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核磁共振法在定皿分析方面的应用

华 西 苑

自从 1 9 4 6 年 Pur ce ll 等在石蜡中
,

Bl oc h 等在液体水中观察到核磁共振现象后
,

19 51 年

发现同一分子中化学环境不同的质子有分开的共振谱线 (即化学位移), 从此
,
高分辨核磁共

振法在化学领域中的应用得到广泛和迅速的发展
。

在定量分析上的应用只是其中一个很小的

部份
。

近年来有几本书总结或涉及到这个课题 [’
一 ”] ,

文献上亦有许多报道
。

国内有高分辨 核

磁共振仪的单位逐年增多
,

除了可作为一般有机化合物
、

药物等结构测定的工具外
,

用于解

决某些定量分析问题有其独特的优点
。

’ -
一 _ -

弛 像 过 程 简 介

核磁共振现象的一般原理本文不加赘述
。

因为下面要用到弛豫时间
,

所以作一简单介绍
,

将质子放李外加强磁场中
,

用频率为
”
的射频照射

,

当频率与磁场强度的关系符合 L、nlo
r

方程时即发生吸收或幅射
,

两者的几率是相等的
。

之所以能观察到核磁共振现象是因为处在

低能级上的核数比高能级稍多 (服从 Bol tz m a n
分配律 )

,

产生净的吸收
。

但如果没有其它非

幅射的途经使高能级的核重新回到低能级
,

过一段时间后
,

两个能级的核数达到平衡
,

将观

察不到核磁共振现象
, 但实际上我们能不断看到核磁共振吸收信号

,

这就是因为有弛豫过程
,

使高能级的核通过非幅射的途经回到低能级
。

有两种类型的弛豫
:

(一) 自旋晶格弛豫 (或称纵向弛豫)用
’

r
,

表示

产生这种弛豫过程的原因是自旋体系与周围介质交换能量
,

高能级的核把能量交给周围

介质
,

回到低能级
。

T , 是核在高能状态平均寿命的度量
。

因为最早是在固体中 研 究 的
,

所

以延用这个名称
, “晶格” 可理解成周围介质

。
犷

1

(二 ) 自旋一自旋弛稼(或称横向弛豫 )用 T : 表示

自旋一自旋弛豫是自旋体系之间相互交换能量 ; 使高能级的核回到低能级 ; 同时低能级

核上升到高能级
。

显然体系总能量没有变化
,

但对一个特定激发态的核来说平均寿命缩短
口

描述这个过程的参数称 自旋一自旋弛豫时间
,

用 T : 表示
。

往往用 T : 来定义谱线宽度
。
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三
、

核磁共振应 用于定量牙杯的条件

定量分析中最重要的是选择合适的射频场强度及扫描速 度
。

R e
ill y I4] 及 w ill ia m s IS] 研

究了这个问题
。

吸收型及色散型核磁共振图谱中信号的面积人
’

吸冬
‘

剪分别角班下两式表示
:

、.产、J,119�、了
了t
、珍R水

一

T
一一吸收型

: N

〔1 + ( YH :
) “

’

r
、
T Z〕月

色散型
:

. A
d =
叭3叮K

T

式中 丫为回磁比 ; H
;

为射频场强度 ; N 为单位体积中的核数 , T 为绝对温度
; T

,

为 自旋一

晶格弛豫时间 ; T :
为自旋一自旋弛豫时间 ; R 为磁场扫描速度

;
‘

K 是比例系数
。

从式 ( 2) 可看到色散型信号的面积与弛豫时间无关
,

与 N 成正比
。

但式 ( l)
,

只有当分

母中 (Y H
l
)
“
T

,
T Z《 1 时吸收峰面积才与弛豫时间无关

。

所以
,

为了准确测量两个核磁峰的面

积比
,

亦即使两个峰的面积比等于其相应的质子数比
,

用式 ( l) 来分析
,

必须满足下列两种情

形中的任一种 ( 1) 两种类型核的 ( T , .

