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Introduction







Introduction

Depuis de nombreuses années, les mesures isotopiques sont utilisées dans de multiples
applications et notamment pour 1’analyse de la tracabilité¢ des produits agroalimentaires ou
pharmaceutiques. ['# Le rapport isotopique d’une molécule peut donner, dans sa globalité, des
informations sur la naturalité et/ou I’origine géographique du produit dont est issu cette
molécule, et permet dans certains cas de discriminer plusieurs molécules. Afin de rendre plus
performantes les analyses isotopiques, les mesures positions-spécifiques (PSIA : Position-
Specific Isotope Analysis) peuvent étre utilisées afin de déterminer la distribution isotopique
présente au sein d’une molécule. L’ajout de ces variables donne des informations
supplémentaires et permet de mieux caractériser 1’origine des produits étudiés en mettant en

évidence, par exemple, des fraudes non détectables auparavant.

Parmi les méthodes utilisées a ce jour pour les mesures PSIA, la RMN (irm-NMR : isofope
ratio measured by NMR), développée dans les années 80, a montré des avantages considérables.
Partant de I’analyse en deutérium, cette méthode a été étendue dans les années 2000 au
carbone-13 et son déploiement a ensuite permis d’obtenir les compositions isotopiques avec
une précision de ’ordre de 1 pour-mille. Ainsi, ces développements ont rendu possible
’authentification de nombreux composés tels que la caféine, ! le cholestérol ! ou la
vanilline. "' D’autres domaines comme la détection de contrefacon, 18! les sciences forensiques
(par exemple la détection d’une pollution), 1% la caractérisation d’explosifs, ['!! ’analyse de
drogues, ['*! ou encore la détermination d’effets isotopiques !'*! ont montré I’intérét de 1’irm-
3C NMR.

Au cours de ces dernieres années, de nouvelles séquences d’impulsions RMN ont été
développées afin de gagner en sensibilité, mais malheureusement au détriment de la justesse.
En parallele, une variabilité sur les résultats a été observée, dépendant de la configuration du
spectrometre utilisé€ ; que ce soit le champ magnétique, la console de pilotage ou la géométrie
de la sonde. ' De ce fait, les mesures obtenues par 1’irm-C NMR restent d’un usage
uniquement relatif, ce qui est suffisant pour les applications déja citées. Cependant, il est
attendu qu’un outil devienne universel en permettant les inter-comparaisons entre molécules et
entre laboratoires. A partir de ce constat, I’ambition de cette theése est de contribuer
significativement aux développements méthodologiques pour obtenir des mesures d’irm-'7C
NMR homogenes entre spectromeétres et justes sur 1’échelle des compositions isotopiques o (%o)
habituellement utilisées par les isotopistes, et ainsi permettre la comparaison avec les résultats

obtenus par d’autres méthodes.

Pour atteindre cet objectif, le manuscrit est articulé en 5 chapitres, encadrés par une introduction

et une conclusion générale.

Le premier chapitre est constitué de rappels bibliographiques qui ont pour but de faire un état
des lieux de l’outil irm->C NMR. Les avancées, ainsi que les manques, concernant les

performances de la méthodologie RMN sont explicités autour des notions de sensibilité,
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justesse et précision qui seront le socle des objectifs du travail de la thése. Une attention
particuliere a été portée au rappel des principes physiques tels que la RMN et le fractionnement
isotopique. L’objectif est que la lecture de ce manuscrit puisse €tre abordée par les non-

spécialistes d’un domaine sans obstacle majeur de compréhension.

Le chapitre II présente succinctement les problématiques associées a une analyse PSIA autour
de I’expression des résultats, c’est-a-dire les compositions isotopiques *C intramoléculaires.
Dans le contexte ou d’autres approches existent ou sont émergeantes, il est important d’utiliser
une échelle & (%o0) commune a la communauté isotopique. En particulier, 1’'usage de la
spectrométriec de masse haute résolution par Orbitrap 5! est prometteuse en termes de
sensibilité mais nécessite des standards. Dans ce contexte, 1’irm-">C NMR peut devenir I’outil
incontournable pour produire des molécules de référence. Pour cela il faut pallier deux défauts :
(1) la sensibilité et (ii) I’obtention des valeurs J justes sur échelle « absolue », tout en gardant
une précision au pour mille. Ce sont ces deux objectifs de travaux de these qui sont abordées

dans les prochains chapitres.

Le chapitre III, porte sur le développement d’une nouvelle séquence d’impulsions a 2
dimensions plus sensible. L’objectif avec cette séquence est double : soit travailler avec la
quantité minimale de produit, de I’ordre de la dizaine de mg, soit réduire le temps d’analyse.
Deux projets de recherche s’appuient sur les performances de cette séquence, le premier
concerne la discrimination entre des aliments issus de 1’agriculture biologique et ceux provenant
de cultures conventionnelles ; et le second porte sur I’analyse du glucose issu de la cellulose
contenue dans les cernes des arbres afin de comprendre 1’évolution climatique. Cependant,
comme expliqué précédemment, les mesures réalisées avec cette séquence sont uniquement
relatives. Il est alors nécessaire de mettre en place des facteurs de correction afin de rendre les
résultats lisibles et facilement exploitables. Leur élaboration doit suivre des étapes successives
dont la premiere est décrite dans ce chapitre. Elle consiste en la conversion des données brutes

sur une échelle compréhensible. Les autres étapes sont décrites dans le chapitre suivant.

Le chapitre IV décrit la stratégie de 1’¢laboration des facteurs de correction qui commence par
I’homogénéisation des résultats obtenus par 1’irm->C NMR classique afin de réduire au
maximum les biais induits par les spécificités de la configuration du spectrometre. Puis, il est
nécessaire d’intégrer le caractere multi-impulsionnel de la méthode d’acquisition. Ce chapitre
permet notamment la mise en lumiére de I’importance de la correction des résultats d’irm->C
NMR.

Dans le chapitre V qui est le dernier de ce manuscrit, une perspective est mise en place avec
’objectif ultime du développement de 1’irm-">C NMR : réaliser une analyse avec 1’obtention
directe de valeurs justes et homogenes entres elles, quel que soit le spectrometre utilisé. Pour
cela une nouvelle séquence d’impulsions indépendante a la géométrie de la sonde est proposée

afin de permettre d’obtenir des résultats indépendants de la configuration instrumentale.
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Chapitre I : Rappels bibliographiques

1. Principe de la RMN

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) permet d’exploiter les noyaux présentant un spin
non nul notamment le 'H, ?H, '*C, '°F. Le noyau d’un atome peut étre considéré en premicre
approximation comme une sphere chargée positivement. La rotation des charges du noyau
produit un petit champ magnétique appelé moment magnétique (H). En I’absence de champ
magnétique, tous les moments magnétiques sont distribués de maniere aléatoire donnant une

résultante nulle.

1.1. Application d’un champ magnétique

Lorsqu’un champ magnétique intense §0 est appliqué, tous les moments magnétiques

s’orientent parallelement a ce champ. Pour un proton dont le spin est égal a '4, deux orientations
sont alors possibles : I’une correspondant a p, = +§ et autre p, = —g appelées état a et B3,
respectivement (Figure 1a). La somme des moments magnétiques n’est plus nulle car il y a un
léger exces de la population des moments magnétiques selon +z. Cette résultante est appelée

aimantation M (Figure 1b). L’orientation suivant EO est accompagnée d’un mouvement de
précession autour de ce champ (appelée précession de Larmor). Dans le référentiel du

laboratoire constitué de trois axes : x, y et z, I’axe z est par convention orienté selon le champ

By.

Figure 1 : Orientation des moments magnétiques en présence d 'un champ magnétique externe. a) les moments
magnétiques s orientent selon le champ externe ; b) la somme des moments magnétiques représente
—
I’aimantation M.

La vitesse angulaire de précession (wg) autour du champ §0 est donnée par 1’équation (Eq. 1.1).
wo =7V.By (1.1)
avec, y représentant le rapport gyromagnétique de 1’atome et §0 le champ magnétique du

spectrometre.
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L’aimantation M est proportionnelle au nombre de noyaux. Cependant, elle n’est pas observable
lorsqu’elle est paralléle au champ §0. Pour observer M, il faut alors appliquer un 2°™ champ
oscillant appelé El qui est perpendiculaire a §0. Cette impulsion radiofréquence (RF) permet
de basculer M de 90° suivant §1 (Figure 2). Afin de pouvoir entrainer M, El doit lui aussi

-
tourner autour de B, a la méme vitesse angulaire de précession que les moments magnétiques.

| Z : | By z
— ) M
M
—
,,,,,,, B
> Y y | : |
M
| / X / X
B,

Figure 2 : Evolution de [’aimantation M pendant une impulsion radiofréquence §1.

L’axe z est appelé axe longitudinal et le plan (xy) est appelé plan transversal. L.’aimantation M

a donc une composante longitudinale et une transversale.

L’impulsion RF envoyée peut étre calibrée avant I’expérience afin de contrdler 1’angle ()

réalisé par M. Une fois, By coupé, M revient progressivement selon B, suivant les mécanismes

de relaxation.

1.2. Relaxation

Lorsque [’aimantation M revient selon le champ EO, les composantes longitudinale et

transversale ne sont pas affectées de la méme manicre.

La relaxation longitudinale conditionne le retour de I’aimantation longitudinale (M,) vers sa
valeur a I’équilibre. Ce processus suit une loi mono-exponentielle caractérisée par une constante

appelée T, (temps de relaxation longitudinale).

Comme la relaxation longitudinale, la relaxation transversale évolue mono-exponentiellement,
mais conduit a la disparition de la composante de 1’aimantation dans le plan transversal. Cette
décroissance est caractérisée par une constante appelée T, (temps de relaxation transversale) et
elle gouverne la largeur de la raie obtenue en RMN (Eq. 1.2). Ainsi, plus le temps T, est petit

et plus les signaux sont larges, cela est plus particulierement vrai pour la RMN du solide.

1

_ 1.2
T, (1.2)

Avl/z =
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avec, 4vy /, correspondant a la largeur a mi-hauteur, et T, correspondant au temps de relaxation

transversale additionné a I’inhomogénéité du champ.

Les valeurs de T; et de T, dépendent de la mobilité des groupements chimiques moléculaires
dans lequel est I’atome (Figure 3). Le temps moyen pour qu’un groupe chimique en rotation
parcours un radian est représenté par le temps de corrélation t.. Ainsi, pour une faible mobilité,
la valeur de 7. est élevée et la relaxation transversale est plus efficace que la relaxation
longitudinale. Ces valeurs de relaxation sont retrouvées dans des solides dans lesquels la
mobilité est faible. Pour les liquides, la relaxation longitudinale est moins efficace et les deux
temps de relaxation sont trés proches I’'un de I’autre. Les valeurs de T; sont minimum lorsque

le produit, T.w,, est proche de 1, cette valeur dépend donc de B.

10
1
10
102|- e
N
\\
103~ Tai >
2 N solides
\\
10-47 Il | | L |
1012 10" 100 | 10° 10® 107

1/og Te ()

Figure 3 : Relation entre les valeurs de T, et T, et la dynamique moléculaire représentée par le temps de
corrélation t,. 1'%

1.3. Le signal de RMN : Free Induction Decay (FID)

Une fois I’aimantation M basculée dans le plan transversal, M tourne alors autour de §0 ala

vitesse angulaire de w,. La bobine électrique de réception est placée dans le plan transversal.

La tension aux bornes de cette bobine est proportionnelle a la variation du flux de M sur I’axe

de cette bobine. Le signal (S(;)) alors généré est une sinusoide amortie par une décroissance

exponentielle gouvernée par la valeur du temps T, et il est appelé FID pour Free Induction
Decay (Eq. 1.3).
_t
Sy = A.cos(.t).e T2 (1.3)

avec, A I’amplitude pour une fréquence de résonance, et T, son temps de relaxation transversale

additionné a I’inhomogénéité du champ.

Chaque résonance présente dans 1’échantillon donne un FID, donc a la fin d’une expérience,
une somme de FIDs est obtenue. Pour passer du domaine temporel au domaine fréquentiel il

faut faire une opération mathématique appelée transformation de Fourier (FT).
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1.4. Du FID au spectre RMN

La transformation de Fourier permet de déterminer la contribution de chaque résonance au FID

total. Cette opération permet d’obtenir un spectre dans le domaine fréquentiel (Figure 4).

FT
Domaine temporel =—— Domaine fréquentiel

—

50

Temps Fréquence 0Hz

Figure 4 : Transformation de Fourier de plusieurs FID (domaine temporel) en spectre (domaine
fréquentiel). I'71
Pour déterminer correctement la fréquence d’un signal il faut que le FID soit correctement
¢chantillonné durant le temps d’acquisition. D’apres le théoreme de Nyquist, pour caractériser
correctement un signal régulier et oscillant, il faut au minimum deux points par période. La
fréquence correctement échantillonnée la plus élevée conditionne la largeur spectrale ou gamme
spectrale (SW pour spectral width). L’intervalle de temps entre chaque point des données est

appelé dwell time (DW), et vérifie donc I’équation (Eq. 1.4) :

1
DW = —— (1.4)
W=osw

La durée du DW est reliée a la durée de 1’acquisition (AQ) et au nombre de points du FID (T D)
(Eq. 1.5).

AQ = DW.TD (1.5)

Le spectre obtenu s’étend sur la largeur spectrale, avec au milieu la fréquence d’excitation
appelée également offset ou porteuse (Figure 5). Chaque signal sur le spectre correspond a une

fréquence de résonance qui est fonction de I’environnement électronique de 1’atome. Chaque
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groupe chimique donne lieu a un massif de raies centré sur le déplacement chimique qui est

exprimé en ppm.

Gamme spectrale (SW)

R O Y I Y P P Y O qu

T T T T T T T T T T

90 85 80 75 70 65 60 55 5.0 4§.5 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 0.0
! [ppm]

Fréquence d’excitation

Figure 5 : Spectre 'H de la cyclosporine. La fenétre spectrale (SW) couvre les fréquences correctement
observées. Le centre de la gamme spectrale est appelé offset et correspond a la fréquence d’excitation.

2. La RMN quantitative

2.1. Introduction

La RMN est utilisée en routine pour faire de 1’¢lucidation structurale de molécule complexe.
Mais cette technique d’analyse peut également €tre quantitative. En effet, la surface sous chaque
raie (S) est proportionnelle au nombre de noyaux qui résonnent a cette fréquence et donc a la
concentration. Celle-ci peut donc étre facilement obtenue selon 1’équation (Eq. 1.6), avec k une
constante dépendante de 1’appareil, p le nombre de noyaux équivalents résonant a la méme

fréquence, C la concentration et Vs le volume sensible.
S=k.p.C.Vs (1.6)

Le volume sensible (Vs) est relié a la hauteur de la bobine de la sonde. En RMN du liquide, le
volume de I’échantillon est donc supérieur au volume sensible. La constante k dépend de
I’appareillage, et des conditions d’expérience propres a 1’analyse telles que la température, la
séquence d’impulsion utilisée, et les temps de relaxation longitudinale et transversale (T; et T,,

respectivement).

Cependant, le volume sensible (Vs) et la constante k sont difficiles a déterminer a un niveau de
justesse et précision convenable. Il est donc nécessaire de faire des mesures relatives par rapport
a une autre molécule qui servira de référence. Ainsi, pour les molécules A et B, les équations

des surfaces deviennent respectivement (Eq. 1.7 et 1.8) :
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Donc le ratio des deux surfaces donne une équation indépendante de Vs et de k (Eq. 1.9) :

S_A: Pa-Cy

(1.9)
Sg ps-Cp

Si la concentration de la molécule B est connue, il est alors possible de connaitre la

concentration de la molécule A (Eq. 1.10).

Pa-Ss
A.pB-SA

B = (1.10)
Le résultat est donné avec une certaine exactitude, dépendant du spectrometre RMN et de la
séquence d’impulsions utilisée. La RMN est dans ce sens qualifiée de méthode primaire

relative.
2.2. Parametres qualités et métrologiques en RMN
2.2.1. Exactitude : fidélité (précision) et justesse

Les mesures quantitatives données par différentes techniques analytiques sont caractérisées par
une fidélité (ou précision, c’est le terme qui sera utilisé dans la thése), une justesse et une
exactitude. Ces trois concepts, '8 ont été définis en 2012 par le groupe de travail du comité
commun pour les guides en métrologie (JCGM/WG 2) : VIM (Vocabulaire International de
Métrologie) "1 et leur utilisation a été commentée par Prenesti et al. *' Dans la suite de la

these, ce sont les significations attribuées par VIM qui seront utilisées.

La précision est donnée par I’écart entre des résultats indépendamment obtenus dans les mémes
conditions de répétition. Elle traduit la répétabilité de la méthode et elle est représentée par

I’écart-type s ou par le coefficient de variation (CV) sur plusieurs répétitions qui est exprimé
en % (Eq. 1.11).

CV (%) =%- 100 (1.11)

Ou la moyenne X et 1’écart-type s sont calculés pour un nombre de séries fini.

La justesse A (%) représente 1’écart entre la valeur moyenne obtenue a partir d'un ensemble de

résultats et une valeur de référence acceptée. Elle est calculée grace a I’équation (Eq. 1.12).

V= Vyrai
A (%) = —22-100 (1.12)

eraie

Ou V représente la valeur calculée et V,,,.,;. la valeur vraie. Un défaut de justesse se traduit par

un biais.

Enfin, I’exactitude combine la précision et la justesse d’un résultat, caractérisée par I’écart entre
une valeur mesurée et une valeur de référence (Figure 6). Elle est associée a 1’erreur totale

(contribution des erreurs systématique et aléatoire) et est de nature qualitative.
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Justesse
N Exactitude

h

Précision
Figure 6 : Représentations graphiques de la justesse, de la précision et de l'exactitude ; a) ni précis ni juste :

mauvaise exactitude ; b) juste mais pas précis ; c) précis mais pas juste ; d) précis et juste : bonne exactitude.

2.2.2. Sensibilité, limite de détection et quantification

La limite de détection (LOD, pour « limit of detection ») et de quantification (LOQ, pour « limit
of quantification ») sont des parameétres importants pour la validation d’une méthode
analytique. La sensibilité est souvent confondue avec la LOD, alors que la définition
métrologique de la sensibilité est la suivante : quotient de la variation d'une indication d'un
systéme de mesure par la variation correspondante de la valeur de la grandeur mesurée. [!°!
C’est donc la capacité d’un instrument a distinguer deux valeurs correspondant a des quantités
différentes. En RMN, la LOD représente la quantité de produit minimal pouvant étre détectée.
Cette limite peut &tre déterminée visuellement ou mathématiquement ! et elle est reliée a la
mesure du rapport signal sur bruit (S/B). Une valeur de S/B de 3 est généralement considéré
comme acceptable pour estimer la limite de détection. *!! Cependant, I’intensité du signal
dépend de la forme de ce dernier (largeur, couplage) et du nombre de noyaux correspondants.
Dans le langage courant RMN, la sensibilité prend la définition de la LOD et sera utilisée dans

ce sens dans la suite de la these.

La LOQ est la concentration de 1’analyte, pour laquelle le signal sélectionné présente le S/B
minimal requis pour la précision de la méthode visée, ! plus de détail sur I’'impact du S/B sur

la précision est donné dans la section 2.2.4.1 de ce chapitre.
2.2.3. Parametres influencant la justesse

La justesse est impactée par des erreurs dites systématiques, ['8! comme la saturation partielle,

les effets d’off-resonance, le découplage et la géométrie de la sonde.
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2.2.3.1. Saturation partielle

Pour faire des mesures quantitatives, il est important d’accumuler du signal afin d’avoir un
rapport signal sur bruit (S/B) élevé. Chaque expérience est répétée NS fois avec un temps de
répétition (TR) entre chaque impulsion radiofréquence RF (NS est alors désigné comme le
nombre d’accumulations, le nombre de passages ou le nombre de scans). Dans le modele
vectoriel, ces impulsions permettent de basculer tout ou une partie de I’aimantation dans le plan
transversal. Pour § = /2, ’aimantation longitudinale (M,) est nulle immédiatement apres
I’impulsion RF. Pendant le temps #, I’aimantation va revenir progressivement a sa valeur M, en

suivant les équations de Bloch, ?*! équation (Eq. 1.13) :
_t
M, = MO.(l —e Tl) (1.13)

Si le temps de répétition TR (Figure 7) est grand devant Ty, ’aimantation a le temps de retourner
a sa valeur M. L’amplitude du FID est alors maximale. Cependant, si TR est plus petit ou de

’ordre de Ty, ’aimantation a I’équilibre prend la valeur M, suivant I’équation (Eq. 1.14).

_TR
Mg, = M0.<1 —e T1> (1.14)

Le signal alors obtenu dans ces conditions n’est plus maximum (Figure 7). Le S/B va étre
diminu¢, ce phénomene s’appelle la saturation partielle. Ainsi, M., est conditionnée par les
valeurs de Ty, qui sont dépendantes des groupements chimiques de la molécule, entrainant une

mesure quantitative impossible car le spectre est alors modulé en fonction des T .

Lorsque  # m/2, M., est également dépendante de la valeur de I’angle d’impulsion (f3)
(Eq. 1.15).

_TR
1—e T1
M.q = M. = (1.15)

1—cos(f).e T

La dérivée de 1’équation 1.15 permet d’obtenir 1’angle pour lequel I’amplitude est maximale,
TR
appelé ’angle de Emst : f,,; = arcos (e_ E). Cette expression est valable uniquement si la

relaxation transversale (selon T,) s’est complétement exprimée avant I’impulsion RF suivante.

Dans ces conditions, I’erreur induite par la saturation partielle (I") peut étre exprimée en
fonction de TR, T; et 5 (Eq. 1.16).

_IR
My—M,q e Ti(1—cosp)

M _IR
0 (1—e T1i.cosp)

I = (1.16)
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a) 2 TR /2
Mz A
MO
0 TRt
b) n2 TR n/2 TR /2 TR /2
Mz A
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Mqq
0 TR 2TR 3TR t

Figure 7 : Evolution de l'aimantation longitudinale M, en fonction de la valeur de TR apres une impulsion RF
d’un angle n/2 a) TR est grand devant T : retour de |’aimantation a la valeur de M ; b) TR est du méme ordre
de grandeur que T, : ’aimantation retourne a une valeur d’équilibre M, < M. 1"

Pour un S/B maximum, 1’angle doit &tre autour de m/2. (231 erreur I, calculée en fonction du

rapport TR /Ty, est donnée dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Evaluation de l'erreur maximale & pour un angle de 90° en fonction du rapport TR sur T;.

TR/T: Erreur maximale pour = /2 = 90°
3 5% (ou 50%o)
5 0,7% (ou 7%o)
7 0,1% (ou 1%o)

Par conséquent, pour réaliser des mesures quantitatives avec 1%o d’erreur, il est nécessaire
d’éliminer la saturation partielle. Pour cela, il faut avoir un TR égal au minimum a 7 fois le

T™*%* de la molécule a quantifier.
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2.2.3.2. Off-resonance

Comme déja décrit, lors d’une impulsion RF, I’aimantation M est basculée dans le plan

transversal. Dans le cas d’impulsions RF de grande puissance (et donc de durée tres courte), il

est possible de négliger la précession autour de §0 pendant la bascule autour de §1. Cependant,

cette approximation n’est pas possible pour les expériences quantitatives demandant une grande
précision. Ainsi, I’aimantation tourne autour d’un champ effectif Ee 75 dépendant de §1 et de

EO, c’est I’effet d’off-resonance (Eq. 1.17).

— -

Bss = By + AB, (1.17)

0 N < 4
avec, ABy = 70 et £), correspond a la fréquence de résonance de Larmor.

L’aimantation évolue selon la vitesse angulaire (w,s5), qui dépend de §e 75 (Eq. 1.18).

Ainsi, I’angle parcourus par I’aimantation f.ss (Figure 8) dépend de la fréquence dans le
référentiel tournant. Les spins de fréquences différentes ne sont plus affectés de la méme
maniere, produisant un déphasage des raies. Les impulsions produisant des angles supérieurs a
90° sont particulierement affectées par I’effet d’off-resonance et, en conséquence, cela impacte

notamment 1’uniformité du découplage.

Loy Bo
v Berr

-

Berr
B, M

X

Figure 8 : Représentation de [’effet d'off-resonance ; pendant une impulsion RF l'aimantation M précesse

autour du champ Eeff qui est différent du champ B (k est un vecteur unitaire dirigé suivant ’axe z). "%

2.2.3.3. Découplage large bande

En RMN, des noyaux peuvent interagir avec les noyaux voisins a travers les liaisons chimiques
composées d’¢lectrons. Ce phénomene produit une démultiplication des raies caractérisée par

la constante de couplage (J) provoquant une forme de multiplet. En RMN->C ces couplages
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correspondent aux interactions entre les carbones et les protons portés par ce dernier. Ainsi, sur
le spectre pour chaque signal carbone un multiplet peut étre observé dans le cas des CH
(doublet), CH> (triplet) ou CH3 (quadruplet). Afin de rendre le spectre plus lisible, d’améliorer
S/B et d’éviter les recouvrements, un découplage est mis en place permettant ainsi de supprimer
I’influence sur le spectre des couplages entre les carbones et les protons. Le spectre résultant

est alors composé uniquement de singulet dont I’intensité est plus importante (Figure 9).
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Figure 9 : Spectres RMN 3C découplé des protons (m) et non découplé (m) de [’'ibuproféne entre 17 et 31 ppm.

Le découplage large bande (toute la gamme des fréquences protoniques) est une succession
d’impulsions (180°) afin d’inverser rapidement 1’état des spins d’un noyau couplé a un autre
pendant 1’observation du signal de ce dernier. Il permet de faire disparaitre I’éclatement des
massifs dli aux couplages existants entre les noyaux observé et découplé. Cependant, lors d’un
découplage, I’effet Overhauser nucléaire (nOe) peut s’exprimer, se traduisant par un transfert
de polarisation entre ces 2 noyaux et provoquant une modification de la surface des raies selon
I’équation (Eq. 1.19).

£<1+ Yirr

< (1.19)
SO 2-Vobs

avec S et S, représentant les surfaces mesurées en présence et en absence d’irradiation, ¥, et
Yobs l€s rapports gyromagnétiques des noyaux irradié et observé, respectivement. Dans le cas
du "*C (noyau observé) découplé du 'H (noyau irradié) le transfert de polarisation entraine une
augmentation du signal qui est dépendant du groupement considéré de la molécule. Les
différences d’intensité entrainent une mesure qui n’est plus quantitative. La suppression du nOe
est possible grace a I’utilisation du découplage en créneau inverse. >/ La méthode d’acquisition
utilisée pour le quantitatif, appelée Inverse Gated, est composée d’un 90° 3C et d’un
découplage 'H pendant I’acquisition (Figure 10). Cette séquence peut aussi étre appelée

« single-pulse ».
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90°,

13c ]Mﬂ!\!\/\/\m
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Découplage

1H

TR = 10 x T/max

Figure 10 : Séquence Inverse Gated utilisée pour l'analyse quantitative '>C. L’ aimantation est basculée dans le
plan transversal afin d’étre détectée. Le découplage 'H a lieu pendant I’acquisition pour éliminer les couplages
BC-1H de facon a simplifier le spectre et d’augmenter le S/B.

Dans cette séquence, le nOe s’établie partiellement pendant le découplage sur la fin du FID.
Afin qu’il soit éliminé avant la prochaine impulsion, il est important que le TR soit égal a 10

fois le T{™®* pour obtenir une justesse de 1%o. 1>

Plusieurs motifs de découplage ont vu le jour. Pour les comparer, un facteur d’efficacité a été
mis en place ?®! prenant en compte la gamme en fréquence efficace a découpler (AF*),
I’intensité du champ RF de découplage (B;) et le rapport gyromagnétique du noyau (y).
L’efficacité du découplage est directement proportionnelle a I’intensité du découplage, 1’indice

d’efficacité (=) est donné selon 1’équation (Eq. 1.20).

2 AF*
g2l (1.20)

YB,

Les indices d’efficacité pour les différents motifs sont donnés (Tableau 2) pour un méme facteur
d’¢élargissement LB de 1,5 Hz. La gamme efficace représente la gamme dans laquelle au-moins

80% de I’intensité du signal on-résonance est obtenu (Figure 11).

AF*

J AP VO O VaN oW WeW oW VA OAY 4T O W LA VLT AT

Figure 11 : Gamme d’efficacité des découplages dans laquelle le signal est supérieur ou égal a 80% du signal
on-résonance. ?! La hauteur h correspond a l'intensité maximal du signal on-résonance.
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Tableau 2 : Indice d efficacité (Z) des différents découplages existants ainsi que leur application.

Nom du découplage Indice d’efficacité Application Références
MLEV-16 1,5 Découplage 'H 271
WALTZ-16 2 Découplage haute-résolution 'H [28.29]
GARP 4,8 Découplage noyaux X (301
WURST 16,7 Découplage adiabatique [31-33]

Dans sa thése, Eve Tenailleau *#! a optimisé le découplage adiabatique afin qu’il soit homogéne
et uniforme sur toute la gamme 'H. Un découplage inhomogene peut avoir des conséquences

sur le spectre (Figure 12) et par conséquent donner des mesures quantitatives erronées.

(a) (b) (c)

Figure 12 : Impact du découplage sur la forme des raies : a) découplage parfait ; b) découplage partiel, méme
avec un petit couplage résiduel, provoquant un dédoublement de la raie dont I’enveloppe ne correspond plus a
une forme lorentzienne ; c) ’ajustement de cette enveloppe avec une forme lorentzienne conduit a une surface
50 [16]
erronée.

2.2.3.4. Typologie des sondes

Dans les sondes RMN, la bobine accordée a la fréquence de résonance 13C (de hauteur H) émet
les impulsions RF *C. La bobine accordée 2 1a fréquence des protons (de hauteur H') est utilisée
pour émettre les impulsions RF 'H. En configuration directe, le signal est détecté par une bobine
de hauteur H et le découplage hétéronucléaire est réalisé grace a une bobine de hauteur H’
supérieure H (Figure 13a). En configuration inverse, les roles des deux bobines sont inversés
(Figure 13b). L'efficacité d'une bobine RF décroit fortement a proximité des bords pour devenir
nulle a l'extérieur. Il faut donc considérer que le découplage, dont I'efficacité est directement
liée a celle des impulsions RF, n'est correctement réalisé que pour une hauteur utile Hy,. Cette
hauteur est inférieure a H' (lors d’une observation directe avec découplage 'H) et inférieure 2 H
(lors d’une observation inverse avec découplage '*C). Compte tenu de la faible différence entre
H et H’ dans les sondes utilisées actuellement, méme lorsque la bobine la plus haute est utilisée

pour le découplage, une partie des noyaux observés n’est pas correctement découplée. Ceci
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conduit a des distorsions dans les intensités et les formes de raie, et la justesse des mesures est

alors détériorée.

a) b)

H,, 13C (H) | H (H') H, 13C (H)| *H (H)
J o)
A I ]
Bl Bl

Figure 13 : Schéma simplifié de sonde dans laquelle le tube contenant I’échantillon est placé dans une
configuration : a) directe et b) indirecte. H est la hauteur de la bobine '>C (m), et H’ la hauteur de la bobine 'H
(m), H, représente la hauteur utile correctement observée.

2.2.4. Parametres influencant la précision
La précision est impactée par des erreurs qui sont aléatoires. ' Les effets d’off-resonance
(notamment au cours du découplage) peuvent également avoir un effet sur la précision s’ils sont

couplés a des variations de fréquences de résonances. Le rapport signal sur bruit, la stabilité du

spectrometre et de 1’échantillon impactent la précision.
2.2.4.1. Le rapport signal sur bruit S/B

Lors d’une expérience RMN, I’expérience est répétée NS fois. Ainsi, le signal (s) évolue suivant
le nombre de répétitions (NS) et devient au final (S§) : S = NS.s. Le bruit (b) s’additionne de

facon incohérente et il évolue suivant la racine carrée du nombre de répétitions, donc :

B = +VNS.b. Le S/B est alors proportionnel a la racine carrée du nombre de répétition : % =

%.\/NS.

. . . . AS .
D’un point de vue statistique, I’erreur maximale relative d’une surface (?) est inversement

proportionnel au S/B %! (Eq. 1.21).
AS 1
S 2.(°/p)

L’erreur relative peut étre assimilée a la précision cible et ainsi pour un S/B de 50 une précision
de 1% est obtenue contre 1%o pour un S/B de 500.

(1.21)
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2.2.4.2. Stabilité du spectromeétre et de I’échantillon

Les instabilités du spectrometre et de 1’échantillon au cours du temps peuvent impacter la
répétabilité de I’analyse et donc la précision comme c’est le cas du champ magnétique et de la

température de 1’échantillon. 637!

La température est un parametre important en RMN quantitative. Elle peut affecter les
propriétés de relaxation des molécules, %! créer des artéfacts sur le spectre ¢! et également
modifier les déplacements chimiques. [*8! C’est pourquoi, la température de 1’échantillon doit

impérativement étre stable pendant les expériences.

L’inhomogénéité¢ du champ magnétique peut créer des distorsions de signal et des formes de
raie inappropriées. [*° Il est important que le champ magnétique soit optimisé et stable dans le
temps afin d’avoir une bonne résolution (largeur a mi-hauteur du signal) et donc une bonne
précision. Les inhomogénéités du champ magnétique peuvent également provenir de
I’échantillon. Ce dernier doit étre stable, ne présenter aucune évolution physique ou chimique
au cours du temps : recristallisation, précipitation, hydrolyse, interaction avec le solvant de lock.
Une quelconque inhomogénéité de 1’échantillon peut provoquer des inhomogénéités de champ

magnétique.
2.3. Impulsions RF

Les impulsions RF sont utilisées pour faire basculer 1’aimantation d’un angle B, et elles sont
caractérisées par une durée D et une amplitude B;. Des imperfections peuvent exister sur 1I’angle

B réellement appliqué et peuvent affecter directement des résultats quantitatifs.
2.3.1. Imperfections des impulsions

Les origines des imperfections des impulsions sont multiples et peuvent provenir de

I’inhomogénéité du champ B;, d’'un mauvais calibrage des impulsions, ou des problemes

d’off-resonance (Figure 14).

(a) (b) (c)

Figure 14 : Représentation de l'impact des imperfections des impulsions. (a) 90° parfait ; (b) erreur sur la
valeur de Bdii a I'inhomogénéité de B, ou a un calibrage imparfait ; (c) effet d’off-resonance. 7!

L’angle B doit étre calibré avec une puissance et une durée données. Les calibrages sont eux-

mémes impactés par I’accord de sonde, la température et les concentrations de 1’échantillon.
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11 est nécessaire de refaire les calibrages pour chaque échantillon et avant chaque expérience
afin d’avoir des expériences répétables et reproductibles. La méthode la plus simple et rapide
pour faire ces calibrages est de déterminer le point d’annulation du signal pour un angle de
bascule de 360° et de diviser la durée trouvée par 4 afin de connaitre la durée pour un 90°. Cette
méthode, bien que rapide et facile a mettre en place, est dépendante de 1’opérateur (lorsque
I’estimation du point d’annulation n’est pas automatisée, ce qui est le cas le plus fréquent) et
donne seulement une valeur approximative du 90° **! pouvant provoquer des imperfections sur
I’angle B. Plus de détails sur cette méthode sont donnés dans le chapitre III. L’effet off-
resonance peut également donner lieu a des imperfections (Cf. section 1.2.3.2 de ce chapitre).

Les impulsions RF doivent étre courtes afin de ne pas étre sélectives, cependant la précession

autour de §0 ne doit pas étre négligée. L’effet des imperfections RF n’a pas le méme effet sur
le signal pour tous les angles de nutation. Les imperfections des impulsions sur un 90° réduisent
toutes les surfaces des pics dans la méme proportion, %! les mesures quantitatives ne sont donc
pas impactées par des imperfections sur les 90°. Mais cela n’est pas vrai pour les impulsions a
180°, c’est pourquoi de nouvelles impulsions ont été développées afin de compenser ces

imperfections.
2.3.2. Impulsions composites

Les impulsions composites *!! sont constituées d’impulsions successives rectangulaires avec
des délais tres courts (négligeables) pour limiter la précession dans le plan transversal (xy).

Chacune de ces impulsions a une phase différente et produit un angle différent.

L’impulsion (90°)x - (180°)y - (90°)x (Figure 15a) permet de compenser les imperfections dues

aux calibrages ou a I’inhomogénéité de champ §1. L’imperfection de la premiére impulsion est
compensée a I’aide de la derniere impulsion. Ainsi, toutes les trajectoires finissent prés de I’axe
-z ce qui montre 1’erreur minime restante sur la position de I’aimantation. D’autres impulsions
composites permettent de corriger les imperfections causées par I’effet d’off-resonance, c’est
le cas de I’'impulsion (90°)x - (240°)y - (90°)x (Figure 15b).

(b)

Figure 15 : Impulsions composites : a) (90°)x - (180°), - (90°), permettant de compenser les imperfections des
calibrages avec des longueurs d’impulsions allant de 80 a 90% de la valeur nominale ; b) (90°), - (240°), -
(90°), permettant de compenser les imperfections provenant de I off-resonance pour différents offsets. 120/
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Ces impulsions sont utilisées pour remplacer les impulsions rectangles de 180° notamment dans
les séquences multi-impulsionnelles. **! Cependant, il n’est pas possible de compenser toutes
les imperfections avec une méme impulsion composite. Dans ce sens, les impulsions

adiabatiques %% sont plus efficaces.
2.3.3. Impulsions modulées en amplitude et en fréquence

Les impulsions modulées en amplitude et en fréquence permettent de balayer une gamme de
fréquences bien définie afin de compenser les imperfections des impulsions RF. Pour une
impulsion de durée D, I’amplitude est modulée entre 0 et w™**

I’équation (Eq. 1.22).

et suit la fonction donnée par

w1 (t) = WP, £(2) (1.22)

avec € t[—§,+§], W' =y.B™*, et f(t) est la fonction définissant I’amplitude de

I’impulsion, variant de O a 1.
La fréquence est modulée entre —Aw™** et Aw™** (Eq. 1.23).
Aw(t) = Aw™. g(t) (1.23)

avec Aw™™ = . AF, AF représentant la gamme de fréquence balayée, et g(t) est la fonction

définissant la fréquence de I’impulsion variant de -1 a 1.

Sur les spectrometres récents, la modulation en fréquence est remplacée par un encodage en
phase qui permet d’étre plus précis et qui est plus facile a mettre en ceuvre. Cette modulation
suit la fonction (Eq. 1.24) :

t

o(t) = j Aw(T)dT (1.24)
0

Les impulsions les plus utilisées sont des impulsions appelées CHIRP (Frequency swept
pulse) 1 et WURST (Wideband Uniform Rate and Smooth Truncation). '3 Les impulsions
CHIRP contiennent une modulation en amplitude de forme rectangulaire avec un début et une
fin composés d’un quart de sinus afin d’adoucir les variations de B; aux extrémités
(Figure 16a). Ce lissage permet €également d’avoir B s qui commence et qui se termine le long
de I’axe £z. ' Les impulsions WURST ont été développées indépendamment des CHIRP mais

sont constituées d’une modulation en amplitude tres similaire. L’amplitude suit une fonction :
. m
ft)y=1- |sin (%t)| . L’exposant m définit la pente de troncature, plus m est élevé plus la

pente aux extrémités est importante (Figure 16a). Généralement, m est compris entre 20 et
40. "1 Ces deux familles d’impulsions ont une variation en fréquence linéaire qui suit la
fonction suivante : g(t) = 2t/D, la modulation de phase suit donc une fonction du second
degré (Figure 16b).
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a) [wi(®) b)
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Figure 16 : a) Profils de modulation en amplitude pour une impulsion WURST-60 (rouge-pointillé), WURST 40
(rouge) et CHRIP-20% (bleu) pour une durée D. b) Modulation en fréquence (noir) et en phase (rouge) pour les
impulsions CHIRP et WURST. 0 représente la position de la porteuse au centre de ['impulsion.

En premiere approximation, lorsque la valeur de w4 (t) est égale a une fréquence de résonance,
I’aimantation est basculée dans le plan transversal ; pour le reste des résonnances, 1’effet est
alors nul. Ces impulsions basculent donc les aimantations dans le plan transversal de facon
séquentielle. Si la gamme est assez grande et pour les résonances touchées lors du plateau en
w4 (t), ces impulsions sont alors immunisées contre les effets d’off-resonance. Cependant,
lorsque 1’aimantation est basculée dans le plan transversal, la précession est toujours en place
entrainant un déphasage des raies pour chacune des résonances. Ces impulsions sont donc
d’excellentes candidates pour réaliser des inversions, mais ne peuvent pas étre utilisées pour
des refocalisations en raison de I’introduction d’une dépendance de phase en fonction de
I’offset.

2.3.4. Impulsions adiabatiques

Les impulsions adiabatiques sont des impulsions contenant une modulation en amplitude et en

fréquence et elles sont gouvernées par I’effet d’off-resonance.

L’écart Af) entre la fréquence de I'impulsion a I’instant ¢ et la fréquence de résonance Q

(Figure 17) est défini par 1’équation (Eq. 1.25) :
AQ = Aw(t) — 2 = Ao™.g(t) — N (1.25)
Au début de I’'impulsion adiabatique, w(t) < {2, ainsi Aw(t) est proche de sa valeur minimale

—Aw™*, et §eff est donc collinaire a +z (Figure 17a). L’aimantation M a donc la méme

direction que §0. Lorsque Aw(t) augmente, le A2(t) diminue, et entraine un basculement de
§e 7r (Figure 17b). Ainsi, lorsque Af(t) est €gale a (2, §e 7r est égale a §1 et ’aimantation est
dans le plan transversal (Figure 17c). Pour faire une inversion de 180°, le balayage en phase

continue pour amener 1’aimantation suivant -z, I’aimantation est alors inversée (Figure 17¢).
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(a) (b) () (d) (e)

-Awm Q 0 +AQ™X
Fréquence de
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(c) z

Figure 17 : Représentation de la variation de I’aimantation M pendant une impulsion adiabatique d’inversion ;
a) au début, w(t) K 2 ; M est suivant 7 ; c) M est dans le plan transversal lorsque ANR(t) = 2 ; d) le balayage
en fréquence continue ; e) M est aligné suivant [’axe -z.

Pour étre adiabatique, ces impulsions doivent remplir les conditions suivantes
(Eq. 1.26 et 1.27) :

do
= <o (1.26)
D T
+—|=+— 1.27
6<_2> —2 (127

. . —d . r . . ~ r
En d’autres termes, 1’aimantation M doit précesser assez vite afin qu’elle soit entrainée par

§e 7r mais il faut €galement qu’au debut de I’impulsion M et §e £ soient colin€aires.
Les impulsions adiabatiques permettent de délivrer un angle fixe (90° ou 180°) pour tous les
niveaux de puissance a partir d’un seuil % (Figure 18). Elles sont donc immunisées contre les

problémes de calibrages et d’off-resonance.

