CHF, ScHF
1 1 ] Z 1
I 1 1 I 1
N
—CF
SNE f = i
1 ]
1 1
CF:CIJ CF,COOH C4Fs CFH;
1 1 | V [ v | 1 v | | v ]
I 1 1 1 I 1 I 1 1 1
+150 +100 +50 0 -50 100 150 -200 250 300
5 (ppm) 62




RMN 1°9F

* Couplages "9F-1H, 19F-13C, '9F-19F non négligeables...
* En routine on enregistre des spectres °F découplés 'H

%cu,0n
_4‘-\:%\ 3
HO , 70
HON N
NN 1
S Nvon P _[*
F
J‘ h M =499T [ .
) ks 133 Hz
U =513z | f' . ) _
[ .’ Urrona = 149 1z /\ f\ Coupling t/‘o proton
Uiy =22 Hz, | X \

J
AW AU A \__ L/ \\
f\ )n\ Proton decoupled
/

\
Y — - ,_,_/’ [

e 7 e —

ppm -199.15 -199.20 -199.25 -199.30 -199.35 -199.40 -199.45 _ |

63

Elucidation structurale

13C découplé E
| } “W m } Spectres 1D
oo complexes!
— L L L
DEPT135 ”H N
| L ”I L.
[ REA

cholesteryl acetate B JU I HELT‘I.J%L B

AE—

1 teem1 5.4




RMN multi impulsionnelle

Exemple: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT)

90°, 180°,, AQ
1 BC I I \ Free Induction Decay
90°, 180°,, 9,
1
H I to I tp I dec

tp =120 | ¢, = 45° 90°, 135°

La RMN multi impulsionnelle permet le développement
d’expériences multi dimensionnelles

65

RMN 2D

* Introduction, principe

- COSY
- TOCSY
« HSQC
- HMBC

e NOe et NOESY

66




Introduction a la RMN 2D

Un spectre 1D consiste en une série de raies de résonances caractérisées
par leur position en fréquence (déplacement chimique), leur phase et leur

RMN 1D amplltude

Ces parameétres sont liés a I’ évolution des aimantations nucléaires avant la
période d’ acquisition t,.

e [ 1 \Mpn—

préparation évolution détection

t1 t2
t, variable Ty l\[\/\/\n—

préparation évolution mélange détection

Dans un spectre 2D la période d’ évolution t, devient une variable. A la
RMN 2D suite de k expériences avec des périodes d’ évolution t,;+nAt, le signal
devient une fonction dépendant de deux variables temporelles t, et t,.

67

Les différentes périodes d'une RMN 2D

» La premiére perturbation du systéme de spins via une ou plusieurs impulsions RF a lieu
pendant la période de préparation.

« Suit une période d’ évolution, caractérisée par le temps d’ évolution t, incrémenté
d’un FID a I’ autre. Les spins évoluent en fonction de leur fréquence de résonance.

« Il peut exister un temps de mélange pendant lequel |’ information d’ une partie du
systéme de spins est transférée aux autres parties (transferts de polarisation).

« Enfin la période d’ acquisition t, est identique a celle décrite dans I" expérience 1D.

t1 tZ
préparation mélange f\/\/\,\,\,_

évolution acquisition

t, est un délai variable alors que t, est le temps d’ acquisition.
On peut formellement leur associer respectivement les fréquences f, et f,.
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Acquisition d’un spectre 2D

t,=5i FID
A |préparation{4¢=p¢=p¢=p€=p¢=>{ mélange [\f\/\,\h_
t=4i FID
préparation [ ¢=p-¢=P€=P¢P{ mélange [\/\/\,\,\.‘
ty=3i FID
F, préparation{¢=p¢=p€=p| mélange [\/\/\,\N__

y FID On enregistre un nombre k

t,=2i
|préparation444-> mélange [V\/\/\N—— d’expériences, en incrémentant la

période d’évolution t, (incrément fixe i)
FID
préparationj€=P| mélange p\/\/\/""‘—

a chaque nouvelle acquisition.
FID
préparationf mélange [\/\/\N\___

Fy

69

2¢ dimension

1¢re transformée de Fourier (pour chaque spectre avec un t, différent)