T Z ) 近似相等 ; 或 ( 2 ) (丫H : )“T IT ;《 1
。

如果满足第一

个条件
,

按式 ( 1) ,

峰面积比等于核数比
。

这时对射频功率的选择没有限止
。

要满足第二个条

件
,

可在非常低的射频功率时操作〔此时 (Y H
,
) “《 1」

,

但为了提高信噪比义 希 望 射 频 功率

高
。

所以
,

只能选择一个两者兼顾的射频功率
。

J
。

L
。

Ju n g ni ek el 等[6l 研究了射频功率对 乙醇及蔡满中各种不同类型氢的选择性饱 和 现

象 (积分扫描速率 R 二 10 周 /秒
,

样品在四氯化碳中的体积浓度 约 30 % )示于 图 1 ,

图 2
。

纵

座标是各种不同类型氢占氢的百分数与理论值的偏差
,

横座标是射频功率
。 图 1 表示

·

乙醇在

O
。

2 毫高斯以上开始发生选择性饱和
。

图 2 表示蔡满在 0
。

8 毫高斯以上开始 发
,

生 选 择 性饱

卜广L卜l除厂陡渗仁哪咖时仰娜
口
时-’o

毗令侧滚秘勺娜饭他礴城等

O 雌 以乎 味6 0. 8 1.0 佗 I. 不 砧
一

Z不1 肠

娜报珑牵
,

券备斯

图 1
·

射频功率对于 乙醉中每种 类型氮侧 定误差的影响 [6]

O O H 质子 △ C H 3 质子 口
,

C H Z 质子

带 指基线上下 两个峰极值之间的 面积
。



杏么弓

舫肋+..3。
嘲越李教餐,璧.喊冲母

.

“舒节尸布节不丁言气犷布成厂布节
封绿劝幸

,

毫裔斯

图 2 身于须功率对于茶满中每种类型氮测定误差的影响
l“」

O 芳基质子 △ 。 一
CH : 质子 口 卜CH : 质子

和
,

芳香环上的氢偏高
。

所以作定量分析时必须
.

仔细选择射须功率
,

以排除饱 和 效 应 的影

响
。

此外亦应注意样品浓度及溶剂等因素
,

因为这些都会影响弛豫时间
。

三
、

定
J

量 法

核磁共振测量中一般用吸收型信号
,

但某些特殊情形下(例如有机微量分析中的某 些 问

题)亦可以
一

用色散型信号
,

因为根据 (2 ) 式
,

色散型信号 即使在非常高的射频功率时峰 面 积

也与弛豫无关
。

一般是通过测量吸收型信号下的面积来定量
,

如果谱线宽度相等亦可以用峰高定量法
。

现代仪器都带有积分仪
,

所以常用积分线的阶梯高度来测量面积比
。

有时峰有部分交叉或者

测量长碳链化合物中某一特征基团
,

需特别放大
,

不适宜作积分 (放大倍 数 太大时积分不易

作好)
,

可用求积仪或剪纸称重法测量面积
。

面积测量的准确性与仪器操 作 条件密切相关
,

归纳如下
:

(一 ) 选择合适的射频功率及扫描速度
,

避免饱和现象
。

.

(二) 仔细调节积分基缘零点及射频相位控制器
,

以得到正确的积分阶梯
。

(三 ) 信噪比应尽可能高
,

使基线噪音对积分的影响可忽略不计
。

(四 ) 仔细调节匀场
,

用对称性好的样品管
,

选择适当的旋转速度
,

使旋转边峰尽 可 能

减小 ; 如果旋转边峰的面积不能忽略
,

应加以校正
。

有时为了避免旋转边峰的影响
,

样品管

可以不旋转
,

测得的面积比无变化
。

(五 ) 在一次快速扫描以后
,

立即重复第二次可能导致饱和
,

所以相继两次扫描的 间 隔

不要小于 30 秒
。

应重复测定多次
,

取平均值 (5 一 10 次)
。

(六 ) 存在于有机化合物中的
‘“C 与 ’H 之间会发生偶合

,

但因
’“C 的自然丰 度约 l% ;