Intensité
du signal

JV_JLa;;J,JLJ_J_JIJJLJLJLJLJLq_JLJbLLLL ULLLLU‘_&_\_’L LL_MLLHL

Durée de I’impulsion (us)
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—
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-
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Figure 18 : Intensité d’un signal résultant d 'une impulsion adiabatique lorsque la largeur de ['impulsion est
augmentée. L’intensité est toujours la méme a partir d’'un seuil de durée. Cette figure montre I'immunité de ces
impulsions contre les problemes de calibrages. 0

En RMN quantitative, les impulsions adiabatiques ont dans un premier temps été implémentées
pour le découplage afin d’améliorer la précision des mesures. 7! L’efficacité d’un schéma de

découplage adiabatique est définie par : (i) la capacité de faire une inversion de I’aimantation

37



Chapitre I : Rappels bibliographiques

sur toute la gamme de découplage, (ii) des impulsions de courte durée par rapport a la relaxation
transversale (T,) et a I’inverse de la constante du couplage, (iii) le cycle de phase appliqué
pendant le découplage doit compenser les imperfections résiduelles des impulsions. 224349 e
développement du découplage adiabatique réalisé pendant la thése d’Eve Tenailleau a conduit
a une forme d’impulsion cosinus avec un balayage en fréquence obtenu a partir de la méthode
de ’adiabaticité indépendante de 1’offset (OIA). ¥ Les impulsions ont une durée de 200 ps,
une amplitude maximale (w]**¥) de 75,2 krad/s et une gamme de balayage AF de 14 kHz. Cette
forme d’impulsion combinée avec un cycle de phase optimisé a permis d’obtenir une précision

de 1%o sur les résultats quantitatifs. 47!

Les impulsions adiabatiques ont également été implémentées dans des séquences
multi-impulsionnelles telles que 'INEPT en remplacant tous les 180° rectangulaires par des
impulsions adiabatiques, P% les 90° n’impactant pas les résultats quantitatifs sont restés
rectangulaires (Cf. paragraphe 2.3.1 de ce chapitre). Dans ces travaux, les auteurs ont pu
démontrer I’'impact des impulsions adiabatiques, ainsi que du découplage adiabatique en faisant
varier la fréquence d’émission (Figure 19). L’utilisation de molécule bi-marquée
(Cf. paragraphe 2.4 de ce chapitre) permet de calculer directement I’erreur commise sur les

mesures quantitatives.
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Figure 19 : Variation de la surface sous les pics des atomes du '3C de [’éthanol bimarqué mesurée avec : O
I'INEPT normal et m INEPT avec des impulsions adiabatiques et composites, en variant ['offset : a) C de 0 a
3000 Hz par pas de 250 Hz ; b) 'H de 0 & 675 Hz par pas de 75 Hz. °%

2.3.5. Impulsions spatialement sélectives

Dans les impulsions modulées en fréquence et en amplitude, seule la gamme de fréquence
modulée est excitée par I’impulsion. Ces impulsions en association avec un gradient g. de
champ magnétique permettent de sélectionner une partie du tube. En effet, le gradient et
I’impulsion sont appliqués simultanément, créant un encodage spatial qui suit la modulation en

fréquence. Ainsi, cette combinaison permet de réaliser des expériences spatialement sélectives.
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2.4. Les références en RMN quantitatives

Le signal obtenu en RMN est proportionnel au nombre de noyaux observés. Cette technique
permet, a 1’aide d’une référence, de connaitre la concentration d’un échantillon. Plusieurs
références peuvent étre utilisées, interne, externe, ou électronique. Ce paragraphe décrit les

avantages et les inconvénients de chacune d’elles dans le contexte de justesse et de précision.
2.4.1. Référence interne chimique

Cette méthode consiste a additionner directement dans le tube RMN une molécule dite de
référence afin de quantifier une autre molécule dont la concentration est inconnue. Comme déja

mentionné, le signal provenant de la molécule de référence obtenue en RMN est directement
proportionnel : a son nombre de noyaux équivalents observés pour le site i (pire f), a sa

concentration (Cref), au volume sensible (Vref) et a la constante k. (Eq. 1.28).

Sref = kref-piref-cref-vref (1.28)
La méme formule peut étre écrite pour la molécule a quantifier (Eq. 1.29).
Sinc = Kinc- Piiye Cinc-Vine (1.29)
Le rapport entre les deux équations donne la relation (Eq. 1.30) :

Sref kref-piref-cref-vref

(1.30)
Sinc kinc- piinc- Cinc- Vinc

Les deux molécules étant dans la méme préparation et dans le méme tube, le volume sensible
observé est le méme soit Vy..r = Vip.. La constante k est dépendante de I’appareillage et peut
varier avec les instabilités de ’appareil. Cependant, 1’analyse est réalisée sur le méme tube
entrainant la méme constante k pour la référence et pour le composé€ a quantifier : kyer = kin.
L’équation est simplifiée afin d’obtenir I’équation (Eq. 1.31) :
Cinc = Cref-m (1.31)
Dise- Sref

Cependant, plusieurs criteres sont importants a prendre en compte lors du choix de la molécule
de référence. En effet, la référence doit étre soluble dans le méme solvant que 1’échantillon et
ne doit pas présenter d’interaction chimique avec ce dernier. Afin de ne pas augmenter le temps
d’analyse, le T{"** de la référence doit étre proche ou inférieur au T{"** de la molécule a
quantifier. Pour minimiser les erreurs de mesure, les concentrations de la référence et de la
molécule doivent étre proches, ainsi, le signal sera du méme ordre de grandeur. Les
déplacements chimiques doivent étre différents de 1’échantillon. Enfin, la référence ne doit étre

ni volatile, ni hygroscopique.
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2.4.2. Référence externe

Pour s’affranchir des problémes de volatilité, de co-solubilité et des interactions chimiques, la
référence peut étre utilisée en externe soit (i) a ’aide d’un capillaire directement placé dans le
tube RMN, (ii) en réalisant une méme acquisition sur deux tubes différents, le premier contenant
le produit de référence et le deuxieme, la molécule a quantifier. Cette derniere approche, permet

¢galement d’éviter le recouvrement de signaux entre la référence et le produit.

Pour calculer la concentration (dans le cas de I'utilisation d’un capillaire), il est important de
prendre en compte le volume sensible analysé qui est différent entre le capillaire et le tube, soit
Vyer différent de Vi, (Eq. 1.32 et 1.33).

T
Vref = Z ' dintcapillairez' (1.32)
— T[ 2 2
Vinc - Z ) (dinttube - dextcapi”ai,,e ) . h (133)

avec d;,; et d,,; les diametres interne et externe, respectivement, du capillaire et du tube RMN,
et hla hauteur du volume sensible, soit la hauteur de la bobine. Ainsi, la concentration est

calculée avec la formule (Eq. 1.34) :

niref-sinc- Vref

Cine = Cref (1.34)

niinc- Sref- Vinc

Malgré les points positifs de la référence externe, cette méthode montre de nombreux
problémes. L utilisation d’un capillaire entraine une diminution du nombre de noyaux observés
provoquant un abaissement du S/B. De plus, I’homogénéité de B, ainsi que les calibrages ne
sont pas les mémes entre le capillaire et le tube, diminuant la précision des résultats par rapport
alaréférence interne. °! Lorsque la mesure est réalisée sur deux tubes différents, non seulement
le temps d’expérience est multiplié par deux, mais la répétabilité des résultats est dégradée car

on cumule les erreurs de deux mesures.

Enfin, la méthode PULCON (PULse Length based CONcentration determination) a été
développée afin de diminuer les variations pouvant avoir lieu entre deux expériences réalisées
sur deux tubes différents. 533! Cette méthode est utilisée lorsque les échantillons ont des

facteurs qualité de sonde trés différents, comme c’est le cas avec différentes salinités. 5!
2.4.3. ERETIC

La méthode ERETIC (Electronic Reference To access in vivo Concentration) a été€ développée
en 1997 par Barantin et al. afin de déterminer la concentration d’un échantillon sans avoir
besoin de rajouter une référence interne. °* Un signal additionnel est émis par une antenne
annexe et il est réceptionné en méme temps que le signal RMN (Figure 20). Apres

transformation de Fourier, le signal ERETIC est additionné sur le spectre comme un
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déplacement chimique supplémentaire. Le signal normalement obtenu de la référence est dans
ce cas-la un signal électronique dont I’aire et le déplacement chimique sont choisis par

P’utilisateur. 11 doit étre calibré afin de servir de référence interne.

a) Sonde b) 0
Amplificateur ' -
RF Ho X i
My | 1] N ® @
Préamplificateur 1H(X)
i ERECTIC
1 M/\/\ I
H E ERECTIC " ’

Figure 20 : a) Représentation de l'installation de la méthode ERETIC ; b) séquence ERETIC. "]

Cette méthode a de nombreux avantages, elle permet d’éviter les interactions chimiques avec
une référence interne, et simplifie la préparation de 1’échantillon. De plus, elle n’impose pas de
contrainte sur le temps de répétition. Une étude comparative a montré une exactitude des
résultats proche voir meilleure qu’avec une référence interne. > Cette méthode a également
été utilisée pour la quantification de métabolites, 1*! et pour déterminer une vitesse cinétique
de réaction, 7! ainsi que pour une analyse RMN 2H. 18 L’application de cette technique a
également été réalisée sur des spectres 2D. *! Néanmoins, cette approche demande une
configuration particuliere du spectrometre. Ce dernier doit avoir un canal disponible afin de

générer ce signal électronique.

Pour faire le bon choix sur la méthode de référence il est important de prendre en compte : (1)
la précision visée, (ii) le domaine d’application et (iii) les contraintes expérimentales. °!! Afin
d’atteindre 1%o de précision, la référence interne est une méthode de choix pour les mesures

isotopiques.
2.5. Séquences multi-impulsionnelles

La séquence Inverse Gated (Figure 10) est couramment utilisée pour faire de la RMN
quantitative '*C. Cependant, le '>C a un rapport gyromagnétique 4 fois plus petit que celui du
'H et une abondance naturelle trés faible (1,1%, en moyenne) donnant lieu a de longues
expériences afin d’accumuler du signal. Pour pallier ce manque de sensibilité, des séquences
1D et également 2D multi-impulsionnelles ont été proposées. En effet, grace a un transfert de
polarisation entre le 'H et le '*C, la sensibilité est alors augmentée permettant ainsi de diminuer
le temps de I’analyse. La saturation partielle est alors gouvernée par les T; 'H, et le nOe
n’intervient plus. Cependant, 1’utilisation de ces séquences entraine une perte de I’information
provenant des carbones quaternaires, car ils ne sont liés 2 aucun 'H. En effet, le transfert se

produit via les électrons de valence des liaisons chimiques entre le °C et le 'H.
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2.5.1. INEPT

L’INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer) a été proposée par Morris et
Freeman en 1979. %% Grace a un transfert de polarisation du noyau H vers 1’hétéro-noyau X
(Eq. 1.35), cette séquence permet une diminution significative du temps de 1’expérience par

augmentation de 1’intensité du signal.

Y
Lvger = Io (yH) (1.35)

X
Elle est composée d’un écho de spin (905 (1H) — 7 — 180,,(1H)180,(13C) — 7 —) et de deux
90° simultanés qui permettent de faire le transfert de polarisation entre le 'H et le '*C
(Figure 21a).

a) 90°, 180°, 90°, 90°, 180°, 90° 180°

A 7
B B IH] KN I R

180°  90°, 180° 90°, 180°

v
13 13 I I I MAMI\AMVA
c C

e

Figure 21 : Représentation schématique d'une séquence d’impulsion a) INEPT, composée d’un transfert de
polarisation entre les protons et les carbones b) INEPT refocalisée et découplée. Pour un transfert optimal, le
délai test égal a 1/4J.

Le principe de I'INEPT peut étre facilement expliqué par le modele vectoriel pour un systeéme
IS (CH) mais il fonctionne également pour les systemes 1S2 (CHz) et IS; (CH3). Considérons
Sa et Sg les deux états possibles (o et B) du 'H couplé au *C. Le premier 90° bascule ces deux
aimantations dans le plan transversal, les aimantations vont alors évoluer suivant leur
déplacement chimique et le couplage /. Aprés un temps 1, le 180° présent sur le canal 'H va
permettre de refocaliser les déplacements chimiques ainsi que les inhomogénéités de champ.
L’application d’un 180° simultanément sur le canal '>C permet de garantir la continuité de
I’évolution des couplages J-y. Enfin, 1’application des deux 90° simultanément apres le
deuxiéme temps d’écho t permet de transférer les aimantations Sa et Sg vers Ia et Ig. Le spectre
obtenu est composé de deux raies en antiphase correspondant a I et Ig séparées par la constante

de couplage /.y (Figure 22).

L’ajout d’un découplage 'H va superposer les deux raies en anti-phase et provoquer des signaux
faibles et, méme parfois I’annulation. Burum et Ernest en 1980 ont ajouté un deuxieme écho de
spin qui permet de refocaliser les déplacements chimiques (Figure 21b), donnant lieu a 'INEPT
refocalisée. [°!! En effet, grice a cette refocalisation, les raies ont alors la méme phase et sont
toujours séparées par la constante']-,. Un découplage 'H peut alors étre mis en place afin de

superposer les raies a la fréquence du déplacement chimique (Figure 22).
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1
Jeu
[———>
INEPT INEPT INEPT
Refocalisée Refocalisée
découplée

Figure 22 : Signal *C du groupement méthyle de [’acide méthanoique obtenu a partir de I'INEPT, I'INEPT
refocalisée et I’INEPT refocalisée avec découplage 'H. 17

Cette séquence permet de faire de 1’édition de spectre afin d’obtenir des informations sur le
nombre de protons liés a un carbone. Les intensités obtenues avec I’INEPT vérifient la relation

suivante lorsque T = 1/ . (Eq. 1.36) :

I, = k.n.sin(2.m.Jcy. A) . [cos (2.7 . J gy A] D (1.36)

Ainsi, les systemes IS, IS> et IS3 n’ont pas la méme évolution en fonction du délai A

(Figure 23). En effet, pour un A= 1/8JCH’ tous les carbones sont positifs, pour A=

1/ 4 ]CHseulement les CH sont visibles sur le spectre et enfin pour A = 3 /8 fcyles CH et CH;

sont positifs et les CH» sont négatifs. Suivant les informations qu’on veut obtenir, il est facile
de connaitre I’environnement des carbones. La valeur de la constante de couplage a utiliser est
obtenue en calculant la médiane de toutes les constantes de couplages /.y de la molécule. En
absence de découplage, des distorsions de phase peuvent étre observées en raison du compromis
dans le choix du délai A.

-0,5

-1

Figure 23 : Evolution des intensités observées apres une séquence INEPT refocalisée pour les CH (m), CH (m)
ou CH3 (m) en fonction du délai de refocalisation A.
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2.5.2. DEPT

La séquence DEPT (Distorsionless Enhancement Polarization Transfer) est la plus répandue
pour faire de 1’édition de spectre. %! Elle a été proposée en 1982 afin de résoudre les problémes
de phase rencontrés avec 'INEPT refocalisée non découplée. La séquence DEPT commence
de la méme maniére que ’INEPT avec un 90° sur le canal 'H basculant I’aimantation dans le
plan transversal (Figure 24). Aprés un temps égal 2 1/2] -y, un 90° est appliqué sur le canal '*C
conduisant a un nouvel état quantique appelé cohérence hétéronucléaire multiple quanta. Il
n’est pas possible de décrire les évolutions des vecteurs d’aimantation de cet état, mais il peut
étre imaginé comme un regroupement des aimantations 'H et 1*C. ['”! Un 180°('H) est appliqué
en méme temps que le 90°(13C) permettant d’éliminer les effets de déplacement chimique 'H.
Cependant, 1’état multiple quanta n’est pas observable en RMN, il faut alors repasser par un
état simple quantum a 1’aide de I’impulsion d’angle B émis sur le canal 'H. Un 180°(!3C)

appliqué simultanément permet de refocaliser les déplacements chimiques *C.

900)( 1800y Boy
1 1
N ] L2 I f2Jcy I Découplage
90°, 180°,
I 1/2]cy
13C

Figure 24 : Représentation schématique d'une séquence d'impulsion DEPT. L effet de cette séquence est
sensiblement le méme que I'INEPT. L angle f§ peut prendre différentes valeurs permettant de jouer sur
Uintensité des groupements CH, CH; et CH3.

Le signal observé pour les systemes, IS, ISz et IS; dépend de la valeur de 1’angle B appliqué et

vérifie I’équation (Eq. 1.37) :

I, = k.n.sin(B) .[cos f]™~V (1.37)

-1

Figure 25 : Evolution des intensités observées aprés une séquence DEPT pour les CH (m), CH> (m) ou CH3 (m)
en fonction de l’angle f.
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Le méme raisonnement que I’INEPT peut étre appliqué ici, pour f = 7T/ 4- tous les carbones

ont un signal positif, pour f = 7T/Z seulement les signaux des CH sont visibles et pour f =

37T/ 4 les signaux des CH et CHs sont positifs et les CHz négatifs (Figure 25).

2.5.3. HSQC

La séquence HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) est une séquence a 2

dimensions avec détection inverse (Figure 26). Elle a été proposée en 1980 pour visualiser les

corrélations des protons liés au carbone 1Jy. (6%

90°, 180° 90°, 180° 90°, 180°

180° 90°, 0°, 180° i

X

t I I :
e I I 1 Découplage

Figure 26 : Représentation schématique d'une séquence d’impulsions HSQC. Cette séquence est composée d’un
segment INEPT et d’un segment rétro-INEPT permettant un double transfert de polarisation : 'H vers '>C, puis
3C vers 'H, canal sur lequel se fait |’acquisition du signal.

Cette séquence est composée d’un segment INEPT suivi d’un segment rétro-INEPT. Un
premier transfert de polarisation est induit entre les 'H et les '*C puis pendant le temps t;, les
déplacements chimiques '*C s’expriment. Un écho de spin, pendant cette période, permet de
refocaliser les couplages J-y. Ensuite, un bloc retro-INEPT permet de transférer de nouveau la
polarisation entre les '°C vers les 'H, pour acquérir le signal des 'H. Afin d’observer les
carbones directement liés aux protons, le délai t doit étre ajusté a 1/4/.y. Le découplage *C
permet de supprimer le couplage 1J.y, et ainsi de sommer les deux pics satellites augmentant
le S/B.

Le but de ’'HSQC est d’observer les protons liés a un noyau avec un spin 2 comme c’est le cas
du carbone-13. Par conséquent, il est important de supprimer les protons liés au carbone-12. La
méthode de suppression la plus simple consiste a utiliser un cycle de phase. D’autres méthodes

plus robustes a I’aide de gradient peuvent étre mises en place. (646!

Les séquences a 2 dimensions demandent un temps d’analyse important. En effet, la deuxiéme
dimension est créée en enregistrant plusieurs acquisitions avec une évolution du délai t; pour

chacune d’entre elles. Le temps d’analyse (T,p) est alors donné dans I’équation (Eq. 1.38) :

T,y = TR.NS.N; (1.38)

avec, TR le temps de répétition, NS le nombre de scans et N; le nombre de valeurs de ¢;.
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Pour réduire le temps d’analyse, le repliement spectral peut étre appliqué. Il peut étre mis a
profit pour augmenter la résolution d’un spectre 2D en diminuant la gamme spectrale. [*! Les
signaux situés en dehors de la gamme spectrale sont alors repliés jusqu’a étre contenus dans la

gamme de déplacement chimique fixée (Figure 27).

BC [ppm]
Repliement
Gamme 13C e |:>5pe(:tra|
=200 ppm
[ J
7777777777777777777777777777777 Spectre
obtenu
Gamme 3C fixée ¢ e
= quelques ppm C ° °
[ J
H [ppm]

Figure 27 : Représentation schématique d 'un spectre 2D hétéronucléaire 'H-">C avec du repliement spectral.

Cette opération permet de diminuer le nombre d’incréments dans la dimension indirecte (F;)
afin de n’observer qu’une petite gamme spectrale. Les déplacements chimiques dans la
dimension F; sont alors erronés. Plusieurs stratégies ont été développées pour reconstruire le
spectre 2D & partir du repliement spectral. (7% La diminution de la gamme spectrale permet
de diminuer le nombre de valeurs de t; nécessaire afin d’obtenir la méme résolution que le

spectre 2D initial.
2.6. Traitement du signal

Le traitement du FID est une étape importante en RMN quantitative. Plusieurs parametres

peuvent impacter le S/B, la résolution spectrale, la justesse et la précision des résultats.
2.6.1. Correction ligne de base

Une déformation de la ligne de base peut impacter la justesse des résultats due a une mauvaise
intégration des signaux. *%! Ces distorsions peuvent étre dues & un gain du récepteur trop élevé,
ou encore une mauvaise linéarité de phase des filtres de réception. [®! La premiére source
d’erreur peut €tre facilement corrigée en adaptant le gain du récepteur avant I’expérience. Les
corrections de ligne de base peuvent étre réalisées sur le FID. " Cependant, des algorithmes
robustes 7174 peuvent étre appliqués automatiquement dans le domaine fréquentiel avec
notamment un algorithme utilisant un polyndme de degrés d. "'7>! Les corrections sont
¢galement possibles manuellement par 1’utilisateur mais cela peut provoquer une dépendance

supplémentaire liée a 1I’opérateur.
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2.6.2. Correction de la phase

Une raie RMN est composée d’une composante en absorption et d’une autre en dispersion
correspondant, apres transformée de Fourier (Eq. 1.39), a la partie réelle (Eq. 1.40) et imaginaire

(Eq. 1.41), respectivement.

R(_Q) = A(-Qr-QOrTZ*)' COS(¢)) - D(-Qr-QO’TZ*)' Sln(¢) (140)
I(_Q) == A(-QPQO'TZ*)' Sln(¢)) - D(-Qr-QO’TZ*)' COS(¢) (141)

La phase d’une raie conditionne sa forme, et donc sa surface. La correction de phase consiste a
replacer la raie en absorption pure et donc a annuler la surface de la composante imaginaire
dans le spectre. Cette correction doit étre réalisée a 1’ordre 0 et a I’ordre 1 (Figure 28). La
correction de phase a I’ordre 0 correspond a un décalage entre la phase du récepteur et la phase
du détecteur entrainant un méme déphasage pour toutes les résonances. La correction a 1’ordre
1 est dépendant de la fréquence de résonance, de tels déphasages peuvent étre dus a des
problémes d’off-resonance ou a 1’évolution des aimantations entre 1’excitation et I’ouverture du

récepteur. Ces corrections peuvent étre réalisées par I’opérateur ou de fagon automatique.

a)

b)

9

S L

T T T
110 105 100 95 90 85 80 75 70

13C [ppm]

Figure 28 : Correction de phase sur un spectre RMN >C. a) Spectre RMN corrigé ; b) spectre en présence d 'un
déphasage d’ordre 0 ; ¢) spectre en présence d’un déphasage d’ordre 1.
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2.6.3. Zero-filling

Le FID est acquis analogiquement et il doit étre digitalisé afin de pouvoir étre stocké et traité.
La transformation de Fourier permet de convertir un FID (domaine temporel) en spectre
(domaine fréquentiel). Cependant, I’algorithme utilis¢ (TF) impose un nombre de points
correspondant a une puissance de 2 et identique pour le spectre et le FID. Le nombre de point
du FID est défini grace a 2 parametres : (i) I’intervalle entre 2 points (dwell time), qui est
inversement proportionnel a la largeur spectrale définie et (ii) la durée de 1’acquisition.
Cependant, augmenter la longueur de 1’acquisition peut étre limité avec la présence d’un
découplage en créneau inverse. En effet, un découplage trop long peut provoquer une
surchauffe de 1’appareil et donc un endommagement de ce dernier. Le zero-filling "% est une
méthode permettant d’augmenter la résolution digitale en additionnant un nombre de points,
dont la valeur est égale a 0, a la fin du FID (Figure 29). Ainsi, le nombre de points du FID n’est
plus obligatoirement une puissance de 2, et cela permet de choisir plus librement le temps de

I’acquisition.

a) b) c) *F
Figure 29 : Amélioration du spectre a l’aide du zero-filling. L’ addition de point a la fin du FID permet
d’améliorer la résolution digitale du spectre. Ici, I’exemple est donné avec un doublet provenant du spectre 'H

du di-acetone-D-glucose sur un FID de 49 019 points. Le spectre est présenté avec un nombre de points de : a)
16k ; b) 32k et c) 64k.

2.6.4. Apodisation

La longueur du FID est régie par la durée de ’acquisition. Si I’intégralité de I’aimantation n’est
pas relaxée alors, le FID est tronqué provoquant des artéfacts qui impactent la forme des raies,
la résolution et également le S/B. Pour éliminer la troncature, des fonctions mathématiques
appelées fonctions d’apodisation, peuvent étre appliquées sur le FID pour accélérer sa
décroissance. Plusieurs fonctions sont possibles comme la fonction de Hanning, I’exponentielle

décroissante, la fonction sinus, la transformation Lorentz-gauss (Figure 30).

Ces différentes fonctions ne présentent pas le méme impact sur le spectre résultant. Les
premiers points du FID donnent les informations sur la surface des signaux. Pour la RMN

quantitative, il est important que la fonction soit égale a 1 au début du FID. La fonction
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exponentielle décroissante (Eq. 1.42) est la plus utilisée en RMN quantitative, elle décroit de la

méme maniere qu un FID ce qui permet de préserver la forme lorentzienne de la raie.

e “avec:a =m.LB (1.42)

Le parametre LB traduit par line broadening est donné en Hz et correspond a 1’¢largissement

des signaux. Cette fonction peut donc entrainer une diminution de la résolution.

Une facon d’augmenter la résolution est d’utiliser une fonction sinus (Figure 30d).
L’application de cette fonction permet de diminuer les artéfacts mais une déformation du signal
peut apparaitre de part et d’autre des signaux d’intérét. Ces pics peuvent étre éliminés en
optimisant la position du maximum de la fonction. Cependant, cette fonction diminue le S/B et
impacte les premiers points du FID entrainant une distorsion des intensités. Cette fonction n’est

pas utilisée en RMN quantitative.

a)

.

-

i

Figure 30 : Application de différentes fonctions d’apodisation sur un FID. Le spectre de droite correspond au
spectre aprés transformation de Fourier du signal présent au centre obtenue lui-méme par la multiplication du
FID par la fonction d’apodisation présentée a gauche : a) aucune apodisation ; b) fonction de Hanning ; c)
fonction exponentielle décroissante ; d) fonction sinus ; e) transformation Lorentz-Gauss. 1%

IS/
FRTTE

2.6.5. Echantillonnage non-uniforme

L’échantillonnage non-uniforme (NUS) a été développé pour réduire le temps d’analyse des
spectres multi-dimensionnels. Cette stratégie consiste a acquérir de facon non-uniforme une
partie des points dans les dimensions indirectes. Ainsi, les points non acquis sont calculés grace
a des algorithmes de reconstruction pour obtenir le spectre multi-dimensionnel (Figure 31c).
Plusieurs approches ont été développées pour échantillonner les points et pour les reconstruire.

[77) Un échantillonnage de 50 a 25% réduit le temps d’analyse de 2 a 4 fois. Le NUS permet
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¢galement d’augmenter la résolution sur deux expériences avec le méme temps d’analyse, en
effet, le gain de temps donne un spectre avec plus d’incréments. Le gain de résolution entraine
un compromis avec la sensibilité, les points acquis a la fin de I’expérience souffrent plus de la
relaxation entrainant une perte de sensibilité. Cette limitation peut étre contournée en plagant
les points acquis essentiellement au début et les points a reconstruire plutdt a la fin de
I’expérience. Des artéfacts peuvent étre présents si le S/B ou le nombre de points échantillonnés

n’est pas suffisant. [!7]

L’utilisation des différents algorithmes est dépendant du logiciel de traitement mis en place par
le constructeur. 17! Par exemple, les algorithmes de reconstruction couramment utilisés sont
basés sur les techniques MDD (Multi-dimensional decomposition) 8, CS (Compressed
Sensing) "), ou encore la RMN de covariance %, IIs ont été développés sur différentes

approches et ils impactent différemment le spectre obtenu.
2.6.6. Prédiction linéaire

La prédiction linéaire (LP) basée sur la technique des moindres carrés 8! peut étre utilisée pour
différents objectifs : de la rectification des données corrompus ou déformés a la génération
compléte de données dans le domaine fréquentiel. %% L utilisation courante de cette méthode
est la prédiction des points a la fin d’un FID afin d’éviter une troncature (Figure 31d). En effet,
au lieu d’ajouter des zéros comme le zero-filling (Cf. paragraphe 2.6.3 de ce chapitre), un
algorithme prédit les points a 1’aide des informations données par le point précédent et ainsi de
suite. Ce processus donne lieu a I’extension du FID et permet d’augmenter la résolution,

d’éviter I'utilisation d’une forte fonction d’apodisation et d’atténuer les erreurs de troncature.

L’application de la LP pour I’analyse 2D donne lieu a I’augmentation de la résolution et/ou la
sensibilité en diminuant le temps d’analyse. ¥ Tout comme le NUS, la LP nécessite un S/B

important afin d’obtenir une bonne estimation ainsi qu’une reconstruction du spectre correct.
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Figure 31 : Répartition des points acquis en noir et des points ajoutés en rouge pour : a) un FID standard ; b)
zero-filling ; c¢) 50% de points calculés par NUS ; d) 50% de points prédits par LP.
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2.6.7. Détermination de la surface S

La RMN quantitative est basée sur la détermination de la surface S du signal qui est
proportionnelle au nombre de spins. La détermination de la surface S joue un réle crucial dans

I’exactitude des résultats.
2.6.7.1. Intégration

L’intégration est une méthode primaire qui consiste a faire la somme de ’intensité de chaque
point contenu dans une zone d’intégration, préalablement délimitée par des bornes
d’intégration. Cette méthode est la plus simple car elle est implémentée dans les logiciels
couramment utilisés en RMN. Cependant, le résultat est impacté par les bornes d’intégration,
le phasage ou encore la ligne de base, rendant cette méthode dépendante de I’opérateur. Face a
des recouvrements de signaux, I’intégration ne permet pas de déterminer précisément la surface

de plusieurs raies pouvant se superposer.
2.6.7.2. Ajustement a un modéele théorique

Une autre méthode plus précise consiste a faire un ajustement des données a 1I’aide d’un modéle
théorique. Cet ajustement peut se faire dans le domaine fréquentiel (spectre) ou dans le domaine
temporel (FID).

Dans le domaine fréquentiel, cette méthode consiste a utiliser plusieurs fonctions lorentziennes,
gaussiennes ou un mélange des deux, pour correspondre au spectre expérimental. Pour faciliter
la convergence de I’algorithme, il est nécessaire d’indiquer plusieurs paramétres d’entrée
comme la hauteur, la largeur a mi-hauteur, ou bien la fréquence de résonance. Apres
convergence, I’algorithme intégre la fonction théorique donnant la surface S. Plusieurs logiciels
peuvent étre utilisés tel que PERCH (Perch NMR software™, Perch solutions Ltd, Kuopio,
Finland), Eurospec, " ou bien Ia librairie Rnmrfit utilisable sur logiciel R. %! Grace a cet

ajustement, il est possible de séparer plusieurs signaux pouvant se recouvrir (Figure 32).

Histidine + Phenylalanine Histidine + Phenylalanine
a) b)
3.96 3.98 4.00 4.02 3.96 3.98 4.00 4.02

Figure 32 : Résultat de I’ajustement a [’aide de Rnmrfit, en gris est représenté le spectre expérimental et en noir
le spectre théorique : a) fit total : correspondance entre le spectre théorique et expérimental ; b) représentation
de la contribution de chaque raie permettant d’obtenir le fit total. (5

N

L’ajustement dans le domaine temporel, consiste a sommer plusieurs courbes sinusoides
exponentiellement décroissantes, permettant de correspondre au mieux au FID expérimental.

Le nombre de parametres est plus critique avec cette méthode car le FID expérimental est
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composé de plusieurs FID correspondant au nombre de résonances. Cette méthode est plus

robuste que I’ajustement fréquentiel cependant elle reste limitée au nombre de résonances.

3. La RMN quantitative pour I’analyse isotopique : la RMN
isotopique 13C

3.1. Définitions

3.1.1. Isotopologues et isotopomeres

Les éléments chimiques peuvent comporter un ou plusieurs isotopes, constitués d’un méme
nombre d’¢lectrons et de protons, mais d’un nombre différent de neutrons. Les molécules de
différentes compositions isotopiques sont appelées isotopologues et peuvent réagir
différemment dans des transformations physiques, enzymatiques, chimiques ou biologiques
(Figure 33). Les isomeres isotopiques, appelés isotopomeres présentent un méme nombre

d’isotope mais sur une position différente.

Isotopologues

\/OH
\'/OH '\/OH

Isotopoméres

Figure 33 : Isotopomeres et isotopologues de I’éthanol pour le carbone, le cabone-13 est représenté en gris.

3.1.2. Grandeurs isotopiques

Les notations présentées dans cette partie sont exprimées pour I’atome du carbone. Le rapport

isotopique (R) représente le rapport entre I’isotope lourd (1*C) et I’isotope 1éger ('>C) (Eq. 1.43).

N(13C)

i 1.43
NCZ0) (1.43)

R(3C) =

L’abondance isotopique x est définie par la fraction molaire de I’isotope lourd (Eq. 1.44).

N(13C)

(1.44)
N(20) + N(13C)

x(13¢) =

La variation entre les deux isotopes étant faible, la composition isotopique §, exprimée en %o a
été mise en place afin de donner la différence relative entre un échantillon et un standard
(Eq. 1.45). Dans le cas du '3C, la référence internationale est le Vienna Pee Dee Belemnite

(VPDB) avec un rapport isotopique : Ryppp = 0,0112372.
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R (136)éCh —R (13C)VPDB
§(13¢C) = RGO .1000 (1.45)

Plus récemment, une nouvelle unité a été introduite pour exprimer la composition isotopique.

En effet, ’équation (1.42) est sans dimension imposant le symbole d’unit¢ « 1 » dans le
Systéme International des unités (SI). De plus, le SI ne permet pas I’utilisation des préfixes
officiels tel que le micro- ou le milli- pour les unités de dimension 1. #°' 11 a été introduit I’unité
« Urey » 8" en reconnaissance a Harold C. Urey, qui a implémenté pour la premiére fois une
analyse en routine sur les isotopes stables afin d’étudier les changements de températures des
océans dans I’histoire de la Terre. Ses recherches ont donné lieu a un prix Nobel pour sa
découverte du deutérium. Grace a cette nouvelle unité, il est possible d’utiliser les préfixes du
SI et ainsi avoir le milliurey (mUr) qui correspond au %o. Par facilité, le terme &, composition
isotopique, en %o sera utilisé dans la suite de la thése. Il sera ainsi plus facile de relier les
variabilités au %o des données brutes RMN a celles des compositions isotopiques calculées a

partir de ces données.
3.1.3. Fractionnement et effet isotopique

Lors d’une réaction, un fractionnement isotopique (@) peut se produire entre un substrat et un
produit (Eq. 1.46).

Rsubstrat

a=—- (1.46)
Rproduit
Si a <1, le produit est enrichi en isotope lourd, I’effet isotopique est dit normal. Et
inversement, I’effet isotopique est dit inverse si « > 1. Un taux d’enrichissement (&) peut alors

étre défini suivant la relation suivante (Eq. 1.47) :
e=(a—1)x1000 (1.47)

Lors d’une réaction cinétique (irréversible), un apport énergétique est essentiel afin de rompre
les liaisons chimiques. Dans une réaction avec une rupture de liaison C-C, I’énergie nécessaire
sera plus grande dans le cas d’une liaison *C-'>C que 'C-'?C. La constante de vitesse de la
rupture '2C-'2C sera donc plus grande que pour la liaison '*C-!2C provoquant un fractionnement
isotopique cinétique. Si cette réaction est incomplete, un fractionnement isotopique peut étre
observé entre le substrat et le produit. Lors d’une réaction chimique réversible, présentant un
équilibre thermodynamique entre le substrat et le produit, les constantes de vitesse entre deux
isotopomeres peuvent étre différentes. Le rapport des deux constantes de vitesse donne 1’effet
isotopique d’équilibre qui correspond au fractionnement isotopique thermodynamique. Enfin,
dans le cas d’une réaction totale avec un taux de conversion de 100% le fractionnement

isotopique est inexistant. En effet, la totalité du substrat est transformée en produit.
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Dans un méme organisme, plusieurs fractionnements isotopiques ont lieu. L’exemple le plus
commun est la fixation du CO; par les plantes grace a la photosynthese. En effet, le métabolisme
des plantes peut étre divisé en 3 catégories : C3, C4 et CAM, leur donnant une composition
isotopique différente suivant la région géographique ou I’espéce. 38! Les produits naturels sont
répartis sur une gamme de composition isotopique *C de 50%o (Figure 34). Cette échelle

montre I’importance d’avoir une précision de I’ordre de 1%o sur les résultats.

Standard
VPDB
| 513C (%)
-50 -40 -30 -20 -10 0 10
Méthane M CO, Volcanique
| |
Plantes C, Plantes C,
| | |
I Carbonates
, |
Pétrole Charbon co,
—— — atmosphérique
Lipides Amidon

.|
Plantes CO, Respire

Figure 34 : Distribution de la composition isotopique globale 5 '°C dans des produits naturels due au
fractionnement isotopique.

3.2. Méthodes d’analyses isotopiques

Les méthodes d’analyses isotopiques ont évolué¢ au cours du temps en partant de la
Spectrométrie de Masse a Rapport Isotopique, que I’on peut désigner comme Isotopic Ratio
Monitoring Mass Spectrometry ou irm-MS (souvent nommée IRMS, ou SMRI en frangais), a
la RMN (irm-NMR). Grace a ces techniques, il est possible de déterminer le rapport isotopique
global d’un échantillon, d’une molécule, d’une molécule au sein d’un mélange ou la distribution

isotopique dans une molécule.
3.2.1. Détermination de la composition isotopique globale

La composition isotopique globale, appelée également moyenne, totale ou bulk (cette derniere
expression €tant source de confusion car elle est appropriée pour désigner la matrice entiere)
est mesurée en routine sur la matiere organique, grace a 1’irm-MS couplée a un analyseur
élémentaire. %! Les échantillons sont sertis dans des capsules en étain avant d’étre déposés dans
un four a combustion, permettant d’oxyder les molécules de type CxHyO,N, en gaz simples :
NxOy, H20 et en COy . Puis, les gaz passent dans un four de réduction permettant de réduire les
gaz NxOy en Ny, ce qui permet alors I’analyse '°C et °N, suite a la séparation des gaz CO> et
N3, I’eau étant éliminée par un piege a eau comme le perchlorate de magnésium. Apres étre
ionisés, les ions sont analysés a 1’aide d’un champ magnétique. Les ions sont séparés suivant
leur masse sur charge (m/z) et comptés avec un détecteur de faraday. Pour I’analyse du '°C, 4
isotopologues sont possibles : '2C'°0'%0 m/z=44 ; 1*C'°0'°0 + 2C70'°0 m/z = 45 ; '>)C'*0'°0

54



Chapitre I : Rappels bibliographiques

+ BC00 + 2CY0'0 m/z=46. Aprés correction de la quantité de 'O, le rapport des

intensités correspondant aux masses 45 et 44 donne le rapport *C/!*C.

L'irm-MS a été utilisée dans de nombreuses études *! comme en forensic, [°*°% contre la fraude

93951 Penvironnement 9098

[3.99]

de produit alimentaire, et la détermination de [’origine

géographique de différents médicaments.
3.2.2. Analyse Isotopique d’un Composé Spécifique

L’Analyse Isotopique d’un Composé Spécifique, de ’anglais Compound-Specific Isotope
Analysis (CSIA) permet de déterminer la composition isotopique globale d’un composé contenu
dans un mélange ou de plusieurs molécules constituant la matrice. Dans ce cadre, une technique
chromatographique (gazeuse ou liquide) est couplée a 1’irm-MS afin de séparer plusieurs

composés.
3.2.2.1. GC-irm-MS

La chromatographie gazeuse (GC) couplée a I’irm-MS permet de séparer et de déterminer la
composition isotopique de plusieurs composés contenus dans un mélange. Les molécules
doivent étre volatiles afin d’étre vaporisées et séparées en fonction de leur température
d’¢bullition et de leur interaction avec la phase stationnaire. Une dérivation chimique, peut étre
mise en place avant I’analyse afin de modifier chimiquement les molécules pour les rendre
volatiles. Son intérét a ét¢ démontrée pour de nombreuses applications dont les acides
aminés, 19192 cependant, il est important de vérifier qu’aucun fractionnement isotopique n’ait
lieu. 1% Les §?H, 8'%0, §'3C et §'°N de chaque molécule peuvent étre déterminées ensuite par

irm-MS, en fonction de la configuration du spectrometre.
3.2.2.2. LC-irm-MS

Afin d’analyser des composés non-volatils, la LC-irm-MS a été développée pour séparer les
molécules avec la chromatographie liquide (LC). La colonne HPLC est couplée a une interface
d'oxydation chimique, composée d’un agent oxydant et d’un catalyseur, qui permet de
transformer les molécules en COz. Le gaz formé est ensuite analysé par irm-MS. La séparation
des composés est gouvernée par leurs interactions relatives avec les phases mobile et
stationnaire. Cependant, [’utilisation de la LC engendre plusieurs contraintes: (i) la
composition de la phase mobile doit €tre uniquement aqueuse limitant le choix de la phase
mobile (pas d’apport de carbone), (ii) le débit maximal doit étre inférieur a 0,7 mL/min, (iii) la
mesure peut étre faite uniquement en *C. 1% Le temps d’analyse peut étre plus long qu’une
analyse HPLC classique mais il est possible de le réduire en optimisant le diametre de la colonne
au débit utilisé. ['%! Cette technique est utilisée dans de nombreux domaines tels que

I’archéologie, [1°197] ’environnement %191 ou bien la santé humaine. "' La LC-irm-MS est
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une alternative a I’analyse GC-irm-MS pour éviter la dérivation des molécules, comme c’est le

cas pour ’analyse d’acide aminé. 1!

3.2.3. Analyse Isotopique Position-Spécifique (PSIA)

L’Analyse Isotopique Position-Spécifique, de 1’anglais Position-Specific Isotope Analysis
(PSIA) donne la distribution isotopique au sein d’une molécule (Figure 35). Plusieurs
approchent peuvent €tre utilisées. Dans ce paragraphe, seule une partie sera développée.

Scu, =-20%
a) P - - b) CHZ’_I 00

1 1

I N
: /\OH : 1 _/,'/'/\OH
6CH3 = -10 %0

Figure 35 : Différence sur [’éthanol entre une composition isotopique : a) globale : composition isotopique
moyenne entre les deux carbones ; b) position-spécifique : composition isotopique pour chaque carbone.