>

La variation d’intensité des signaux en fonction de la durée de t, donne lieu & un FID:
c’est l'origine de la 2¢™me dimension.
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2¢ dimension

2¢me transformée de Fourier

>

lu)1
P ® | wA
F2 = dimension directe €
Les données sont présentées généralement ® @B
sous forme de cartes 2D (courbes de niveaux,
« contour plot »). . .
oB oA~ 0,
71
Pour résumer
A > % > [—
Va
t, fa f
31(t1’t2) 21(%%) 21(]{1 ’:2)
t,t ty, )
2( 1 2) TF des :> 2( 1 2) TF des :> 2( 1 2)
t, S(t,t,) rangées t, S(t,.f,) colonnes f, S(f,.f,)
| Sitit) | Sitif) Si(fy.fy)
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COSY

= COrrelation SpectroscopY, permet de mettre en évidence les protons qui sont
couplés de fagon scalaire

90°, 90°,

t

<

Préparation Evolution / \  Détection

\é
A
\ 4
o 3
v

Mélangé
73

Transfert de polarisation dans la COSY

Ex: on considére 2 protons A et X couplés en 3J, que se passe-t-il pour A?
- préparation: I’ aimantation de A bascule dans le plan transversal
- évolution selon la fréquence v, pendant t,
- mélange: transfert partiel de I’ aimantation A vers X
- détection: une partie de I aimantation A évolue a v,, la partie transférée
vers X évolue a vy
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COSY

5
o
=
e oo -
L
<D R
1
1
-] [ Tp—— e
1 1
& 1 1
I . -
S B T - I
1
1
1
1
1
1 o
1
1
1
1
1
1
] =
— T+ o e e e o B o @
O
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4 3 2 1 F2[ppm]
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Une autre 2D: la TOCSY

= TOtal Correlation SpectroscopY, permet de mettre en évidence les systémes de spins
(ensemble de protons couplés de fagon scalaire)

‘]HH HH

J
- - my Yg\‘f @
@_h\l/ \l/ IT

J
C—C—C—N—C—C—N—C

ex: en partant des signaux des NH on
peut identifier les chaines latérales des
acides aminés
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TOCSY

5
j - - * 1
T
L* -»
—— & n“’ L

o
* o
— & % =

D T | T T T T | T T T T | T T T T ] T T T T | T T T T | T T T T | T T T

4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 F2 [ppm]

Exemple de corrélation hétéronucléaire: THSQC

= Heteronuclear Single Quantum Correlation, met en évidence les couplages scalaires 'Jq

Jen
I (i
c—=C N—C—C—N—¢C
< Préparation < Evolution ;L\/Iélange;: Détection R
90°, 180° 90°, 90°,, 180°
H e I
détection 1H: sensibilité!
180° 90°, 90°, 180°
13C t, dec découplage 13C

21 = 1/2Jgyy




HSQC éditée: une alternative au DEPT

O ®®® o't

20 F1[ppm]

80

13 =™ _
1 F2[ppm]
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HMBC

= Heteronuclear Multiple Bond Correlation, met en évidence les couplages scalaires 2Jq
et 3Jcy

T
— - @ - 2
JE— om - -
I
— o -
Lo
w0
— -
o
re
o
e
- - an <
F Cquaternalre
O
T T T T T T

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 F2 [ppm]

80




Superposition HSQC / HMBC

1
HC.2 0 5 CH,
C” 31M\4 C 6 H
H2 O 2 4 j‘k »Ik O
h hh M
i C6 -------- “----“F--‘:n g
— C53ﬁ. ————————— . ] E
R C4_} :i‘ a0 -~ i
I -8
— (- 1 -
1
]
h— ]
]
1
! 8
1 2
1
1
1
1
1
]
] o
1 e
]
!
- CS_> - a0
D L I B R B | T T L T T T T T
4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 F2 [ppm]
81
NOe
“% NOE

o
; Qs
5{3 ;ss

J‘u\;’\;’\/\/‘J\/\I‘J\/\;WvS

* Nuclear Overhauser Effect = changement d’intensité
des signaux de 2 noyaux en interaction dipolaire