一般观察不到
。

只有图谱放大或非重氢溶剂峰中才能观察到
。

当一个大峰的
’”C 卫星峰刚 好

与某个待测小峰重合时应校正
。



定量方法随具体要求灵活掌握
。

可根据核磁共振基本原理
,

借用色谱
,

光谱定量中的技
巧

。

例如有内标法
,

外标法
,

峰面积归一法二
, , ,

峰高定量法。 等
,

如果峰面积有部份重 叠

亦可设法校正基线 I’“峪 现简述如下
。

外标法
:

-

为了得到定量数据必须知道积分曲线的单位阶梯高度所相当的质子数
。

因此以一个己知

浓度 的纯样品作标准
;
外标法是将样品和标准放在两根样品管中分别测定

。

标准样应模拟样品

的组成配制
,

尽可能一致
。

所用的样品管必须仔细选择
,

预先用纯样品核对
,

保证在同样条

件下给出的信号积分值相同
。

外标法的优点是不污染样品
,

配样方便
,

不需重复称重及测量

标准样
。

不必考虑用作标准的峰是否会于扰样品图谱的问题
。

缺点是标准和样品在不同时间

分别测量
,

仪器的不稳定性对测量准确度有影响 ; 用作标准的管子与待试样的管子不完全相

同也会引入误差
。

改进的办法是用同一根管子作校正及测量
,

这样可以除去由于样品管不完全相同所引入

的误差
,

但较麻烦
。

另一个方法是用一根同轴管将标准放在毛细管中心
,

样品放在外 圈
。 ’

可

使标准及样品同时测量
,

但制造这种管子较困难
, 而且需校正毛细管及外圈空间 的 相 对 体

积
。

内标法
:

‘

将标准及样品按适当比例配样
,

放在同一样品管中测试
,

称为内标法
。

大多数定量分析

都使用这种方法
。

一个好的内标有许多要求
,

但常常不能找到一个内标能满足所有的要求
。

现将对内标的要求归纳如下
:

(一 ) 应该有一个峰形尖锐的单缝
,

与待测信号化学位移相近
,

但又不在干扰样品 图 谱

的区域中
。

(二) 标准样与样品对饱和效应的敏感性应相同
。

- ·
-

(三 ) 易溶于所选择的接剂中
,

不与所研究的化合物反应
。

不易挥发损失
,

但又要 容 易

与样品分离
,

便于继续使用
,

A 一F
。

C oc 如
r
ill 等 〔川用双内标法作定量

。

子也们认为这样做
一

可迅速检 出 因 为 标准 样 分

解以及标准峰与少量杂质峰重叠引
:

起的误差小例如测定正丁胺的纯度时用三氧杂环己烷作内

标得 仑7
。

9 %
,

用均四氯乙烷作内标得 2 0 3
。

8%
。

这是因为均四氯乙烷在碱存在下分解成三氯

乙烯
。

用六甲基环三硅氧烷作内标时着有硅酮润滑剂杂质
,

两者吸收峰相重合
,

使测定结果

偏低
。

用两个内标可以立即检出这些误差来源
。

分子中内标法
:

用核磁共振法测定纯化合物的分子量或同一类型混合物的平均分子量时常用此法
。

例如

测定洗涤剂中间产物烷基苯的平均分子量
,
利用芳基部份的五个质子作内标可以定出分子其

余部份的质子数
,

按烷基苯的结构式即可计算出平均分子量 〔‘“I。

归一法
:

、

根据混合物各组分的特征吸收
,

利用面积比等于发生共振的相应质子数之比的原则
,

测

出各组分克分子数之
一

比
,

然后归一得克分子百分数
。

一般用面积归 一法
,

特殊情形亦可用峰

高归一法
。

(四 ) 测定各种性质

核磁共振法可以测定许多性质
,

例如分子量‘元素分析
、

同位素组 成
、

活 泼 氢
、

水 份



等
。

举例说明如下
:

1
.