3.2.3.1. Fragmentation de la molécule

Voie chimique

La plus ancienne approche de la mesure PSIA est I’utilisation d’une dégradation chimique ou
enzymatique afin de fragmenter la molécule. Chaque fragment est ensuite analysé par irm-MS

pour déterminer le rapport isotopique de chaque site de la molécule.
Par pyrolyse

Moins fastidieux, la Py-GC/irm-MS est une technique en ligne permettant de déterminer la
distribution isotopique a I’aide de la pyrolyse. 2131 Un four & pyrolyse fragmente la molécule
a étudier en morceaux qui sont ensuite sépar€s par GC puis analysés par irm-MS. Cette
technique peut étre couplée en amont a une GC afin de séparer les molécules d’un mélange. Un
couplage avec un détecteur a trappe d’ions permet d’identifier les fragments. Cette méthode
n’est aujourd’hui applicable que sur des petites molécules telles que 1’acide acétique ''* et
I’éthanol, ? au-dela de 4 carbones une étude trés minutieuse des types de fragment et de

réarrangement doit étre effectuée limitant I’aspect universel de I’approche.
Par Orbitrap

Plus récemment, ’analyse des molécules par irm-MS par Orbitrap a permis d’augmenter la
sensibilité de I’analyse. ! Les molécules sont ionisées par impact électronique ou électrospray.
Puis, un quadripdle permet de transmettre un ion parent dont sa masse-sur-charge (m/z) a été
préalablement sélectionnée, ensuite, un piege linéaire incurve ou C-trap, permet de concentrer
I’ion au centre du piége afin qu’il soit de nouveau fragmenté avec une cellule de collision. Tous
les fragments sont ensuite envoyés dans 1’analyseur de masse Orbitrap. Cette méthode permet

d’analyser de petite quantité de produit (de I’ordre du pg), cependant, elle présente plusieurs
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limites. Les résultats obtenus présentent un biais car plusieurs fragmentations peuvent avoir lieu
en méme temps. Afin de corriger les résultats, des produits de référence doivent étre encore

développés. Les mesures obtenues sont aujourd’hui seulement relatives.
3.2.3.2. RMN

Irm-H NMR

Développée 4 la fin des années 70 a I’Université de Nantes, I’irm->H NMR également connue
sous le nom de SNIF-NMR™ (Site-Specific Natural Isotope Fractionation by Nuclear
Magnetic Resonance) est 1a premiére technique développée pour faire de la PSIA par RMN. 11!
La gamme de variation de la composition isotopique du 2H est de 500%o permettant de travailler
avec une précision de 1’ordre du pourcent. Le *H est un noyau quadripolaire avec un spin
nucléaire égal a 1, ce qui conduit a I’apparition d’un moment électrique quadripolaire dii a une
répartition non sphérique des charges au sein du noyau. Ce moment quadripolaire en interaction
avec le champ électrique produit par le nuage électronique lui confere un mécanisme de
relaxation tres efficace, donnant lieu a des faibles T;, généralement entre 1 ms a 1 s, et ’absence
de nOe. 19

L’irm->H NMR a été mise en ceuvre dans de nombreux domaines. ''%! La premiére application
a été la détection de fraude sur la chaptalisation du vin en dosant et identifiant le sucre ajouté
pour augmenter le degré d’alcool du vin. Elle est devenue une méthode officielle européenne. 4!
Cette analyse est aujourd’hui réalisée en routine dans les laboratoires de contréle européens,
comme Eurofins Nantes. D’autres exemples d’études portent sur la contrefagcon de
médicaments [ et I’authentification de produits alimentaires tels que la vanilline, 117113 ]e
vin, 11 et le vinaigre. ! Des travaux ont également été menés sur le fractionnement
isotopique au sein des cernes des arbres afin de combiner les données climatiques (température

et humidité) et signaux physiologiques [*!:122]

montrant [’adaptation des arbres aux
changements climatiques antérieurs. Plusieurs études ont porté sur la mesure PSIA 2H sur la

RMN anisotrope chiral permettant ainsi discriminer les sites chiraux en solution. 123124

Cependant, Virm->’H NMR présente des contraintes : (i) sa faible sensibilité due a la faible
abondance du noyau *H (0,015% en moyenne) et un rapport gyromagnétique 6,5 fois plus petit
que le 'H qui donne lieu 2 des longues expériences ; (ii) sa petite gamme de déplacements
chimiques (20 ppm), qui peut entrainer des recouvrements ; (ii1) des faibles valeurs de T, qui
peuvent induire des raies larges ; (iv) la possibilité d’échanges chimiques avec d’autres especes

contenues dans le tube.
Irm-3C NMR

L’analyse irm-'>C NMR a été finalisée aprés 1’irm->H NMR. Le *C est un noyau plus sensible

que le 2H, avec un rapport gyromagnétique plus élevé et une abondance 70 fois plus grande. La
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plage de déplacement chimique est plus élevée (200 ppm) permettant d’éviter généralement les

recouvrements des signaux. De plus, ce noyau ne présente aucun échange chimique.

La séquence utilisée au début des travaux est la séquence appelée Inverse Gated, (comme déja
décrit, composée d’un 90° '*C et d’un découplage 'H pendant ’acquisition ; Figure 10). Cette
séquence est souvent appelée « single-pulse » dans la littérature traitant de la RMN isotopique,

étant la méthode de base (ou de référence) pour faire du PSIA.

L’irm-3C NMR est connue pour I’authentification de produits tels que la caféine, 1! le
cholestérol [®! ou la vanilline. '*! L’information sur I’origine du produit, synthétique ou
naturelle, permet de lutter contre la fraude. L’irm-*C NMR a également prouvé son utilité dans
de nombreux domaines tels que la détection de contrefagons, 3! les sciences forensiques
comme la détection d’une pollution, 1% la caractérisation d’explosifs, !l ou encore I’analyse

de drogues. [

Cependant, ’irm-*C NMR présente plusieurs limites : (i) la présence de nOe et un S/B de 500
imposent de longues expériences et (ii) la plage des compositions isotopiques '*C est petite

(50%o0) nécessitant une précision de I’ordre de 1%eo.
Irm-'"H NMR

Trés récemment, une nouvelle approche a été développée pour déterminer les §'°C par PSIA a
’aide de I’irm-'H NMR. En effet, sur un spectre proton, les signaux principaux représentent des
protons qui sont li€s a des carbones-12. Les pics satellites de part et d’autre des pics principaux
représentent les protons liés a des carbones-13 (Figure 36a). Hoffman et Rasmusen ont
développé un script permettant de déconvoluer le pic principal de chaque site a 1’aide des pics
satellites. [12%) En effet, la multiplicité du pic principal est la méme que celle des pics satellites.
Le script additionne les deux pics satellites et multiplie la somme par un facteur multiplicatif
afin que les pics satellites se superposent au pic principal (Figure 36b). Le facteur multiplicatif
entre la somme des pics satellites et le pic principal donne le rapport 3C/'?C. Afin d’obtenir les
813C, il est nécessaire de réaliser une droite d’étalonnage avec des molécules ne contenant qu’un

seul carbone et qui ont été analysés par irm-MS.

Ce script a permis de déterminer le rapport '*C/'?C de différents acides aminés provenant de
différentes origines. '?”! Cependant, cette méthode présente quelques limites, il faut : (i) un S/B
suffisant pour bien déconvoluer les pics satellites, (ii) éliminer le radiation damping (Cf.
paragraphe 3.3.2), (iii) et des signaux bien résolus (pas de recouvrement). Par conséquent les

molécules avec un poids moléculaire important ne peuvent pas étre analysées (ex. Cholestérol).
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a) Pics satellites b)
13C Pic central
Résiduel
"""""" P RMARRREE "~ 611 612 613 6.14 615 6.16
H ppm 'H ppm

Figure 36 : a) Section du spectre RMN 'H de la thymidine. Le pic triplet central (hors échelle) provient de 'H
avec une liaison avec un '°C, et les deux pics triplets satellites proviennent de 'H avec une liaison avec un '°C ;
b) Superposition entre le pic principal et la somme des pics satellites. Le meilleur ajustement a été obtenu en
utilisant un rapport >C/3C de 91,26. Le résidu (vert) est décalé de la ligne de base pour plus de clarté. %/

3.2.4. Comparaison des différentes méthodes

Les différentes techniques analytiques pour I’analyse isotopique ont été développées au cours
du temps avec une évolution croissante de la finesse des résultats (Figure 37). L’analyse
isotopique a débuté avec la méthode irm-MS donnant acces seulement a la composition
isotopique globale d’un échantillon. Le couplage avec la chromatographie a permis 1’analyse
de mélanges avec la CSIA. Enfin, pour obtenir plus de variables entre les échantillons, la PSIA

a été développée a I’aide de la RMN.

| Global [ | CSA || PSIA —Aujourd'hui
Irm-13C Py-GC/irm- HRMS par Irm-1H
NMR MS Orbitrap NMR

Figure 37 : Evolution dans le temps des différentes techniques d’analyse en fonction du type de résultats :
composition isotopique globale, composé-spécifique ou position-spécifique.

Irm-MS EA |rn2;-év|s Irm-MS LC

Irm-2H
NMR

Ces différentes méthodes sont complémentaires ; présentant des avantages et des inconvénients
pour chacune d’entre elles (Tableau 3). Ces différentes analyses se distinguent principalement
par leurs limites de quantification, et par conséquent la masse minimale de produit a analyser.

Cette contrainte limite certaines applications notamment par irm-NMR.

Cependant, ces méthodes peuvent étre combinées. Par exemple, ’'utilisation conjointe de
Virm->H NMR et de ’irm-"C NMR a montré son importance pour séparer par Analyse par

Composante Principale (ACP) 8 sources différentes de vanilline (Figure 38). "]
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Tableau 3 : Comparaison des différentes méthodes analytiques, présentation des avantages et des limites de

chacune.
all\l/[ael;l;?(;ls:s Avantages Limites
Quantité de produit : 1 mg Seulement la valeur globale
Irm-MS Excellente précision Nécessite des standards pour
Plusieurs isotopes exprimer la justesse
Composé spécifique Dérivation pour les composés
non-volatiles : possible
GC-irm-MS fractionnement isotopique
Nécessite des standards pour
exprimer la justesse
Composé spécifique Composition de la phase mobile
Composés non-volatiles, Analyse §'*C uniquement
LC-irm-MS solubles dans une phase Nécessite des standards pour
aqueuse exprimer la justesse
Position spécifique Echange chimique
Précision et justesse Sensibilité
Irm-2H NMR Plage de déplacement chimique

Molécule avec un faible poids
moléculaire

Py-GC/irm-MS

Position spécifique
Justesse et précision
Sensibilité

Analyse §'°C uniquement
Petite molécule : 4 carbones
maximum

Position spécifique

Nécessite des standards pour

HRM.S par Précision exprimer la justesse
Orbitrap o
Sensibilité
Précision : 1%o Quantité de produit : 200 mg
Pas d’échange chimique nOe
Irm-3C NMR

Gamme de déplacements
chimiques

Plage des variations
isotopiques : §'3C
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Figure 38 : Tracé tridimensionnel des scores obtenus par ACP sur les données combinées des compositions
isotopiques *H et '>C de la vanilline. La Composante Principale 1 (PC1) explique 60,9%, la Composante
Principale 2 (PC2) 25,9%, et la Composante Principale 3 (PC3) 6,1% de la variabilité totale des principales
sources actuelles de vanilline. [’/

3.3. Détermination de la composition isotopique position-spécifique par
irm-3C NMR

Deux approches existent pour obtenir une mesure PSIA par irm-C NMR. Une premicre
approche consiste a utiliser I’irm-MS donnant la composition isotopique globale. Une seconde

approche est I’utilisation d’une référence interne comme c’est le cas en irm-’H NMR.
3.3.1. A partir de 'irm-MS

Le signal obtenu par irm-"*C NMR doit étre dans un premier temps corrigé. En effet, un spectre
observé en RMN correspond a la contribution de plusieurs isotopologues. Pour chaque carbone
d’une molécule, un isotopomere majoritaire est observé en RMN. Dans le cas d’une molécule
a 3 carbones, les raies majoritairement observées correspondent aux 3 isotopomeres
(Figure 39a-b-c). Cependant, une molécule constituée de deux atomes '*C qui ne présentent pas
de couplage ou un couplage faible (compris dans la largeur de raie) (Figure 39f), va également
contribuer a ce signal proportionnellement a son abondance. Les autres isotopologues dont le
13C est couplé avec un autre *C vont apparaitre sur le spectre sous forme d’un doublet séparé
par la constante de couplage 1/, ces signaux sont aussi connus sous le nom de pics satellites
(Figure 39d-g).

L’intensité des pics satellites est trop faible pour obtenir la précision de 1%o. Afin de les prendre
en compte, une correction sur les surfaces (§) avec le nombre de carbones (1) directement reliés
au carbone du site i est réalisée pour obtenir une surface corrigée (S;) (Eq. 1.48). La distribution
stochastique au sein d’une molécule est donc proportionnelle a I’abondance isotopique du *C

qui est de 1,1%.
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S;=S(1+ux0,011) (1.48)

a) oo e

b) O @O

c) ®0O
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Figure 39 : Signaux RMN >C découplés des protons d une molécule a 3 carbones. Les cercles remplis indiquent
les positions occupées par un '>C et les cercles ouverts les positions occupées par un '>C. Le spectre observé
consiste en l'addition de toutes ces contributions. Les intensités des pics des spectres d, e, f, g ont été amplifiées
par rapport aux spectres a, b, ¢ pour une meilleure lisibilité. 1?8

L’abondance isotopique (x;) de chaque site (ou position) i est calculée en utilisant I’équation
(Eq. 1.49) suivante :

X =Xg— (1.49)

ol f; représente la fraction molaire (Eq. 1.50), x, I’abondance isotopique totale du produit et F;

la valeur statistique de la fraction molaire (Eq. 1.51).

Si

fi = S, (1.50)
pi
2 Di ( )

avec p; représentant le nombre de carbone équivalent du site i. Cette méthode nécessite
I’analyse du produit par irm-MS pour connaitre la valeur de x, et I’intégration des signaux doit

se faire avec le moins de recouvrement.
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3.3.2. Utilisation d’une référence interne

Une référence interne peut également étre utilisée pour déterminer I’abondance isotopique d’un
site x; (Eq. 1.52).

p’f m x B oM

. . . yTef 1.52
pi m X P, Mref Sref x (152

X; =

avec p"®/ et p; le nombre de carbones équivalents pour la référence et le site i, respectivement,
m" / m la masse de produit et Pnrff / P, la pureté et M™®/ / M la masse molaire pour la
référence et le produit a analyser respectivement, S™¢/ et S; les surfaces de la référence et du

site i respectivement, et x”¢/ ’abondance isotopique globale de la référence.

Les références utilisées en irm->H NMR et irm-">C NMR sont la tétraméthylurée (TMU) et la
diméthylsulfone (DMSO,), respectivement. La précision visée en irm-'*C impose de connaitre
la pureté, la masse molaire et la masse du produit avec une précision de 1’ordre du pour-mille.
Afin de pallier cette contrainte, I’utilisation du spectre 'H permet de connaitre le rapport des
concentrations entre le produit et la référence avec 1%o de précision. Cette stratégie a été
initialement proposée afin d’analyser plus facilement ’irm-H NMR. "*! L’abondance

isotopique peut étre calculée a partir de I’équation (Eq. 1.53) :

ref
p‘r'Ef.SH XnHi. Si .xref (153)
pi Sy xnyt ST

X; =

Cependant, cette méthode impose d’enregistrer le spectre 'H et '*C avec le méme préparation
d’échantillon. En raison de la faible sensibilité du '*C, il est nécessaire de mettre une quantité
importante de produit, mais par conséquent, le 'H étant plus sensible, la concentration élevée
peut provoquer sur le spectre 'H des distorsions par le radiation damping. '3 Ce phénomene
est présent dans toutes les expériences RMN. Habituellement, lorsqu’une impulsion
radiofréquence bascule I’aimantation dans le plan transversal, I’énergie absorbée par les spins
est moins importante que 1’énergie émise par le champ §1. Lorsque la densité de spins est tres
forte, comme c’est le cas d’un échantillon trés concentré, I’énergie produite par les spins est
trop importante et induit un champ magnétique qui n’est plus négligeable devant §1. Ce
phénomene est observé sur le spectre avec une distorsion des signaux et de la ligne de base
provoquant une quantification difficile. Plusieurs stratégies pour réduire ce phénomene seront

expliquées dans la partie 3.4.4 de ce chapitre.
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3.4. Développement des séquences utilisées
3.4.1. L’importance du découplage adiabatique

Le découplage adiabatique a été développé afin d’atteindre une précision de 1%o (voir la section
2.3.4 de ce chapitre). Un découplage inhomogene provoque un couplage résiduel /.. impactant

la justesse des résultats (Figure 40). 147!

A (%o)
25

20
15 -7

10 -

- ]‘res (Hz)
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Figure 40 : Impact des couplages résiduels (],¢5), provoqué par un découplage 'H inhomogéne, sur la justesse
des mesures isotopiques '3C. A représente les intensités relatives de I’éthanol bi-marqué. 15!

Pour mesurer I’impact du découplage sur 1’exactitude des résultats, des molécules bi-marquées
telles que 1’éthanol et I’acide acétique sont analysées avec la séquence Inverse Gated. 47131132
Les molécules bi-marquées 2 99% sont composées de 4 isotopologues : '>C1-12C,, 13C;-12Cy,

12C-13C; qui sont présents en faibles proportions et le '3C-13Cx qui est majoritaire (Figure 41).

13 13
- CZ cl_
12 12
- CZ Cl-
T T T T T T T T T T T T T T T T T 7/
570 569 ©56.8 56.7 56.6 56.5 56.4 56.3 56.2 19.0 189 188 187 186 185 184 183
3C [ppm]

Figure 41 : Spectre >C RMN découplé des protons avec la séquence Inverse Gated (single-pulse) sur I’éthanol
bi-marqué 3C a 99%. L’isotopologue ">C;-">C, n’est pas visible car le spin '>C est nul.
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Dans les travaux d’Eve Tenailleau, ** le calcul de la justesse a été définie a partir des surfaces

des signaux (Eq. 1.54).

S
A(%o) = (SC”Z - 1> x 1000 (1.54)
CH3

Cependant, cette formule n’utilise pas les fractions molaires comme c’est le cas en isotopie.
Une formule a été introduite dans la these de Kévin Bayle afin de travailler sur les fractions
molaires **! (Eq. 1.55).

fen,

Fen,

A(%o) = ( - 1> % 1000 (1.55)

avec, comme défini précédemment, fcy représentant la fraction molaire du CHz ou du CH3
pour I’éthanol (ou C=0 et CH3 pour I’acide acétique), Fgy, représente la fraction molaire

théorique qui est dans ce cas de 0,5. Dans le cas d’un découplage parfait A doit étre égale a 0.

Afin de mesurer I’uniformité du découplage sur toute la gamme 'H, plusieurs expériences sont
réalisées avec un décalage de fréquence 'H de -2500 a +2500 Hz par pas de 500 Hz. Pour
évaluer les résultats, deux indices sont calculés : L représentant I’uniformité du découplage sur

toute la gamme de fréquence, traduisant la précision (Eq. 1.56) et L' ’efficacité du découplage

(Figure 42) (Eq. 1.57). 1471
2
JZ 4 (1.56)

n

. \/Z?ﬂm" ~ 42 (1.57)

n

I =

avec, A; représentant chaque valeur de fréquence 'H, et A la moyenne de tous les A;. Plus ces

indices sont proches de 0 et plus le découplage est uniforme et efficace.

A (%o)

Gamme de découplage
(Hz)

Figure 42 : Représentation des paramétres L et L' montrant ['uniformité et I’efficacité du découplage 'H,
respectivement.
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Le découplage adiabatique pour 1’isotopie a été¢ développé en 2005 durant la these d’Eve
Teneailleau. **! Le découplage WALTZ-16 utilisé en routine est moins uniforme sur la gamme
'H que le découplage adiabatique avec un L de 1,9 et 10,7 pour I’acide acétique et 1’éthanol
contre 0,42 et 0,44, respectivement (Figure 43). [l L’optimisation de ce découplage a conduit
a des impulsions adiabatiques avec une évolution en amplitude selon une fonction cosinus et
un balayage en fréquence calculé avec la méthode de I’adiabaticité indépendante de
I’offset (Cos/OIA). Le cycle de phase utilisé€ est de 1a forme M4Ps—M4Po—M4Ps’ —M4Py’ (M4 =
0°, 0°, 180°, 180° ; Ps=0°, 150°, 60°, 150°, 0° ; Po=0°, 15°, 180°, 165°, 270°, 165°, 180°, 15°,
0°; Ps”=0°,330° 60°, 330° 0°; Py’ =0°, 195°, 180°, 345°, 270°, 345°, 180°, 195°, 0°).
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Figure 43 : Variation des intensités relatives A en fonction de différentes valeurs d offset de découplage.
Mesures réalisées sur deux molécules bi-marquées : éthanol (--m--) et ’acide acétique (--®--). a) Découplage
réalisé avec la séquence WALTZ-16 ; b) découplage adiabatique avec ['utilisation d une impulsion cos/OIA. ¥

C’est ce qui a permis de démontrer la reproductibilité de la RMN *C isotopique et ainsi son

développement par la suite. [1*4

3.4.2. INEPT vs. DEPT

Afin d’augmenter la sensibilité (réduction du temps d’analyse et/ou de la quantité de produit
analysé), les séquences avec transfert de polarisation ont €ét€ envisagées comme c’est le cas de
la séquence INEPT et DEPT. Ces séquences vues précédemment (2.5.1, 2.5.2, respectivement
de ce chapitre) permettent de transférer la polarisation 'H vers le *C afin d’augmenter la
sensibilité du *C. L’ INEPT adiabatique (Figure 44a) et la DEPT adiabatique (Figure 44b) ont
été optimisées afin d’obtenir la précision de 1%o. Pour corriger les imperfections des impulsions
et I’effet d’off-resonance, les impulsions de 180° d’inversion et de refocalisation ont été

remplacés par des impulsions adiabatiques et adiabatiques composites, respectivement.

Une étude sur la répétabilité de ces s€quences a montré une stabilité a court terme de 1,4 et
1,7%o et sur le long terme une stabilité de 0,7 et 6,2%0 pour ’INEPT adiabatique et la DEPT
adiabatique, respectivement. ['%! Les 180° adiabatiques ont été implémentés pour limiter leurs
imperfections. L’impact des autres impulsions sur le signal dépend du cosinus de 1’angle
d’impulsion (f). Ainsi, une variation de £ induit une variation du signal proportionnelle au
sinus de (. Par conséquence, une variation sur un angle de 90° impact peu I’intensité des

signaux alors que des angles différents de 90° peuvent induire une variation significative de
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I’intensité des signaux. La séquence INEPT adiabatique contient uniquement des angles de 90°
et 180°, alors que la DEPT adiabatique contient une derni¢re impulsion de 60°. L’écart de la
stabilit¢ a long terme est donc expliqué par les imperfections des impulsions RF. Par
conséquence, la séquence INEPT est plus appropriée pour I’analyse isotopique du '*C.

b)
90°  180° 90° 180° 90° 180° B°

a)
- e o ] - W
1H 1H

Découplage Découplage
180° 90 180° adiabatique 90° 180° adiabatique

13C ‘ I 13C I t

Figure 44 : Représentation schématique des séquences a) INEPT adiabatique ; b) DEPT adiabatique. Les 180°
d’inversion et de refocalisation ont été remplacés par des impulsions adiabatiques et adiabatiques composites,
respectivement. Ces deux séquences réalisent un transfert de polarisation entre le 'H et le 3C.

L’INEPT adiabatique a été utilisée dans plusieurs études. En 2013, Remaud ef al. ont analysé
20 échantillons d’ibuproféne et 11 échantillons de naproxéne commerciaux afin de trouver de
nouveaux parametres de discrimination. Ainsi, cette nouvelle séquence a permis d’ajouter 9 et
7 nouveaux parametres de discrimination pour le naproxéne et 1’ibuproféne, respectivement,
permettant ainsi d’introduire la notion d’isotopomique. [¥! Plus récemment, une étude a couplé
le profilage isotopique et métabolomique des triglycérides dans les huiles d'olive de quatre
origines géographiques différentes. [1*®! L’utilisation de I'INEPT adiabatique a permis de
diviser le temps d’expérience par 7 par rapport a I’utilisation de la séquence Inverse Gated. Les
triglycérides présentent beaucoup de recouvrement de signaux sur un spectre RMN °C,
cependant, 1’utilisation d’un algorithme de déconvolution permet de déterminer chaque signal

sous un recouvrement.
3.4.3. HSQC symétrique

L’HSQC a été développée en isotopie pour pallier le recouvrement spectral. 37! Le
développement d’une séquence HSQC symétrisée en impulsions RF a ensuite été réalisé
(Figure 45).

La symétrie parfaite de cette séquence a induit une meilleure robustesse vis-a-vis des
imperfections RF. En effet, les imperfections sur le premier segment INEPT de la séquence
sont compensées par le segment rétro-INEPT. Cette symétrie permet €galement de supprimer

correctement tout le signal provenant des protons liés a un carbone-12.

L’application du NUS, de la LP et du repliement spectral permet de réduire le temps d’analyse
en diminuant le nombre d’incrément acquis. ['*”) Ainsi, une précision de quelques %o a été
obtenu avec un temps expérimental de 22 minutes pour un spectre utilisable pour la

discrimination de différents échantillons d huile de provenances distinctes. [
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Figure 45 : Représentation schématique d'une séquence d'impulsion HSQC symétrique. Une premiere partie
composée d’une séquence INEPT suivie d 'une rétro-INEPT. La symétrie parfaite des impulsions permet une
meilleure robustesse vis-a-vis des imperfections RF et une meilleure suppression des signaux des 'H liés aux *>C.

3.4.4. Séquences Double-WET, Multi-WET et Profiled-WET

Comme décrit précédemment, 1’abondance isotopique peut étre calculée sans 1’utilisation de
I’abondance isotopique globale (provenant d’une mesure par irm-MS) mais en utilisant une
référence interne et la RMN-'H. Cependant, cette méthode impose de réaliser sur le méme tube
le spectre 'H et '*C dans des conditions quantitatives. Comme signalé précédemment, la forte
concentration en analyte provoque du radiation damping sur I’analyse 'H impactant les surfaces
mesurées. Afin de supprimer ce phénomene plusieurs séquences ont été développées a partir de
la séquence WET. !!*! Cette séquence est classiquement utilisée pour la suppression du signal
du solvant. La combinaison d’impulsions RF sélectives suivie d’un gradient de déphasage
permet de supprimer la composante longitudinale du signal des pics excités par les impulsions
sélectives. A partir de cette séquence, la séquence Double-WET (DWET) a été développée 14!

afin de supprimer une zone spatiale du tube (Figure 46).
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Figure 46 : Représentation schématique d'une séquence d'impulsion DWET. Deux impulsions sélectives
contenant une modulation en phase avec application d’un gradient d’encodage g. et un gradient de purge gi.

Les deux impulsions sélectives balayant une gamme de fréquence AF, peuvent étre combinées
a un gradient d’excitation (g,) afin de produire un encodage spatial. La premiere impulsion
excite la partie basse du tube et la deuxieme la partie haute. Ainsi, les aimantions contenues
dans ces zones sont basculées dans le plan transversal, et le gradient de purge g; permet de les

supprimer et d’observer uniquement les aimantations d’une tranche d’épaisseur e (Figure 47).
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Figure 47 : a) Profil selon z en rouge sans ['utilisation de la séquence DWET et en bleu avec la séquence
DWET. b) Représentation schématique de L, hauteur de l'échantillon a l'intérieur de la bobine, et e, épaisseur de
la tranche détectée apreés saturation par les impulsions RF sélectives. ['%0]

L’utilisation de cette séquence permet de réduire le radiation damping en éliminant le signal
des spins contenus dans les zones saturées. Ainsi, le spectre obtenu ne présente plus de

distorsion et les signaux RMN 'H peuvent étre quantifiés précisément (Figure 48).

a) b)

P

Figure 48 : Région méthyle des spectres RMN-'H obtenus sur une solution d'éthanol dans D>0 (50/50) a 400
MHz avec : (a) excitation simple avec un angle de bascule de 9°, avec radiation damping, (b) séquence
d'impulsions DWET, sans radiation damping. !'*°

Afin de réduire le temps de saturation, deux séquences ont ensuite été développées : la
Multi-WET (MWET) et la Profiled-WET (PWET). ['*! La séquence MWET permet d’exciter
simultanément les deux régions du tube ce qui divise par deux le nombre d’impulsions
nécessaires. La séquence PWET est composée d’une impulsion sélective asymétrique
permettant d’augmenter la saturation sur les bords du tube afin de réduire le nombre de

répétitions du motif de base.

4. Variabilité intra et inter-instrumentale sur les 8'°C;

4.1. Composition isotopique : partielle, apparente et partielle apparente

La justesse des résultats bruts en RMN dépend de la séquence utilisée. La composition
isotopique mesurée a partir de 1’Inverse Gated est considérée comme juste. Dans une
publication de 2013, les auteurs ont rassemblé les résultats obtenus sur la vanilline a partir de 9
spectrométres avec une configuration similaire (400 MHz avec sonde direct). 142! Cette étude a
montré une dispersion avec un écart-type inférieur a 2%o sur les résultats entre ces

spectrométres. De plus, sur 1’éthanol et I’acide acétique, cette configuration donne des §'°C;

69



Chapitre I : Rappels bibliographiques

proche de ceux donnés par la pyrolyse, considérés comme justes de par la méthode utilisée pour
ces deux molécules. ['*3! Cependant, les résultats présentent des distorsions si le champ B,
augmente avec I’augmentation de I’effet d’off-resonance et de la gamme 'H a découpler. Si la
sonde est dans une configuration inverse la bobine 'H est plus petite que celle du *C provoquant
un mauvais découplage des molécules aux extrémités de la bobine. 128! Ces effets sont encore
plus accentués si une sonde cryogénique est utilisée. Les fractions molaires extraites sont alors

considérées comme apparentes. 14!

Les séquences multi-impulsionnelles telles que 'INEPT ou ’HSQC réalisent un transfert de
polarisation par le couplage *J13,_1y. Les carbones quaternaires ne sont alors pas observables
entrainant des 8'°C; partiels. L’intensité des signaux est également impactée par les délais de
transfert et de refocalisation car les constantes de couplage sont différentes pour chaque site,
produisant des distributions des intensités apparentes. Des séquences multi-dimensionnelles
réalisées sur un spectrometre présentant des compositions isotopiques apparentes donnent alors

lieu a des résultats partiels apparents.

La méthodologie Full-Spectrum INEPT (FS-INEPT) consiste a optimiser les délais de I'INEPT
afin de tirer profit de différentes amplitudes de couplage ™/13._15 permettant d’obtenir les
signaux des carbones quaternaires. Avec cette méthode, un écart-type sur la répétabilité a long
terme de 2% a été obtenu permettant la classification selon leur origine de différents
échantillons de caféine et paracétamol. ['**! Cette approche est toutefois limitée car tres

exigeante en termes de préparation des échantillons.
4.2. Facteur de correction

4.2.1. Entre fraction molaire de référence et apparente

Lorsque deux séquences différentes sont comparées, il est nécessaire d’appliquer des
coefficients de correction. Il est alors possible de corriger des fractions molaires apparentes a
I’aide des fractions molaires de référence obtenues sur une méme molécule. La séquence

Inverse Gated (« single-pulse ») est alors prise comme expérience de référence.

Une correction entre des fractions molaires de référence et apparentes est possible avec la
correction de données obtenues avec I’INEPT adiabatique sur des échantillons d’éthanol. Le
temps d’analyse par échantillon a pu étre divisé par 2 avec une méme quantit¢ de produits
permettant de faire 1’authentification des produits d’agave par I’analyse de 1’éthanol. ['*! La
méthodologie consiste a analyser plusieurs échantillons d’origines différentes en Inverse Gated
(méthode initialement utilisée pour distinguer les origines CAM des plantes Cq, telle
I’adultération de la téquila (CAM) par du mais (Ca4) [146) et en INEPT. Les §'°C du CH; obtenus
montrent une bonne corrélation entre I’Inverse Gated et 'INEPT (Figure 49). Cette correction
a uniquement été réalisée sur le CH> car les deux sites carbonés ne sont pas indépendants, la

composition isotopique étant calculée a partir de la moyenne des carbones de la molécule
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(composition globale obtenue par irm-MS). Cette corrélation fonctionne essentiellement pour
un couple spectrometre/sonde, le changement de matériel peut modifier les résultats comme

c’est le cas entre les fractions molaires de référence et apparente.
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Figure 49 : Relation entre les compositions isotopiques spécifiques du CH> de 1’éthanol en %o obtenues par la
méthode INEPT et par Inverse Gated. L'équation de la droite de régression et le coefficient de corrélation sont
les suivants : y = 51,986 - 1,072x en %o ; R? = 0,9975. [1#]

4.2.2. Entre fraction molaire de référence et partielle

Les carbones quaternaires ne sont pas observés par utilisation de séquences
multi-impulsionnelles et donc invisibles sur le spectre, entrainant une perte d’information et
donc un biais dans le calcul des fractions molaires. L utilisation des séquences de transfert de
polarisation permet néanmoins d’augmenter la sensibilité et/ou de diminuer le temps d’analyse.
Une récente étude sur des échantillons de vanilline a permis de prédire les 8 fractions molaires
données par la méthode de référence qui est I’Inverse Gated a I’aide des 5 présentes en INEPT
(les 3 carbones quaternaires n’étant pas observés). 47! Les différentes variables ont été
considérées comme indépendantes donnant lieu a 8 régressions linéaires multiples. Ainsi, la
modélisation statistique des sites spécifiques a montré une différence non significative entre les
deux séquences permettant I’authentification de précurseurs de (bio)synthése de la vanilline de
différents échantillons. Cette nouvelle méthodologie dans les laboratoires de contrdle permet

de diviser par 4 le temps de 1’analyse.
4.2.3. Un facteur de correction commun a toutes les molécules

Plusieurs pistes ont été explorées afin d’homogénéiser les données réalisées sur différents
spectrométres avec la séquence de base, I’Inverse Gated. En effet, des biais peuvent étre
présents sur les résultats si deux spectrometres ont des champs magnétiques ou des sondes
différents. Les travaux de Kévin Bayle ont montré que les biais étaient dépendants de la
molécule (Figure 50). [!3¥ Cette étude a portée sur la dispersion des §'*C; sur deux spectrométres
avec le méme champ magnétique mais avec des sondes et des consoles différentes. ' Plus la

gamme spectrale de la molécule est grande et plus la différence entre les 2 spectrometres est
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importante. Cette observation est a rapprocher des effets liés a I’off-resonance et aux filtres
numériques qui sont différents entre les deux spectrometres. La Figure 50 montre que le facteur

de correction entre les deux spectrometres RMN est dépendant de la position des signaux sur la
gamme de déplacement chimique.

5 o 3-heptanone
4 . s
- Acétate d’éthyle
3 ’
o 3 /!
(8] ’
C ,
o L RS-
@ 2 -~ Vanilline
a Bromo- Il
1 &thane T
- .‘7‘ R
0 e Ethanol
0 50 100 150 200

Gamme spectrale (ppm)

Figure 50 : Différence des 6"°C du signal le plus déblindé en déplacement chimique selon l’axe y en fonction de
l’écart de déplacement chimique exprimé en ppm selon [’axe x, pour deux spectrométres de méme champ
magnétique mais équipés de sondes et de consoles différentes.
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Chapitre II : L’objectif ultime d’une méthodologie PSIA : la justesse

Le but des mesures PSIA est de mesurer les rapports '*C/'?C position-spécifiques afin de
déterminer la distribution isotopique au sein d’une molécule. Ces mesures peuvent étre
réalisées, soit en utilisant I’irm-MS (pyrolyse ou Orbitrap) ou par irm-">C NMR. Les résultats
obtenus avec ces différentes techniques ne traduisent pas exactement la méme réalité. Ce
chapitre porte sur la justesse des résultats obtenus par ces techniques et décrit les objectifs de

cette these.

1. Que mesure-t-on avec les différentes méthodes : exemple du
n-propanol

Le n-propanol est une molécule linéaire simple composée de 3 carbones qui compte 7
isotopologues carbone (Figure 51). L’abondance isotopique statistique du carbone-12 est de
98,9% contre 1,1% pour le carbone-13. L’isotopologue présent majoritairement est donc
constitué uniquement de '2C. Les isotopologues monosubstitués (A, B et C) représentent donc
1,1% de la quantité de n-propanol. Les molécules doublements substituées (AB, BC, CA)
représentent 1,1% de 1,1% soit 0,012% et D’isotopologue totalement substitués (ABC)

98,9%
@ /\/OH

'/\/OH /'\/OH @ /\'/OH

représente seulement 0,0001%.

o« A e

0,0001%

OH
Figure 51 : Isotopologues du n-propanol, l’atome de carbone-13 est représenté en gris.

// ® @\ \

L’analyse par irm-MS couplée a la pyrolyse (Py-GC/irm-MS) fragmente les molécules et extrait
le rapport isotopique pour chaque fragment. Trois signaux sont alors générés nommer P,, P, et

N

P. correspondant a chaque position du n-propanol (Eq. 2.1), (Eq. 2.2) et (Eq. 2.3),

respectivement.
P,=A+CA+ 4B 2.1)
P, =B+ BA+BC (2.2)
P.=C+CA+BC (2.3)
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L’isotopologue ABC est considéré comme négligeable compte tenu de sa faible abondance.

L’analyse irm-MS par Orbitrap (irm-MS HRMS) consiste a sélectionner 1’ions parents [M+1]
correspondant a I’isotopologue contenant un isotope lourd. Puis, cet ion est fragmenté afin de
mesurer le rapport isotopique de chaque position. Les signaux alors obtenus correspondent aux

isotopologues monosubstitués (Eq. 2.4), (Eq. 2.5) et (Eq. 2.6).

0, =A 2.4)
0, =B (2.5)
0.=C (2.6)

L’irm-">C NMR est une méthode primaire relative donnant un spectre avec la séparation des
isotopologues (Figure 52). L’isotopologue 0 qui contient uniquement des carbones-12 n’est pas
observable en RMN. Les signaux majoritairement présents sur le spectre proviennent des
molécules monosubstituées (A, B et C). Les isotopologues contenant deux *C 1’un a coté de
I’autre (BC et AB) se caractérisent sous la forme de doublets appelés pics satellites et leurs
intensités représentent statistiquement 1,1% de 1’intensité du signal central. Enfin, les signaux
de I’isotopologue CA (dont I’intensité est de 1,1% par rapport au signal central) se superposent
a ceux des isotopologues C et A car le couplage *C-13C pour cette molécule est trés petit et les
satellites sont confondus avec la base du pic central. Ainsi, les isotopologues contribuant aux

pics mesurés par irm-NMR-!3C sont indiqués dans les équations (Eq 2.7, 2.8 et 2.9).

© ®

®
®®
®

T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
6 13C [ppm] 5, 8

Figure 52 : Spectre RMN >C-{'H} du n-propanol avec les isotopologues enregistré a 700,28 MHz.

S, =A+CA (2.7)
S, =B (2.8)
S.=C+CA (2.9)
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Les pics satellites ne sont pas intégrables a cause de leur faible intensité. Afin de les prendre en
compte une correction statistique est réalisée sur les surfaces (Cf. Chapitre I — paragraphe 3.3.1)

pour obtenir les surfaces corrigées pour chaque position (Eq. 2.10 a 2.12).

R,=A+CA+BC (2.10)
R, =B+ AB + BC 2.11)
R, =C+CA+AB (2.12)

2. Un trio complémentaire

Ces méthodes ne répondent pas de la méme maniere en termes de justesse et de sensibilité
(Figure 53). L’analyse Py-GC/irm-MS est la méthode présentant le moins de biais donnant alors
les résultats les plus justes. Cependant, bien qu’elle soit trés sensible, cette technique ne permet
pas de mesurer des molécules contenant plus de 4 carbones ; au-dela, des réarrangements entre
les fragments apparaissent. L’irm-'7C NMR est une technique moins sensible et moins juste que
la Py-GC/irm-MS, cependant, il est possible d’analyser des molécules avec un poids
moléculaire plus élevé dans la limite de recouvrement des signaux. Enfin, I’irm-MS par Orbitrap
(irm-MS HRMS) est une technique plus sensible que 1’irm->C NMR avec une quantité
d’échantillons nécessaire comprise entre le umol et le nmol. Cependant, cette technique
développée récemment (Cf. Chapitre I — paragraphe 3.2.3.1), n’est pas juste naturellement et

elle a besoin d’étre calibrée avec des standards.

Irm-MS par Orbitrap

+ Sensibilité (umol)
+ Analyse d’'un mélange
+ Toutes les molécules

- Conditions d’ionisation
- Valeurs relatives

Irm-13C NMR Irm-MS par pyrolyse
+ Toutes les molécules + Sensibilité (p-nmol)
+ Valeurs vraies avec + Analyse d’'un mélange
calibration + Valeurs vraies
- Sensibilité (10-100 mg) - Composés volatils
- Composé pure - Petites molécules

Figure 53 : Comparaison entre irm-MS par pyrolyse, irm-">C NMR et irm-MS HRMS.

Ces techniques présentent donc une complémentarité. La justesse de I’irm-MS HRMS peut étre
corrigée par des standards analysés par irm-'7C NMR qui elle peut étre corrigée par 1’ irm-MS
par pyrolyse. Ainsi, la méthodologie irm-C NMR apparait comme 1’outil clé dans une

démarche PSIA, cependant les différents facteurs de correction ne sont pas encore

77



Chapitre II : L’objectif ultime d’une méthodologie PSIA : la justesse

définitivement établis. Enfin, une fois ces corrections réalisées, 1’outil irm->C NMR permettra

de produire des standards pour les techniques émergeantes comme irm-MS HRMS.

3. Objectifs de la these

Le chapitre I de la thése représente un état des lieux de 1’outil irm->C NMR. En voici les
principaux éléments qui soulignent les points a améliorer pour conduire a un outil universel et
d’un usage générique pour une approche PSIA. Aujourd’hui, I’utilisation de la séquence mono-
impulsionnelle, dénommée Inverse Gated ou encore single-pulse, permet d’avoir uniquement
des résultats relatifs entre les échantillons, avec I’observation de biais entre différents
spectrometres. Afin  d’augmenter la sensibilit¢é de la méthode, des séquences
multi-impulsionnelles et multi-dimensionnelles ont été optimisées pour les mesures isotopiques
au détriment de la justesse. L’objectif de cette thése est d’obtenir des compositions '*C
intramoléculaires par irm-'*C NMR sur une échelle en absolue, comme celle qui est utilisée en

routine en irm-MS, pour la mesure de la teneur isotopique globale.
3.1. Précision

Le critere de précision, exprimé par un écart-type sur I’échelle des « pour mille », soit pour la
réponse instrumentale, soit pour I’expression de la composition isotopique 6 (ou mUr si ['unité
récemment proposée est utilisée) est un élément important dans 1’objectif du travail de these.
La précision qui est obtenue par irm-MS est inférieure a 0,3%o0 pour une analyse de routine et
peut atteindre 0,1%o pour des déterminations plus pointues. Ce n’est pas cet objectif qui est

ciblé en irm-">C NMR. En effet tous les travaux antérieurs, ['?®

principalement issus du
laboratoire, ont montré : (i) une grande variation $'*C; au sein d’une molécule qui peut atteindre
des dizaines de %o et (ii) une discrimination potentielle entre échantillons de plusieurs %o selon
leur origine. A partir de ce constat une précision de 1%o pour nos différentes études apparait
comme suffisante. Le fait de travailler avec une approche PSIA est essentiel car, non seulement
elle permet de mettre en évidence des variations importantes, mais aussi de révéler des effets
isotopiques normaux et inverses au sein de la molécule invisibles a 1’échelle globale (obtenue

par irm-MS) par annulation mutuelle de ces effets opposés concomitants.