* 'effet NOE est inversement proportionnel a la distance
entre les 2 noyaux (distance max. = 5A)

w 0,84
E ~ 65%
Q 0.61 s0% v
g 0.4 1 750% ROE !
% ~ 40%
E 0.2
f a2 NOE !
> NOESY pas adaptée a l'étude de it
molécules de poids 800-1500 g/mol Ny oy cules e T fierd
(NOE = 0) 4
= ROESY: signaux moins intenses -0.41
mais toujours # 0 0 NOE = T
r6
0.8+ from:
A. Otter & G. Kotovych
0 Can. J. Chem. 66, 1814 {1988)

0.001 0.01 0.1 1.0 10 100 1000
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Na
[~] @ -
Hy, @ o (<]
@Q (=] D
H

L., ¢ @-memmg--® 1 e
N "'Ha o . 2.5
SR -

. . ) - @ ) - 3.0
 molécule = strychnine ! S @ # . ®
(MW=334) ' 9
+ pics diagonaux négatifs f P Ay 2 g
» taches de corrélation o g3 ® - - 20
positives e Yt o e

4.5
4‘.0 3{5 3|.O ZI.S ZI.D l].5 Ppm
, moyenne
petite mol mol grosse mol
phase des signaux
ROESY + + + (diagonale négative)
83
NOESY + 0

Acquisiton et traitement de données RMN

* Transformée de fourier

* Lock et shims

- Echantillonnage du signal
» Délai de relaxation

« Angle d’ impulsion

- S/IB

» Zero filling

* Prédiction linéaire

» Apodisation

84




Le spectrometre

azote liquide (77K)

hélium liquide (4K)

; _— Chambre vide .
151 aimant
| Azote liquide
PRa supraconducteur
Echantillon

A
[ Bobine émettrice I

-~ etréceptrice Il
1

| Elium licgui L) Sond

| || Mt ki e o,

‘ | 3 Vol :

i 3 déchantilont]

} | Bobine | 44§l Bobines
T

| supra-conductrice

Illustration issue de http://www.astrosurf.com/luxorion/technologies-futur7.htmet photo issue du site JEOL
http://www.jeolusa.com 85

poste de contréle

console (amplificateurs, générateurs de
fréquence...)

aimant 11,7T
(Laboratoire de Chimie)




Quel aimant pour quel échantillon ?

| — IRM Médicale
e T « échantillons = étres
| vivants
*BO~15T

RMN haute résolution

e échantillons <1mL
*eB0~47-235T

Viy : 200 MHz — 1 GHz

87

L'échantillon en RMN liquide

* quantité variable (1 a 10mg en général)
v’ quel spectromeétre?
v' quelle expérience: H ou 3C?

Attention a la solubilité de votre échantillon!

* volume: environ 600uL

* solvant deutéré (CDCl;, D,O, DMSO-Dsg...)
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TF: digitalisation, temps d’échantillonnage

DW
>
SW
spectral width
Aliased
ettt e
6 5' jt 3 Zl ; DDm]
Théoreme de Nyquist: il faut 2 points par
période au minimum pour représenter
correctement 'ensemble des fréquences. Correct
Condition de Nyquist e i
DW

DW = 1/2SW
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Echantillonnage du signal

* ow AQ >
. -
J DE% ‘1 j m p \‘; fq /\ /”\\ I\ )

[ [J \\ /{ \/ \,’1 \/, /// 7Temps

=

Nombre total de points d’échantillon = TD

1

AQ=TD x DW avec|DW =———
2 x SWH
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Réglages: lock et shim

* Le lock permet de maintenir la force du champ magnétique stable pendant les
expériences, ce qui permet d’éviter un élargissement des signaux dd a de légéeres
fluctuations de B,

* Le spectrométre observe les signaux 2H du solvant et corrige la dérive du champ
magnétique au cours du temps

* Pourquoi 2H? Car il s’agit d’'un noyau non étudié en général et que I'on peut ajouter
facilement a I'’échantillon par le biais de solvants deutérés.

* Les bobines de shims sont placées autour de la sonde et leur réglage permet de
compenser les inhomogénéités du champ magnétique B,

shims mal réglés shims ok

AL TET
ANGRN J\

Shoulder Tail to the left Splitting
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Délai de relaxation (D1)

* Il permet le retour a I'équilibre de I'aimantation des noyaux entre 2 scans

* Il dépend du T1 (temps de relaxation longitudinal) qui varie selon le type de noyau étudié

et la taille de la molécule.