分子量测定

Bal’cz a. S [l3 1报导了用核磁共振测定分子量的一般方法
。

在未夕办物中至少需知道一个有

质子的基团
; 常常可以通过乙酞化

、

甲基化等反应引入
。

其峰不应与图谱其余部份重叠
,

最

好无裂分
。

若选用二硝基苯或三硝基苯作内标应注意可能与样品形成复合物影响结果
。

计算

公式如下
:

一
’

-
-

一 ‘

一

A
, n .

w
。

M
:

A
. n 。

W
。

M
。 、

度
;

M
,

分别为未知物及标准物分子量
; 了、

。 、

(3 )

州
‘

卜
,

一

八
:

分别为未知物及标准物测量基团的 积 分 强
n “ 、 。一分别为未知物及标准物测量基团中质子数

,
w ‘,

w ;
一

穿势护隽荣翰物及标准杯董戳
用核磁共振法测分子量方法简 单

,

适用于 日常分析
,

而且因为低分子量杂质引人的澳差

尹
宁

护4飞
.�改令

·

咭

比常规方法小
。

如果分子的主要结构是己知的可以不加标准测定分子量
。

在研究分子量不同的同系物的

混合物时
,

常常可用核磁共振偿厕定数均分子量
。

P
.

w
.

F比 n a g a n ‘, “ 测定了环氧乙 烷一烷

基酚缩合物型的非离子表面法性剂的分子量
。

旁烃质子化学位移约 。=
加p 。

,

环氧 乙 烷 链

及端基 O H 的峰在 。二
一

。,

如 p。 附近
,

由烷塞侧链所产生的峰在高场
。

因为知道每个分 子中

有 4 个芳基质子
,

以此为标准定出分子其余部份的质子数
,

几

列出平均结构式
,

即可计算分子量
。

娜形少业
卜

麦破哗

T ho m a s .

F. 等 〔‘5 1用毗喧作溶 剂 (通入少量 H CI 气 ) 测

得了聚 乙二醇
、

聚丙二醇
、

聚丁二酸一缩二乙二醇醋的

分子量
。

图 3 示 出 C ar bo w a x
60 0 在毗喧 溶剂中的核磁

共振图
,

中心在2 35 C
.

P
.

S
.

( 乙二 3
.

g 1P p m ) 处 的一组低

场峰是
一
C 工不: O 玉J质子J沂产生 的

, 2 2 2 C
.

P
。

5
.

化 二 3
.

7 0

PP ni) 处的高场峰是
一

c H Z o
一

质子所产生 的
。

可 用 下式

计算其数均分子量
。

数均分子量
= 4 4 Y

X
·

+ 6 2 ( 4 )

云犷c-e s
‘

公2石 时 丫时S

血 , ‘. 甲‘丫 ‘0 0
’

在峨咬于叫气中

图 3 C a r b o w a x 6 0 0 在毗吮

溶剂
·

中 (加H CI 气) 的核磁共振 图

式中 X 为 C H ZO H 质子共振峰的面积
; Y 为

一
C H Z O

一

质

子共振峰面积
。

用核磁共振法测得分子量为 5 92 ( 10 次以 上 平均结

果 )
,

沸点升高测得结果为5 9 8
。

此法己成功地用于测定

夯子量
一

6 00 0 以下的聚乙二醇
。

2 ‘ 总氢分析

W ill 抽血s 伟 ‘

早就应用核磁共振法定量测定氢
,

此法比通常的燃烧法快速且不破坏样品
。

外标法计算公式为
:

% H 二 总积分面积
.

10 0
、

K 万V
( 5 )

、

K 是仪器常数
,

用标准测定
。

单位为
·

m m / g (积分阶梯高度 /每克氢 )
。

W 是未知 物 重 量
。

如

果每次注入核磁样品管中溶
「

剂钓高度一样
,

‘

放大倍数不变时 K 是常数
,

但最好隔一定 时 间

重新校正犷B
。

压 Floc k har t 等 盯 1 用蔡作外标测定了一些样品的总氢
,

结果与标准的燃烧法

一致
。

内标法所得结果 比燃烧法准确度高
,

内标法计算公式
:

.