3.2. Justesse

Dans ce but plusieurs étapes de développement seront abordées. Ainsi, 1’utilisation de la
séquence mono-impulsionnelle permet d’obtenir des résultats sur une échelle compréhensible
par la communauté isotopique mais les biais entre les spectrometres empéchent d’obtenir des
résultats absolus. Les nouvelles séquences multi-dimensionnelle et multi-impulsionnelle
développées produisent des résultats sur une échelle non-compréhensible par les isotopistes. Le
premier objectif de cette thése est de développer une séquence plus sensible pour 1’irm-°C
NMR. Ensuite, il est nécessaire de corriger les données brutes obtenues par cette s€équence afin

de parvenir, dans un premier temps, a des résultats exprimés sur la méme échelle que la
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séquence Inverse Gated. Ensuite, une étape d’homogénéisation des résultats recueillis par I’irm-
I3C NMR pour lisser les effets de configurations des spectrométres utilisés (valeur de champ
magnétique, type de sonde et architecture de la chaine RF) est primordiale avant d’envisager
de les corriger avec 1’irm-MS par pyrolyse et/ou fragmentation pour présenter les compositions
isotopiques sur 1’échelle absolue. La Figure 54 présente la progression du travail de these en
pointant les objectifs a atteindre, en particulier, en termes de facteurs de corrections : elle

correspond au fil rouge de I’avancée du travail.

Utilisation de séquence Correction des résultats . s
) ) Correction avec I'irm-
RMN mono- d’une séquence RMN
. . . . MS par pyrolyse
impulsionnelle multi-dimensionnelle
I = = = = Analyse irm-13C
|} L} u u
= . ] Ll NMR en absolue

Utilisation de séquence
RMN multi-dimensionnelle
plus sensible

Homogénéisation des
résultats irm-13C NMR

Figure 54 : Objectifs de la thése pour [’obtention de résultats irm-'3C juste en absolu.
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Chapitre 111 : Développement et optimisation d’une nouvelle stratégie plus rapide de mesure par irm-*C NMR — asHSQC

L’HSQC est une séquence qui permet de gagner en sensibilit¢ grace a l’excitation et a
’observation 'H. Ainsi, cette séquence a permis d’augmenter la sensibilité des mesures en
irm-C NMR (Cf. Chapitre I — paragraphe 3.4.3). Nous allons voir dans ce chapitre le
développement et 1I’optimisation d’une nouvelle stratégie afin de gagner en sensibilité tout en
ayant une bonne précision a I’aide de ’HSQC symétrique et adiabatique (asHSQC).

1. Développement de ’asHSQC

1.1. Obtention de la précision cible

Pour obtenir la précision cible qui est de I’ordre du pour-mil, les imperfections des impulsions
RF doivent €tre limitées : les 180° de la séquence HSQC symétrique ont été remplacés par des

180° adiabatiques et adiabatiques composites (Figure 55). Le programme d’impulsion est donné

en annexe 1.
NUS +
Repliement
spectral
i ¢3 o, AQ
aE B i [N R
H WMiaans hevs,
< UUUUVVV =
¢2 ¢4 ¢4 TRmin
S I EY ERRYARY [EX B T
Découplage
g1 g g, adiabatique 8o
L] ; i
G [ 0

TR

Figure 55 : Séquence HSQC symétrique adiabatique (asHSQC) avec ['utilisation du NUS (bleu) et du VRT
(jaune). Des impulsions 180° adiabatique ont été utilisés pour les inversions, des impulsions adiabatiques et
composites pour les refocalisations. Le cycle de phase est le suivant : ¢ =y ; =9, 9, Y, )Y, =Y, -V, -y, §3 =X,
X, X, -X; Qs =x,—x; V=X, -X, X, -X, -X, X, -X, X.

Les caractéristiques des impulsions sont données dans le Tableau 4. Ces impulsions ont été
générées avec le logiciel Mathcad™. °% Chaque impulsion est modulée en amplitude selon une
fonction cosinus avec application de ’adiabaticité constante en fonction de la fréquence
d’excitation pour la modulation en fréquence (Cos/OIA). Les impulsions 'H et 1*C balayent une
gamme de fréquence AF de 17 et 39 kHz, respectivement. Ainsi, il est possible de déterminer
pour chacune le w]*** qui, associé a une durée, permet de déterminer la puissance nécessaire
pour les appliquer correctement. Chaque puissance, peut étre associée a une durée équivalente

pour un 90° rectangulaire permettant ainsi de déterminer I’atténuation a adapter (A(dB)).
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Tableau 4 : Caractéristiques des impulsions adiabatiques et adiabatiques composites pour la refocalisation et
Uinversion pour le 'H et le 3C.

Impulsions ]zll;::;e MOdg?tlon AF (kHz) (2,111;:; P“E::)s‘;q ' Attél(l:llg;ion "
P’amplitude
Ref"ci‘gsati"“ 36  Cos/OIA 17 53226 29.51 +9.4
Inversion ' 2 Cos/OIA 17 37681  41.69 +12.4
Ref"cﬂ“gaﬁ"“ 2 Cos/OIA 39 93805  16.75 +3.65
Inversion °C 3.6  Cos/OIA 39 37995  41.34 +11.5
Déc‘{;‘glage 1.2 40 35541 4420 +12 .08

* Durée d’une impulsion rectangulaire provoquant une nutation de 90° avec une puissance égale a la puissance maximale de I’impulsion
adiabatique.
® Atténuation par rapport a la puissance d’un PWy, de référence (10 ps en 'Het 11 ps en 1*C) : A(dB).

Avant I’expérience, il est important de calibrer ces impulsions. Pour cela, il faut déterminer la
puissance nécessaire pour réaliser un 90° en 10 ps et 11 us pour le 'H et le 13C, respectivement.
Ces valeurs sont celles habituellement utilisées pour limiter 1’effet d’off-resonance tout en
appliquant une puissance acceptable. Elles permettent de fixer pour chaque échantillon la méme
durée pour réaliser un 90° de maniére a avoir une bonne répétabilité a long terme. L’atténuation
(échelle de puissance délivrée) calculée pour chaque impulsion adiabatique et composite est

ensuite ajoutée a I’atténuation trouvée pour faire le 90°.
1.2. Réduction du temps d’analyse

Plusieurs stratégies peuvent étre appliquées pour réduire le temps d’analyse des expériences 2D
sans impacter la précision des mesures (Cf. Chapitre I). Pour réduire encore le temps d’analyse,
une nouvelle stratégie a été développée et optimisée. L utilisation du Variable Recycling Time
(VRT) consiste a réduire le temps de répétition entre chaque incrément. '8! 1l se découpe en 2
temps : un fixe, 75 et un variable, 7,. Le temps variable décroit au cours de 1’expérience et
évolue entre chaque incrément (Figure 56). Le premier incrément est réalisé avec un temps
correspondant & 7 fois de T{"** ('H) pour éviter la saturation partielle. Plus les incréments
augmentent et plus 7, diminue jusqu’a 0. Le temps de répétition correspond au dernier
incrément est alors €gal a 7;. La surface d’un pic est directement proportionnelle a I’intensité
au début du FID (premiers points échantillonnés), ainsi 'utilisation du VRT provoque un

¢largissement des raies mais n’impacte pas 1’aspect quantitatif des mesures.
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7x T, 1H

T, (sec)

0 50 100 150 200 250
Nombre d’incrément 2D (N,)

Figure 56 : Evolution du temps variable (t,) dans la fonction VRT en fonction de la position dans la liste des
valeurs de t;.

2. Calibrage rapide des impulsions RF

11 est nécessaire de calibrer les impulsions RF afin de garder la sélection de cohérence, d’éviter
des artéfacts ou une perte de sensibilité. Les calibrages peuvent étre affectés suite a un
changement de I’accord de sonde provoqué par un changement de composition entre les
échantillons, la température de travail ou le solvant utilisé. Les calibrages réalisés a
I’installation sont seulement approximatifs et sont généralement utilisés pour faire des
expériences a visée structurale. C’est pourquoi, il est nécessaire de faire les calibrages pour

chaque échantillon et chaque noyau avant une expérience quantitative précise.
2.1. Courbe de nutation

La méthode la plus courante pour faire les calibrages RF est de réaliser une courbe de nutation.
Cette méthode consiste a enregistrer une série de spectres 1D en incrémentant la durée ou la
puissance de I’impulsion. Une courbe de nutation est alors obtenue avec une variation
sinusoidale (Figure 57). Elle permet d’extraire différents angles tels que le 90° correspondant
au premier maximum, le 180° et le 360° donnés par la premiere et la deuxieme annulation,

respectivement.

]
Intensité T / T {;W

: 90°
du signal 180°

—— Durée de l'impulsion ——

Figure 57 : Courbe de nutation correspondant a l'intensité du signal en fonction de I’augmentation de la durée
de l'impulsion. L’angle de 90° est donné par le premier maximum, le 180° et le 360° par la premiére et
deuxiéme annulation, respectivement. %1
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Cependant, cette méthode est impactée par I’effet d’off-resonance, le radiation damping et les
inhomogénéités de B et Bo. [*! De plus, la saturation partielle doit étre éliminée impliquant de

connaitre les valeurs de temps T}, et impactant le temps d’expérience dans le cas de T{"**

élevé.
Afin de réduire le temps d’expérience, il est possible de réaliser quelques points autour du 360°
ou la fonction est considérée comme linéaire et ou la contrainte sur la relaxation est fortement
réduite. La durée pour le 90° (PWyq) est ensuite trouvée en divisant la valeur du 360° par 4,
toutefois cette méthode donne seulement une valeur approximative du PWq,. **! Une approche
universelle et systématique pour des applications des calibrages d’impulsions en routine est

présentée dans le paragraphe suivant.
2.2. Séquence MISSTEC

2.2.1. Description de la séquence

La séquence MISSTEC ! (Mixed Imaging sequence using Spin and STimulated EChos) a été
appliquée afin de déterminer le PWs, rapidement. Cette séquence, issue de I’imagerie 1% est
composée de 3 impulsions RF : B, 2f3 et B, permettant de générer un écho de spin (ES) et un
écho stimulé (EST) (Figure 58).

R /[ : )
Echo de Spin Echo stimulé

By 2B, (ES) B, %3]
I I | I
X
1H /\v/\V VI\V /\V \f
8o 8o

8,81 8, 81:81 8, 81 81
G [T 1 (I [ 1 (I [ 1
N .

TE/2 TE/2 TE/2

™

Figure 58 : Séquence MISSTEC utilisée pour obtenir un écho de spin (ES) et un écho stimulé (EST). Dans ce
travail, le temps d’écho (TE) et le temps de mélange (TM) ont été ajustés a 8 ms et 10 ms, respectivement.

L amplitude du gradient g; a été choisie afin d’obtenir une dispersion en fréquence significativement plus
importante que les déplacements chimiques. Le gradient g> d 'une durée de 1 ms et une amplitude (=g;) a été
ajouté afin d’éliminer les FID parasites générés par la 2 ou 3°™ impulsion. Le gradient go est un spoiler
permettant de supprimer [’aimantation transversale résiduelle et d’éviter la formation d'un écho parasite généré
par la deuxieme et la troisieme impulsion.

Par exemple pour § égal a 45°, la premicre impulsion bascule les aimantations d’un angle de
45°, elles sont alors constituées d’une composante longitudinale et transversale. Le premier
gradient g; permet de réaliser une dispersion en fréquence plus importante que les déplacements
chimiques. Ensuite, I’'impulsion de 90° inverse toutes les aimantations selon le plan
perpendiculaire a x. Puis, le gradient g refocalise les aimantations, et au milieu de g; il est
possible de faire ’acquisition du premier écho appelé écho de spin (SE). Une fois 1’écho de

spin acquis, le gradient spoiler go permet de supprimer toutes les composantes contenues dans
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le plan transversal, seules les composantes suivant I’axe longitudinal ne sont pas ¢limées. Puis,

I’écho stimulé est acquis suite a une nouvelle impulsion de 45° et un nouveau gradient g;.

Cette méthode utilise le rapport des intensités entre I’écho de spin (Igs) et I’écho stimulé (Iggr)

(Figure 59). Les intensités en fonction de I’angle B vérifient les équations (Eq. 3.1 et 3.2).
Igs = kgs sin®(B) (3.1)

Igst = kgst sin® (B) cos(f) (3.2)

Les constantes kg et kgsr sont dépendantes de la configuration de I’instrument et des temps
de relaxation (T; et T5). La configuration de I’instrument est la méme dans les deux équations.
L’impact des temps T, et de I’aimantation a 1’équilibre est le méme entre les deux échos. De
plus, la valeur du temps de mélange (TM) est négligeable (10 ms) devant les T; rencontrés en
RMN haute résolution, 1’effet de la relaxation longitudinale entre les échos n’est donc pas

significatif. Ainsi, kgs = kggr et p dépend directement de I et Izsr (Eq. 3.3).

I
B = Arcos (f—”) (3.3)
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Figure 59 : Echo de spin (ES) et I’écho stimulé (EST) pour un calibrage 'H pour un angle = 80°. Seulement
les deux périodes d’acquisition sont affichées ici (le temps entre les deux échos n’est pas représenté).

Les variations des intensités des échos en fonction de B (Figure 60) sont globalement en accord
avec les variations théoriques, comme cela a déja été observé par Akoka et al. ['>% Cependant,
entre 60° et 90°, le modele semble sous-estimer systématiquement Igs et surestimer
systématiquement Iggr. L’€cart par rapport au modele théorique peut provenir de
l'inhomogénéité de B; mais aussi de l'effet d’off-resonance puisque 1'aimantation est dispersée
sur une large gamme de fréquences pendant les impulsions de gradients. L'effet d’off-resonance
est certainement plus prononcé sur I'impulsion 23 que sur les deux impulsions 3, ce qui explique

le comportement différent des échos de spin et stimulé.
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Figure 60 : Variation de l'intensité relative de l'écho de spin (m) et de l'écho stimulé ( A ) en fonction de la
valeur de l'angle f ; mesurée sur un échantillon d'acétate de vinyle (20 uL dans 600 uL d'acétone-ds). Les lignes
pleines correspondent aux fonctions théoriques données par les équations (1) et (2).

Cette séquence utilise comme point de départ les calibrages de base réalisés lors de 1’installation
ou des maintenances de I’appareil. Un angle cible théorique (o) est calculé a partir des
paramétres de base de I’instrument associé a une puissance et une durée. L’angle Bo est appliqué
pendant la séquence. La séquence MISSTEC permet de fournir la valeur expérimentale de
I’angle B correspondant au couple puissance et durée pour 1’angle fo. Un écart entre 1’angle
théorique Po et P montre I’écart entre la valeur donnée par I’instrument et la valeur
expérimentale dépendante de I’échantillon a analyser. Connaissant la durée de I’impulsion de

I’angle B et sa valeur, il est possible de déterminer le 90° avec une regle de proportionnalité.
2.2.2. Paramétres d’acquisition et de traitement

Le nombre de scans est fixé a 2 correspondant au nombre de scans minimum pour respecter le
cycle de phase. Le temps de mélange (TM) et le temps d’écho (TE) sont choisis a 10 et 8 ms,
respectivement, comprenant un temps d’acquisition de 2 ms. Les gradients g1 et g2 ont une
durée de 1 ms avec une puissance de 7,5 G/cm et le gradient go dure 5 ms avec une puissance

de 40 G/cm. Le temps de relaxation entre chaque scan a été fixé a 3 s.

Les données ont été acquises sur un aimant Bruker connecté A une console Pulse RS’D. Une
sonde DUAL+ 'H/'3C ATMA grad-Z 5 mm a été accordée a 400,15 et 100,62 MHz pour les
calibrages 'H et '°C, respectivement. Le traitement a été réalisé sur le logiciel SPINit,

implémenté sur la console.

Le traitement des données a été optimisé en collaboration avec I’entreprise RS?D afin de donner
directement la valeur de 1’angle B. L’algorithme détermine le maximum des deux échos et
calcule le rapport correspondant ainsi que 1’angle B. Ensuite, une reégle de proportionnalité est

utilisée pour donner la durée du 90°.

2.3. Evaluation des résultats

Les résultats sont évalués en fonction de leur précision et de leur justesse. La précision est

donnée par le coefficient de variation calculé sur 5 mesures successives. La justesse est décrite
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comme le biais représenté par la différence relative entre la valeur donnée par la nutation
(PWIHE) et 1a séquence MISSTEC (PWJE) (Eq. 3.4). Une justesse de quelques pourcents

signifie que la méthode est juste car le biais est faible.

PwNut _ PWMIS
90 90

PR

Justesse (%) = 100. (3.4)
Afin d’obtenir une valeur de PWJ“t, une fonction d’ajustement a été ajoutée sur le logiciel de
traitement % (Eq. 3.5). Elle permet d’extraire facilement les valeurs de 90°,180° et 360°
(Figure 61).

7T X (bg + byPW + b,PW?
2 X PWo

h(PW, Iy, PWoyg, ag, ay, b, by, by) = Iy X sin( ) + exp(—aoPW — a;PW?) 3.5

ou by, by, by, a, et a; sont des coefficients réels, I, I’amplitude du signal, et PW la durée de

I’impulsion.

1.0 4

90° = 10.31us
180° = 20.17us
360° = 41.28us

Intensité relative (u.a.)
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Figure 61 : Ajustement typique d'une courbe de nutation utilisant le modéle proposé par Nagashima. [3°!

Cette fonction est actuellement la meilleure fonction (a notre connaissance) pour ajuster une
courbe de nutation car elle prend en compte tous les parametres qui l'influencent, y compris

l'inhomogénéité de B;. !

Les courbes de nutation ont été acquises a partir de 23 valeurs d’incrément allant de 4 a 48 s

avec entre chaque incrément une durée de 5 fois le T/"**

afin d’éviter la saturation partielle.
Les valeurs de T; ont été déterminées a I’aide d’une séquence d’inversion-récupération et en

suivant le protocole proposé par Akoka et al. ['%8]
2.4. Optimisation du traitement des données

Plusieurs traitements ont été évalués afin de donner la meilleure précision et justesse sur une
méme série de données. Un algorithme avec un pourcentage d’une zone d’intégration a été

implémenté sur le logiciel. Ce pourcentage représente la zone d’intégration qui est centrée sur
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les échos. Plus ce pourcentage est €levé et plus la zone est importante. Notre choix s’est porté

sur le test de 4 méthodes de traitement :

- Le maximum des intensités des signaux en magnitude
- Une zone d’intégration de 20% de la gamme spectrale en magnitude
- Une zone d’intégration de 15% de la gamme spectrale en magnitude

- Intégration des signaux sur la partie réelle

Les résultats montrent une meilleure précision pour des angles proches de 90°, quelle que soit
la méthode de traitement utilisée (Figure 62a). Une précision inférieure a 0,2% est obtenue pour
un angle 3 d’environ 80°. Cependant, une différence au niveau de la justesse est observée entre
les différentes méthodes (Figure 62b). L’intégration des signaux sur la partie réelle montre une
justesse supérieure a 7%. L utilisation d’une zone d’intégration donne des résultats différents
dépendant du pourcentage utilisé. Les zones d’intégration de 20 et 15% montrent une meilleure
justesse autour de 60° avec -1,1% et 0,04% respectivement, cet angle correspondant au
maximum de I’intensité pour I’écho stimulé (Figure 60). L utilisation du maximum d’intensité

est juste autour de 80° a 0,9%, ou I’écho de spin est maximum (Figure 60). Les mesures ne

peuvent pas étre réalisées a 90° car 1’écho stimulé est nul.

Les résultats montrent que pour €tre précis et juste au méme angle, il faut utiliser un traitement
de données utilisant le maximum des intensités. De plus, il est plus facile a mettre en place que
les zones d’intégration qui sont dépendantes de la largeur de la zone d’intégration. Pour le reste
des résultats montrés dans ce manuscrit, les données ont été traitées en prenant le maximum de

chaque pic sur la partie en magnitude avec un angle 3 de 80°.

a) b)
3,0 15,0
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& S
L 1,0 § 0,0 _ _ I, I I I | [ |
: “lh DR 0 N S-S J;oyﬁgt
0,5 |
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Figure 62 : Variation de la précision (a) et de la justesse (b) en fonction de la méthode du traitement : le
maximum des intensités (m), une zone d’intégrale de 20% (m), une zone d’intégrale de 15% (m), ou l’'intégration
des signaux sur la partie réelle (m).

2.5. Impact de I’accord de sonde

Afin d’évaluer différents accords de sonde et donc différents calibrages, 4 solutions D>O:H>O

(90:10) ont été réalisées avec des concentrations en sel (NaCl) croissantes : 0 ;0,5 ; 2 et 4 mol/L.

90



Chapitre 111 : Développement et optimisation d’une nouvelle stratégie plus rapide de mesure par irm-"*C NMR — asHSQC

Le PWai*t augmente avec la concentration en sel (Tableau 5). En effet, I’addition de sel modifie
la susceptibilit¢ magnétique de 1’échantillon et la conductivité des solutions entrainant un

changement de 1’accord de sonde, des calibrages et également des T;.

Tableau 5 : Les valeurs de PWJMt et Ty en fonction de la concentration en NaCl. Les PWI“t ont été mesurés

avec la méme puissance RF. T, est le temps de relaxation longitudinale des protons de ['eau.

;oo ey e PWh @y PWIS ()
0 8,45 10,31 10,24
. 0,5 10,71 11,82 11,72
20:10 2 15,1 14,01 13,88
4 15,23 15,40 15,26

Les PWJ4S mesurés pour chaque échantillon ont montré une bonne précision et justesse par

rapport aux PWJ“* (Figure 63): une précision et justesse inférieures a 0,2 et 1%

respectivement.
3l 0,18 bl 026 0,90
0,83
— 013 0,66
g 0,12 s
5 2
s 2
3 0,07 g
8 ' 3
| I ﬁ
10,31 11,82 14,01 15,40 10,31 11,82 14,01 15,40

PWgot (pis) PWiggt (pis)

Figure 63 : Précision (a) et justesse (b) des PW4a™ pour différents PWIY“t induits par des variations de NaCl
(de gauche a droite : 0, 0,5 ; 2 ; et 4 mol/L).

2.6. Impact du radiation damping

Le radiation damping peut perturber la quantification d’un signal (Cf. Chapitre I) et par
conséquence, impacter le résultat de la nutation en induisant une distorsion de la courbe de

nutation. ! Ainsi, il n’est pas possible d’obtenir une valeur exacte du PWy, en présence de
radiation damping. 1°!!

Un tube avec une concentration D,0:H,0 (40:60) a été préparé, et le spectre 'H montre un haut
niveau de radiation damping. Une précision de 0,07% a été obtenue sur les calibrages donnés
par la séquence MISSTEC. Le radiation damping rend impossible la mesure du PWJ*¢ sur cet
¢chantillon. Cependant, 1’accord de sonde n’a pas changé entre la préparation 90:10 et 40:60,

nous pouvons donc supposer que les valeurs de PWJIY sont trés proches pour ces 2
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préparations. Avec cette hypothése, la justesse mesurée pour cet échantillon n’est pas

significativement différente de 0% pour la préparation 40:60.

Dans la séquence MISSTEC, les aimantations pendant I’acquisition sont dispersées grace a un
gradient, entrainant une immunité face au radiation damping. En revanche, si le volume d’eau
est encore augmenté (préparation avec un rapport 10:90 (D20O:H>0)), le signal est trop élevé et
cela induit une saturation du récepteur. Ce méme probleme est observé avec la nutation. Dans
cette situation, le seul calibrage possible est de déterminer la durée de 1’impulsion de 360° en
réalisant une nutation proche de cette valeur. Une valeur approximative pour le PWy, est alors

obtenue. 1**!
2.7. Calibrage des impulsions de faible puissance

Des impulsions RF avec une faible puissance sont couramment utilisées en RMN, notamment
pour le découplage. Leur durée peut étre calculée a partir du PWy, mesurée sur une impulsion
avec une puissance élevée ; mais la justesse dépend fortement de la linéarité de I’amplificateur
RF présent dans le spectrometre. La séquence MISSTEC a été testée pour calibrer
expérimentalement ces impulsions. Une corrélation entre la séquence MISSTEC et la nutation
a été obtenue pour des impulsions comprises entre 10 et 100 us (Figure 64). Un R? de 0,99996
démontre I’excellente précision des résultats obtenus pour les différentes durées testées, de plus,
la pente est proche de 1 (0,99205) et I’ordonnée a I’origine proche de 0 (0,03913) traduisant

une bonne justesse.

Les impulsions de faible puissance peuvent donc étre calibrées avec la séquence MISSTEC
sans la nécessité d’avoir un amplificateur linéaire, en effet, les mémes puissances sont utilisées
dans les expériences contenant ces impulsions. Des impulsions supérieures a 100 us n’ont pas
été testées, mais la seule limite est que le temps de mélange doit étre significativement inférieur

aux temps de relaxation longitudinale.
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Figure 64 : Corrélation des résultats entre la nutation (PWJ") et la séquence MISSTEC (PWJE!S) pour des
valeurs de PWoq de 10 & 100 us. Les résultats ont été obtenus sur la préparation 90:10 (D>0:H>0). PWJIS =
0,99205 - PWAHt + 0,03913 avec R? = 0,99996.
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2.8. Echantillons réels

Des échantillons d’ibuproféne et de diacétone-D-glucose (DAGF) ont été préparés afin
d’évaluer les performances de la séquence MISSTEC avec des conditions plus réelles que les
préparations de D>O:H>O qui ne contiennent qu’une seule résonance. 20 mg d’ibuproféne et
200 mg de DAGF ont été solubilisés dans 600 puL de chloroforme-d; et de DMSO-ds,
respectivement. Les résultats ont montré une justesse de -0,15% pour ’ibuproféne et -0,40%
pour le DAGF (Tableau 6). Une précision meilleure que 0,1% a été obtenue pour les deux
échantillons.

Tableau 6 : Résultats de la justesse sur I'ibuprofene et le diacétone-D-glucose entre les méthodes de nutation
(PWEH) et la séquence MISSTEC (PWJEIS)

PW3S (us) PWHIS (us) Justesse (%)
Ibuproféne 10,35 10,37 -0,15
Diacétone-D-glucose 10,00 9,96 -0,40

2.9. Comparaison avec d’autres méthodes rapides : la séquence PulsCal
et le 360°/4

La séquence PulsCal a été proposée en 2005 pour déterminer rapidement le PWyq. 152! Dans
cette séquence, des petits angles sont appliqués plusieurs fois et I’accumulation du signal donne
un pseudo FID. La TF donne la fréquence de nutation et également le PWy,. Une autre méthode
rapide pour déterminer le PWy, est ’utilisation de I’annulation observée a PW5, et diviser la
durée par 4 afin de connaitre le PWy,. Ces deux méthodes sont rapides car le délai de relaxation
peut étre court par rapport a la valeur du T;"**. Cependant, la séquence PulsCal ne semble
réellement efficace qu’avec une résonance dominante, par exemple un échantillon dans 1’eau et
un solvant fortement protoné. La méthode du PW;e,/4 est trés dépendante de 1’opérateur
puisque le point d’annulation est estimé visuellement; de plus, la valeur obtenue est

approximative. 3!

La séquence MISSTEC a été comparée aux 2 autres méthodes décrites précédemment, avec les
préparations contenant différentes concentrations de sel : 0 ; 0,5 ; 2 et 4 mol/L, afin de modifier
I’accord de sonde et donc obtenir différentes valeurs de PWy, (Figure 65). La justesse obtenue
avec la séquence MISSTEC est meilleure que 1% pour toutes les préparations. Pour la séquence

PulsCal et la méthode PW54,/4, la justesse est d’environ 1,5% et 2,5%, respectivement.
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Figure 65 : Justesse du PWy, avec différentes méthodes : MISSTEC, PulsCal et le 360°/4 pour 4 différentes
concentrations de NaCl (de gauche a droite : 0; 0,5 ; 2 et 4 mol/L).PWé\(’)”t est respectivement 10,31 (m), 11,82
(m); 14,01 (m); et 15,40 us (m). Les barres d’erreur correspondent a la précision calculée sur 5 répétitions
successives.

2.10. Calibrage du *C

La séquence MISSTEC a également été appliquée pour le calibrage du *C. Réaliser une courbe
de nutation pour le '*C est plus fastidieux que pour le 'H 2 cause des longs T, et de la faible
sensibilit¢é de ce noyau due a sa faible abondance isotopique et un faible rapport
gyromagnétique. Toutes ces contraintes augmentent le temps expérimental. Un calibrage sur le
solvant peut étre un compromis pour les échantillons de faible concentration, néanmoins les T;

des solvants sont souvent plus longs que ceux de I’échantillon.

Afin d’adapter cette nouvelle séquence a ce noyau, le nombre de scans et le temps de relaxation
ont ét¢ augmentés dans le but d’augmenter le S/B. Une étape dans le traitement des données a
également été ajoutée. Une fonction sinusoidale a la puissance 4 a été appliquée dans le domaine

fréquentiel apres une TF ; puis apres une TF inverse, le signal observé présente un S/B

augmenté.

La séquence a été testée sur le cyclohexane avec une concentration de 7,7 mol/L (Figure 66).
L’angle B optimal pour obtenir la meilleure justesse et précision a été trouvé autour de 70° avec

0,6 et 0,8%, respectivement.

Cette séquence a été également évaluée sur le méthanol (Figure 67) avec un résultat similaire
pour un angle B optimal autour de 70°. Ce résultat a été obtenu en augmentant le nombre de
scans, en effet, le cyclohexane est constitué de 6 carbones équivalents comparés a seulement 1

pour le méthanol.

Le calibrage du '’C est comparable en termes de justesse et de précision a celle du 'H.
Cependant, deux différences ont été observées : (i) un nombre de scans plus élevés associé a un
traitement de données (afin de compenser une sensibilité plus faible) et (i1) une valeur optimale
pour 3 qui est plus faible (70°).
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Figure 66 : Précision et justesse de la séquence MISSTEC sur le calibrage de I'impulsion 3C avec différents
angles p. Ces résultats ont été obtenus sur 600 uL de cyclohexane dans 120 uL de solution de Cr(acac)s a 0,1
mol/L dans de l'acétone-ds.
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Figure 67 : Précision et justesse de la séquence MISSTEC sur le calibrage de I'impulsion 3C avec différents
angles p. Ces résultats ont été obtenus sur 500 uL de méthanol dans 120 uL de solution de Cr(acac)s a 0,1 mol/L
dans de l'acétone-ds.

2.11. Conclusion

La séquence MISSTEC a été évaluée pour calibrer les impulsions RF rapidement. Pour le
calibrage 'H , une bonne justesse et précision a été obtenue avec un temps d’expérience égal a
8 s avec différentes conditions : différents échantillons, et concentration, pour des impulsions
avec des puissances ¢levées et faibles, et avec du radiation damping. L angle B optimal a été
trouvé autour de 80°. La comparaison avec d’autres méthodes rapides a révélé une meilleure
justesse pour la séquence MISSTEC.

L’application de la séquence MISSTEC sur le '*C a montré une bonne justesse et précision mais
pour un temps expérimental de 2 minutes. L’angle B optimal a été déterminé autour de 70°.

Afin de réduire le temps d’analyse, une séquence avec une détection inverse pourrait étre
imaginée.
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Cette séquence peut €tre complétement automatisée (indépendance de 1’opérateur) et étre
utilisée en routine avant n’importe quelle expérience de RMN. Il est par exemple possible

d’insérer cette étape entre la routine de shims et les expériences.

3. Analyse isotopique intramoléculaire du cholestérol :
optimisation de la séquence asHSQC et évaluation de la
précision

L’optimisation de la séquence asHSQC a été réalisée sur le cholestérol pour 1’authentification

des fromages. Le cholestérol a un réle important dans I’organisation et la stabilité cellulaire.

r [153,154] S. [155]

C’est un important biomarqueu pour les diagnostics clinique

Le 8'3C global (mesuré par irm-MS) du cholestérol présent dans les os humains permet de
connaitre le régime alimentaire le plus récent de I’individu. 13¢15°1 Cependant, 1’irm-MS ne
permet qu’une mesure isotopique globale du cholestérol. Une approche par PSIA permet
d’obtenir plus de variables. L’irm-">C NMR sur le cholestérol a été précédemment réalisée avec
la séquence INEPT adiabatique ['®" pour étudier I’origine des ceufs. Dans cette étude, 90 mg de
cholestérol étaient nécessaires pour atteindre la précision de 1%o. Les carbones C22, C4,
C26/C27 et C12 ont permis de discriminer 1’origine des échantillons ; les carbones C12 et C25
la race de la poule ; et les carbones C21, C7, C9, C24, C14 et C20 le systeme de culture.
Toutefois, cette quantité de produit reste trop importante pour effectuer des analyses sur des

produits laitiers, du fait d’une plus faible concentration en cholestérol.

La séquence asHSQC permet de pallier le manque de sensibilité de I’analyse et permet de
diminuer la LOQ. Ainsi, 1’évaluation de la précision a été réalisée sur 20 mg de cholestérol

commercial.
3.1. Préparation et analyse du cholestérol

Les analyses ont été menées sur un spectrometre Burker Avance III 700 MHz équipé d’une
sonde cryogénique inverse. Cette configuration permet d’augmenter la sensibilité par rapport a
une configuration classique pouvant €tre utilisée en isotopie. Une solution de cholestérol a
86,2 mmol/L dans du chloroforme-di (20 mg dans 600 uL) est préparée, puis filtrée dans un
tube de 5 mm de haute qualité. Les expériences ont été réalisées a 288 K.

3.2. Evaluation de la précision
3.2.1. Calcul de la précision

La fraction molaire de chaque signal est calculée pour chaque position i a partir du volume des

signaux (Eq. 3.6).
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X1V

ou n représente le nombre de signaux, soit le nombre d’isotopomeéres observables de la

fi (3.6)

molécule de cholestérol.

La précision est évaluée par le coefficient de variation sur chaque f; a partir de la moyenne et
de I’écart-type de 3 répétitions, elle est exprimée en %o. Les coefficients de variation minimal
(CV™™) moyen (CV™%Y) et maximal (CV™%) sont déterminés correspondant a la valeur
minimal, maximal et la moyenne des CV. L’optimisation des parameétres a été réalisée sur la

base de ces trois CV.
3.2.2. Traitement du signal et intégration

Les spectres RMN ont été traités a 1'aide du logiciel TopSpin 4.0.5. Avant la transformation de
Fourier, des fonctions cosinusoidale et trapézoidale (TM1 =0 et TM2 = 0,5) ont été appliquées
dans les dimensions 'H et 13C, respectivement. Du zero-filling a été appliqué afin d’obtenir un

nombre de points finaux 4 8192 points en 'H et 2048 points en *C.

L’intégration des signaux est réalisée sur le logiciel Topspin 4.0.5. Les zones d’intégration
impactent les résultats, elles ont donc ét€¢ déterminées pour que les bornes dans les deux
dimensions correspondent a 5% du signal central. Une fois déterminé, le fichier d’intégrales est
enregistré et utilisé pour chaque spectre. Ce fichier est dépendant de la molécule a étudier. Dans
chaque zone d’intégration, le logiciel somme tous les points permettant d’obtenir une valeur

d’intégrale correspondant au volume du signal.

Un décalage entre les spectres et le fichier d’intégrale peut étre observé. En effet, un décalage
sur le déplacement chimique sur la gamme '>C entiere, entraine en combinaison avec le
repliement spectral un décalage sur le spectre final. Afin de remédier a ce probleme, un
ajustement des spectres a été réalisé. Trois spectres ont été enregistrés par session et chaque
spectre a été traité trois fois (principalement pour compenser les imperfections de 1'alignement

spectral), ce qui a conduit a neuf valeurs pour chaque mesure.
3.3. Optimisation du temps d’expérience
3.3.1. Optimisation de la gamme spectrale

Cette séquence est réalisée avec un repliement spectral afin de réduire le nombre d’incréments
dans la dimension indirecte (Cf. Chapitre I). Une premiere étape d’optimisation consiste a
déterminer les fréquences d’excitation 'H et '*C adéquats pour éviter des recouvrements et la
troncature des signaux. En effet, le repliement impact la position des signaux dans la dimension
indirecte et il est possible d’obtenir des signaux trop proches ou en partie sur les bords de la
fenétre spectrale. Pour cette molécule, les fréquences d’excitation ont été optimisées a 4 ppm

et 38,5 ppm avec une gamme spectrale de 7,99 et 12 ppm pour le 'H et le '3C, respectivement
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(Figure 68). La fréquence d’excitation est redécalée avant le découplage afin que la fréquence
de découplage soit positionnée au centre de la gamme spectrale >C. Dans le cas du cholestérol,
la constante est égale a 7618 Hz, ce décalage permet d’obtenir une fréquence de découplage a

80 ppm.

L’attribution des signaux de la molécule est faite en combinant une HSQC sur toute la gamme
13C (sans repliement) et une attribution déja réalisées sur le spectre '*C du cholestérol. 1%°! Les

carbones quaternaires ne sont pas visibles sur le spectre.
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Figure 68 : Spectre asHSQC ('H->C) obtenu a partir de 10 mg de cholestérol et enregistré a 700,28 MHz avec
une sonde cryogénique en 31 min, en utilisant le repliement spectral : seulement 12 ppm dans la dimension '>C
avec 50% de NUS. La température de [’échantillon a été fixée a 288 K.

3.3.2. Variable Reclycing Time (VRT)

Le VRT est utilisé pour réduire le temps d’analyse en réduisant le temps de répétition a chaque
incrément au cours de I’expérience (Cf. Section 1.2 de ce chapitre). Il est caractérisé par un
temps fixe (7f) et un temps variable (). Le cholestérol a un T{"** ('H) égal a 1,4 s. Le premier
incrément est réalisé avec la somme de T, et 77 égale a 7 fois le T{"** soit 10 s dans le cas du
cholestérol. L’utilisation du VRT entraine donc une variation du TR (temps de répétition).
L’utilisation du VRT a montré un gain de précision sur les fractions molaires tout en divisant

le temps d’expérience par deux (Figure 69).

Le temps expérimental dépend des valeurs du TR qui sont conditionnées par le TRy, et les

parametres de la fonction VRT. La valeur du TR,,;, est essentiellement régit par le temps
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d’acquisition et le 74 (Figure 55). La Figure 70 montre que plus le 75 et I’acquisition sont courts
et meilleur est le CV™°Y. Une valeur de 0,2 s pour 77 est la valeur minimale autorisée par ce

spectrometre, et un temps d’AQ inférieur a 0,1 s induit des artefacts de troncature.

CV (%o)

4,27
1,70
1,13
0,92
I .

Minimum Moyen Maximum

Figure 69 : Valeurs minimale, moyenne et maximale de CV (%) des fi, avec VRT en 42 min (m), ou sans VRT en

1h32(m).
2,04
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£
| I ] I
>
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7 (s) Temps de |'acquisition (s)

Figure 70 : Valeur de moyenne des CV (%o) pour différents t; et durée d’acquisition.

La fonction pour définir la variation du temps t,, est donnée avec 1’équation (Eq. 3.7).
w2 ) (A2t
7y = (u e u)'(”1‘1)> (7 X TP — 1) + 7 (3.7)

avec, i la position de I’incrément au cours de I’expérience, N; le nombre d’incrément, 75 le
temps fixe, et T|***1H la valeur du T{"** proton. Les valeurs u et g sont des parametres choisis
par 'utilisateur afin d’obtenir différentes variations du temps t,,. Trois listes avec des variations
différentes ont été évaluées (Figure 71a). Les parametres de chacune des fonctions sont donnés
dans le Tableau 7. Les valeurs des listes sont données en annexe 2. Le CV™" et CV™°Y ne
présentent pas de différence significative entre les différentes listes (Figure 71b). Cependant,

un CV™ de 3,35 ; 2,11 et 2,75%0 ont été obtenus pour les listes 1 ; 2 et 3, respectivement. La
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liste 2 permet de diminuer le temps d’expérience d’un facteur de 2,2. Cette liste a donc été

privilégiée pour la suite de I’optimisation.
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Figure 71 : a) Variation des différentes listes T, : 1 (m), 2 (m), et 3 (m) ; b) Valeurs minimal, moyenne et
maximal de CV (%) des 3 listes de t,,.

Tableau 7 : Paramétres des différentes listes de T,,.

N° liste N, TR (5) u g
1 256 0,1 0,85 0,00005
2 256 0,1 0,2 0,005
3 256 0,1 0,3 0,00004

3.3.3. Echantillonnage non-uniforme (NUS) et prédiction linéaire (LP)

L’échantillonnage non-uniforme et la prédiction linéaire (Cf. Chapitre I) peuvent étre introduits

et optimisés afin de diminuer le temps expérimental. Dans les deux cas, le nombre de points

acquis est le méme mais les points calculés se trouvent a des endroits différents du FID. Par

conséquent, les effets de ces deux méthodes sur le CV des f; sont différents (Figure 72).

12,0
10,0

8,0

CV (%)

0,0
NUS 50% NUS 25%

LP 50%

LP 25%

6,0
4,0 I
— . I p— . - I [ I m

NUS 50% et LP
50% (1024 pts)

Figure 72 : Valeurs minimale (m), moyenne (m) et maximale (m) de CV (%o) des f; avec différents traitements de
NUS et LP.

Les expériences ont été acquises avec un nombre total d’incréments égal a 512, donc avec 256
points acquis pour un NUS ou un LP de 50% et 128 pour un NUS ou un LP de 25%. Aucune

différence significative est observée dans les valeurs CV™" et CV™°Y entre le NUS (50 ou
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25%) et le LP (50 ou 25%). Cependant, le CV™* est le critere discriminant : le CV™** était
1,3 fois plus élevé pour la LP que pour le NUS. Il est possible de réduire le temps expérimental
en augmentant le pourcentage de points calculés afin de diminuer le nombre de points acquis,
mais les résultats montrent un CV™* 2 fois plus élevé pour 25% que pour 50% (NUS ou LP,
Figure 72). Ce résultat peut s'expliquer par un nombre trop faible de points expérimentaux, 128
points par rapport a 256 points. Par conséquent, un NUS de 50% a été choisi, ce qui correspond
a une réduction supplémentaire du temps d'expérience d'un facteur 2. Une autre expérience avec
256 points acquis a été réalisée en utilisant une combinaison de NUS et LP afin d'atteindre 1024
points finaux. Les résultats présentent des valeurs CV™%Y et CV™®* plus élevées, probablement
parce que le nombre de points théoriques est supérieur au nombre de points expérimentaux par
rapport a un NUS de 50%.

Sur le logiciel de traitement des données du spectrometre, deux algorithmes peuvent étre
utilisés : Iteratively Reweighted Least Squares (IRLS) et Iterative Shrinkage/Thresholding
(IST). Ces algorithmes sont basés sur la méthode compressed sensing (CS). L’algorithme IST
est implémenté dans le logiciel TopSpin sans frais supplémentaires et est utilisé par défaut lors
du traitement 2D. L'algorithme IRLS est un algorithme plus récent qui peut €tre activé avec un
écho virtuel, connu pour améliorer la précision de la reconstruction dans le traitement 2D. [161]
Cependant, cet algorithme n'est pas gratuit, de plus le traitement est significativement plus long.
Par ailleurs, a notre connaissance il n'a jamais été utilisé pour des mesures de tres haute

précision.