* Il influence le temps de répétition: T = AQ + D1: idéalement Tz =5 x T1 (nécessaire

pour expérience quantitative).
* En pratique Tg = 2 x T1 suffit pour une estimation correcte.

« Attention en 13C...

C T1
6 8
CH, CH, 16,7 93s
1 213 4| s 68 s
CH3—C—CH,—CH—CHs
| 13s
.,CH3 4 23's
5.8 98s




Angle d'impulsion / Rapport Signal/Bruit

* Une impulsion d’'une durée t fait basculer 'aimantation d’un angle

0 = 2mv,t

» On peut choisir un angle de 90°: signal maximum, mais un angle

de 30° permet une répétition plus rapide.

« S/B optimal : angle de Ernst 6

o cos 8 =exp (- L )

)
06 =30°=T,court (% T,)

oAttention! Pas quantitatif!

* Le rapport S/B est proportionnel
a v Nombre de Scans

ex: NS x16 = S/B x4

How Many Scans Should I Collect? SaEa
Intensity vs. Number of Scans e
o
-
>
> 3
-~
”
o
P
' 4
!
/
/
# vi K
1 8 16 32 64 128

Number of Scans
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Traitement du signal, exemple: zero filling

* Traiter les données permet d’améliorer le spectre

- compensation des « défauts » dus a une acquisition non optimisée

- effet « esthétique »

- mise en évidence de certains paramétres (couplages...)

/!5 le traitement n’ajoute pas de nouvelles données...

... et ne peut pas tout «rattraper », il vaut mieux passer un peu de temps a

régler certains parametres AVANT de lancer I'expérience.

* Exemple: le zero filling améliore la
résolution digitale (c.a.d. augmente
le nombre de points par Hz) en
ajoutant des zéros a la fin du FID

Zero Filling

Zero Points
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Traitement du signal: prédiction linéaire

* Prédit les données manquantes d’un spectre tronqué en se basant sur le début du FID.

* Traitement trés utile en 2D dans la dimension indirecte (hnombre de points compris entre
100 et 500 en général, signal tronqué).

Zero Filling vs Forward Linear Prediction

Untreated

i Zero Filled

T LT I [ L

| Forward Linear
- | | Prediction
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Traitement du signal: apodisation

* Consiste a multiplier le FID par une fonction (exponentielle, sinus...) avant la
transformée de Fourier, ce qui modifie 'enveloppe du FID.

« fonction exponentielle: diminution du bruit (mais perte de résolution)
= ameélioration du rapport S/B

= amélioration des signaux larges

= perte en résolution

« fonction gaussienne: amélioration de la résolution (mais perte en S/B)

Gaussian

Sinebell
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Pourquoi la fonction exponentielle?

Le FID décroit selon exp (:I'_tz*)

1

+

T, (ABO)

.o

- T,* court
- relaxation rapide

-

- T,* long

- relaxation lente

largeur a mi-hauteur:
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Attention au traitement des données...

Ne pas hésiter a tester plusieurs traitements différents sur un méme jeu de données.
ATTENTION un traitement approprié dans un

cas en le sera pas forcément dans un

autre...
Un13C ] =5 ESSsi==E ESSE
. E 13 |
manque & ] C au 200MHz
l'appel... 3
oo " T T 1T
ppm o 13 130 110
S— S pESES SE FEE
NN | e
$3 13C au 500MHz avec appdisation |
Y J | J
L L T T ‘ \ U
145 13 130 125 120 115 110
‘ 5 =8 = g 23 28 2
s 4 T Aokt
<€ 13C au 500MHz sans appdisation
i |
L L L L L IR | LIS N S S s S B A S S B B S B N S S B SN S N S RN D S B S A S S S S B S S S B B
147 146,8 146,6 l I 1]35 1I30 l I 1‘15 1I10 I I
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Petite remarque en passant...

Un champ plus fort n’est pas forcément un avantage..

spectre 1H au 500MHz

spectre 1H au 200MHz

I
I
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