认



% H 一 % H re

(
A

:

A
r。 I )(粉

一

) (6 )

式中 % H 为未知样氢百分数
; H

r。 , % 为参考样氢百分数 ; A
r 。 ; ,

A
,

各为参考及样品的 积 分

面积 , W
: 。 , ,

W
,

各为参考及样品的重量
。

3
。

有机活泼氢的定量分析

测定活泼氢的经典方法速度慢
,

不准确而且破坏样品
。

核磁方法则简单
、

准确
。

基本原

理很简单 [1? l ,

用 D ZO 处理含有活泼氢的化合物
,

氖取代氢形成 O H 峰
,

反应式如下
:

R H + D ZO、 R D + H D O

将水峰 (H D O ) 的 积分值与己知重量标准化合物的积分值相比较可定量测定活泼氢
。

快交换

时计算公式为
:

% 活泼氢
二 “H , 考

(备)(赞 ) (9 )

这个方程式中必须对 A 水 作校正
,

因为重水中本来就有少量氢
。

在缓慢交换时水中的氢产生的峰与仍留在原来位置的活泼氢所产生的峰化学位移不 同
,

使计算复杂化
。

可以加大量过剩的 D ZO 或加催化剂 , 加超过活泼氢量 50 倍的氖可按快交 换

公式计算
。

此时因忽略慢交换而引入的最大误差为 2 %
。

4
.

测定水份

最常用的测定水份方法是应用测定活泼氢的原

理
。

有时可以直接测定水峰
。

例如测量重水中的水

时在未知样中加入少量水直接测量水信号的峰高
。

(此时测量峰高比测量面积准确 [l8 l) 将峰高 与所加

的水量作图外推到峰高等于零处即样品中原来存在

的水 (图 4 )
。 ,

O la vi 等 〔‘日l用核磁共振法测定丙酮 中 的少量

水份
,

利用丙酮的
’3C 卫 星峰作内标

。

在夭然碳化

合物中存在 1
。

n % ’”C
,

丙酮的共振有两个 卫星峰

(J ‘3C : H 二 12 6H : )
,

分别在主峰的高场侧及低场侧
,

其中每一个卫星峰因为与另一个CH 。基团偶合实际

上是一组四重峰
,

但是偶合常数很小 (J 二 0
.

5H 2 )
,

所以看起来像一个单峰
。

每个卫星峰是主峰面积的

枷枷加I.0
值号振幅

忆o
,

之o 以o 水。 多o

加 入价o
,

东O 旅0 5
.

0

勺

图 4 信号振幅衬于加入 水量的关

系图 (V a r ia n A s s o e ia te s N M R

a t w o r k
,

N o .

5 7 )

去 x o
。

0 1 1 ,

这个振幅与丙酮中少量水所产生的共振振幅相近
。

丙酮主峰在 2
.

17P p m
,

低场卫

星峰在3
.

2 2 p p m ,

所以其低场卫星峰非常适合作内标
。

从面积比直接可以得到克分子数比
。

A H Z o _ Z x 水

A ‘3 e , J3 6 X 专 x 0
.

0 1 1 1 x x 丙酮
二 6 0

。

06
X 水

X 丙酮
(7 )

上式适用于 。到 l 克分子% (大约 。
。

31 % 重量 )的水份测定
。

浓度更高
,

水的振幅比从公式 (7)

所预期的增加得快 , 但在线性范围中测量准确度为 0
.

1 % (重量 )
。

用 ’3C卫星峰作内标是 内

标测定法中很有趣的例子 , 此外可用化学位移一浓度关系来测定水
,

例如 B r

ab
so n [20 1用 OH

的化学位移来测定水一 乙酸混合物的组成
。

和井内彻等 沟 ’用 S仇H
’

基团的化学位移厕定苹

磺酸中水含量
。 、 一 厂 -
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