La Figure 73a montre les valeurs de CV obtenues sur les mémes spectres avec les deux
algorithmes. Une meilleure précision a été observée avec l'algorithme IST avec des signaux
plus répétables. Le CV™** obtenu avec l'algorithme IRLS est d'environ 8%, contre 5%o pour
l'algorithme IST. De plus, les traitements avec 1’algorithme IRLS prennent 3 fois plus de temps
que l'algorithme IST pour un spectre contenant le méme nombre de points. L’application de
I’écho virtuel entraine des artéfacts sur le spectre (Figure 73b). En conséquence, 1'algorithme

IST est le meilleur choix pour le traitement de NUS pour cette application.

a) 8,0
7,0
6,0
5,0

b)
4,0
3,0
2,0
1,0 I
0,0 =

Minimum Moyen Maximum

CV (%o)

5.45 5.40 5.35 5.30
'H [ppm]

Figure 73 : a) Valeurs minimale, moyenne et maximale de CV (%o) des fi, avec l’algorithme IST (m) et IRLS (m) ;
b) Comparaison du signal du C6 traité par IST (m) et IRLS avec un écho virtuel (m).
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3.3.4. Nombre de scans

Ce parametre permet d’augmenter le S/B et ainsi peut faire varier la répétabilité de la séquence.
La séquence a été testée avec un nombre de scans (NS) de 2, 4 et 8. Les résultats n'ont montré
aucune variation de la précision avec le nombre de scans sur le CV™" et le CV™°Y, mais un

CV™a plus élevé pour 8 scans a été obtenu (Figure 74).

Dans ces conditions expérimentales, le NS ne semble pas étre un facteur limitant et son
augmentation n’induit pas une réduction de la précision. L’augmentation du CV™%* avec un
NS de 8 peut étre provoquée par une instabilité du spectrometre au cours du temps. Les
expériences longues y sont plus sensibles, ce qui entraine une augmentation des CV, alors que
les expériences courtes sont moins sensibles a ces instabilités. Dans ce cas, les expériences
courtes montrent une meilleure précision, tant que le S/B et la résolution sont suffisants pour
quantifier les signaux avec la précision visée. 51371381 Un NS de 2 est suffisant pour obtenir la

précision visée donnant un temps d’analyse pour un spectre de 31 minutes.
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Figure 74 : Valeurs minimale, moyenne et maximale de CV (%) des fi, avec un nombre de scan égal a 2 (m), 4
(m)et8(m)

3.4. Pure-shift

Le pure-shift est utilisé dans des séquences 1D et 2D pour supprimer des couplages 'H-'H afin
d’augmenter la résolution. 1% Ainsi, ce segment a été testé dans la séquence asHSQC. Les
résultats ont montré des valeurs de CV plus élevées que sans le segment de pure-shift
(Figure 75), probablement, car le nombre d’impulsions a été augmenté et une dissymétrie a été

ajoutée.
3.5. Concentration en cholestérol

Les optimisations décrites dans les sections précédentes ont été réalisées avec 20 mg de
cholestérol. L'effet de la concentration a été étudié afin de déterminer la quantité minimale de
cholestérol pouvant étre analysée tout en maintenant une précision de quelques pour mille. I1 est
possible d'analyser 10 mg de cholestérol en utilisant un tube RMN standard de 5 mm avec des

résultats tres satisfaisants (Figure 76a).
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Figure 75 : Valeurs minimale, moyenne et maximale de CV (%) des f;, avec sans (m) et avec (m) le segment
pure-shift.

L’utilisation d’un tube Shigemi permet de diminuer le volume de la solution, ainsi la quantité
du composé a analyser peut-étre réduite. !!” Les résultats montrent qu’avec ce tube, 5 mg de
cholestérol (la moitié de la quantité utilisée avec un tube RMN standard) sont analysables tout

en gardant les autres parametres inchangés (Figure 76b).
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Figure 76 : Valeurs minimale, moyenne et maximale de CV (%) des fi, avec a) des masses décroissantes de
cholestérol : 20 (m), 15 (m), 10 (m) et 5 mg (m) ; b) un tube Shigemi (m) et standard (m).

3.5.1. Application sur des échantillons réels

Afin de tester 1'applicabilité de la méthode développée sur le cholestérol extrait de matrices
biologiques, quatre échantillons de fromage ont été utilisés dans cette étude. Le cholestérol a
été extrait en suivant le protocole donné par Haddad et al. ' Une fois extrait, il a été analysé
en utilisant la méme séquence asHSQC avec le meilleur ensemble de parametres déterminés
avec le cholestérol commercial. Les valeurs des CV sont déterminées pour tous les carbones
mesurés sur les 4 échantillons de fromage (22 valeurs sont obtenues au lieu de 27 car les signaux
Cl14 et C17 se chevauchent, et les carbones quaternaires C5, C10, et C13 ne sont pas
observables). Les valeurs de CV pour chaque échantillon (Figure 77) ont montré une excellente
précision sur I'ensemble des positions de carbone. Les valeurs CV™", CV™OY et CY™*

regroupées sont respectivement de 0,79 ; 1,36%o et 2,33 %o.

103



Chapitre 111 : Développement et optimisation d’une nouvelle stratégie plus rapide de mesure par irm-"*C NMR — asHSQC

3,5
3,0
2,5

2,0

1,5

1,0

(il ‘I HnETTnnr

“ | o 0 0
)

SO O > @O D D © B O D DA DA OO P
M VARV VARV VRV SRRV ARV SV

Ov @)

CV (%)

Figure 77 : Valeur de CV (%o) pour tous les carbones du cholestérol sur 4 échantillons différents.

Un travail préliminaire sur 51 échantillons de fromage a été réalisé dans le cadre de la these de
Lenny Haddad. ['®*! Différents échantillons de fromage ont été collectés en fonction de I’espéce
productrice et 1’origine géographique. Les carbones C19, C1 et C9 permettent de discriminer
I’origine géographique ; les carbones C27, C16, C20, C1, C9, C6 séparent les fromages
provenant de lait de vache et de chevre/brebis ; les carbones C18, C21, C23, C6 et C11 séparent
les fromages de brebis et de chevre. Ainsi, ’7asHSQC a permis d’authentifier les fromages en

fonction de I’espéce productive, de la zone géographique et du type de fromage.
3.6. Conclusion

La séquence asHSQC a été développée pour réduire le temps d’analyse ou la quantité de produit
analysable. Afin de réduire le temps d’analyse, le VRT, le repliement spectral et le NUS ont été
utilisés et optimisés. L application de cette s€quence a permis de diminuer la quantité de produit
analysable a 10 mg pour un tube normal et a 5 mg avec I’utilisation d’un tube Shigemi pour une
molécule relativement grosse comme le cholestérol. Les CV obtenus pour la plupart des
carbones ¢taient inférieurs a 3%o (10 carbones avec un CV inférieur a 1%o, 7 carbones entre 1
et 3%o0 et 6 entre 3 et 5%o0). Ces résultats ont été obtenus avec un temps expérimental de
seulement 31 min par spectre, alors qu'un spectre INEPT adiabatique aurait pris 16 heures pour
la méme quantité de cholestérol, donc 31 fois plus de temps. La méthode optimisée a ensuite
été testée sur du cholestérol extrait d'échantillons de fromage. Une excellente précision, du
méme ordre de grandeur qu'avec le cholestérol commercial, a été observée sur toutes les
positions de carbone de la molécule. Ces valeurs sont suffisantes pour observer des

discriminations entre origines des échantillons de fromages.

Ce développement permet d’avancer les objectifs de cette thése avec [’utilisation d’une
séquence multi-dimensionnelle (Figure 78).
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Figure 78 : Avancée dans les objectifs de la these avec [ utilisation de séquences RMN multi-dimensionnelles.

Enfin, la nouvelle méthodologie décrite ici peut trouver une large utilisation dans
l'isotopomique des biomolécules telles que les stérols, le glucose, les acides aminés et leurs
dérivés, avec des applications dans les enquétes nutritionnelles et I'authentification des

aliments.

4. Authentification de produits bio : le lait et le blé

4.1. Importance de ’authentification des produits bio

L’augmentation du commerce mondial et la forte demande de produit de qualité exigent des
informations précises sur 1’origine géographique et la composition des aliments. Ainsi,
I’authentification des produits alimentaires a augmenté au cours de ces dernieres années afin de
sanctionner 1’ajout de produits de qualité inférieure dans des produits haut de gamme et les
erreurs d’étiquetage. Aujourd’hui, les techniques analytiques sont capables de détecter et
quantifier des résidus de produits phytosanitaires, la détection des résidus de produits
vétérinaires dans les produits carnés et la présence d’OGM. D’autres spécifications clé de
I’agriculture biologique (exemple : rotation des cultures, recyclage des matieres organiques,

bien-étre animal) ne peuvent étre testées analytiquement a ce jour. [16%!

Les différences dans la disponibilité de 1'eau, le stress induit par la sécheresse, les conditions
du sol et des engrais peuvent affecter le §'°C, le §*H et le §'80 161671 du blé. Plusieurs études
ont permis de discriminer des échantillons issus de I’agriculture conventionnelle et biologique

en utilisant le rapport isotopique global sur de la farine de blg. [168:16%]

Une récente étude a montré un enrichissement en '*C pour du lait conventionnel par rapport a
du lait biologique. "% En effet, le §'*C du lait dépend des teneurs en isotopes stables du carbone
des sources végétales utilisées pour I'alimentation des animaux. 7! Les vaches alimentées a
partir de I’agriculture biologique regoivent principalement des plantes de type Cs telles que le
trefle, le seigle, le blé, mais dans les fermes conventionnelles, elles recoivent généralement des
plantes C4 comme le mais. !'7?! Par conséquent, la valeur $'*C du lait biologique peut étre

inférieure a celle du lait conventionnel.

Cette partie du travail fait partie du projet TOFoo qui est financé par la Bpifrance, coordonné
par Eurofins, Nantes, et porté par une dizaine de partenaires. Le but de ce projet est de

développer des techniques analytiques innovantes afin de discriminer des produits issus de
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I’agriculture conventionnelle et biologique sur certaines matrices d’intérét commercial, dont le
blé et le lait. Par rapport a 1’analyse CSIA déja rapportée, 1’analyse par PSIA du lait et du blé
permet d’augmenter le nombre potentiel de paramétres discriminatoires entre les échantillons.
En cas de succes, ces analyses seront ensuite proposées pour les laboratoires de contrdle. Le
nombre d’échantillons a analyser est trés important, plusieurs centaines dans la phase pilote, et
permet donc de sélectionner les méthodes d’analyse performante. Ainsi, le temps d’analyse doit
étre le plus court possible. La séquence asHSQC est donc une séquence de choix pour une

analyse rapide par irm-">C NMR.
4.2. Compositions du lait et du blé

Le lait est composé d’eau, de matieres grasses, de protéines, de lactose et de composants
secondaires comme les sels minéraux et les vitamines. Le lactose est un disaccharide composé
d’une molécule B-D-galactose et d'une molécule de o/B-D-glucose, qui sont reliées par une
liaison osidique. Le glucose provient exclusivement de 1’alimentation de 1’animal, donnant
alors des informations sur I’alimentation et la nature de la plante (plantes Cs ou C4). Le galactose
est synthétisé a partir du glucose avec I’enzyme UDP-4-épimérase, conduisant a une molécule
d’UDP-galactose. Le glucose et I’'UDP-galactose sont transférés jusqu’a I’appareil de Golgi
afin que le lactose soit synthétisé par la lactase. ['"*! Le profil isotopique du galactose pourrait
étre un marqueur du comportement de la vache et donc du bien-€tre animal associé€ a un élevage

biologique.

Le blé est I'une des cultures céréalieres les plus répandues et est consommé comme aliment de
base dans le monde entier. 7% Le grain de blé est composé majoritairement d’amidon situé
dans I’albumen, de protéines et de polysaccharides. L’amidon est composé de deux polymeres
de structures différentes ; I’amylose et I’amylopectine. L’amylose est une macromolécule de
structure linéaire constituée d’unités a-D-glucose, liées par des liaisons a-(1-4). L’amylopectine
est une macromolécule de structure ramifiée et est formée par la polymérisation d’unités
o-D-glucose, liées principalement par des liaisons a-(1-4) et quelques liaisons a-(1-6) a
I’origine des ramifications. Par I’analyse '*C intramoléculaire du glucose issu de 1’amidon, il

est espéré que I'influence du mode culture soit différenciée.
4.3. Préparation et analyse d’échantillon

4.3.1. Echantillons

Pour cette étude, la collecte d’échantillons se divise en deux phases : pilote et consolidation.
Elles sont toutes deux composées de 200 échantillons de lait cru de vache et 200 échantillons
de blé collectés a la source, directement du producteur afin d’étre sir de la provenance des
produits. Les molécules cibles sont le lactose et I’amidon provenant du lait et du ble,

respectivement.
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Les échantillons de lait sont d’abord écrémés afin d’éliminer la majorité des graisses présentes
dans le lait. Ensuite, une extraction par précipitation des caséines, protéines majoritaires du lait,

est réalisée a I’aide d’acide acétique. Le lactose est alors obtenu dans le filtrat.

Les grains de blé sont broyés afin d’extraire ’amidon de I’albumen. La poudre obtenue est
tamisée et ajoutée 2 une solution de NaCl a 5 g/L '] puis agitée afin de faire précipiter les
protéines (albumine et globuline en majorités). Une étape de centrifugation permet de séparer

les protéines du filtrat qui contient I’amidon.

Le lactose et I’amidon ne sont pas analysables directement en RMN a cause de la mutarotation
du glucose et de la taille de la molécule, respectivement. En solution, le glucose est soumis a
une mutarotation entre la forme o et  entrainant une épimérisation du carbone hémiacétal. Un
dédoublement des pics est alors visible sur le spectre RMN (Figure 79). De plus, le carbone 3

et le carbone 5 de la forme f se recouvrent rendant impossible I’analyse du glucose en PSIA.
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Figure 79 : Spectre 2D asHSQC du glucose enregistré a 700,28 MHz avec une sonde cryogénique, sans
repliement spectral. Le nombre de scan et la température de travail ont été fixé a 2 et 308 K, respectivement.

Pour bloquer la mutarotation, une dérivation du glucose a donc été mise en place. Cette étape
additionnelle permet de convertir le glucose en 1,2:5,6-di-o-isopropylidene-D-glucofuranose
(ou diacétone-D-glucose : DAGF) et le galactose en 1,2:3,4-di-o-isopropylidene-D-
galactopyranose (ou DAGaP) (Figure 80). Le lactose et I’amidon sont donc hydrolysés a 1’aide
d’une solution d’acide chlorhydrique a 2 mol/L. Puis la solution est neutralisée a 1’aide de soude
et évaporée afin d’obtenir un mélange de glucose et de galactose pour le lait et le glucose seul
pour le blé.
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La dérivation du glucose a été proposée par Gilbert et al., 17® et le protocole a été optimisé
pour les échantillons TOFoo. La réaction est catalysée par I’acide sulfurique qui permet
I’obtention de bons rendements méme en présence d’eau résiduelle provenant de 1’extraction
des sucres. La structure du DAGF et du DAGaP étant tres proche, leur séparation est fastidieuse
et longue sur colonne chromatographique de silice. Comme les signaux de ces molécules ne se
superposent pas, une analyse par HSQC est possible sur les deux molécules a la fois. Tous les

protocoles d’extraction, d’hydrolyse et de dérivation sont donnés en annexe 3.
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Figure 80 : Dérivation du glucose et du galactose en DAGF et DAGaP.

4.3.2. Préparation RMN des échantillons

L’analyse est réalisée sur 100 mg du mélange DAGF et DAGaP (50 mg pour chaque molécule)
et 50 mg de DAGF qui sont dilués dans 600 pL. de DMSO-ds pour les échantillons de lait et de
blé, respectivement. Les solutions sont ensuite filtrées dans un tube RMN de 5 mm. Pour les
échantillons de lait analysés sur le spectrometre 500 MHz, 40 uLL de CsFs ont été ajoutés comme

solvant de lock.
4.3.3. Spectrometres RMN

Les échantillons de lait ont été analysés sur un spectrometre Bruker Avance 111 500 MHz équipé
d’une sonde QOneTec spécifique *C et 7O avec un lock '°F et sur un spectrométre Bruker
Avance III 700 MHz équipé d’une sonde cryogénique inverse. Les échantillons de blé ont été

analysés uniquement sur ce dernier. Toutes les expériences ont été réalisées a 303 K.
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4.4. Optimisation de ’asHSQC pour ces matrices

Mon rdle dans le projet TOFoo a été de proposer en amont un outil analytique prét a I’emploi
comprenant le choix des paramétres d’acquisition, de la préparation du tube RMN des
¢chantillons, du mode d’intégration, et des signaux retenus. Les produits peuvent présenter des
impuretés seulement si leurs déplacements chimiques ne se superposent pas avec les molécules

d’intérét. Ces choix finaux ont été entérinés sur la base de la précision.
4.4.1. Evaluation de la précision

Dans ce projet, la précision est évaluée pour chaque carbone avec un CV cible inférieur a 1%eo.
Elle est donc évaluée a 1’aide du CV™™ et CV™°Y et du nombre de carbone présentant une
précision inférieure a 1%o. Les échantillons de lait sont composés de deux molécules, les
fractions molaires sont donc calculées en prenant la somme de chaque molécule séparément
(Eq 3.8 et Eq 3.9).

DAGF
f_DAGF — Vl— (3.8)
i Z? /DAGF
Y DAGaP
fiDAGaP — m (3.9)
21V

La justesse n’est pas un critere car les échantillons sont traités relativement. Ils sont analysés

tous avec le méme procédé afin de trouver une discrimination entre les deux groupes.
4.4.2. Lait

La séquence a été optimisée sur le spectrometre 500 MHz sur 50 mg de DAGF et 50 mg de
DAGaP commerciaux. La présence de deux molécules entraine un décalage non uniforme des
signaux entrainant un ajustement impossible des spectres. Les spectres ne sont alors pas ajustés

afin d’avoir la meilleure répétabilité et d’éviter une dépendance de 1I’opérateur.

L’optimisation est réalisée de la méme maniere que pour le développement sur le cholestérol.
Les fréquences d’excitation ont été placés a 4 et 74 ppm avec une gamme spectrale de 8 et

2 ppm pour le 'H et le *C, respectivement (Figure 81).

Le nombre de points expérimentaux dans la dimension indirecte a été choisi a 128 avec un NUS
de 50% soit 256 points totaux apres reconstruction. Le nombre de scans a été ajusté a 6 afin
d’obtenir un CV™™"_ CV™0Y de 0,16 et 1,07%o, respectivement avec 5 carbones inférieurs a 1%o

(sur 11 sites). Le temps d’expérience pour un spectre est égal a 1 h.

Une vingtaine d’échantillon a été analysée sur le 500 MHz, cependant, un probléme avec le
passeur d’échantillon a obligé le transfert de ce projet sur le 700 MHz. De plus, il a été remarqué
sur certains échantillons de lait un décalage des signaux entrainant une inexploitation des
données pour le C1 du DAGEF. Le fichier d’intégrale utilis¢ sur le 500 MHz dépend de la fenétre
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spectrale et du nombre de points dans la dimension indirecte. Afin de ne pas analyser de
nouveaux les échantillons (précédemment analysé sur le 500 MHz), seul le nombre de scans a
été ajusté, ainsi que la liste VRT qui dépend des T;. Le T{"** ('H) sur le 700 MHz est de 2,5 s,

le VTR doit donc commencer a 17,5 s. Un nombre de scans égal a 6, 4 et 2 a été testé

(Figure 82).
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Figure 81 : Spectre asHSQC de 50 mg de DAGF (m) et 50 mg de DAGaP (m) enregistré a 700,28 MHz avec une
sonde cryogénique en 22 min, en utilisant l'approche du repliement spectral. La température de l'échantillon a
été réglée a 303 K.
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Figure 82 : Valeur de CV pour chaque carbone en fonction avec un nombre de scans de 2 (m), 4 (m) et 6 (m) sur
le 700 MHz.

Les CV déterminés avec le spectrometre 700 MHz de tous les carbones sont inférieurs a 1%o
quel que soit le nombre de scans utilis€. Compte tenu de la précision obtenue, seulement un
spectre a été réalisé sur les échantillons, ainsi le temps d’analyse par échantillon est égal a 22

minutes, soit le temps pour un spectre.
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4.4.3. Blé

La séquence a été optimisée sur le 700 MHz sur un échantillon de 50 mg de DAGF commercial.
Les fréquences d’excitation ont ét¢ placées a 4 et 76,8 ppm avec une gamme spectrale de 8 et
1 ppm pour le 'H et le 1*C, respectivement (Figure 83). Le T{"** ('H) de cet échantillon est de
2,5 s, donc la liste de VRT utilisée commence a 17,5 s avec des valeurs de 0,7 et 0,005 pour u
et g, respectivement. L’utilisation de cette liste permet de diviser par 3 le temps expérimental

par rapport a une acquisition sans VRT.
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Figure 83 : Spectre asHSQC de 50 mg de DAGF enregistré a 700,28 MHz avec une sonde cryogénique en 6
min, en utilisant l'approche du repliement spectral. La température de l'échantillon a été réglée a 303 K.
Un nombre d’incréments (N;) de 32 avec un nombre de scans (NS) de 2 et de 4, ainsi que N,
égale a 64 avec un NS de 2 ont été testés avec un temps d’expérience de 6 min, 12 min et 16 min
respectivement (Figure 84). Les résultats montrent une précision meilleure que 1%o pour tous
les carbones avec un CV™", CV™°Y de 0,2 et 0,6%o, respectivement pour un N; de 32 et un NS
de 2. Ces parametres ont été gardés car ils présentent le plus petit temps d’expérience avec

I’obtention de la précision visée.

Une étude de reproductibilité sur trois jours consécutifs a montré un CV™™", CV™%Y de 0,5 et
0,6%0, respectivement. Le paramétrage du spectrométre automatiquement par un passeur
d’échantillon ne modifie pas les mesures de reproductibilité avec des CV™", CV™°Y finaux de

0,4%o, validant ainsi son utilisation pour la campagne d’échantillons.

Aujourd’hui, les 200 échantillons de blé et de lait de la phase pilote ont ét¢ analysés et les
données ont ét¢ envoyées au partenaire en charge de I’étude statistique. La phase de
consolidation avec 400 échantillons supplémentaires dont 200 de lait et 200 de blé est en cours

d’analyse. Si les résultats sont concluants a la fin de ces phases, 4000 échantillons seront
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analysés sur 5 ans afin de recouvrir les différentes saisons et années afin de proposer un outil

pour discriminer des échantillons biologiques et conventionnels.
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Figure 84 : Valeurs minimale, moyenne et maximale de CV (%) des fi, avec un nombre d’incréments et de scans
égala 32 et2 (m), 32 et 4 (m) et 64 et 2 (m), respectivement.
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Chapitre IV : Des mesures irm-'>*C NMR homogenes et justes

La séquence asHSQC donne des résultats apparents du fait de la perte d’information provenant
des carbones quaternaires et des délais de transfert d’aimantation et de refocalisation qui ne
peuvent pas étre optimaux pour tous les sites. Les applications vues dans le chapitre III utilisent
uniquement des données relatives. Cependant, pour certaines applications les valeurs obtenues
par I’asHSQC doivent étre corrigées afin de fournir des valeurs de 8'*C; compréhensibles pour
toute la communauté isotopique. La littérature a également montré des résultats relativement
inhomogenes entre les spectromeétres avec 1’utilisation d’une méme séquence (Cf. Chapitre I).
Ce chapitre aborde la notion de justesse en irm-'>C NMR avec la proposition et la mise en place
de différents facteurs de correction, d’une part sur la séquence asHSQC avec une utilisation
plus contraignante que celles du chapitre précédent, et d’autre part entre deux spectrometres
quelle que soit la molécule analysée. L’exemple retenu pour la démarche de correction d’une
séquence multi-impulsionnelle est celui de I’analyse de 10 mg de glucose apres dérivation en
DAGEF par asHSQC qui pourrait satisfaire les exigences de 1’analyse intramoléculaire *C de la
cellulose des cernes des arbres : tres peu de produit, optimisation de la sensibilité, présentation

des 8'3C; sur I’échelle internationale déja utilisée pour les mesures en irm-MS.

L’objectif de ce travail est, dans un premier temps, d’harmoniser les résultats RMN entre eux,
puis dans un deuxiéme temps d’aborder I’expression de ces résultats homogénéisés sur une
échelle §!°C qualifiée de « vraie ». Dans ce sens, des molécules pouvant servir de standards de

correction seront proposées.

1. La composition intramoléculaire *C du glucose comme outil de
suivi de la réaction des arbres au changement climatique

La distribution isotopique dans les plantes est différente en fonction de leur métabolisme 58]
(Figure 85). Les plantes C3 fixent et synthétisent le glucose dans la partie mésophylle. Les
plantes C4 fixent le CO2 dans la partie mésophylle mais synthétisent le glucose dans la gaine
périvasculaire. Et les plantes CAM fixent le COz la nuit et synthétisent le glucose le jour dans
la partie mésophylle. Ces différents métabolismes entrainent des variations sur le profil
isotopique du carbone-13 qui ont été observées en irm-'*C NMR avec la séquence Inverse Gated
(Figure 86). [ Cependant, cette séquence demande un temps d’expérience relativement long
et une masse importante de produit (environ 200 mg), '7®!""! ce qui ne permet pas d’étudier le

flux et les organes de stockage sur les différentes parties d’une plante.

Tout comme les plantes, les arbres synthétisent du glucose et le polymérisent en cellulose,
représentant alors 50% de la composition du bois. Chaque année, un arbre forme un cerne dont
sa composition isotopique globale peut servir d’indicateur de parametres afin de reconstituer la
variabilité climatique passée et pour proposer des futurs modeles. 17818 > analyse PSIA du
glucose donne lieu a une exploitation plus complete et plus précise des signaux des cernes afin
d’obtenir une reconstruction a plus haute résolution des réactions des arbres au changement

climatique. Cependant, la masse de glucose pouvant étre obtenus a partir de la cellulose est
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d’environ 20 mg. En 2018, Wieloch et al. ont analysé la composition isotopique '*C en PSIA
par irm-13C a I’aide de la séquence Inverse Gated en regroupant les échantillons pour obtenir
une masse de produit de 80 mg de MAGF, dérivé qui a été retenu pour leur étude. ['””! Le but
de cette partie est d’optimiser et de corriger 1’asHSQC afin d’analyser seulement 10 mg de
dérivé du glucose correspondant a la masse cible apres dérivation et extraction du glucose. Le
dérivé retenu est le DAGF, son utilisation sera justifiée au cours du travail d’optimisation de la
méthodologie asHSQC.
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Figure 85 : Illustration schématique des voies métaboliques et composition isotopiques globale des plantes C3,
C4 et CAM au cours de la photosynthése.
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Figure 86 : Composition 6'3C intramoléculaire du saccharose dans les plantes C; (®), C4(0) et CAM (V). Les
valeurs 5'3C sont données comme relatives, c'est-a-dire calculées comme les décalages isotopiques par rapport
a la valeur moyenne moléculaire. 15"
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Grace a cette méthodologie PSIA sur le glucose, différentes observations majeures ont été
collectées : (i) différence de signature '*C du métabolisme (entre C3, C4 et CAM), U8 (ii) effet

isotopique associ¢ a I’isomérisation du glucose en fructose [18%183]

et (iii)) impact
environnemental sur la composition intramoléculaire du glucose. ['#*! Ces travaux indiquent que
le glucose est un biomarqueur potentiel des changements climatiques associés a la croissance

de la plante.

1.1. Méthodologie

La surface des signaux en RMN est proportionnelle au nombre de noyaux équivalents sur un

site i (n;), a I’abondance isotopique (x;) et a un facteur k; (Eq 4.1) (Cf. Chapitre I).
Si OCki.ni.xi (41)

Dans la séquence Inverse Gated le facteur k est le méme pour tous les carbones permettant ainsi
de s’affranchir de cette constante. Cependant, avec une séquence multi-impulsionnelle telle que
1’asHSQC, le facteur k; est dépendant de chaque site i. En effet, il est dépendant des constantes
J et des valeurs de T, de chaque carbone. Les résultats issus de ces séquences sont donc

seulement apparents.

Il est nécessaire de rapporter les résultats sur une échelle compréhensible selon les données déja
publiées par I’approche de la séquence d’impulsion 1D classique : I’Inverse Gated (appelée
également single-pulse, Cf. Figure 10, Chapitre I). Le but ici est de déterminer un facteur de
correction pour chaque carbone entre la séquence 1D et la séquence 2D. Le DAGF commercial
est analysé en Inverse Gated avec une quantité de produit de 200 mg, puis en asHSQC sur
10 mg. Un facteur de correction est alors déterminé pour chaque carbone. Afin de vérifier la
robustesse des facteurs de corrections, plusieurs échantillons de glucose provenant de
différentes sources de plantes ont été dérivés en DAGF pour étre analysés. Ces facteurs de
correction sont ensuite appliqués aux autres DAGF analysés en asHSQC (Figure 87). Pour
vérifier la justesse de ces facteurs de correction, les échantillons sont également analysés en
ID. Une fois les facteurs de correction validés, il sera possible d’analyser les échantillons
provenant des cernes des arbres qui sont analysables uniquement en 2D en raison de leur
quantité limitée (seulement 10 mg). Ce dernier aspect ne sera pas abordé dans ce travail,

I’objectif étant les ajustements de 1’analyse RMN.
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Figure 87 : Méthodologie pour corriger I’asHSQC sur des échantillons d’un dérivé du glucose provenant de
différents métabolismes de plantes.

1.2. Nature des échantillons

Différents glucoses issus de différents métabolismes végétaux ont été utilisés (Tableau 8). Le
DAGF commercial et les glucoses des plantes Cs4 ont été achetés chez Sigma-Aldrich. Les
glucoses des plantes Cs sont issus de I’amidon apres hydrolyse. Le glucose de la plante CAM a
¢été isolé du jus d’ananas (pays d'origine : Equateur), le protocole d’extraction est donné en

annexe 4.

La composition isotopique globale (8'°C,) a été déterminée par irm-MS sur le glucose. Pour le
DAGF commercial, une hydrolyse a été réalisée afin d’obtenir le §'*C, du glucose. La synthese
du DAGEF suit le protocole décrit dans le Chapitre III.

Tableau 8 : Origine et 5'3C, des échantillons de DAGF.

Echantillon Meétabolisme 313Cq (%o0) Origine
DAGF. Cs -9,9 DAGEF synthétique
commercial
Mais 1 Cy -99 Glucose commercial
Mais 2 Cy -10,1 Glucose commercial
Pomme de Terre Cs -25.0 Fécule
Feve Cs -24.9 Amidon
Glucose et saccharose
Ananas CAM -13,9 )
extraits
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1.3. Etude sur I’échange entre I’eau et la fonction hydroxyle du DAGF :
justification du choix du dérivé

Les essais préliminaires ont montré une grande variabilité sur des échantillons issus du méme

métabolisme notamment sur le carbone 3 lié€ a la fonction hydroxyle du DAGF (Figure 88).

Figure 88 : Structure chimique du DAGF.

Un échange chimique entre 1’eau contenue dans le tube et la fonction hydroxyle (OH) a été mis

en évidence.

Dans le cas du DAGEF, si I’échange est lent le proton du OH est couplé au proton sur le C3
donnant alors un doublet. Lorsque I’échange est rapide, le couplage disparait car le OH est en
échange avec I’eau provoquant I’observation d’un singulet dont la largeur dépend de la vitesse
d’échange (Figure 89).
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Figure 89 : Variation de la forme de raie du signal 'H en fonction de la vitesse d’échange entre la fonction
hydroxyle de I’éthanol et ['eau. 16

Dans cette étude, un échange a différentes vitesses a été observé entre le OH du DAGF et I’eau
résiduelle des différents échantillons (Figure 90). L’échange est le plus rapide dans I’échantillon

de pomme de terre alors qu’il est le plus lent pour un échantillon de blé.
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Figure 90 : Spectre 'H zoomé sur la fonction hydroxyle pour différents échantillons synthétisés au laboratoire
dont la pomme de terre (m), mais I (m) mais 2 (m) et Fevre (m). Un singulet traduit un échange rapide et un
doublet un échange lent. Ces résultats ont été obtenus sur 10 mg de DAGF dans 600 uL de DMSO-ds.

Un échange entre le OH et I’eau peut provoquer un changement dans le transfert de polarisation
du proton lié au C3 qui porte la fonction OH. ¥ Afin de contourner ce probléme, il est
important de standardiser 1’échange entre les échantillons soit en accélérant ou en supprimant
ou soit en stabilisant I’échange.

1.3.1. Accélération de I’échange

Pour accélérer I’échange, 100 uL d’eau ultrapure ont été ajoutés afin d’obtenir un échange
rapide en homogénéisant la quantité d’eau dans tous les échantillons. Cependant, un artéfact a
été observé sur les spectres asHSQC (Figure 91). Bien que 1’eau ne contienne pas de carbone,
sa forte concentration en proton provoque une longue trainée superposée au C4 du DAGF. Une
séquence avec une suppression du signal de I’eau peut €tre imaginée mais cela rendrait la
séquence non-quantitative (compte tenu de la précision visée) due a la suppression des signaux

proches du signal de 1’eau.
1.3.1. Suppression de I’échange

La suppression de I’échange a été testée en séchant les échantillons avec un agent de séchage :
le sulfate de magnésium (MgSQOys). Il permet grace a sa forte affinité avec I’eau, d’éliminer les
molécules d’eau présentes dans un solvant organique. Le DAGF est solubilisé dans le DMSO-ds
puis, du MgSOys est ajouté jusqu’a ce que ce dernier ne forme plus d’agrégat. Ensuite, le MgSOq4
est éliminé en filtrant la solution sur coton dans un tube RMN de 5 mm. Le spectre '"H du DAGF

commercial a montré une augmentation de la concentration en impuretés apres le séchage avec
le MgSO4 (Figure 92).

L’impureté majoritaire a été identifiée, et correspond au 1,2-O-Isopropylidene-a-D-
glucofuranose (MAGF). Le MgSOs en solution a montré un pH d’environ 5 entrainant une
hydrolyse acide du DAGF en MAGF (Figure 93).
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Figure 91 : Spectre asHSQC enregistré a 700,28 MHz et a 303 K de 10 mg DAGFCom solubilisé dans 500 uL
de DMSO-ds avec 100 uL d'eau ultrapure.

" 410 406 4.02 3.98 3.94 3.90 3.86 3.82 3.78 374

6.0 5.9 5.8 5.5 5.4 5.3 5.2 4.6 4.5 4.4
'H [ppm]

Figure 92 : Spectre 'H du DAGF commercial avant (m) et apres (m) séchage avec du MgSOy4 enregistré
700,28 MHz avec une sonde cryogénique.
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,5/ HO/YOH

DAGF MAGF

Figure 93 : Hydrolyse du DAGF en MAGF.

1.3.2. Réduction et stabilisation de I’échange

Une étude a montré qu’il est possible de réduire I’échange entre I’eau et une fonction OH en
présence d’alumine (Al,03). [ Cet ajout crée des liaisons hydrogénes entre ’eau et I’alumine
permettant ainsi de réduire et de stabiliser 1’échange entre la fonction OH du site 3 et I’eau.
Afin de ne pas ajouter d’eau avec le solvant deutéré, le dichlorométhane deutéré (CD2Cl) a été
utilisé. Le CD2Cl: peut présenter un caractére acide qui est stabilisée également par I’alumine
empéchant I’hydrolyse du DAGF en MAGF. Plusieurs masses d’Al2O3 neutre ont été testées
pour déterminer la quantité optimale a additionner (Figure 94).

Sans Al,O, 10 mg 15 mg 20 mg
Echange rapide ) [change lent

Figure 94 : Variation de la forme du multiplet, et donc de la vitesse d’échange entre la fonction hydroxyle et
l’eau, avec la quantité d’Al,O3 ajoutée.

A partir de 15 mg d’Al,Os I’échange entre I’eau et la fonction OH est réduit, permettant alors

de standardiser I’échange entre I’eau et la fonction hydroxyle. Il est important que la suspension
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de I’alumine soit stable avant de réaliser des expériences car sa présence peut perturber
I’homogénéité du champ magnétique. Ceci est facilement atteint du fait que, de nos jours, la

rotation du tube RMN dans la sonde n’est plus une exigence instrumentale.

Dans les études précédentes, les molécules du MAGF 1771 et TAMAG 176! (3,5,6-triacetyl-1,2-
O-isopropylidene-a-D-glucofuranose) ont été utilisées comme dérivés du glucose. Le TAMAG
a été synthétisé dans les travaux de Gilbert et. al. et a été obtenu apres 3 étapes. ['’8! Cependant,
ce nombre d’étapes est trop important car cela peut entrainer une perte de produit qui ne peut
pas étre envisagée sur ce projet. Quant au MAGTF, il comporte 3 fonctions OH libres qui
compliquent le mode opératoire avec 1’utilisation de la séquence asHSQC. Donc contrairement
aux dérivés du glucose utilisés dans la littérature et adaptés a une analyse 1D, le DAGF semble
la structure chimique la plus robuste pour 1’analyse asHSQC, aprés stabilisation de la

préparation.
1.4. Préparation des échantillons et configuration du spectrometre

La préparation RMN d’un échantillon consiste a mettre en solution 10 mg de DAGF avec 25
mg d’Al>O3 dans 600 pL. de CD>Cl,. La solution est ensuite transvasée dans un tube RMN de
5 mm. Une quantité importante d’alumine est ajoutée car il y a une perte d’environ 7 mg lors
du transfert de la solution. La filtration n’est pas envisageable a cause de I’alumine qui doit étre
présente dans le tube. Pour la séquence 1D, 200 mg de DAGEF ont été solubilisés dans 550 pL
de DMSO-ds.

Les expériences 2D et 1D ont été réalisées sur un spectrometre 700 MHz équipé d’une sonde
cryogénique pour gagner en sensibilité. Les calibrages du 90° 'H et '3C sont réalisés en
déterminant I’annulation a 360° et en divisant la durée trouvée par 4. Les expériences ont été
réalisées a 293 K pour éviter I’évaporation du solvant. Pour la séquence Inverse Gated, la
puissance du découplage est égale a la puissance d’un 90° de 14 ps. Les spectres 1D ont été
acquis a une température de 303 K, et tous les parametres d’acquisition sont donnés dans

I’annexe 5.
1.5. Optimisation de la séquence 2D

L’optimisation de la séquence a été réalisée sur un échantillon de DAGF commercial. Les
fréquences d’excitation ont été optimisées a 4 et 75,8 ppm avec une gamme spectrale de 8 et
2 ppm pour le 'H et le 1*C, respectivement (Figure 95). Le changement de solvant entraine une
augmentation des T; avec un T{"** de 4,6 s soit I'utilisation du liste VRT dont le premier point
estde 35 s.
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Figure 95 : Spectre asHSQC de 10 mg de DAGF commercial dans 600 uL de CD-Cl; enregistré a 700,28 MHz
avec une sonde cryogénique en 1 h 47 min, en utilisant l'approche du repliement spectral. La température de
l'échantillon a été réglée a 293 K.

Le nombre d’incréments a été optimis¢ de 64 a 256 points avec un NUS de 50%. Un
dédoublement des signaux dans la dimension '*C a été observé avec 128 et 256 points
(Figure 96), le dédoublement disparait avec une fenétre spectrale de 4 ppm. Une limite de

64 points dans la dimension indirecte a donc été mise en évidence pour une fenétre spectrale de

2 ppm.

T T A |- T T T
5.96 5.94 5.92 5.90 5.88
H [ppm]

Figure 96 : Comparaison du signal du C1 du DAGF avec une acquisition contenant 128 points (m) et 64 points
(m) dans la dimension indirect avec une fenétre spectrale totale de 2 ppm.

Le S/B impacte la précision, ainsi un nombre de scans égal a 4, 6, 8 et 10 a été testé
(Figure 97). Les NS de 4 et 6 entrainent un CV™** de 2,4 et 2,8%o, traduisant un S/B trop faible

pour atteindre la précision visée. Pour les NS de 8 et 10 les résultats sont similaires avec un
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CY™n CY™moY et CV ™ de 0,3 ;0,7 ; et 1,2%o, respectivement. Le temps d’expérience pour
un spectre permet de choisir un NS de 8 donnant un temps d’expérience pour un spectre de 1 h

47 min contre 2 h 13 min pour un NS de 10.
3,0
2,5

2,0

1,5

1,

° I 1
o alnl

Minimum Moyen Maximum

CV (%o)
o

w

Figure 97 : Valeurs de CV™", CV™Y, CV™% (%) avec NS de 4 (m),6 (w),8 (m),10 (m). Les temps d’acquisition
pour un spectre sont de 53 min, 1 h 20 min, 1 h 47 min et 2 h 13 min, respectivement.

1.6. Optimisation du traitement de données et répétabilité de la séquence
1.6.1. Optimisation du traitement de données

L’intégration des signaux peut influencer la précision. Dans le chapitre III, les spectres étaient
ajustés mais les signaux pouvaient se décaler de manieres différentes rendant ce protocole
dépendant de la position des pics. Pour ce projet, d’autres protocoles ont été évalués et comparés

au traitement sans ajustement c’est-a-dire sans rien toucher sur le spectre.

Il est possible de centrer chaque intégrale sur le maximum du signal, ce protocole sera appelé
« ajustement des intégrales ». L.’ajustement est réalisé sur le 1°" spectre de chaque série puis ce
méme fichier est appliqué aux deux autres spectres. Un autre protocole a été testé sur les
projections dans la dimension 'H, le rang dans la matrice de chaque milieu de tiche est
déterminé, puis de part et d’autre 100 lignes sont additionnées. Ensuite, sur chaque spectre 1D

obtenu, le signal est intégré ; ce protocole sera appelé « par projection ».

Pour étudier la répétabilité du traitement de données, 3 séries de 3 spectres ont été acquises sur
le méme échantillon. Les résultats (Figure 98) montrent des CV plus élevés en ajustant toutes
les intégrales ce qui indique qu’il y a une dépendance a I’opérateur avec ce protocole. En
réalisant la projection, le CV™™ est le moins élevé mais le CV™% présente une valeur
supérieure au CV™% obtenu sans bouger les intégrales ou les spectres. Le traitement de données
retenu pour le reste des expériences ne comporte donc aucun ajustement que ce soit sur les

intégrales ou les spectres.
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Figure 98 : Valeurs de CV™™, CV™Y, CV™ (%) avec un traitement de données sans ajustement (m), en
ajustant les intégrales (m), ou les projections (m).

1.6.2. Répétabilité de la séquence

Dans le but de confirmer la répétabilité de la séquence, de la préparation d’échantillon et du
paramétrage automatique lorsqu’un passeur d’échantillon est utilisé, une étude répétabilité sur
3 tubes a été réalisée. Trois tubes de DAGF commercial ont été préparés dans les mémes
conditions expérimentales puis mesurés a la suite. Les résultats montrent une tres bonne
répétabilité avec un CV pour chaque carbone inférieur a 1%o (Tableau 9). Les mémes tubes ont
été analysés le lendemain pour mesurer la stabilité des échantillons sur deux jours consécutifs.

La répétabilité sur les 2 jours montre un CV inférieur a 1%o pour tous les carbones.

Afin d’évaluer la stabilité des échantillons apres la préparation RMN, un tube préparé un mois
et demi plus tot a ét€ analysé en méme temps que les trois tubes précédemment préparés. Les
résultats montrent des CV plus élevés et notamment pour le C3 du DAGF. Les spectres 'H de
cet échantillon mesurés apres la préparation et un mois et demi aprés montrent une
augmentation du signal de I’eau traduisant un caractere hygroscopique de I’échantillon. Le C3
est impacté par ce phénomene car il est 1ié a la fonction OH et au probléme d’échange entre
I’eau et la fonction hydroxyle (énoncé précédemment). Les échantillons ne sont donc pas stables
en préparation, ils doivent étre analysés directement apres la préparation ou dans les jours qui
suivent.
Tableau 9 : CV calculés sur trois tubes différents de DAGF commercial sur 1 journée, 2 jours et avec une

préparation réalisée un mois et demi avant. En vert sont représenté les CV inférieurs a 1%o et en rouge
supérieurs a 1%o.

Répétabilité sur 3 tubes Répétabilité sur les 2 Répétabilité avec le tube
jours préparé un mois et demi avant
C1 0,9 0,1 0,7
C2 0,5 1,0 0,5
C3 0,5 0,6 2,1
C4 0,1 0,1 0,7
Cs 0,6 0,7 0,7
Cé 0,2 0,7 1,2
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1.7. Expression des résultats sur ’échelle 8'*C;

L’asHSQC donne uniquement des résultats apparents (Cf. Section 1.1 de ce chapitre), avec des
813C; allant de 300 a -400%o aprés un calcul direct a partir des volumes des pics, ce qui est
impossible compte tenu de la variation de la composition isotopique dans les produits naturels.
Afin d’exprimer les §'°C; du glucose (via le DAGF) sur une échelle §'°C; compréhensible par
la communauté d’isotopie un protocole de corrections des données a été élaboré. Pour vérifier
la correction de 1’asHSQC sur les échantillons, tous les DAGF ont été également analysés en
RMN 1D sur 200 mg (séquence single-pulse). Ainsi, le profil des résultats de ’asHSQC
corrigés peut étre comparé a celui attendu en 1D qui est considéré, a ce stade, comme juste pour

cet élément de 1’étude.

Le facteur de correction (AZZ%CFCM) doit étre différent pour chaque carbone car les biais de

1’asHSQC sont dépendants de chaque site. Il est calculé sur les fractions molaires du DAGF

commercial entre les résultats acquis par I’Inverse Gated et ’asHSQC (Eq. 4.2).

1D
HSQC __ JipaGrcom 4.2
ipAGFCom ~ £2D (4.2)
LDAGFCom

Puis il est appliqué pour chaque fraction molaire (f;22 ) obtenue avec I’asHSQC (Eq. 4.3) afin

DAGF
) . . . 1D
d’obtenir la fraction molaire 1D (f;, ..)-
1D _ £2D HSQC 4.3)
IDAGF LDAGF" "ipAGFCom '

Ensuite, la composition isotopique de chaque site (5'°C;) est calculée a I’aide de la composition

isotopique globale (5'°C,) de chaque échantillon selon 1’équation (Eq. 1.46).

La Figure 99 montre la comparaison entre les résultats corrigés de 1’asHSQC et le profil 1D de
chaque échantillon. Les résultats corrigés sur les profils des plantes C3 et C4 sont en accord avec
les résultats de référence donnés par I’Inverse Gated. Le profil corrigé pour 1’ananas présente
des biais notamment sur le C4 et le C6 qui pour I’instant ne sont pas expliqués et qui
demanderaient une investigation plus poussée avec par exemple une analyse de la pureté (dont
I’influence du dérivé du fructose et ses impuretés). Les facteurs de correction ont été obtenus
avec une variabilité de 1,1%o calculée par I’intermédiaire des variances entre la séquence 1D et
2D sur le DAGF commercial.

Pour s’affranchir des différences de compositions isotopiques globales entre les échantillons,
les résultats sont présentés en écart relatif par rapport au 3'°C, des glucoses correspondants
(Eq. 4.4).

A8B3C; = 613¢; — 613, (4.4)
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Figure 99 : 5/3C données par la séquence ID (- - -) et la séquence 2D corrigée (==) par le facteur Aipacrcom

pour les DAGF utilisés dans cette étude. Les barres d’erreur correspondent a deux fois l’écart-type (n = 3 pour
chaque échantillon).

Les profils de chaque origine peuvent étre comparés aux données de la littérature réalisées par
Gilbert et al. en 2011. [1821 Les plantes C4 (Figure 100a) ont des profils trés similaires entre elles
et par rapport a la littérature, ce qui est en accord avec leur origine qui est toujours du mais. Les
plantes Cs (Figure 100b) présentent quant a elle des profils assez différents entre le glucose de
pomme de terre et de féve obtenu avec les séquences 1D et 2D et celui de la littérature obtenu
sur du glucose de blé. Ces graphiques permettent de mettre en évidence des profils différents
entres les especes d’origine. Pour avoir une vision globale pour chaque métabolisme de plantes

il faudrait analyser un grand nombre d’échantillons avec plusieurs espéces de plantes
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différentes. Ainsi, le glucose d’ananas (Figure 100c) présente un profil différent de celui de la

littérature.
a) ¢ SN S N R I O ¢ < S A ¢ 4
10,0 15,0
10,0
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g 00 g 00
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Figure 100 : Profil isotopique >C du DAGF a partir de glucose provenant a) de plantes C4 : DAGF commercial
(=), Mais 1 (=), Mais 2 (—) ; b) plantes C3 : Pomme de terre (==) et Féve (=) ; c) de plantes CAM : Ananas
(=). Les valeurs sont décrites comme le décalage isotopique AS™C; (%) (AS™3C; = §'3C; — §™3C,). Les barres
d'erreur correspondent a deux fois [’écart-type de la séquence 2D (n = 3 pour chaque échantillon). Les résultats
obtenus par Gilbert et al. (2011) pour les plantes Cs, Cq4 et CAM sont également indiqués sur la figure (---). ['82
Les différences avec la littérature peuvent étre expliquées par une différence : (i) d’espéce de
plantes, (ii) d’origine géographique et de production, (iii) faible nombre d’échantillons
étudiés dans la littérature ou (iv) de spectromeétres d’acquisition. En effet, les données acquises
dans la littérature ont été acquises sur un spectrometre 400 MHz Avance | équipé d’une sonde
DUAL+ *C/'H. Le champ et la sonde peuvent en effet affecter le profil isotopique des produits

(Cf. Chapitre I).
1.8. Conclusion

Dans ce projet, I’asHSQC a ¢été optimisée et utilisée sur 10 mg de produit obtenant un temps
d’expérience pour un spectre de 1 h 47 min contre 2 jours et 15 heures avec I’Inverse Gated sur
cette quantité de produit. Cette séquence a montré une tres bonne répétabilité et reproductibilité
interne avec une précision toujours inférieure a 1%o sur tous les carbones. La correction a été
atteinte avec I’application d’un facteur de correction appliqué entre les résultats 1D et 2D sur
chaque site de la molécule, permettant ainsi d’avancer dans les objectifs de cette these
(Figure 101). Les résultats de 1’asHSQC corrigés ont montré des profils similaires a ceux
donnés par la séquence Inverse Gated de référence et montre la méme tendance des quelques

données existant dans la littérature. La précision et la correction des résultats atteintes avec cette
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séquence permettront d’analyser prochainement le glucose issu de la cellulose extraite des
cernes des arbres et faire ainsi des comparaisons entre échantillons provenant d’une quantité

relativement petite de bois.

Utilisation de séquence Correction des résultats . .
, . Correction avec I'irm-
RMN mono- d’une séquence RMN
. . - . MS par pyrolyse
impulsionnelle multi-dimensionnelle
I I I C L Analyse irm-13C
. . NMR en absolue

Utilisation de séquence
RMN multi-dimensionnelle
plus sensible

Homogénéisation des
résultats irm-13C NMR

Figure 101 : Avancée dans les objectifs de la thése avec la correction des résultats d 'une séquence RMN
multi-dimensionnelle.

2. Homogénéisation des résultats d’irm->C NMR

Comme évoqué précédemment, pour augmenter la sensibilité en irm-"*C NMR il est possible
d’utiliser un champ magnétique plus élevé, de changer la configuration de la sonde ou la
méthode d’acquisition. Ces changements peuvent entrainer des biais dans les mesures
isotopiques provenant de I’effet d’off-resonance, des filtres de réception et des effets de sonde.
Des corrections pour lisser les effets instrumentaux doivent €tre mises en place. Les modalités
des facteurs de correction entre spectrometres RMN et leur justification sont 1’objet de ce

paragraphe.

Sur un spectre RMN '3C découplé des protons, plus le signal est loin de la fréquence
d’excitation (centre du spectre) et plus il est impacté par 1’effet d’off-resonance et les filtres de
réception (Figure 102). Une augmentation de la gamme spectrale ou du champ magnétique
entraine un élargissement de la gamme de fréquences observée et engendre une accentuation

des biais provenant des effets d’off-resonance et des filtres de réception.

Les effets provenant de la géométrie de la sonde sont visibles sur des molécules bi-marquées
qui sont utilisés pour mesurer la justesse et la précision du découplage dans la séquence Inverse
Gated (Cf. Chapitre I). Les molécules étant bi-marquées il est possible de par leur constitution
de calculer une erreur sur la justesse de la séquence. Les expériences réalisées sur un 700 MHz
avec une sonde inverse et sur un 400 MHz sur une sonde directe donnent une erreur sur I’éthanol
bi-marqué de 7%o et 0,01%o, et sur I’acide acétique bi-marqué 30%o et -2%o, respectivement
(Figure 103).
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Figure 102 : Représentation graphique des effets d’off-resonance et des filtres de réception sur la justesse en
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Figure 103 : Erreur sur les compositions isotopiques sur ['éthanol bi-marqué (m) et l’acide acétique (m)
analysés sur un 700 MHz équipé d 'une sonde inverse et un 400 MHz équipé d’une sonde directe.

Ces résultats montrent I’impact de la gamme spectrale (en effet, I’éthanol a une gamme de

39 ppm contre 157 ppm pour 1’acide acétique ; Figure 104), et de la valeur du champ

magnétique couplée a une différence de configuration de la sonde.

Par conséquence, les mesures réalisées en irm-'>C NMR sont uniquement relatives ou partielles

et dépendent de la configuration du spectromeétre. Cette partie présente 1’étude réalisée sur la

correction des résultats d’irm-'*C NMR afin de les rendre justes quelle que soit la configuration

du spectrometre. La préparation des échantillons bi-marqués et 1’attribution des signaux sont

données dans 1’annexe 6.
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Figure 104 : Différence de la largeur de gamme entre [’acide acétique (m) et [’éthanol bi-marqué (m).

2.1. Méthodologie

Pour harmoniser les résultats obtenus avec deux configurations différentes du spectrometre, il
est important de prendre en compte la gamme spectrale des molécules. Pour modéliser cet effet
et permettre de couvrir une grande gamme spectrale, plusieurs molécules ont été analysées telles
que le benzaldéhyde, le DAGF, et I’acétate de vinyle. L’un des signaux de chaque molécule
sert de signal de référence et il est placé le plus prés possible de la fréquence d’excitation sans
étre confondu avec celle-ci (a 60 Hz de la porteuse). Ainsi, ce signal n’est pas impacté par 1’ effet
d’off-resonance et les filtres de réception (Figure 105). Pour compléter le modele, le
benzaldéhyde a été analysé avec deux signaux différents pris pour référence.

Signal de référence avec aucun effet
d’off-résonance

Fréquence d’excitation 13C

Figure 105 : Spectre RMN >C-{'H} enregistré a 700,28 MHz du DAGF (m), de [’acétate de vinyle (m) et du
benzaldéhyde (m/m) avec un signal de référence placé 60 Hz de la fréquence d’excitation.
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Le méme signal est utilisé entre les deux spectrometres dont un est considéré comme la
référence. Le spectrometre de référence doit étre le spectrometre avec la configuration donnant
des fractions molaires de référence (Cf. Chapitre I). Une fois les acquisitions réalisées, les
fractions molaires de chaque site sont calculées pour le spectrometre de référence noté réf
(Eq. 4.5) et A (Eq. 4.6).
, sTéf
7 = Z]T]f (4.5)

Y
fA==—— (4.6)
Ensuite chaque fraction molaire est divisée par la fraction molaire du signal de référence

donnant alors un facteur 7; (Eq. 4.7 et4.8).

réf
¢ = Ji (4.7)
' fref
A
i = Ji (4.8)
fref

avec, firef et f; 1a fraction molaire du site i du spectrométre de référence et A, respectivement
et frer la fraction molaire du signal de référence. Enfin, un facteur de correction 4; est extrait

en divisant les facteurs 7; des spectrometres pour chaque site (Eq. 4.9).
A
3
A= E 4.9)

Ce facteur de correction est basé sur I’hypothese que la fraction molaire du signal de référence
soit la méme quelle que soit la configuration du spectrometre, étant supposé étre exemptée de

biais.
2.2. Configuration des spectrometres

Plusieurs configurations de spectrometres ont été utilisées avec des champs magnétiques
différents, des consoles et des sondes provenant de divers constructeurs (Tableau 10). Les
consoles proviennent de deux constructeurs : RS?D et Bruker et les sondes de QUAD system,
QOneTec et Bruker. Ces constructeurs utilisent des technologies différentes qui peuvent
impacter les résultats isotopiques. Il est important de noter que les sondes QUAD system et
QOneTec ne sont pas standard et ont été fabriquées sur mesure pour observer spécifiquement
un autre noyau a coté du '*C. Elles ont des tailles de bobines plus grandes que les autres sondes
utilisées couramment en RMN. Les canons de shims proviennent du méme fabricant (Bruker)

mais sont de différentes générations.
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Tableau 10 : Configuration des spectrométres utilisés.

Champ magnétique 400 MHz 500 MHz 700 MHz

Canon de shims Boss-1 Boss-2 Boss-2
Console Pulse RS?D Avance III Bruker Avance HD Bruker
Normal Normal Cryogénique inverse

QUAD system QOneTec Bruker
Sonde X[“C-*H]/'H X[*c-""0)/'H QCI 'H/*F-C/"N

lock '°F grad-Z lock '°F grad-Z lock *H grad-Z
5 mm 5 mm 5 mm

Les molécules d’intérét sont analysées sur ces configurations afin de corriger le 700 MHz qui
présente la plus grande sensibilité mais aussi les plus grands biais. Les préparations
d’échantillons et les parametres d’acquisition pour chaque spectromeétre sont donnés en

annexe 7.
2.3. Résultats

2.3.1. Courbes de correction

Les échantillons sont analysés sur chaque spectrometre en utilisant la méme méthodologie. Pour
chaque écart entre le signal d’intérét et le signal de référence, un facteur A; est déterminé
(Eq. 4.9). La Figure 106 présente les résultats obtenus entre le 700 et le 500 MHz avec ce dernier
pris comme référence. Une courbe polynomiale de degrés 3 peut étre utilisée pour ajuster les
résultats afin d’extraire une équation. Un R? de 0,96 est atteint montrant relativement une bonne

fiabilité de la courbe.

1,04
: o 7
1,02

M e

: .‘.“..HUQ,’Gbu
..... ,
| 0,98

0,97
-80,0 -60,0 -40,0 -20,0 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

Ecart entre le pic d'intérét et le pic de référence (ppm)

Figure 106 : Courbe de correction entre le 700 et le 500 MHz avec le DAGF (m), [’acétate de vinyle (m) et le
benzaldéhyde (m/m). L’équation de la courbe est y = 2E-08x° + 5E-07x* + 0,0002x + 1,0033 avec un R’ de 0,96.

La méme courbe peut étre tracée avec les résultats entre le 700 et le 400 MHz (Figure 107),

avec un R? de 0,83. Ce coefficient de détermination est inférieur a celui trouvé entre le 700 et
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le 500 MHz montrant un ajustement moins bon des points. Cela peut s’expliquer par une plus
faible sensibilité du spectrometre 400 MHz par rapport au 500 MHz. Ainsi, des instabilités sur
les mesures qui durent plus longtemps peuvent apparaitre et entrainer des résultats moins

concordants.

0,98

0,97
-80,0 -60,0 -40,0 -20,0 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0

Ecart entre le pic d'intérét et le pic de référence (ppm)

Figure 107 : Courbe de correction entre le 700 et le 400 MHz avec le DAGF (m), ’acétate de vinyle (m) et le
benzaldéhyde (m/m). L ’équation de la courbe esty = 3E-08x° - 5E-07x> + 0,0002x + 1,0065 avec un R’ de 0,83.

Les résultats issus de 1’analyse irm-'>C peuvent donc étre harmonisés mais il reste, cependant,
a corriger la justesse absolue afin d’obtenir des valeurs vraies comparables aux valeurs résultant

d’une approche par fragmentation comme par Py-GC/irm-MS.

2.4. L’acétate de vinyle : vers un nouveau standard pour I'irm->C NMR

Afin de corriger la justesse des résultats donnés par I’irm-'*C, un nouveau standard a été
imaginé. L’acétate de vinyle est une molécule qui présente deux avantages : (i) elle permet de
couvrir quasiment toute la gamme '*C entre 20 et 170 ppm (Figure 108) et (ii) elle est facilement
analysable par Py-GC/irm-MS. Des valeurs justes 8'°C; peuvent donc étre obtenues permettant

alors de vérifier la justesse de 1’irm-"C NMR.

c1
c2 c3 ca

2 1
37 Do Ny

Acétone-d;

T T T T T T T T T T T

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
13C [ppm]

Figure 108 : Spectre RMN 3C-{'H} de I’acétate de vinyle enregistré a 700,28 MHz avec une sonde cryogénique
avec le C3 comme signal de référence. La température de l'échantillon a été réglée a 298 K.
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2.4.1. Comparaison entre la Py-GC/irm-MS et ’irm-'3C NMR

L’analyse Py-GC/irm-MS a été réalisée a Tokyo Tec. Ces résultats permettent de comparer la
composition intramoléculaire isotopique de 1’acétate de vinyle donnée par la Py-GC/irm-MS et
par I’irm-"3C NMR (Figure 109). Les résultats montrent que les données acquises sur le 400 et
le 500 MHz sont similaires a celle de la Py-GC/irm-MS. Les compositions isotopiques
provenant du 700 MHz présentent, comme attendu, des biais notamment sur les carbones aux
extrémités (C1 et C4) de I’ordre de 25%o. Ces observations sont en accord avec la littérature
présentant des biais importants lorsque le champ magnétique est élevé ou lorsqu’une sonde

inverse est utilisée (Cf. Chapitre 1).

c1 c2 c3 ca
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Figure 109 : Compositions isotopiques spécifiques de I’acétate de vinyle par Py-GC/irm-MS (=) et irm-3C
NMR sur le 400 (=), 500 (=) et 700 MHz (==). Les bars d’erreur correspondent a deux fois I’écart-type.
L’utilisation du 700 MHz permet d’augmenter la sensibilité des expériences, mais les résultats

précédents montrent un défaut de justesse entrainant la nécessiter de les corriger.
2.4.2. Correction de I’acétate de vinyle

Afin d’obtenir des résultats justes provenant du 700 MHz, il faut utiliser la démarche
développée au paragraphe 2.1 de ce chapitre avec ’utilisation de la courbe de correction entre
ce spectrometre et un autre dit de référence tel que le 400 ou le 500 MHz. Une fois analysée,
I’écart en ppm entre le signal de référence et les signaux d’intérét est calculé, permettant
d’extraire les A; avec la courbe de correction. Le facteur Tiref pour chaque site i (Eq. 4.10) peut

alors étre déterminé a partir des fractions molaires sur le 700 MHz (Eq. 4.11).

0 = 277 (4.10)
700

700 = fi (4.11)
fref

Avec f;7% et fyr les fractions molaires du signal d’intérét et de référence, respectivement, sur

le 700 MHz. Enfin, chaque fraction molaire est corrigée en multipliant le facteur Tiref par la

fraction molaire du pic de référence (Eq. 4.12).
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firef — Tiref-fref (4.12)

Les résultats du 700 MHz sur 1’acétate de vinyle ont été corrigés avec la courbe de correction
avec le 500 MHz comme spectrometre de référence (Figure 110). Ils sont exprimés en utilisant
I’écart aux valeurs données par la Py-GC/irm-MS. Plus la courbe est proche de O et plus les
résultats sont proches des valeurs de la pyrolyse, considérés comme justes. Le graphique montre
que les biais sont corrigés en passant de 25%o de différence a environ 2%o, ce qui est tres

acceptable considérant les erreurs de mesures pour chaque technique.
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Figure 110 : Résultats du 700 MHz de I’acétate de vinyle non corrigés (=) et corrigés (==). Les valeurs sont
décrites comme le décalage a la Py-GC/irm-MS : §3C/%° — §13¢P”".

2.4.3. Influence de la fréquence d’excitation

Les courbes de correction sont dépendantes des écarts entre la position du signal de référence
et celles des signaux d’intérét partant alors du principe que les signaux proches de la fréquence
d’excitation sont justes et ou en tout cas peu impactés par les biais. Afin de compléter les
courbes de correction, 1’acétate de vinyle a été analysé avec la fréquence d’excitation placée a

coté de chaque carbone sur chaque configuration de spectrometre.

Les résultats montrent un comportement différent entre le 400 MHz (Figure 111a) et les deux
autres configurations : 500 (Figure 111b) et 700 MHz (Figure 111c¢). Les profils obtenus sur le
400 MHz sont symétriques : si la fréquence est placée a coté du signal du C4, le C1 est faux de
I’ordre de 40%o et inversement. Lorsque la fréquence d’excitation est placée proche du C2 ou
du C3 les deux profils sont proches de la Py-GC/irm-MS montrant qu’une fréquence

d’excitation au centre du spectre est privilégiée pour obtenir des résultats justes.

Ce comportement n’est pas observé sur les deux autres configurations. Les configurations du
500 et du 700 MHz présentent des résultats similaires mais les effets sont plus accentués sur le
700 MHz probablement en raison du champ magnétique €levé et de la géométrie de la sonde.
Les résultats montrent que les carbones ne sont pas toujours justes a coté de la fréquence
d’excitation. Quelle que soit la fréquence d’excitation le C3 est toujours juste montrant un autre

effet pas encore observé sur les résultats isotopiques.

137



Chapitre IV : Des mesures irm-'>*C NMR homogenes et justes
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Figure 111 : Composition isotopique de I’acétate de vinyle par Py-GC/irm-MS (=) et irm-'C NMR sur le : a)
400 MHz, b) 500 MHz, et c) 700 MHz avec les signaux de référence : Cl (=), C2 (=), C3 (=) et C4 (=—=). Les
bars d’erreur correspondent a deux fois I’écart-type.

Sur le 700 MHz, I’effet est plus marqué, lorsque la fréquence d’excitation est placée a coté C1,
le C1 et le C4 sont faux mais lorsque qu’elle est placée a coté du C4, tout le profil est juste et
proche des résultats donnés par la Py-GC/irm-MS. Pour la premiere fois, un profil juste et sans
correction a été observé sur le 700 MHz. Cet effet impacte les données de fagcon asymétrique et

il est visible sur les courbes de correction.

En ajoutant les données de 1’acétate de vinyle, il est possible de corriger tous les signaux
présents a moins de 150 ppm de part et d’autre d’un signal de référence. Entre le 700 et le
500 MHz (Figure 112) une fonction polynomiale de degré 3 permet d’ajuster les données
conduisant 4 une équation avec un R? de 0,95. Ces résultats montrent que les signaux blindés
(a droite du signal de référence) sont plus impactés par ce biais que les signaux déblindés (a
gauche du signal de référence). Les données entre le 700 MHz et le 400 MHz (Figure 113)
montrent des points beaucoup plus espacés de la courbe de tendance avec un R? de 0,81. Cela
est cohérent avec le fait que ces deux spectrometres ont des comportements tres différent vis-

a-vis de la fréquence de référence.
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Figure 112 : Courbe de correction entre le 700 et le 500 MHz avec [’acétate de vinyle avec comme signal de
référence le : C1 (m), C2 (A), C3 (¢) et C4 (o), le DAGF (®), et le benzaldéhyde (m - A ). L’équation de la
courbe de tendance est égale a : y = 2.107%.x3 + 2.107%.x2 + 0,0003x + 1,0009 avec un R? de 0,95.
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Figure 113 : Courbe de correction entre le 700 et le 400 MHz avec [’acétate de vinyle avec comme signal de
référence le : C1 (m), C2 (A), C3 (¢) et C4 (®), le DAGF (e®), et le benzaldéhyde (m - A ). L’équation de la
courbe de tendance est égale a : y = —3.10710. x3 + 7.1077.x% 4+ 0,0003x + 1,0051 avec un R>de 0,81.

Ces courbes de correction montrent que I’homogénéisation des résultats d’irm-">C NMR entre

deux spectrometres est possible (Figure 114) pour conduire a des valeurs qualifiées de justes.

Utilisation de séquence Correctiqn des résultats Correction avec I'irm-
RMN mono- d’une séquence RMN MS par pyrolyse
impulsionnelle multi-dimensionnelle
I I I I 2 Analyse irm-13C
= NMR en absolue
Utilisation de séquence Homogénéisation des
RMN multi- résultats irm-13C NMR

dimensionnelle

Figure 114 : Avancée dans les objectifs de these avec I'homogénéisation des résultats irm-">C NMR.
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3. Vers des valeurs justes : application sur I’alanine

Afin de vérifier ’application des courbes de correction, des échantillons d’alanine ont été
analysés par irm-C NMR sur le 700 MHz. En raison de sa faible solubilité, I’analyse est
réalisable sur 30 mg de produit au maximum et seule la configuration du 700 MHz permet son
analyse dans des délais raisonnables. ['8”) Sa petite taille lui confére I’avantage d’étre analysable
facilement par irm-MS par fragmentation chimique et pyrolyse. Pour mieux comprendre la
justesse en irm->C NMR plusieurs isotopoméres d’alanine ont été constitués par ajout d’alanine
mono enrichie en '3C sur chacun des carbones, disponible commercialement (Tableau 11).
Chaque échantillon ainsi fabriqué a ensuite été analysé par irm-MS par fragmentation chimique
et pyrolyse et irm-">C NMR.

Tableau 11 : Composition isotopique globale (8 13Cg ) des échantillons d’alanine enrichis sur des positions

spécifiques. En vert, les molécules enrichis sur le carbone de la fonction COOH ; en bleu, sur le CH et en rouge,
le CH3. L échantillon de référence correspond a la molécule d’alanine non enrichi.

Echantillons 3¢ g (%0) Ecart-type (%o)
Référence -12,3 0,1
13COOH-1 -0,8 0,1
13COOH-2 -4,7 0,1
13COOH-3 -7,3 0,1 0
13COOH-4 -8,8 0,1
13CH-NH:-1 3,1 0.3 et oH
13CH-NH2-2 -7,1 0,1
13CH-NH2-3 -8,8 0,1
13CH-NH2-4 -10,0 0,1
13CH-1 +1,7 0,3
13CH-2 -7,9 0,1
13CH-3 -9,5 0,2

3.1. Analyse irm-MS par fragmentation chimique et pyrolyse de I’alanine
3.1.1. Conditions d’analyse

Comme pour I’acétate de vinyle, les échantillons ont été analysés par Tokyo Tec. Une premiere
étape de décarboxylation consiste a mettre en réaction I’alanine avec de la ninhydrine entrainant

le dégagement de CO; et la formation d’acétaldéhyde (Figure 115).
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Figure 115 : Réaction de [’alanine en présence de ninhydrine.

Le CO2 est analysé directement par GC-irm-MS pour mesurer la composition isotopique
correspondant a la fonction COOH de I’alanine. En parall¢le, I’acétaldéhyde est isolé a I’aide
d’une microextraction en phase solide (SPME) et injecté en Py-GC/irm-MS afin de mesurer la
composition isotopique des deux autres carbones restants. La température de pyrolyse a été
fixée a 1000 °C, a cette température les fragments sont facilement identifiables et ne présentent
pas de formation d’un mélange de carbones dii a la haute température. L’ensemble de la

méthodologie sera dénommée Py-GC/irm-MS dans la suite du chapitre.
3.1.2. Résultats par fragmentation — Py-GC/irm-MS

Les résultats confirment I’enrichissement par site des carbones de la molécule (Tableau 12).
3.2. Analyse par irm-3C RMN

3.2.1. Préparation d’échantillon et spectrométre

L’analyse RMN est réalisée sur 30 mg d’alanine solubilisés dans 600 uL d’une solution de D,O
et d’acide acétique-ds (200 uL et 400 uL, respectivement). 187 Le spectrometre utilisé pour ces
analyses est un 700 MHz équipé d’une sonde cryogénique. La courbe de correction est réalisée
par rapport au signal provenant de la fonction CH, placé au centre du spectre a 60 Hz de la
fréquence d’excitation (Figure 116). Le nombre de scans a été fixé a 152 pour obtenir un S/B
de 700 sur le signal le moins intense. La température du spectrometre a ét€ régulée a 303 K. Le
Tlmax

mesuré est de 3,5 s entrainant une durée d’analyse de 1 h 30 min par spectre. Trois

spectres sont acquis par échantillon pour obtenir une précision de I’ordre du pour mille.
3.2.1. Résultats par irm-*C RMN

Les résultats de I’analyse des échantillons par irm-'3C RMN donnent des résultats avec des biais
provenant de I'utilisation du spectrometre 700 MHz (Tableau 12). Les résultats bruts sans
correction montrent des €carts de 14%o, 4%o et 10%o pour les sites Cey,, Coy—na,. €t Ccoon.
respectivement. Malgré que le signal provenant du groupement C¢y_yp, s0it placé au centre
du spectre, une erreur de 4%o est observée par rapport aux résultats donnés par Py-GC/irm-MS.
Cette observation est la méme que celle réalisée sur I’acétate de vinyle et confirme un biais

supplémentaire.
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Figure 116 : Spectre RMN 3C-{'H} de [’alanine avec les fonctions COOH (), CH (®) et CH; (®). Le spectre a
été enregistré a 700,28 MHz a 303 K.

3.1. Correction et expression des résultats
3.1.1. Utilisation d’un facteur de correction

Un facteur de correction peut &tre établi a partir de la moyenne des différences de tous les

échantillons entre les deux analyses (Eq. 4.13).

n=n¢ ¢13r (; _13 _ S13 . _ : _
A813Ci=zn=1 813¢;(irm-13C NMR),, — 63¢;(Py-GC/irm-MS),, 413)

ng

avec, 613C;(irm-13C NMR), et §3C;(Py-GC/irm-MS), les compositions isotopiques de
chaque site par irm->C NMR et Py-GC/irm-MS, respectivement, et n, le nombre total
d’échantillons.

Chaque facteur de correction est ensuite utilisé pour corriger le §3C; de I'irm-">C NMR
(Eq. 4.14).

§13C;(irm-13C NMR ¢oprig¢) = 63C;(irm-13C NMR) — 4613C; (4.14)

L’écart entre les résultats corrigés et la pyrolyse permet d’observer I’efficacité du facteur de
correction (Tableau 13). Les résultats montrent une bonne correction des données issues de

’irm-">C NMR avec des écarts en moyenne de 1%o entre les deux techniques.
3.1.1. Utilisation de la courbe de correction

La courbe de correction déterminée dans la partie précédente (Figure 112) peut étre également
utilisée pour corriger les résultats bruts de I’irm->C NMR. Les écarts avec la fragmentation

chimique et par pyrolyse (Tableau 13) donnent des résultats moins concluant qu’avec un facteur
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de correction avec une moyenne de 2,6%o0 avec des écarts importants notamment pour
I’échantillon *CH-NH»-1.

3.1. Conclusion

L’analyse des résultats montre une réduction des biais entre I'irm-C NMR et la
Py-GC/irm-MS. Avec cette méthodologie, des résultats irm-"3C NMR ont été obtenus en absolu.
Des écarts ponctuels peuvent étre observés en utilisant la courbe de correction mais ils sont
expliqués avec les écart-types de chacune des méthodes. La méthodologie mise en place ici est
opérationnelle mais elle n’est pas encore optimale ; probablement en raison d’un manque de
densité de points pour définir la courbe sur I’ensemble de la gamme. Cette méthodologie devra
étre validée, entérinée et renforcée avec des données supplémentaires dans le cadre de tests inter

laboratoires, sur différentes molécules et différentes techniques.

Une meilleure compréhension provenant de [’asymétrie des biais pourrait permettre de mieux
les modéliser. Afin d’approfondir les origines de ces biais, plusieurs développements sont

abordés dans le chapitre suivant.

Utilisation de séquence Correctiqn des résultats Correction avec I'irm-
RMN mono- d’une séquence RMN MS par pyrolyse
impulsionnelle multi-dimensionnelle
I I I I I Analyse irm-13C
NMR en absolue
Utilisation de séquence Homogénéisation des
RMN multi- résultats irm-13C NMR

dimensionnelle

Figure 117 : Avancée dans les objectifs de thése avec la correction absolue de I'irm-">C NMR.
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Tableau 12 : Distribution isotopique des carbones ( 8¢ ;) des échantillons d’alanine enrichis mesurée par irm-3C NMR a 700 MHz.

Echantillons 813C; (%) par pyrolyse 813C; (%o) par irm-*C NMR
8 Cen, 8" Cen-nn, 8" Ceoon 83Ccn, 8 Cen-nm, 83 Ccoon

Référence -7,3 -10,7 -11,9 -21,7 -14,7 -0,5
BCOOH-1 -6,8 -13,2 +22,0 -20,9 -16,0 34,5
BCOOH-2 -1,2 -13,0 +10,4 21,2 -14.4 21,5
BCOOH-3 -3,0 -11,2 +3.3 -21,0 -14,7 13,8
BCOOH-4 -5,6 -11,2 -1,7 -20,3 -14,6 8,5
BCH-NH»-1 -8,2 +19,2 -11,9 -21,2 12,8 -0,9
13CH-NH,-2 -7,9 +4.5 -11,8 =222 0,8 0,2
3CH-NH>-3 -8,0 -0,6 -11,6 21,1 -5,0 -0,3
13CH-NH,-4 -8,3 4,2 -11,8 -20,3 -6,1 -3,6
13CH3-1 +37,8 -10,1 -12,1 21,6 -15,2 -1,3
13CH;-2 +6,2 -10,6 -12,2 -6,9 -13,0 -3,8
3CH;-3 +0,6 -11,0 -12,2 -12,7 -15,0 -0,8

Tableau 13 : Ecart entre la distribution isotopique (83 C;) donnée par la pyrolyse (Py-GC/irm-MS) et la RMN (irm-'>C NMR) en utilisant un facteur de correction ou la courbe de correction.

Echantillons Facteur de correction Courbe de correction
513CCH3 513CCH—NH2 83 Ccoon 5136&13 513 Cch-nH, 8B Ccoon

Référence 0,3 0,5 -0,7 0,9 3,1 -2,0
BCOOH-1 -0,1 -0,8 -1,8 0,6 1,9 2,8
BCOOH-2 -0,2 22 -0,3 0,4 0,5 -1.4
BCOOH-3 3,8 -0,1 0,2 4.4 2,6 -0,9
BCOOH-4 0,6 -0,2 0,5 1,2 2,5 -0,7
13CH-NH,-1 -1,2 2,8 -0,3 -0,5 5,4 -1,6
13CH-NH,-2 0,2 0,1 -1,2 0,8 2,8 2,5
13CH-NH,-3 -1,1 0,8 -0,5 -0,5 3.4 -1,8
I3CH-NH,-4 2,2 -1,7 2,5 -1,5 1,0 1,2
13CH;-1 2,0 1,6 -0,1 2,1 4.2 -1,.4
13CH;-2 -1,1 -1,2 2,4 -0,7 1,5 1,0
13CH;-3 -0,9 0,4 -0,7 -0,3 3,1 -2,0
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Dans le chapitre précédent, nous avons constaté que des biais peuvent étre présents dans le cas
d’une sonde inverse avec 1’utilisation de la séquence Inverse Gated. Ces effets peuvent méme
étre accentués, par rapport a une sonde directe car, la hauteur de la bobine 'H (H’) qui sert
notamment au découplage est plus petite que la hauteur de la bobine d’observation *C (H)
entrainant des distorsions sur la forme des signaux. La question est alors : comment réduire les
biais engendrés par la géométrie de la sonde, plus particulierement pour une sonde inverse, mais

aussi de maniére générale pour n’importe quelle sonde ?

La réponse peut étre pergue en posant I’hypothése que si les volumes de 1’échantillon soumis
aux fréquences d’observation et de découplage sont suffisamment réduits alors les effets de
bord au sein de I’échantillon seront significativement diminués. Dans ce but, une séquence a
été développée afin de réduire la zone d’observation de la bobine '*C pour que le volume
observé soit une tranche d’une hauteur inférieure a H et H’. L’ultime question devient alors :

peut-on obtenir directement des résultats « vrais » en RMN grace a cette stratégie ?

Ce chapitre aborde le développement et les premieres optimisations de cette séquence ainsi que
I’évaluation de la justesse des résultats obtenus. Nous nous sommes placés dans le cas le plus
défavorable en utilisant le spectrometre 700 MHz, équipé d’une sonde cryogénique de

géométrie inverse.

1. Développement de la séquence CWET
1.1. Stratégie

La séquence CWET ('*C-WET) s’inspire de la séquence MWET développée pour supprimer le
radiation damping (Cf. Chapitre I). La sélection du volume sensible a exciter était a la fréquence
'H. Le passage du 'H au '°C entraine une gamme de fréquence a disperser plus importante en
passant de 7 a 35 kHz nécessitant des gradients plus importants. Par ailleurs, la séquence
MWET visait a supprimer la plus grande part du signal pour éliminer le radiation damping. Ici
1’objectif est de ne supprimer que le signal des bords de la zone de détection ; ce qui demande
de retravailler la séquence et justifie une optimisation des impulsions de saturations. Cette
séquence (Figure 118) est composée d’une succession d’impulsions sélectives combinées a un
gradient d’encodage spatial (g, ) qui permet de ne basculer dans le plan transversal qu’une partie
de I’aimantation 'C. Puis le gradient de déphasage g; permet de supprimer toutes les
aimantations précédemment excitées. Ce motif de saturation spatialement sélective est suivi

d’une séquence Inverse Gated avec un 90° et un découplage adiabatique pendant I’acquisition.
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Figure 118 : Séquence CWET composée d’impulsions sélectives successives permettant de ne sélectionner
qu’une partie de I’aimantation "*C. L’ application d’un gradient g. en méme temps que les impulsions sélectives
sélectionnent spatialement une partie du tube. Le gradient de purge g; permet de supprimer les aimantations
sélectionnées précédemment. Le motif Inverse Gated qui termine la séquence permet alors d’observer le signal
provenant d 'une tranche de [’échantillon.

Les impulsions sélectives utilisées permettent de sélectionner directement deux zones du tubes
(Figure 119). Le gradient g; supprime les aimantations contenues dans les parties supérieure et
inférieure du tube permettant alors de n’observer que les aimantations comprises dans une

tranche du tube de hauteur e.

Impulsion sélective

Balayage en fréquence )

8e

Figure 119 : Application d’une impulsion sélective avec un gradient g. afin de sélectionner une tranche du tube
de hauteur e. H représente la hauteur de la bobine ">C et H’ la hauteur de la bobine 'H.

La hauteur de la tranche (e) peut étre déterminée avec 1’équation suivante (Eq. 5.1) : 188!
2.8f — AF (5.1)
Ty
m e

avec : §f, décalage en fréquence des zones de saturation ; AF, la gamme de fréquence balayée ;

y, le rapport gyromagnétique du noyau excité ; et g, I’intensité du gradient g,.
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1.2. Création des impulsions

Les impulsions sélectives ont été créées grace au logiciel Mathcad™. Elles résultent de la
superposition de deux impulsions symétriques dont la gamme de fréquence balayée (4F), la
durée et la forme (modulation en fréquence et en amplitude) sont les mémes mais avec une
valeur opposée pour la fréquence centrale (£6f). La durée de ces impulsions est de 5 ms avec
une modulation en amplitude sous la forme d’une fonction cosinus et un balayage en fréquence
calculé¢ a partir d’'un I’algorithme assurant une adiabaticité on-résonance indépendante de
’offset. [**1 Ces deux impulsions sont ensuite combinées en une seule pour former le profil

d’excitation attendu (Figure 120).

B
AF
90°
O «>
of Gamme de
0 balayage [kHz]

Figure 120 : Profil d’excitation visé avec les impulsions sélectives. Les impulsions ont une gamme de balayage
de saturation (AF ) décalée a la fréquence centrale +6f. Aprés calibrage, elles permettent de basculer les
aimantations de 90° dans les zones ciblées afin de les éliminer par ’application d’un gradient tout en préservant
la zone centrale.

2. Séquence de calibrage : Echograd-!13C

La séquence Echograd-!3C (Figure 121) a été utilisée afin de calibrer la séquence CWET. Le
segment Inverse Gated est remplacé par un écho de spin réalisé avec un gradient de lecture (g;-)
qui permet d’obtenir un écho, et aprés transformation de Fourier un profil spatial de
I’échantillon dans la direction z, comme c’est le cas dans le premier écho de la séquence
MISSTEC (Cf. Chapitre III).

Une fois I’écho obtenu, une fonction gaussienne est appliquée (LB = -200 et GB = 0,5) avant
transformation de Fourrier. Enfin, un phasage permet d’obtenir le profil de I’échantillon dans
la direction z. La Figure 122 montre le profil du tube obtenu a partir de la séquence
Echograd-'>C sans impulsion de saturation. Ce profil est non rectangulaire (essentiellement en
raison de la présence des inhomogénéités de B;), et le signal est dispersé sur une gamme de

fréquence (v, ;) de 5182 Hz. Le programme d’impulsions est donn¢ en annexe 8.

149



Chapitre V : Réduction de la dépendance a la typologie de la sonde

° 180°

90
13 C ‘ ¢ f\/\/\vl\/\

oy AMMMAAAARMARMMAMARAAMARMMAMY

9e i gr 9,
G T 1 —i —

N /

n

Figure 121 : Séquence Echograd-">C qui permet de calibrer la séquence CWET. La premiére partie est
composée du motif de saturation de la sequence CWET, et la deuxieme partie d 'un écho de spin donnant apreés
transformation de Fourrier le profil spatial de [’échantillon dans la direction z.

Vi/2

[kHz]

Figure 122 : Profil spatial (z-profile) d'un échantillon de benzene sans application d'une impulsion de
saturation. Le gradient de lecture (g,) a été fixé a 5% de I’amplitude maximale, permettant de disperser le signal
sur une gamme de fréquence (vy;,) égale a 5182 Hz.

2.1. Optimisation de ’amplitude du gradient g

Le gradient g, doit disperser une gamme de fréquence significativement plus importante que
la gamme de déplacement chimique du noyau utilisé. La gamme de déplacement chimique *C
est d’environ de 200 ppm soit 35 kHz sur un 700 MHz. Pour calibrer le gradient g,, la séquence
Echograd-'>C est utilisée sans impulsion sélective soit uniquement avec 1’écho de spin. Le
gradient g, permet alors de calibrer g,. Le pourcentage du gradient g, est proportionnel a la
gamme de fréquence balayée. Ainsi, avec un gradient de 10% de ’intensité maximale, une
gamme de 9160 Hz est dispersée soit 73 kHz avec un gradient de 80%. La gamme maximale
pouvant étre dispersée en '*C sur ce spectrométre est donc de 73 kHz, ce qui correspond 2

seulement 2 fois la gamme spectrale '>C. Un gradient supérieur 80% peut entrainer des
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dommages sur I’appareil. Le gradient g, a donc été utilisé pour la suite des résultats avec un

pourcentage égal a 80%.
2.2. Echantillon pour calibrer les impulsions

L’optimisation des calibrages a été réalisée sur le tube test Bruker utilisé pour le contrdle de la
résolution et de la forme des raies en '3C. Il est composé de 80% de benzéne dans 1’acétone-db.
L’utilisation d’un tube scellé permet d’avoir un composé stable et déja en solution. De plus, le
benzéne a la particularité¢ d’avoir un seul déplacement chimique '>C avec 6 carbones
équivalents, et donc de forte intensité. Le nOe et la saturation partielle n’impactent pas le profil
obtenu, permettant alors de ne pas prendre en compte le temps de relaxation et d’augmenter la

sensibilité grace au nOe.
2.3. Parametres expérimentaux

Le nombre de scans est fixé a 32 avec 2 scans supplémentaires non enregistrés appelés Dummy
Scans (DS) réalisés avant 1’expérience. Une acquisition de 10 ms et un gradient g, a 5% sont

utilisés pour enregistrer 1’écho. Le gradient g, est fixé a 80%.
2.4. Optimisation de la puissance d’atténuation

Les impulsions sélectives sont calibrées a 1’aide de la séquence Echograd-'3C. Une atténuation
est ajoutée sur chacune des impulsions afin d’obtenir un profil optimal. Comme 1’ont montré
Jézéquel et al. "' 1a deuxieme impulsion doit &tre plus intense que la premiére, il est préférable

d’étre moins efficace sur la premiere impulsion afin de ne pas créer de distorsions.

L’impulsion utilisée dans cet exemple est I’impulsion coca-5-30-40m (AF, et 6f de 30 et 40
kHz, respectivement). La premieére impulsion est calibrée en faisant évoluer 1’atténuation
appliquée sur cette derniere (Figure 123). La Figure 123, montre que plus I’atténuation diminue
traduisant une augmentation de la puissance et plus I’impulsion est efficace. Cependant, pour
une atténuation de -1 dB soit une puissance de 1,26 W le profil est distordu au pied du profil.

Pour cette impulsion une atténuation de 0 dB est donc retenue.

Cette impulsion devient la premiere impulsion de la séquence. Ensuite, chaque impulsion est
calibrée une par une en gardant toujours les impulsions calibrées précédemment. Le temps du
gradient g; aprés chaque impulsion doit étre différent afin d’éviter les échos parasites pendant
le train d’impulsions de saturation. 4% Le nombre d’impulsions est déterminé lorsque le profil
obtenu est optimal : (i) aucun signal résiduel sur les bords de la tranche n’est observé et (ii) le
profil avec la meilleure forme rectangulaire. La Figure 124, montre un exemple de calibrage
avec un AF, et §f de 30 et 40 kHz, respectivement. Avec seulement une impulsion, une partie
de I’aimantation est présente sur les bords, la deuxieme permet alors de supprimer le reste de
I’aimantation. Une troisiéme impulsion permet d’obtenir un profil plus propre avec moins

d’oscillation autour de -40 ppm.
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Figure 123 : Profil spatial (z-profile) du benzéne avec la séquence Echograd-'>C pour I’'impulsion coca-5-30-
40m. Différentes atténuations ont été testées afin de calibrer cette impulsions : 2 dB (=), 1dB (==), 0 dB (=) et
-1 dB (=).

— 3 impulsions

— 2 impulsions

— 1impulsion

100 %0 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90 -100
[kHz]

Figure 124 : Profil spatial (z-profile) du benzéne avec la séquence Echograd-">C pour 'impulsion coca-5-30-
40m en saturant le signal avec I (=), 2 (=) et 3 impulsions (==).
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Afin que ces ajustements soient répétables quels que soit la molécule analysée et le
spectrométre, les impulsions sont toutes calibrées par rapport a I’atténuation de puissance d’une
impulsion rectangulaire de 90° de 11 us de durée. Si ’atténuation des impulsions varie a cause
d’un changement d’échantillon ou une instabilit¢é du spectrométre, 1’atténuation du 90°
rectangle varie également. Une fois le profil optimal trouvé, la différence A(dB) entre
I’atténuation de la puissance des impulsions sélectives et du 90° rectangulaire est maintenue
constante. La valeur de A(dB) qui correspond a I’atténuation a appliquer pour chaque impulsion

est déterminée a 1’aide de I’équation suivante (Eq. 5.2) :

A(dB); = § = (5-2)

avec A(dB); la constante a appliquer pour une impulsion i, &; 1’atténuation trouvée pour

I’impulsion i et Y I’atténuation de la puissance pour le 90° de 11 ps.

Les informations sur les parametres d’utilisation des impulsions utilisées dans cette étude sont

regroupées dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Atténuations optimisées pour les deux impulsions utilisées dans cette étude.

Impulsions Coca-5-30-40m Coca-5-50-40m
AF (kHz) 30 50
6f (kHz) 40 40

P (dB) -22,85 -22,85
&1 0 -2,5
£ 1 4
&3 -2 -5,5
$4 -6,0
A(dB), 22,85 20,35
A(dB), 21,85 18,85
A(dB); 20,85 17,35
A(dB), 16,85

3. Evaluation de la justesse de la séquence CWET

3.1. Choix et préparation de I’échantillon

Afin d’évaluer la séquence CWET, 250 mg de vanilline ont été solubilisés dans 400 pL
d’acétone-ds et 100 uL d’une solution de Cr(acac)s a 0,1 M. La molécule de vanilline présente
de nombreux déplacements chimiques qui recouvrent toute la gamme '*C, ce qui en fait un

modele de choix (Figure 125).
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Figure 125 : Spectre RMN *C-{'H} de 250 mg de vanilline dans 400 uL d’acétone-ds et 100 uL d’une solution

de Cr(acac);a 0,1 M.

Comme mentionné précédemment, la distribution isotopique donnée par le 700 MHz présente

de nombreux biais dus au champ magnétique et a la géométrie de la sonde. La justesse est

évaluée en comparant le profil donné par le 700 a celui donné par le 500 MHz qui présente

moins de biais dans les résultats (Figure 126).
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Figure 126 : Distribution isotopique '3C de la vanille avec la séquence Inverse Gated sur le 700 MHz (=) et le
500 MHz ().

3.2. Traitement des données de la séquence CWET

Les spectres de la vanilline sont obtenus en traitant au préalable les FIDs par une apodisation

correspondant a une multiplication avec une exponentielle décroissante et un facteur

d’¢élargissement (LB) de 2. La déconvolution a été réalisée sur le logiciel R a I’aide de la libraire

Rnmrfit. 85 Le script R est donné en annexe 9.
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3.3. Optimisation du délai 1

Différentes acquisitions ont été réalisées en variant le délai t entre le bloc de saturation et
I’Inverse Gated afin d’évaluer I’'impact de ce délai sur la forme des raies obtenues. Une
variation entre 1 et 4 ms n’a montrée aucune variation de la forme de raie permettant ainsi de

fixer T a 1 ms afin de ne pas augmenter le temps de I’expérience.
3.4. Optimisation de la largeur de ’'impulsion

Afin d’observer I'impact de la largeur de 1’impulsion sur la distribution isotopique de la
vanilline, la séquence CWET a été testée avec I’impulsion coca-5-30-40m (Figure 127a) et
coca-5-50-40m (Figure 127b), le programme d’impulsion est donné¢ en annexe 10. Les

parametres de ces impulsions sont donnés dans le Tableau 14.

a) 3 & &3 90°

S Y WY W

b) & & & & 90°

S WRY WY WY
" mmm

ge gl ge g2 ge g?, ge g4
G — 1 [0 [ [ T[] [ ]

z

Figure 127 : Séquence CWET-zgig avec a) l'impulsion coca-5-30-40m et b) 'impulsion coca-5-50-40m. Le
gradient g, utilisé est de 80% et les gradients g,, g2, g3 et g4 ont été fixé a 80% pendant 1 ms, 500 us, 250 us et
100 us, respectivement.

L’impulsion coca-5-50-40m permet d’obtenir une zone saturée plus large que 1’impulsion
coca-5-30-40m, entrainant une zone observée plus petite (Figure 128a). Cette observation est
cohérente avec le calcul de I’épaisseur de la tranche non saturée (Eq. 5.1) avec une épaisseur
de 1,17 cm pour I’'impulsion coca-5-30-40m et 0,70 cm pour I’impulsion coca-5-50-40m. La
gamme de balayage impacte également le S/B. En effet, plus I’épaisseur de la tranche est petite,
plus le nombre de spins observés est réduit, diminuant le S/B (Figure 128b). Ainsi, sans
saturation un S/B de 32 952 est obtenu contre 19 859 avec I’impulsion coca-5-30-40m et 13 475
avec I’impulsion coca-5-50-40m. La distribution isotopique avec les impulsions de saturation
conduit a une variation du profil. Les résultats obtenus sont asymétriques, les carbones aux

extrémités sont impactés par la largeur de la gamme de balayage (Figure 129).
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Figure 128 : a) Profil spatial 1D et b) Spectre ">C avec la séquence CWET sur le benzéne obtenus sans
saturation (==), avec la saturation coca-5-30-40m (=) et avec la saturation coca-5-50-40m (—).
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Figure 129 : Distribution isotopique '3C de la vanille avec la séquence CWET et I’'impulsion coca-5-30-40m
(==) ou coca-5-50-40m (==) et avec la séquence Inverse Gated sur le 700 (=) et le 500 MHZ (**). Les barres
d’erreur correspondent a deux fois I’écart-type.
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Figure 130 : Distribution isotopique '3C de la vanille sans le CI et le C8 avec la séquence CWET et ['impulsion
coca-5-30-40m (=) ou coca-5-50-40m (=) et avec la séquence Inverse Gated sur le 500 MHz (++). Les barres
d’erreur correspondent a deux fois [’écart-type.
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Les compositions isotopiques dépendent de la somme de tous les carbones. Afin de démontrer
que tous les carbones ne sont pas affectés, les calculs de fractions molaires ont été refaits en
excluant les carbones C1 et C8. Les résultats ainsi obtenus montrent un profil proche du
500 MHz lorsque les carbones aux extrémités sont enlevés des résultats (Figure 130)
démontrant I’impact majeur des carbones C1 et C8 sur les profils.

3.5. Optimisation du sens de balayage

Afin d’évaluer I’impact du sens de balayage sur la distribution isotopique, deux impulsions ont
été créés : coca-5-50-d40 (Figure 131a) et coca-5-50-d40-r (Figure 131b). La création de ces
impulsions a été réalisée comme décrit dans le paragraphe 1.2 de ce chapitre. Cependant, avant
I’addition des deux segments, le sens de balayage de la deuxieme impulsion a été inversé

donnant alors lieu aux deux impulsions représentées sur la Figure 131.

a) b)
p p
90° 90°
0 0
0 0
Gamme de balayage [kHz] Gamme de balayage [kHz]

Figure 131 : Profil d’excitation de I’'impulsion a) coca-5-50-d40 et b) coca-5-50-d40-r.

Les profils isotopiques obtenus avec ses impulsions ne montrent aucune différence par rapport
a un balayage réalisé dans le méme sens (Figure 132). Le carbone 8 présente toujours un biais

montrant qu’il n’y a aucun impact du sens de balayage.
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Figure 132 : Distribution isotopique 3C de la vanille avec la séquence CWET et I'impulsion coca-5-50-40m
(==), ou coca-5-50-d40 (=), ou coca-5-50-d40-r (=) et avec la séquence Inverse Gated sur le 500 MHZ ().
Les barres d’erreur correspondent a deux fois [’écart-type.
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4. Conclusion

La séquence CWET a été développée dans le but d’obtenir une séquence indépendante de la
géométrie de la sonde. La précision obtenue avec cette séquence est meilleure que 1%o quelle
que soit I’impulsion utilisée. La justesse des résultats montre que la distribution isotopique avec
cette séquence est modifiée et proche du profil de référence donné sur le 500 MHz qui est
considéré comme le spectrometre de référence (Cf. Chapitre IV) pour les carbones au centre.
Cependant, le profil est impacté par la largeur de la gamme de fréquences balayée par
I’impulsion avec des biais présents sur les carbones aux extrémités. Le sens de balayage
n’impacte pas le profil et ne permet pas de corriger les biais observés sur les carbones C1 et C8.
La séquence echograd-'>C sur la vanilline a montré que le gradient utilisé pour disperser la
gamme de déplacement chimique est trop faible pour disperser correctement toute la gamme
provoquant ainsi une mauvaise dispersion des aimantations. La conséquence de ce phénomene
est une inhomogénéité de la zone saturée. Cette observation explique les résultats obtenus sur
la vanilline. Une nouvelle étude sur le benzaldéhyde va étre réalisée, cette molécule présente

une gamme de fréquence 2 fois plus petite que la vanilline.
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La justesse en irm-C NMR n’a pas été une priorité au début du développement de cette
méthode mais c’est un critére qui devient de plus en plus pertinent afin de pouvoir I’utiliser en
tant que telle et comme outil pour calibrer les standards indispensables a d’autres techniques,

notamment avec I’émergence de 1’Orbitrap, pour réaliser des mesures isotopiques.

Dans ce manuscrit, la séquence d’impulsion a 2 dimensions asHSQC (HSQC symétrique et
adiabatique) a été développée et optimisée afin de réduire le temps d’analyse ou la quantité de
produit analysable. De nouveaux outils tels que le VRT, le repliement spectral et le NUS ont
¢été optimisés. L’utilisation de cette nouvelle séquence a permis de diminuer considérablement
le temps expérimental pour un échantillon en comparaison d’une séquence
multi-impulsionnelle a une dimension comme ’INEPT. L’asHSQC a été mise en ceuvre dans
deux projets de recherche avec des objectifs distincts : (i) obtenir le temps minimal d’analyse
avec une quantité de produit avoisinant les 50 mg et (ii) obtenir une précision de 1%o sur
seulement 10 mg de produit. Ces objectifs ont été atteints et offrent maintenant un large choix

d’applications.

L’utilisation de séquences multi-impulsionnelles telles que 1’asHSQC nécessite une correction
si les résultats doivent étre traités de facon non-relative. L’application d’un facteur de correction
a montré qu’il était possible de corriger la séquence asHSQC en prenant la séquence Inverse
Gated (mono-impulsionnelle) comme référence car c’est la séquence qui donne des résultats se
rapprochant le plus des vraies valeurs en irm-">C NMR. Les résultats de 1’asHSQC corrigés ont
montré des profils du glucose similaires a ceux données par la séquence Inverse Gated de

référence et la méme tendance que les quelques données existant dans la littérature.

Afin d’atteindre des résultats justes en absolu, ou sur une échelle consensuelle des & (%o), une
¢tape d’homogénéisation des données entre spectrometres est nécessaire au préalable. Dans
cette theése, un travail sur une nouvelle méthodologie a été réalisé¢ permettant d’obtenir une
courbe de correction entre deux spectrometres. Cette étude a montré un biais supplémentaire,
non appréhendé jusqu’a présent, avec un comportement asymétrique en fréquence ; les signaux
a fréquence élevée présentant moins de biais que les signaux a fréquence faible. Ce phénomene
n’a pas encore été expliqué. Cependant, la courbe de correction obtenue a permis de corriger
des résultats sur la molécule d’alanine sur une série d’échantillons couvrant une gamme de
teneur en °C sur les trois sites de la molécule. Finalement, afin d’évaluer la justesse des
résultats corrigés, les échantillons ont été analysés également par irm-MS couplée a une
dégradation chimique puis par pyrolyse. Cette technique permet d’avoir des résultats justes en
absolu sur des petites molécules. La comparaison a montré une diminution des biais par rapport
aux données brutes. Afin de mieux corriger les résultats, la courbe de correction doit étre affinée
en déterminant le biais induisant I’asymétrie observée. Une meilleure compréhension de ce
biais permettra de mieux le modéliser et ainsi conduire a 1’expression des résultats de I’irm->C

NMR sur une échelle absolue.

161



Conclusion générale

Enfin, afin d’¢éliminer I’influence de la géométrie de la sonde, la séquence CWET a été
développée. Cette séquence permet, grace a des impulsions de saturation et a un encodage
spatial, de réduire la zone d’observation en supprimant le signal provenant des bords du tube.
Ainsi, la zone observée est uniquement le centre du tube dans lequel les noyaux sont bien
découplés et les effets de bords provenant de la sonde n’ont plus d’impact sur la mesure. La
précision obtenue avec cette séquence est meilleure que 1%o quelle que soit I’impulsion de
saturation utilisée. La justesse a ét€ évaluée sur la molécule de vanilline (qui permet de couvrir
toute la gamme '°C) et avec un spectrométre de référence donnant des résultats les plus justes
en irm-">C NMR. Les résultats montrent que la distribution isotopique avec cette séquence est
corrigée et proche du profil de référence pour les carbones au centre du spectre. Cependant, le
profil est impacté par la largeur de la gamme de fréquences balayée par I’impulsion avec des
biais présents sur les carbones aux extrémités (carbone 1 et 8). L’asymétrie observée pourrait
étre la méme que celle observée sur la courbe de correction demandant des études

complémentaires.

Dans ce travail de thése, plusieurs facteurs de correction ont été appliqués, d’une part pour
corriger les résultats issus d’une séquence multi-impulsionnelle et d’autre part pour harmoniser
des réponses instrumentales différentes. Aujourd’hui, a I’issue de ce travail les résultats
d’irm-3C NMR ont été homogénéisés. L’acétate de vinyle a montré son grand intérét pour
devenir un standard de travail. En effet, cette molécule se préte aussi bien a 1’analyse
irm->C NMR qu’a I’analyse irm-MS par pyrolyse. Grice a cette molécule, les résultats vont
pouvoir étre corrigés en absolu et ainsi permettre d’analyser les standards pour 1’Orbitrap. De
nouveaux développements vont voir le jour pour I’analyse irm-C NMR. La suite du
développement de la séquence CWET permettra d’obtenir des résultats justes et homogenes
directement sans application de facteurs de corrections. Le développement de 1’asHSQC va
permettre de faire une avancée considérable sur I’irm-'>N NMR. En effet, cette séquence peut
étre utilisée et optimisée pour ce noyau qui n’est pas sensible (abondance isotopique de 0,4%
et rapport gyromagnétique environ dix fois plus faible que celui du proton) qui est aujourd’hui
difficile a analyser par PSIA. Dans le futur, ces développements pourraient permettre d’avancer
dans la recherche de nouveaux biomarqueurs en santé comme, par exemple, pour la recherche

contre le cancer du sein. [139]
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Annexe 1 : Programme d’impulsion de la séquence asHSQC sur

TopSpin

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

"p2=pl*2"

"pd=p3+2"

"d11=30m"

"p13=3600u"

"p14=3600u"

"p15=2000u"

"d0=3u"

"inO=inf1/2"

"DELTA 1=4u+p16+d16+d0+cnst3/2-p3+2/PI"
"DELTA2=d5-p18-d16-de-4u+2*p1/PI"
"DELTA3=4u+p16+d16"

1 ze
d11 pll:f1 pl12:£2
2 dl do:f2
vd
10u fq=0:12
3 (pl phl)
4u
d5 plO:f1 plO:£2
(center (p14:sp4 ph6):12 (p13:sp3 ph2) )
4u
d5 pl1:f1 pl2:f2 UNBLKGRAD
(pl ph3)
pl7:gpl7
(p3 ph7):f2
DELTAI pl0:f2
(pl4:sp4 ph8):12
4u
pl6:gpl
d16 plO:f1
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do

(p15:spS ph4)

do

DELTAS3 pll:f1
(p14:sp4 ph13):12
DELTAI1 pl2:12

(p3 ph11):f2

pl7:gpl8

(pl ph3)

4u

d5 plO:f1 plO:f2

(center (p14:sp4 ph12):f2 (p13:sp3 phS) )
4u

pl8:gp3

d16 fg=cnst1:f2
DELTAZ2 pll:f1 pl12:f2
4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd2:12

10u do:f2

50u UNBLKGRAD
p25:g2p25

d16 ivd BLKGRAD

d1 mc #0 to 2 F1PH(calph(ph7, +90) & calph(ph8, +90), caldel(d0, +in0))

exit

ph1=0

ph2=0

ph3=1

ph4=0022
ph5=0

ph6=0
ph7=11113333
ph8=0

ph11=0 2

ph12=0

ph13=02

ph14=0
ph31=02022020
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;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;p12 : £2 channel - power level for pulse (default)
;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p3 : f2 channel - 90 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; [200 ms]

;d11: delay for disk /O [30 msec]

;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;enstl: shift in Hz between excitation frequency and frequency decoupling

;enst2: = J(XH)

;infl: 1/SW(X) =2 * DW(X)

;1n0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

:ndO: 2

:NS:1*n

;:DS: 8

;td1: number of experiments
;FnMODE: States-TPPI

;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2
;pepd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;for z-only gradients:

;gpzl: 80%

;gpz3: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15
;gpz17: 80%

;2pz18: 40%

;2pz25: 50%

;use gradient files:

;gpnaml1: SMSQ10.100

;gpnam3: SMSQ10.100

;gpnam17: SMSQ10.100

;gpnam18: SMSQ10.100

;gpnam?25: SMSQ10.100
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Annexe 2 : Valeurs de différentes listes de VRT

Numéro d’incrément Liste 1 Liste 2 Liste 3
0 10,00 10,00 10,00
1 9,99 9,94 9,97
2 9,98 9,82 9,93
3 9,97 9,65 9,89
4 9,96 9,44 9,83
5 9,94 9,20 9,77
6 9,92 8,96 9,71
7 9,89 8,72 9,63
8 9,87 8,50 9,55
9 9,84 8,30 9,47
10 9,81 8,12 9,38
11 9,78 7,97 9,28
12 9,74 7,85 9,18
13 9,70 7,76 9,08
14 9,66 7,68 8,97
15 9,62 7,61 8,86
16 9,58 7,56 8,75
17 9,53 7,51 8,63
18 9,48 7,47 8,52
19 9,43 7,44 8,40

20 9,37 7,40 8,28
21 9,31 7,37 8,17
22 9,26 7,34 8,05
23 9,20 7,31 7,93
24 9,13 7,27 7,82
25 9,07 7,24 7,70
26 9,00 7,21 7,59
27 8,93 7,18 7,48
28 8,86 7,15 7,38
29 8,79 7,12 7,27
30 8,72 7,09 7,17
31 8,64 7,06 7,08
32 8,56 7,03 6,98
33 8,48 7,00 6,89
34 8,40 6,96 6,80
35 8,32 6,93 6,72
36 8,24 6,90 6,63
37 8,16 6,87 6,56
38 8,07 6,84 6,48
39 7,98 6,81 6,41
40 7,90 6,78 6,34
41 7,81 6,75 6,27
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42 7,72 6,72 6,21
43 7,63 6,68 6,15
44 7,54 6,65 6,09
45 7,45 6,62 6,04
46 7,35 6,59 5,99
47 7,26 6,56 5,94
48 7,17 6,53 5,89
49 7,07 6,50 5,84
50 6,98 6,47 5,80
51 6,88 6,44 5,76
52 6,79 6,40 5,72
53 6,69 6,37 5,68
54 6,59 6,34 5,64
55 6,50 6,31 5,60
56 6,40 6,28 5,57
57 6,30 6,25 5,53
58 6,21 6,22 5,50
59 6,11 6,19 5,46
60 6,02 6,16 543
61 5,92 6,13 5,40
62 5,82 6,09 5,37
63 5,73 6,06 5,34
64 5,63 6,03 5,31
65 5,54 6,00 5,28
66 5,45 5,97 5,25
67 5,35 5,94 5,22
68 5,26 5,91 5,19
69 5,17 5,88 5,16
70 5,07 5,85 5,13
71 4,98 5,81 5,11
72 4,89 5,78 5,08
73 4,80 5,75 5,05
74 4,71 5,72 5,02
75 4,63 5,69 4,99
76 4,54 5,66 4,97
71 4,45 5,63 4,94
78 4,37 5,60 4,91
79 4,28 5,57 4,88
80 4,20 5,54 4,86
81 4,12 5,50 4,83
82 4,03 5,47 4,80
83 3,95 5,44 4,77
84 3,87 541 4,75
85 3,80 5,38 4,72
86 3,72 5,35 4,69
87 3,64 5,32 4,67
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88 3,57 5,29 4,64
89 3,49 5,26 4,61
90 3,42 5,22 4,58
91 3,35 5,19 4,56
92 3,28 5,16 4,53
93 3,21 5,13 4,50
94 3,14 5,10 4,48
95 3,07 5,07 4,45
96 3,00 5,04 4,42
97 2,94 5,01 4,39
98 2,88 4,98 4,37
99 2,81 4,95 4,34
100 2,75 4,91 4,31
101 2,69 4,88 4,29
102 2,63 4,85 4,26
103 2,57 4,82 4,23
104 2,52 4,79 4,20
105 2,46 4,76 4,18
106 2,41 4,73 4,15
107 2,36 4,70 4,12
108 2,30 4,67 4,09
109 2,25 4,63 4,07
110 2,20 4,60 4,04
111 2,15 4,57 4,01
112 2,11 4,54 3,99
113 2,06 4,51 3,96
114 2,01 4,48 3,93
115 1,97 4,45 3,90
116 1,93 4,42 3,88
117 1,88 4,39 3,85
118 1,84 4,36 3,82
119 1,80 4,32 3,80
120 1,76 4,29 3,77
121 1,72 4,26 3,74
122 1,69 4,23 3,71
123 1,65 4,20 3,69
124 1,61 4,17 3,66
125 1,58 4,14 3,63
126 1,55 4,11 3,61
127 1,51 4,08 3,58
128 1,48 4,04 3,55
129 1,45 4,01 3,52
130 1,42 3,98 3,50
131 1,39 3,95 3,47
132 1,36 3,92 3,44
133 1,33 3,89 3,42
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134 1,31 3,86 3,39
135 1,28 3,83 3,36
136 1,25 3,80 3,33
137 1,23 3,76 3,31
138 1,20 3,73 3,28
139 1,18 3,70 3,25
140 1,16 3,67 3,23
141 1,13 3,64 3,20
142 1,11 3,61 3,17
143 1,09 3,58 3,14
144 1,07 3,55 3,12
145 1,05 3,52 3,09
146 1,03 3,49 3,06
147 1,01 3,45 3,04
148 0,99 3,42 3,01
149 0,97 3,39 2,98
150 0,96 3,36 2,95
151 0,94 3,33 2,93
152 0,92 3,30 2,90
153 0,91 3,27 2,87
154 0,89 3,24 2,84
155 0,88 3,21 2,82
156 0,86 3,17 2,79
157 0,85 3,14 2,76
158 0,83 3,11 2,74
159 0,82 3,08 2,71
160 0,80 3,05 2,68
161 0,79 3,02 2,65
162 0,78 2,99 2,63
163 0,77 2,96 2,60
164 0,75 2,93 2,57
165 0,74 2,90 2,55
166 0,73 2,86 2,52
167 0,72 2,83 2,49
168 0,71 2,80 2,46
169 0,70 2,77 2,44
170 0,68 2,74 2,41
171 0,67 2,71 2,38
172 0,66 2,68 2,36
173 0,65 2,65 2,33
174 0,64 2,62 2,30
175 0,63 2,58 2,27
176 0,62 2,55 2,25
177 0,62 2,52 2,22
178 0,61 2,49 2,19
179 0,60 2,46 2,17
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180 0,59 2,43 2,14
181 0,58 2,40 2,11
182 0,57 2,37 2,08
183 0,56 2,34 2,06
184 0,55 2,31 2,03
185 0,55 2,27 2,00
186 0,54 2,24 1,98
187 0,53 2,21 1,95
188 0,52 2,18 1,92
189 0,52 2,15 1,89
190 0,51 2,12 1,87
191 0,50 2,09 1,84
192 0,49 2,06 1,81
193 0,49 2,03 1,78
194 0,48 1,99 1,76
195 0,47 1,96 1,73
196 0,46 1,93 1,70
197 0,46 1,90 1,68
198 0,45 1,87 1,65
199 0,44 1,84 1,62
200 0,44 1,81 1,59
201 0,43 1,78 1,57
202 0,42 1,75 1,54
203 0,42 1,72 1,51
204 0,41 1,68 1,49
205 0,40 1,65 1,46
206 0,40 1,62 1,43
207 0,39 1,59 1,40
208 0,38 1,56 1,38
209 0,38 1,53 1,35
210 0,37 1,50 1,32
211 0,36 1,47 1,30
212 0,36 1,44 1,27
213 0,35 1,40 1,24
214 0,35 1,37 1,21
215 0,34 1,34 1,19
216 0,33 1,31 1,16
217 0,33 1,28 1,13
218 0,32 1,25 1,11
219 0,31 1,22 1,08
220 0,31 1,19 1,05
221 0,30 1,16 1,02
222 0,30 1,12 1,00
223 0,29 1,09 0,97
224 0,28 1,06 0,94
225 0,28 1,03 0,92
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226 0,27 1,00 0,89
227 0,27 0,97 0,86
228 0,26 0,94 0,83
229 0,25 0,91 0,81
230 0,25 0,88 0,78
231 0,24 0,85 0,75
232 0,24 0,81 0,73
233 0,23 0,78 0,70
234 0,22 0,75 0,67
235 0,22 0,72 0,64
236 0,21 0,69 0,62
237 0,21 0,66 0,59
238 0,20 0,63 0,56
239 0,19 0,60 0,53
240 0,19 0,57 0,51
241 0,18 0,53 0,48
242 0,18 0,50 0,45
243 0,17 0,47 0,43
244 0,16 0,44 0,40
245 0,16 0,41 0,37
246 0,15 0,38 0,34
247 0,15 0,35 0,32
248 0,14 0,32 0,29
249 0,14 0,29 0,26
250 0,13 0,26 0,24
251 0,12 0,22 0,21
252 0,12 0,19 0,18
253 0,11 0,16 0,15
254 0,11 0,13 0,13
255 0,10 0,10 0,10
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Annexe 3 : Protocole d’extraction, d’hydrolyse et de dérivation
des échantillons de lait et de blé

Extraction :
Extraction du lactose :

Une premiere étape d’écrémage est nécessaire avant d’extraire le lactose du lait afin d’éliminer
une majorité des graisses. Le lait est porté a ébullition dans un bécher pendant 5-10 minutes a
110-120 °C puis on laisse reposer pendant 3 heures au réfrigérateur, ce qui permet la formation
d’une créme qui est facilement retirée.

Une fois cette étape réalisée, il faut séparer les protéines (caséine) et le lactose. Pour cela, le lait
est chauffé au bain-marie a précisément 50 °C, un dépassement de la température peut
provoquer une hydrolyse du lactose en contact avec de 1’acide lactique (souvent présent dans
un lait cru suite aux différentes manipulations et rupture de la chaine du froid) et d’eau. Ensuite,
de I’acide acétique a 10%, est ajouté goutte a goutte permettant de précipiter la caséine a un pH
de 4,6 correspondant a son point isoélectrique. Une filtration sur un fritt€ de porosité 4 (pores
de 10-16 um) recouvert par de la célite (environ 1 g) permet d’éliminer le précipité. Le filtrat

obtenu, est alors neutralisé avec du carbonate de calcium CaCOs3 en exces.

z N 2z

Enfin, le filtrat est porté a ébullition avec une agitation afin de précipiter le reste des protéines
(famille des séroprotéines) et de neutraliser les traces d’acide. Le mélange est filtré a chaud sur

papier filtre jusqu’a ce qu’il soit limpide.
Extraction de ’amidon :

Afin d’extraire ’amidon de 1’albumen, le bl¢ est broy¢ au mixeur. La poudre est ensuite tamisée
et 10 g sont prélevés pour la suite du protocole. Ces 10 g sont transposé€s dans un ballon de
100 mL avec 50 mL de NaCl a 5 g/L.. Le mélange est mis sous agitation magnétique pendant 1
h 15. 1I est ensuite transvasé dans un falcon de 50 mL et passé a la centrifugeuse pendant 40
minutes a 5000 tour/min. L’amidon est contenu dans le surnageant, les protéines sont sous

forme d’un précipité.
Hydrolyse :

Le méme protocole est utilisé pour ’amidon et le lactose. La phase aqueuse ou le surnageant
(environ 50 mL) est recueilli dans un ballon de 100 mL et 10 mL d’une solution d’acide
chlorhydrique (HCI) a 2M sont ajoutés. Le mélange est chauffé a reflux et mis sous agitation
pendant 2 heures. Ensuite, 10 mL de soude (NaOH) a 1M sont ajoutés afin de neutraliser la
réaction jusqu’a obtention d’un pH d’environ 6-7, avec un contrdle par papier pH. Le mélange
est transvasé dans un ballon de 500 mL puis évaporé a I’évaporateur rotatif jusqu’a environ 2
mL. Le sirop résultant (contenant essentiellement du glucose) est difficile a manipuler. L’ajout

de célite permet de bien recueillir ’ensemble du sirop et d’éviter des pertes sur les parois du
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ballon et de la spatule. C’est une alternative a un passage au lyophilisateur qui serait assez
chronophage. La poudre résultante est par la suite recueillie dans un petit cristallisoir puis mise

a I’étuve a 80 °C pendant 1 h 30. Enfin, elle est mise sous vide au dessiccateur pendant la nuit.
Dérivation :

Lors de I’étape de dérivation, 50 mL d’acétone anhydre sont ajoutés dans un ballon avec la
poudre obtenue a la fin de I’hydrolyse contenant le produit avec de la célite. Le mélange est
chauffé jusqu’a 50 °C et mis sous agitation magnétique, puis, 150 pL d’une solution d’H2SO4
sont ajoutés. Le mélange est chauffé jusqu’a 85 °C et mis sous agitation magnétique pour
assurer un reflux constant pendant 4 heures. Cette réaction conduit a la formation du DAGF
pour le glucose seul (blé) et au mélange DAGF et DAGaP pour le mélange glucose-galactose
(lait). Une fois la réaction terminée, il faut filtrer la célite par filtration Biichner sur fritté de
porosité 4. Le filtrat est récupéré dans un ballon de 100 mL et neutralisé¢ avec 15 mL d’une
solution d’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCOs) saturée. La solution est concentrée a
I’évaporateur rotatif jusqu’a ce que le mélange ne dégage plus de CO,. Ce dernier est libéré par
la réaction de la solution de NaHCOs3 saturée avec le HoSOa4. Ensuite, une extraction liquide-
liquide 3 fois 20 mL avec du dichlorométhane permet d’extraire les dérivés. Les phases
organiques sont alors récupérées et regroupées afin d’étre évaporées a sec a 1’évaporateur

rotatif. Pour finir, le produit est mis a 1’étuve pour une nuit avant purification.
Purification :

Initialement, une recristallisation devait suffire pour purifier les échantillons de DAGF, mais
cela s’est avéré insuffisant et conduisait a des pertes de produit. L’alternative est donc d’utiliser
une colonne chromatographique. Regardant le choix de la colonne, les premiers essais
montraient comme possibilité de faire une chromatographie sur silice. Cependant, avec le temps
une formation de 1,2-O-Isopropylideéne-a-D-glucofuranose (ou MAGF) de plus en plus
importante a ét€é remarquée avec les changements de lot de silice. La silice peut avoir un
caractere acide entrainant I’hydrolyse du DAGF. Une silice neutre mais compactée a été testée
avec une ¢€lution assurée par une pompe. Lors de 1’optimisation de la méthode de purification,
il a donc été conclu que I'utilisation des colonnes de silice pactées a 24 g de la marque BUCHI
purifiait mieux les échantillons que par filtration sur charbon actif et recristallisation. La
composition de I’¢luant utilisée a été retravaillée et est finalement constituée des solvants
MTBE et cyclohexane avec un ratio de 3:2. Le suivi est fait par chromatographie sur couches
minces (CCM) avec le méme ¢€luant et 1a révélation est faite par une solution d’acide sulfurique
(H2SOy4) et d’éthanol (EtOH) 1:9 et par révélation thermique. Une fois les fractions d’intérét
rassemblées, 50 uL de triéthylamine est ajouté afin de finir de neutraliser le mélange. Au cours
de I’évaporation, 1’équivalent de 30 mL de toluéne est additionné en deux fois afin d’évaporer
la triéthylamine et les solvants de purification. L’échantillon est enfin séché sous N> et conservé
au réfrigérateur jusqu’a la préparation du tube RMN.
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Annexe 4 : Extraction des sucres de ’ananas

Extraction du jus

L’ananas est coupé en morceau afin de le mixer ensuite avec un blender. Une purée est obtenue
contenant la pulpe et le jus. Pour extraire le jus, le mélange est centrifugé dans des Flacons de
50 mL a 4500 tour/min pendant 3 min. Le jus est alors situé au milieu entre des couches de

pulpe. A I’aide d’une pipette pasteur le jus est extrait et congelé.
Extraction des sucres

Dans un ballon, 40 mL de jus sont mélangés avec 5 g de carbonate de calcium afin de basifier
le jus pour obtenir un pH environnent 7. Pour précipiter les acides citriques et maliques, le
mélange est mis a chauffer a 50 °C pendant 30 minutes. Une filtration sur fritté permet de
séparer le précipité qui est ensuite rincé a 1’éthanol. Le surnageant est évaporé a I’évaporateur
rotatif afin de supprimer le maximum d’eau puis il est congelé pour étre enfin lyophilisé. Le
glucose, fructose et saccharose sont obtenus dans les proportions moyennes de 1/3 pour chaque

sucre.

Une fois les sucres isolés, la dérivation est directement réalisée sur ce mélange. Le saccharose
est hydrolysé en glucose et fructose pendant cette étape. La dérivation donne lieu a deux dérivés
provenant du glucose et du fructose qui sont ensuite s€éparés par chromatographie préparative

sur gel de silice.
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Annexe 5 : Paramétres d’acquisition de la séquence Inverse Gated

sur les DAGF

Spectrometre 700 MHz

Température 303 K
TD 22202
NS 40
DS 0
SW 70,0 ppm
o1pP 85,8 ppm
o2p 5,0 ppm
AQ 09s
D1 10s
SI 256k
LB 1,6 Hz
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Annexe 6 : Préparation des échantillons et spectres RMN de
I’éthanol et ’acide acétique bi-marqué

Ethanol bi-marqué :
Préparation d’échantillon

Une préparation unique a été développée pour €tre analysée sur toutes les configurations de
spectrometres. Un volume de 84 puL d’éthanol bi-marqué est prélevé afin d’étre dilué¢ dans
550 uL. de DMSO-d6. Afin que cette préparation soit analysable sur des sondes avec un lock
F, 40 uL de CeFe sont ajoutés. Enfin 2 gouttes d’une solution de H»SOs 2 1 M sont
additionnées afin de produire un échange rapide de la fonction hydroxyle de I’éthanol et
éliminer les couplages.

Parameétres d’acquisition et attribution du spectre :

Tableau 15 : Parameétres d’acquisition de la séquence Inverse Gated de I’éthanol bi-marqué sur les
spectrometres 400 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 700 MHz
Température 303K 303K
TD 16022 28194
NS 4 4
DS 4 4
SW 80,0 ppm 80,0 ppm
o1pP 35,0 ppm 39,0 ppm
o2p 2,2 ppm 2,2 ppm
AQ Is ls
D1 120 s 120 s
SI 64k 64k
LB 2 Hz 2 Hz
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Figure 133 : Spectre RMN C-{'H} de I’éthanol bi-marqué. Le spectre a été enregistré a 700,28 MHz et &

303 K.
Acide acétique bi-marqué :

Préparation d’échantillon

Dans un pilulier, 90 uL d’acide acétique bi-marqué sont ajoutés et dilués avec 260 uL d’eau
ultra pure et 240 uLL de DMSO-d6. Afin que cette préparation soit analysable sur des sondes

avec un lock '°F, 60 uL de TFA sont ajoutés.

Parameétres d’acquisition et attribution du spectre :

Tableau 16 : Parametres d’acquisition de la séquence Inverse Gated de l’acide acétique bi-marqué sur les
spectrometres 400 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 700 MHz
Température 303 K 303 K
TD 44184 85222
NS 4 8
DS 4 4
SW 219,9 ppm 242.0 ppm
o1pP 99,6 ppm 100,0 ppm
ozp 1,9 ppm 1,9 ppm
AQ Is Is
D1 160 s 170 s
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SI 128k 256k

LB 2Hz 2Hz

13CH,-13COOH
3 13CH,-13COOH
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Figure 134 : Spectre RMN 3C-{'H} de I’acide acétique bi-marqué. Le spectre a été enregistré a 700,28 MHz et
a303 K
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Annexe 7 : Préparation des échantillons et spectres RMN du

benzaldéhyde, acétate de vinyle et DAGF

Benzaldéhyde

Préparation d’échantillon :

Le benzaldéhyde a été analysé suivant les préparations données dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Préparation du benzaldéhyde pour les spectrometres 400 MHz, 500 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 500 MHz 700 MHz
Volume du composé 500 uL 500 uLL 500 uL
Trifluoroacétate Trifluoroacétate
Solvant de lock . 19 . 19 DMSO-ds
d’éthyle (°F) d’éthyle ("°F)
Volume solvant de
40 uLL 40 uL 100 uLL
lock
100 uL d’une 100 uL d’une
solution de 0,1 M 0,1 M dans le

Solution du relaxant

solution de 0,1 M de

de Cr(acac); dans

solvant de lock

Cr(acac)s Cr(acac)s dans
DMSO-ds DMSO-ds
T 13C 1,73 s 2,3s 1,3s

Paramétres d’acquisition et attribution du spectre :

Les parametres d’acquisition de 1’Inverse Gated sont donnés dans le Tableau 18. Le nombre de

scans a été ajusté pour obtenir un S/B de 700.

Tableau 18 : Paramétres d’acquisition de la séquence Inverse Gated du benzaldéhyde sur les spectrométres 400
MHz, 500 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 500 MHz 700 MHz
Température 303K 303 K 303 K
TD 40212 37592 59520
NS 40 24 8
DS 0 0 0
SW 200,0 ppm 149,4 ppm 169,0 ppm
137,1 ppm
o1P 140,7 ppm 138,5 ppm
192,9 ppm
o2p 8,8 ppm 10,1 ppm 8,8 ppm
AQ ls ls ls
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Figure 135 : Attribution ">C du benzaldéhyde. Le spectre RMN >C découplé protons a été réalisé sur le 700
MHz a 303 K. Une impureté est présente en faible concentration, elle correspond a l’acide benzoique.

Acétate de vinyle

Préparation d’échantillon :

L’acétate de vinyle a été analysé suivant les préparations données dans le Tableau 19.

Tableau 19 : Préparation de I’acétate de vinyle pour les spectrométres 400 MHz, 500 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 500 MHz 700 MHz
Volume du composé 500 uL 500 uLL 500 uL
Solvant de lock CeFe CeFs Acétone-ds
Volume solvant de
40 uL 40 uL 120 uLL
lock
100 uL d’une 100 uL d’une
Solution du relaxant  solution de 0,1 M de  solution de 0,1 M 0,1 M dans le

Cr(acac)s Cr(acac); dans de Cr(acac); dans solvant de lock
acétone-de acétone-ds
T 13C 34s 39s 3,1s
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Parameétres d’acquisition et attribution du spectre :

Les parametres d’acquisition de 1’ Inverse Gated sont donnés dans le Tableau 20. Le nombre de

scans a été ajusté pour obtenir un S/B de 700.

Tableau 20 : Parametres d’acquisition de la séquence Inverse Gated de [’acétate de vinyle sur les spectromeétres
400 MHz, 500 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 500 MHz 700 MHz
Température 298 K 298 K 298 K
TD 64618 81516 113630
NS 48 16 8
DS 4 4 4
SW 321,9 ppm 324,1 ppm 322,6 ppm
168,0 ppm 168,9 ppm 167,6 ppm
O1P 142,0 ppm 142,9ppm 141,7 ppm
97,2 ppm 98,0 ppm 93,5 ppm
20,4 ppm 21,3 ppm 20,1 ppm
o2p 3,8 ppm 6,0 ppm 4,7 ppm
AQ ls ls ls
D1 36s 45s 35s
SI 256k 256k 256k
LB 1,5 Hz 1,5 Hz 1,5 Hz

c1

c3

Cc4

2 1
7 o TN

Acétone-dg

_ N

170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 30 25 20
13C [ppm]

Figure 136 : Attribution >C de l'acétate de vinyle. Le spectre RMN 3C découplé protons a été réalisé sur le 700
MHz a 298 K.
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DAGF

Préparation d’échantillon :

Le DAGEF a été analysé suivant les préparations données dans le Tableau 21.

Tableau 21 : Préparation du DAGF pour les spectrometres 400 MHz, 500 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 500 MHz 700 MHz
Masse du composé 230 mg 230 mg 200 mg
Solvant de lock CeFs CeFs DMSO-ds
Volume solvant de
40 uLL 40 uL 550 uLL
lock
Solvant de 500 uL 500 uL
. Solvant de lock
solubilisation DMSO-ds DMSO-ds
T 13C 0,8s 0,7s 0,7s

Parameétres d’acquisition et attribution du spectre :

Les parametres d’acquisition de 1’Inverse Gated sont donnés dans le Tableau 22. Le nombre de

scans a été ajusté pour obtenir un S/B de 700.

Tableau 22 : Paramétres d’acquisition de la séquence Inverse Gated du DAGF sur les spectrométres 400 MHz,

500 MHz et 700 MHz.

Spectrometre 400 MHz 500 MHz 700 MHz

Température 303K 303K 303 K
TD 11146 14082 22202
NS 1424 968 40
DS 0 0 0
SW 69,6 ppm 70,0 ppm 70,0 ppm
o1pP 85,3 ppm 85,9 ppm 85,8 ppm
o2p 4,0 ppm 4,8 ppm 5,0 ppm
AQ 0,8s 0,8s 09s
D1 9s 9s 10s

SI 128k 128k 256k

LB 1,6 Hz 1,6 Hz 1,6 Hz
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Figure 137 : Attribution '>C du DAGF. Le spectre RMN 3C découplé protons a été réalisé sur le 700 MHz a
303 K.
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Annexe 8 : Programme d’impulsions de la séquence Echograd-*C
sur TopSpin

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1 ze
200u UNBLKGRAD
2 30m groff do:f2
Im BLKGRAD
dl
200u UNBLKGRAD
20u plO:f1
10u pl12:12
2u cpd2:12
300u gron0
pll:spl:fl1 ph10
d20
4m groff
300u gron0
pl1:sp2:f1 ph10
d21
4m groff
300u gron0
pl1:sp3:f1 ph10
d22
4m groff
300u gron0
pl1:sp4:fl ph10
d23
4m groff
Im pll:f1
pl phl
d2 gronl
200u groff
d3
(p2 ph2):£1
d4
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d5 gron2

go=2 ph31

Im groff

100u BLKGRAD

30m do:f2 mc #0 to 2 FO(zd)
d10

exit

ph1=0
ph2=0
ph10=0
ph31=0

;pll: f1 channel - power level for pulse (default)

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;spl: shaped pulse power level for selective excitation
;spnam1: shaped pulse for selective excitation

;d1 : relaxation delay

;d2 : duration of refocusing gradient
;d2+d3+200u=TE

;d4 : delay adjusted for observation of echo

;dS : acquisition gradient delay before opening receiver
;d20: spoiler gradient

;d21: spoiler gradient

;d22: spoiler gradient

;d23: spoiler gradient

;de=10u

:NS: 1

Annexes
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Annexe 9 : Script R utilisé avec Rnmrfit sur la vanilline

library(rnmrfit)
library(dplyr)
library(purrr)
library(tidyr)

setwd("~/_UNC/Résultats RMN/Résultat R")
f_area <- function(filename, lower, upper, peaks) {
nmrdata <- nmrdata_1ld(filename)

nmrdata <- filter_1d(nmrdata, lower, upper)

# First fit using the standard 'lorenz' type
scaffold <- nmrscaffold_1d(peaks, nmrdata, peak.type = 'lorenz’, include.phase = TRUE,
baseline.degree = 3, n.knots = 3, include.difference = TRUE)
fit <- nmrfit_1d(scaffold)

# Output peak definitions, then attach area
areas <- peaks(fit)
areas$area <- calc_area(fit)$area

areas

paths<-file.path('C:/', 100:108)
paths <- data_frame(filename = paths)
print(paths)

regions <- data_frame(lower = c(54.6, 109.2, 114.2, 125.4, 128.8, 147, 151.7, 189.7),
upper = ¢(56.6, 111.2, 116.2, 127.4, 130.8, 149, 153.7, 191.7),
peaks = list(list('C8'='55.6 s"),
list('C7'='110.2 s"),
list('C6'="115.2 s"),
list('C5'='126.4 s"),
list('C4'='129.8 s"),
list('C3'="148 s"),
list('C2'='152.7 s"),
list('C1'='190.7 s")))
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areas <- crossing(paths, regions)

print(areas)

areas <- areas %>%
mutate(area = pmap(list(filename, lower, upper, peaks), f_area)) %>%
select(-peaks) %>%
unnest(area)

write.csv(areas, file = 'vanilin.csv')
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Annexe 10 : Programme d’impulsion de la séquence CWET sur

TopSpin

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1 ze
200u
2 30m do:f2
20u BLKGRAD
dl
50u pl0:f1 UNBLKGRAD
10u pl12:12
(center(p11:spl ph10):f1 (p17:gp17))
4m
(center(pl1:sp2 ph10):f1 (p18:gpl7))
4m
(center(pl1:sp3 ph10):f1 (p19:gp17))
4m
(center(p11:sp4 ph10):f1 (p20:gp17))
d2 pll:fl
pl phl
go=2 ph31 cpd2:12
20u BLKGRAD
30m do:f2 mc #0 to 2 FO(zd)
d10

exit

ph1=0220133 1
ph10=0
ph31=02201331

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl12: f2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;pl : f1 channel - high power pulse

;d1 : relaxation delay; 10* T1

;d2: duration between saturation and inverse gated segment
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;d10: relaxation delay between each spectra

:ns: 8 * n, total number of scans: NS * TDO

;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2
;pepd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;spnam1: Coca-5-50-m40

;spnam?2: Coca-5-50-m40

;spnam3: Coca-5-50-m40

;spnamé4: Coca-5-50-m40

;P11: 5000 [usec]

;for z-only gradients:

;2pz17: 80%

;gradient duration :

;P17: 6300 [usec]

;P18: 6000 [usec]

;P19: 5500 [usec]

;P20: 5250 [usec]

;use gradient files:

;gpnam17: SMSQ10.100
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Abstract

Cholesterol, the principal zoosterol, is a key metabolite linked to several health complications. Studies have shown its potential as
a metabolic biomarker for predicting various diseases and determining food origin. However, the existing INEPT (insensitive
nuclei enhanced by polarization transfer) '*C position-specific isotope analysis method of cholesterol by NMR was not suitable
for very precise analysis of small quantities due to its long acquisition time and therefore is restricted to products rich in
cholesterol. In this work, a symmetric and adiabatic heteronuclear single quantum coherence (HSQC) 2D NMR sequence was
developed for the high-precision (few permil) analysis of small quantities of cholesterol. Adiabatic pulses were incremented for
improving precision and sensitivity. Moreover, several strategies such as the use of non-uniform sampling, linear prediction, and
variable recycling time were optimized to reduce the acquisition time. The number of increments and spectral range were also
adjusted. The method was developed on a system with a cryogenically cooled probe and was not tested on a room-temperature
system. Our new approach allowed analyzing as low as 5 mg of cholesterol in 31 min with a long-term repeatability lower than
2%o on the 24 non-quaternary carbon atoms of the molecule comparing to 16.2 h for the same quantity using the existing INEPT
method. This result makes conceivable the isotope analysis of matrices low in cholesterol.

Keywords Cholesterol - Quantitative NMR - 2D HSQC - '*C isotope analysis - Isotopomics

Introduction

Cholesterol is an essential membrane constituent of mammali-
an cells and has an important role in cellular organization and
stability. Cholesterol also plays an important role as a precursor
of steroid hormones, vitamin D, oxysterols, and bile acids [1]. It
is implied in many health problems [2—4] and has proven to be
an important metabolic biomarker [5, 6] since the profile of
steroid hormones was important in clinical diagnostics [7].

It was shown that the global content in *C (isotope compo-
sition: 613Cg) of cholesterol present in human bones mirrors the
most recent diet of the individual [8—11]. This parameter is
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currently obtained by isotope ratio measured by mass spec-
trometry (irm-MS, also known as IRMS [isotope ratio by mass
spectrometry]) [12]. However, irm-MS only has access to the
average isotopic composition, which is the mean value of the
13C content within the considered molecule. As a result, infor-
mation of the coexistence of both normal and inverse "*C iso-
tope effects during the biosynthesis of cholesterol is indubitably
lost. In this respect, it is also known that the processes affecting
the carbon isotopic composition of isoprenoid lipids would be
better elucidated by an intramolecular '*C composition study
[13]. Position-specific isotope analysis (PSIA) can be achieved
by several approaches such as (bio)chemical degradations or
pyrolysis but with limited applications (only small molecules
and/or partial intramolecular information and/or tedious proto-
cols) [14-16]. Recently, analyses of molecular isotopic struc-
ture have been proposed by tandem mass spectrometry, using
an Orbitrap mass analyzer [17-20]. However, in the level of the
current development, these methodologies seem promising, but
only for small molecules. But, irm-NMR (isotope ratio mea-
sured by nuclear magnetic resonance) is not limited by the
molecular weight [21]. Isotopic analysis by “H-NMR was used
to identify exogenous sources of sugars in wine by analyzing

@ Springer
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the D/H ratio of many compounds [22, 23] (the SNIF-NMR ™
method). Profiling of intramolecular '*C contents by means of
irm-"*C NMR was not straightforward because of the high
level of precision required. Indeed, the variations of the quan-
tity of '*C isotopomers are very low in nature: to observe >C
isotopic fractionation, a precision of the order of 1%o (0.1%)
has to be reached by the analytical method used. Only in the
last 12 years has a full protocol been proposed to achieve such a
performance [24]. Irm-">C NMR was then used in various
domains [25-27]. Recently, irm-NMR took advantage of the
multi-pulse sequences available for the '*C nucleus to improve
sensitivity and/or resolution but still keep the high precision as
the analytical target, as demonstrated by the analyses of '*C
position-specific isotope composition (PSIA) of triglycerides
[28, 29]. In a previous study, 90 mg of cholesterol was neces-
sary to reach the high precision requested for isotopomic mea-
surements using an optimized INEPT (insensitive nuclei en-
hanced by polarization transfer) sequence [29]. That was al-
ready challenging in terms of molecule size and NMR tube
concentration since a high signal-to-noise ratio (SNR) was re-
quired in order to obtain a precision of 1%o in a relatively short
analysis time [30, 31].

So far, compound-specific isotope analysis (CSIA) by gas
chromatography coupled to irm-MS [32, 33] is the only meth-
od enabled to work with few milligrammes of products. None
of the previously proposed irm-NMR approaches can cope
with limitations regarding the cholesterol quantity and the
NMR acquisition time. Indeed, the main issue remains sensi-
tivity. In a recently published methodology, 'H NMR was
used for determining position-specific '*C/'*C ratios within
organic [34]. The main advantage of this approach is the sen-
sitivity intrinsic to proton-detected NMR experiments, but no
overlapping of 'H signals is required. That is not the case for
cholesterol as illustrated in Fig. 1 even at high field as with the
700-MHz spectrometer used here.

Therefore, to the best of our knowledge, today there is no
method to perform a quantitative analysis of a few
milligrammes of cholesterol with the precision required by
isotopic measurements (permil), and so, a new methodology
has to be proposed. In this respect, the heteronuclear single
quantum coherence (HSQC) spectroscopy experiment has
proven to be an effective method to quantify metabolites in
complex mixtures [35, 36]. Our group recently developed a
HSQC pulse sequence with perfect radiofrequency (RF) sym-
metry and successfully applied this new sequence to triglyc-
eride matrices [37].

The aim of this study was to develop an HSQC method for
small quantities of cholesterol able to quantitate '*C isotopic
contents of protonated carbon centres in this molecule with a
precision of a few permil (%o¢). Thus, cholesterol isotopomics
could be applied to matrices such as dairy products. The ques-
tions are then as follows: (i) what changes must be made to the
core of the HSQC multi-pulse sequence? (ii) What parameters

@ Springer

must be adjusted to reach the targeted precision? And (iii)
what is the minimum amount of cholesterol needed to reach
the target precision (%o) with an analysis time lower than 1 h?
The key to answering these questions was based on the inclu-
sion of special adiabatic RF pulses which when implemented
properly result in the prerequisite gain in precision and sensi-
tivity. Moreover, several factors such as the use of variable
recycling times (VRT) [38], non-uniform sampling (NUS)
[39], and linear prediction (LP) [40] were evaluated and opti-
mized in order to reduce the NMR experiment duration.
Additionally, the number of ¢, increments and spectral range
were also adjusted [41]. Also included is a comment on the
nature of the data obtained and their relation to the
isotopomics concept at natural abundance.

Experimental section
Chemicals

Extra pure ethanol and petroleum ether (boiling range 308—
333 K, ACS basic) were purchased from Scharlab;
diethylether (GPR Rectapur) and methanol (AnalaR
Normapur) were purchased from VWR chemicals; potassium
hydroxide (ACS reagent, > 85%) was purchased from Sigma-
Aldrich; and deuterated chloroform was purchased from
Eurisotop. Whatman Purasil silica gel (60A, 230e400 Mesh
ASTM) was used for column chromatography. Commercial
cholesterol (A*-Cholesten-3-ol) was purchased from Sigma
Grade (99+ %).

Cheese samples

Four cheese samples of French origin were purchased from
grocery stores. Samples consist of Emmental (sample 1),
Pyrenean cheese (sample 2), and Comté (samples 3 and 4).

Cheese cholesterol extraction

In this work, a specific procedure was developed for the quan-
titative extraction of cholesterol in cheese samples. Unless oth-
erwise specified, working temperature was 295 + 1 K. Cheese
samples (30 g) were taken from the middle of the cheese
blocks. Samples were cut in small pieces and dissolved in ab-
solute ethanol (60 mL on average, depending on samples) at a
temperature between 313 and 323 K. The mixture was then
filtered after 15 min of protein precipitation, and the residue
washed with petroleum ether (70 mL), ethanol:diethylether (1:1
v/v, 30 mL), and diethylether (60 mL). Complete extraction of
lipids was assessed by thin-layer chromatography (TLC).
Solvents were evaporated under vacuum at 318 K. The precip-
itate appearing during the concentration of the solution was
separated by decantation of the liquid phase containing total
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Fig. 1 HSQC spectrum from 10 mg of cholesterol recorded at
700.28 MHz with a cryoprobe in 31 min, using the spectral aliasing
approach: small spectral width (12 ppm) in the F; dimension (**C) with

lipids. The precipitate was washed with absolute ethanol (3 %

10 mL) and then with diethylether (10 mL). Washing fractions
and the liquid phase containing extracted lipids were combined
and evaporation of solvents continued. Total lipids (8.5 g) thus
obtained were subjected to a solid-phase extraction (SPE) over
7.8 g of silica gel to separate triacylglycerols and cholesterol.
Lipids were dissolved in 40 mL of diethylether:petroleum ether
(1:9 v/v) and pulled through the column. Additional 85 mL was
necessary to elute triacylglycerols (TAG). Diethylether
(35 mL) was used to elute cholesterol. Solvent in the fraction
containing cholesterol was evaporated under vacuum at 318 K.
The residue was dissolved in 1.2 mL of diethylether, distilled
water (0.16 g) and a solution of potassium hydroxide in meth-
anol (2 N, 1.2 mL) were added, and the mixture was stirred
during 30 min at 318 K in order to hydrolyze the remaining
acylglycerols. The liquid phase of the reaction mixture was
then filtered through 1 g of silica gel, and 40 mL of diethylether
was used to completely elute cholesterol and free fatty acids.
After solvent evaporation (under vacuum at 308 K), the residue
was dissolved in diethylether:petroleum ether (1:9 v/v, 0.5 mL)
and added onto a column chromatography (2 g silica gel). Fatty
acids were eluted using 35 mL of diethylether:petroleum ether
(1:9 v/v). Cholesterol was then cluted with 38 mL of
diethylether:petroleum ether (1:3 v/v) and solvents evaporated
as in the previous step. Typically, a mixture containing approx-
imately 25 mg of cholesterol and 6 mg of fatty acids was
obtained, which implies a cholesterol purity greater than 80%,
as assessed by "H NMR. It can be noted that other methods and

T
2

50% NUS and TD = 512. Sample temperature was set at 288 K. Note on
the top the "H NMR spectrum of cholesterol with severe overlapping

notably that proposed by Srivastava et al. [42] could be used to
extract cholesterol.

NMR sample preparation

Requested quantity of commercial cholesterol (20, 10, or
5 mg) was dissolved in 600 pL of chloroform-d; in order
to obtain a concentration of 33.3 mg mL™'
(86.2 mmol L"), 16.65 mg mL™" (43.1 mmol L"), and
8.83 mg mL™' (21.55 mmol L"), respectively. Cheese
cholesterol samples (approx. 25 mg) were dissolved in
the same volume of chloroform-d;. Solutions thus obtain-
ed were carefully filtered into 5-mm high-quality NMR
tubes.

NMR acquisition parameters

NMR experiments were performed on a Bruker Avance III
HD 700 spectrometer equipped with an inverse
"H/"*C/'>N/?H cryogenically cooled probe carefully tuned to
the recording frequency of 176.09 MHz for the '*>C and to
700.28 MHz for the 'H. The sample temperature was set at
288 K.

"H and *C RF powers were carefully adjusted in order
to obtain 90° pulse widths equal to 10 pus and 11 ps,
respectively, with an acquisition time of 0.1 s, recovery
time of 10 s (the longest 'H T, TT™ =14 s, was mea-
sured for the proton borne by the carbon C3; see Fig. 1
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for carbon numbering), 8 dummy scans, and 2 scans. B¢
and "H offsets were set at 37 ppm and 4 ppm, respective-
ly. Evolution period (A) was adjusted to 2.3 ms.
Adiabatic full-passage pulses were designed with a cosine
amplitude modulation of the radiofrequency (RF) field
(W™ =157.1 kHz and 93.89 kHz for 13C and 'H, respec-
tively) and frequency sweep derived from the amplitude
shape using an offset-independent adiabaticity algorithm
with an optimized frequency sweep AF (AF =39 kHz
and 17 kHz for '>C and 'H, respectively) as described
in [43]. For inversion pulses, adiabatic full-passage pulses
were used. For refocusing pulses, adiabatic composite
pulses were applied [44]. '"H decoupling was performed
using an optimized phase cycle and adiabatic full-passage
RF pulses with a cosine square amplitude modulation
(Wi®™ =110.6 kHz) and offset-independent adiabaticity
with an optimized frequency sweep (AF =14 kHz) as de-
scribed in [43].

Purge gradients were set to go=25 G cm ', g, =
40 Gem !, and 23=20G cm !, while coherence order selec-
tion was obtained by g>=40 G cm ™' and g4 = 10.05 G cm .
Duration of all gradient pulses was 1 ms (excepted for g
whose duration was 10 ms) followed by a recovery delay of
300 ps.

Spectra were acquired with 512 #; increments and with
50% of compression rate from an NUS scheme.

NMR processing and integration parameters

NMR spectra were processed using the TopSpin 4.0.5 soft-
ware. Before Fourier transform, cosinusoidal and trapezoidal
functions (TM; = 0 and TM, = 0.5) were applied in dimension
F, and F, respectively. The data matrices were zero-filled to
8192 points in F, and 2048 points in F. An automatic poly-
nomial baseline correction (7 = 2) was achieved in each direc-
tion for all the spectra.

Integration of 2D peak volumes was performed using
the Topspin 4.0.5 software. As integration limits affect the
results obtained, they were carefully chosen to be the same
for all the peaks. They were defined to correspond—in
both sides and in F; and F, dimensions—to 5% of the
maximum signal intensity (see Supplementary
Information (ESM) Fig. S1). In order to have the same
integration volumes, all the spectra were calibrated in fre-
quency. Calibration was adjusted on carbon 6 (5.36 ppm in
F> and 39.23 ppm in F;), which does not overlap with
other carbons. Three spectra were recorded per session
and each spectrum was processed three times (mainly to
compensate for spectral alignment imperfections), leading
to nine values for each measurement. Reconstruction of
the 2D spectrum was performed using CS algorithms with-
in TopSpin.
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Molar fractions

Molar fraction was the parameter used to define the relative
intramolecular '*C distribution within cholesterol. Molar frac-
tion (f;) on each position i was calculated from peak volumes
(V) using:

Vi
21 Vi

where 7 is the number of peaks observed, i.e. the number of
13C isotopomers corresponding to protonated carbons.

fi= (1)

Results and discussion
Figure of merit: what is measured?

The aim of this study was to develop a new protocol for
determining the '*C intramolecular profile in cholesterol. In
such studies, variables extracted from spectra are the molar
fractions calculated from Eq. 1. Since f; depends on the effi-
ciency of the polarization transfer delays that are not the same
for each signal, it is therefore an apparent 13C abundance that
is measured [27]. While a very good precision (a few permil)
is mandatory, trueness is not an issue. To retrieve the true
isotopic compositions, suitable correction factors should be
determined by comparing values from classical irm-'>C
NMR and from HSQC analyses of a reference sample of the
given molecule. This correction was not done in this work.

Measurement precision for each position 7 of the cholester-
ol molecule was evaluated using as a parameter the relative
standard deviation (RSD), expressed in %o. RSD was calculat-
ed over the nine values obtained from each measurement for
each of the 23 carbon positions measured by HSQC (24 pro-
tonated carbons but two of them, C7 and C8, had the same
chemical shift). During the optimization of acquisition and
processing conditions, the following repeatability parameters
were used: the minimum RSD (RSD™™), the maximum RSD
(RSD™™), and the mean RSD (RSD™*™). Minimum, maxi-
mum, and mean values of RSD were calculated over the 23
observed carbon positions. Aiming to evaluate measurement
precision in an actual situation, cholesterol was extracted from
cheese samples and analyzed using the same method.

Sequence optimization

HSQC is a proton-detected two-dimensional (2D) NMR ex-
periment widely used by chemists and biochemists to eluci-
date molecular structures [45]. Its basic form is not performant
enough to reach the permil precision required. Modifications
and adjustments were necessary. The HSQC sequence with
perfect symmetry in the RF pulse scheme was previously
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developed by our team to improve the repeatability in olive oil
authentication [28] (see the previous HSQC sequence in ESM
Fig. S2). However, in that work, RF pulses were not adiabatic.
Adiabatic pulses have proven to increase the accuracy of the
3C NMR measurements [43], but since imperfection in 90°
pulses has no influence on relative measurements [46], only
the 180° hard pulses were replaced by adiabatic pulses [44].
Simple adiabatic pulses are ideal for producing inversion
pulses, yet given the frequency sweep during the pulse, they
induce additional phase dispersion and the transverse magne-
tization position after the pulse is then not symmetrical with
respect to its position before the pulse. With composite adia-
batic pulses, however, phase variations induced by the differ-
ent components compensate each other. For this reason, these
pulses are suitable for refocusing. The HSQC pulse sequence
optimized in this study is presented in Fig. 2.

Other optimizations were achieved by Farjon et al. with the
use of NUS, VRT, and pure shift [35]. However, their goal
was to reduce the acquisition time without loss of trueness,
seeking determination of absolute concentrations in mixtures
of metabolites. Furthermore, the HSQC sequence and RF
pulse shapes were different. While our results can be com-
pared to those of this study, the selection criterion was differ-
ent, so do the optimal conditions and the conclusion.

Parameter optimization
Spectral width and offset in dimension 1

The spectral aliasing approach (Fig. 1) reduces the number of
needed acquisition points by reducing the spectral width, which
induces a reduction of acquisition time [47]. Furthermore, spec-
tral aliasing does not affect the quantitativity [48].

To observe the complete spectrum of cholesterol without
signal overlap, the offsets were set to 4 ppm and 38.5 ppm

with a spectral window of 12 ppm and 7.99 ppm for dimen-
sions 1 (*H) and 2 (*3C), respectively.

By reducing the spectral width in the '*C dimension from
120 to 12 ppm, the number of 7, increments in the '*C dimen-
sion, and consequently the experimental time, was divided by
10.

Variable recycling times

The second approach that we used to reduce the experimental
time was the VRT method. The principle of this method is to
incrementally reduce the recovery time during the sampling of
the indirect dimension [38]. The recovery time is therefore
composed of two durations: 74 which is a constant value and
T, Which is a variable (see Fig. 2 and ESM Table S1). At the
first scan, the sum of 7y and 7, was equal to 10 s, equivalent to
7 times 77 'H. This duration affects the amplitude of the
FID, therefore the values of peak integrals. The constant value
of TR used in a regular acquisition is then replaced by a list of
values (for the 7, part of TR) that decrease when ¢, increases,
which allows the reduction of the experimental time (i.e. from
1 h 32 to 42 min).

Furthermore, the use of VRT improved repeatability of f;
measurements as demonstrated by the lower values of
RSD™™ RSD™® and RSD™®™ (see Fig. 3a and ESM
Table S2).

This is consistent with results obtained from changing scan
number (see “Scan number”) and with previous studies where
a correlation between RSD and experimental time was ob-
served [28, 49—52]. Short experiments are less sensitive to
spectrometer instabilities and show a better repeatability.

As shown in Fig. 2, the repetition time (7R) is constituted
by the pulse sequence duration, which is on the order of a few
milliseconds, by the acquisition time (AQ), and by 7y and 7,
which durations are of the order of tens or hundreds of

NUS
o o VRT
AQ
w |alal A [alar, = =
\V
¢ s bs  9q TR
e A lshswe wsfhs] |
91 do %

rad [ I

Fig. 2 Symmetrized adiabatic HSQC pulse sequence with the use of
NUS (blue area, middle) and VRT (yellow area, right). 'H and *C
180° adiabatic inversion pulses, adiabatic composite refocusing, hard
pulses for 90° 'H and '*C, and adiabatic decoupling pulses were used.

TR

Phase cycling was as follows: ¢, =y; ¢ =y,—y; P3 =X; ¢4 =x,—x. A was
set to 2.3 ms and § was set to 1 ms. 7y and 7, were the constant and the
variable parts of the recovery time, respectively
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Fig. 3 a Minimum, maximum, and mean values of f; RSD (%o) with VRT in 42 min (blue, left) and without VRT in 1 h 32 min (orange, right). b
Influence of the minimum repetition time and of the shape of the 7, list on RSD™**" (%o)

milliseconds. The minimum value of the repetition time
(TR™™) is therefore essentially composed by AQ plus .
Moreover, the final experimental time depends on 7R™" and
on the shape of the function used to define 7. We have there-
fore evaluated the influence of this shape and of the value of
TR™" on the RSD values.

Three shapes of 7, (see ESM Fig. S4) and different values
of TR™™ j.e. 1.3, 0.5, and 0.3 s were tested (see ESM
Table S3). RSD™" evolved in the same way as TR™" (see
Fig. 3b). A value less than 1%o was obtained for RSD™**" with
0.2 s for 7rand 0.1 s for AQ. However, no significant differ-
ence was observed between the three shapes of 7. For further
optimization, the list 2 with 7R™" = 0.3 s was used because it
had the smallest average RSD values. This list induced a re-
duction of the experimental time by 2.2. The value of 0.2 s for
T 1s the minimum value allowed by our spectrometer, and AQ
values lower than 0.1 s induce truncation artefacts.

NUS and/or LP

In order to further speed up the acquisition, non-uniform sam-
pling (NUS) and linear prediction (LP) were tested. NUS
methods substitute non-uniformly experimental points of the
FID by calculated points, whereas LP adds calculated points at
the end of the experimental ones. In both cases, the number of
acquired points is the same but calculated points are in differ-
ent places in the FID and the reconstruction algorithm is not
the same. Consequently, effects of these two methods on f;
RSD are different (see Fig. 4 and ESM Table S4).

Experiments were acquired with a total number of FID
points equal to 512, therefore with 256 points acquired for
NUS or LP 50% and 128 for NUS or LP 25%. No significant
differences were observed in RSD™" and RSD™™" values be-
tween NUS (50 or 25%) and LP (50 or 25%). However,
RSD™* was the discriminant criterion: RSD™ was 1.3 times
higher for LP than for NUS due to the imperfect repartition of
the theoretical points.

@ Springer

It was possible to reduce experimental time by increasing
the percentage of calculated points in order to decrease the
number of acquired points, but our results showed that
RSD™ was 2 times higher for 25% than for 50% (NUS or
LP, see Fig. 4). This result could be explained by a too low
number of experimental points, 128 points compared to 256
points.

Hence, NUS 50% was chosen, which corresponds to an
additional reduction of the experiment time by a factor of 2.

Another experiment with 256 points acquired was per-
formed using a combination of NUS and LP in order to reach
1024 final FID points. The results presented higher RSD™",
RSD™* and RSD™ values, probably because the number of
theoretical points was lower than the number of experimental
points compared to NUS 50%.

NUS algorithms

For data reconstruction, two NUS algorithms were used: iter-
atively reweighted least squares (IRLS) and iterative
shrinkage/thresholding (IST). The latter is implemented in
the TopSpin software without an additional charge and is used
by default during 2D processing. The IRLS algorithm is a
more recent algorithm that activates a “virtual echo” parame-
ter that is known to slightly improve the 2D treatment in spec-
tral applications. However, this algorithm is not free of charge,
the processing is significantly longer, and before the work
presented here, it was never used for very high-precision mea-
surements. We have therefore evaluated the impact of the two
algorithms on precision in order to optimize the data
processing.

Figure 5a (ESM Table S5) shows the RSD values obtained
on the same spectra with the 2 algorithms. A better precision
was observed with the IST algorithm. In fact, this algorithm
allowed having more repeatable signals with less interference
on all the carbon positions of the cholesterol molecule as il-
lustrated for C6 represented in Fig. 5b. RSD™® obtained using
the IRLS algorithm was around 8%o, whereas with the IST
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Fig. 4 RSD™" (orange, 12
left), RSD™*" (blue, middle), and
RSD™™ (green, right) in %o for
different NUS and LP conditions
(512 points treated)

10

RSD (%o)
S [} [¢e]

N

algorithm, it was less than 5%o.. Moreover, treatments with
IRLS took 3 times longer than with the IST algorithm for
the same number of points. The IST algorithm seems therefore
a better choice for our application and was retained for this
study.

This is not surprising, giving the results of the well-known
NUScon competition organized by the NMRBox team at the
University of Connecticut (https://nmrbox.org/). Neither IST
nor IRLS won the competition, suggesting that Bruker CS
reconstruction methods are not optimal when the data gets
sparse. More efficient algorithms will be tested in the future;
however, in this work, we were focused on performances that
can be obtained using commercial hardware and software.

Spectral calibration

In this study, the results were processed by two operators. In
the initial processing strategy, five spectra were recorded per
session in order to assess the repeatability of the measure-
ments. However, due to variation in the spectral calibration

a b

NUS 50

NUS 50 LP 50
(1024 pts)

LP 50 NUS 25 LP 25

between operators, significantly different integrals and RSD
values were obtained. This variation probably comes from the
lower digital resolution in the '*C dimension. In order to take
into account the influence of eventual calibration shift, three
spectra were recorded for each acquisition and each spectrum
was processed three times (including calibration). With this
protocol, no significant difference was observed between the
two operators.

Scan number

The sequence has been tested with a NS of 2, 4, and 8. The
results showed no variation in precision with the number of
scans on the RSD™" and RSD™™", but a higher RSD™ for 8
scans was obtained (see Fig. 6a and ESM Table S6).
Therefore, the number of scans adopted was set to 2. In these
experimental conditions, NS seems not to be the limiting fac-
tor and increasing it cannot induce a further reduction in RSD
values. Once again, we observed here the impact of experi-
mental time on RSD; long experiments are more sensitive to

RSD (%o)

BN W

| I I
o m . I
Min

Mean Max

5.50

5.45 5.40 5.35 5.30 F2 [ppm]

Fig.5 a RSD™" RSD™ and RSD™™ (%) with the IST (blue, left) and IRLS (orange, right) algorithm. b C6 signal treated with IST (red, lower) and

IRLS (blue, upper)
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Fig. 6 RSD™ RSD™ and RSD™™ (%) a with NS =2 (orange, left),
NS =4 (blue, middle), and NS =8 (green, right); b without pure-shift
fragment (red, left) and with pure-shift fragment (orange, right); ¢ with
20 mg (orange, left), 15 mg (yellow, middle left), 10 mg (green, middle

spectrometer instabilities in the course of time, leading to an
increase of RSD, while short experiments are less sensitive to
such instabilities and show a better precision, as long as the
SNR and the resolution are sufficient to quantify relevant
peaks with the target precision [28, 49-52]. This observation
seems strange taking into account the good stability of
modern-day spectrometers, but readers have to keep in mind
that the precision targeted in this work is currently the limit of
such spectrometers.

Pure shift

In the Farjon et al. study, the pulse sequence included a pure-
shift segment that increased resolution by supressing the split-
ting due to '"H-"H coupling [35]. The pure shift segment was
therefore tested on our sequence. However, the results showed
higher RSD values than without the pure-shift segment (see
Fig. 6b and ESM Table S7), probably because in this case the
sampling period is separated in several chunks with imperfect
phase coherence between them (see ESM Fig. S3).

Cholesterol concentration
Optimizations described in the previous sections were done
with 20 mg of cholesterol in the tube. Effect of concentration

was then investigated in order to determine the minimum
quantity of cholesterol that can be analyzed while maintaining
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right), and 5 mg (blue, right); and d with 40 mg of cholesterol in a
Shigemi tube (blue, left) and 80 mg of cholesterol in a standard tube
(orange, right)

a precision of few permil. It was possible to analyze 10 mg of
cholesterol using a standard 5-mm NMR tube with very sat-
isfactory results (see Fig. 6c and ESM Table S8).

It must be noted that an additional reduction in the
amount of the analyzed compound can be obtained by using
a volume-reduced tube such as the Shigemi tube. Our re-
sults showed that with such a tube, 5 mg of cholesterol (half
the quantity used with a standard NMR tube) was sufficient
while keeping all other parameters unchanged (see Fig. 6d
and ESM able S9).

Application to cholesterol extracted from cheese
samples

Aiming to test the applicability of the developed method to
cholesterol extracted from biological matrices, four cheese
samples were considered in this study. Cholesterol extracted
from these samples was analyzed using the same HSQC se-
quence with the best set of parameters determined with com-
mercial cholesterol. RSD values were determined for all car-
bon positions measured over the 4 cheese samples (22 values
were obtained instead of 23 since C14 and C17 signals were
overlapped). RSD values for each sample as well as
pooled RSD values from all samples (see Table 1) showed
excellent precision over the whole set of carbon positions.
Pooled RSD™™, pooled RSD™®, and pooled RSD™™*" were
0.79, 2.33, and 1.36%o, respectively.
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Table 1 RSD of molar fractions
(f;) of cholesterol from cheese Variable® RSD of f; (%) Pooled RSD (%o0)°
samples
Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

C18 0.62 1.01 0.83 0.78 0.82

C21 0.76 0.13 1.29 0.82 0.86

C19 0.86 0.83 0.84 0.62 0.79

Cl1 1.30 0.74 1.50 1.03 1.18

C26 0.71 0.54 0.55 2.01 1.13

C27 0.77 1.37 0.44 0.90 0.93

C23 1.18 1.13 0.46 0.64 091

Cl15 1.01 1.72 1.71 0.72 1.36

C25 323 2.01 0.73 2.57 233

Cl6 0.61 1.41 2.13 2.64 1.86

C2 2.72 0.38 1.15 0.88 1.55

C7/C8 0.50 0.29 2.04 1.34 1.25

C20 0.78 2.30 3.10 1.69 2.15

C22 0.57 1.25 1.38 0.84 1.06

C1 1.28 1.14 1.27 0.51 1.09

C24 2.29 2.78 1.15 2.29 221

C12 1.05 2.46 1.00 1.05 1.52

C4 1.10 0.34 1.67 1.11 1.16

Cc9 1.83 322 0.67 2.03 2.14

Cl14/C17 1.81 1.32 1.63 1.48 1.57

C3 0.63 0.92 0.80 1.29 0.94

C6 1.45 1.38 0.70 0.63 1.10

*See Fig. 1 for variable labelling

® RSD of f; for each sample were calculated using values obtained from 3 spectra with 3 treatments per spectrum

“Pooled RSD values were calculated over the RSD sets of the 4 samples
Conclusion between 1 and 3 permil, and 6 carbons present an RSD be-

A symmetric adiabatic 2D HSQC pulse sequence has been
developed for the first time for '*C isotopomics in low quan-
tities of cholesterol with high precision. While 5 mg represents
a usual amount in the NMR analysis, it is a real challenge
when very high precision (permil) and small experimental
time are targeted, especially for the quantitation of
heteronuclei as '*C isotopomers. Folding of the peaks was
used to shorten the acquisition time, and each spectrum was
treated three times in order to eliminate errors related to cali-
bration. Furthermore, NUS and VRT were also optimized to
shorten the acquisition time. Influences of the scan number
and of a pure shift strategy were also tested. The method was
developed on a system with a cryogenically cooled probe and
was not tested on a room-temperature system.

Moreover, with this methodology and using a Shigemi
tube, only 5 mg of cholesterol is needed to reach an RSD of
a few permil. For most of the detected peaks, RSD is below 3
permil (10 carbons have an RSD below 1 permil, 7 carbons

tween 3 and 5 permil). These results were obtained with an
experimental time of only 31 min per spectrum while an
INEPT spectrum would have taken 16.2 h for the same
amount of cholesterol, therefore more than 31 times longer.

The optimized method was then tested on cholesterol ex-
tracted from cheese samples. Excellent precision, of the same
magnitude as with commercial cholesterol, was observed on
all carbon positions of the molecule.

Finally, the new developed methodology described herein
can find widespread use in isotopomics of biomolecules—
such as sterols, glucose, amino acids, and their derivatives—
with applications in medical investigations and food
authentication.
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matically used.

NMR sequences are composed of multiple radio-frequency pulses. Probe adjustment, sample concentra-
tion and solvent influence the loading factor, therefore these parameters also impact the validity of flip
angles. The commonly used method to calibrate RF pulses is to measure a nutation curve by varying the
pulse duration. However, this method is impacted by off-resonance effects, radiation damping and B; and
Bo inhomogeneities. Furthermore, it is important to avoid partial saturation. In this work, the MISSTEC
sequence is proposed for pulse calibration. This sequence takes only 8 s or 2 min for 'H or '3C calibration,
respectively. High accuracy (with an error below 1%) was obtained for both nuclei. Therefore, the calibra-
tions can be done rapidly and accurately. Furthermore, the MISSTEC measurement could be performed on
each sample - in an automated way- before acquisitions, after which the calibration found could be auto-

© 2022 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

NMR sequences are generally composed of numerous radio-
frequency (RF) pulses. To avoid artifacts, loss of sensitivity, and
to keep the coherence selection, it is important to calibrate these
pulses. Calibrations change together with electrical conductivity
of the sample driven by its concentration, current temperature
and the used solvent. All these parameters impact the probe
adjustment (tuning and matching) and therefore the RF calibration.
To calibrate pulses, the most common method is to obtain a nuta-
tion curve, by recording a series of one-dimensional experiments
with incremented pulse width at a constant power. However, this
method is impacted by off-resonance effects, radiation damping
and B; and By inhomogeneities. Furthermore, it is important to
avoid partial saturation, which implies to know T, values [1] and
can induce a long experiment. To reduce the experiment time
and to avoid relaxation losses, it is possible to acquire only a few
points near the 360° in a range where the nutation curve is
assumed to be linear (small angles approximation). Then, the 90°
duration (PWgy) is obtained by dividing the 360° duration by 4,
which is an approximation, as previously demonstrated [2].

In order to determine the PWyo, the MISSTEC (Mixed Imaging
sequence using Spin and Stimulated EChos) sequence [3] is an

* Corresponding author at: Chimie et Interdisciplinarité: Synthése, Analyse,
Modélisation (CEISAM), UMR 6230, Faculté des Sciences, BP 92208, 2 rue de la
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attractive alternative. It was first proposed to map B1 inhomogene-
ity in MRI [4] and more recently it was used on high field NMR for
the same purpose [5].

In this study the MISSTEC sequence was used for 'H and >C cal-
ibration. Different samples were used with different loading factor
and different number of resonances. In addition, the method was
evaluated for two nuclei ("H and '3C) and different power (hard
and soft pulses). The results show that the MISSTEC sequence
can be considered as an efficient tool for RF pulse calibration on
high field NMR spectrometers.

2. Method

The MISSTEC sequence is composed of three RF pulses (with flip
angles in proportions o, 2o and o) and generates two echoes: a
spin echo (SE) and a stimulated echo (STE) (Fig. 1).

The method proposed here uses the peak intensity ratio
between the spin echo (Is) and the stimulated echo (Isrg)
(Fig. S1). These intensities (function of the o angle) are given by
the following equations [6]:

ISE = kSE Sin3 (O() (1)

Iste = ksre sin® (o) cos (o) )

The ksg and ksr constants dependent on hardware configuration
but also on relaxation times (T; and T,). The spectrometer hard-
ware contribution is the same in these two constants. Nonetheless,
the impact of T, and equilibrium magnetization is the same for
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Fig. 1. The MISSTEC pulse sequence used to obtain a spin echo (SE) and a stimulated echo (STE). TE and TM were set to 8 ms and 10 ms, respectively. g; magnitude was chosen
in order to generate a frequency dispersion significantly higher than that induced by chemical shifts, its duration (2 ms) matches the sampling time. g, duration (1 ms) and
magnitude (=g;) were adjusted to eliminate spurious FIDs generated by the second or the third RF pulse. gy (5 ms in duration) spoils residual transverse magnetization
coming from the observed echoes and avoids formation of a spurious echo generated by the second and the third pulse. The receiver line indicates when receiver is turned on.
The graphical description of the sequence -used in the programming interface- is given in Fig. S2.

both echoes. In addition, since the Mixing Time (TM) value is short
regarding T; values encountered in high resolution NMR, the effect
of longitudinal relaxation between echoes is not significant. There-
fore, ksg = ksyr and:

o = Arcos (IS£> (3)
ISE

The angle o was determined using magnitude data, in order to
avoid phasing, which is not easy to perform automatically on such
echo data.

The criteria used to determine the optimal experimental condi-
tions were precision and trueness. Precision was given by the stan-
dard deviation obtained from five consecutive measurements.
Trueness (difference between the average measured value and an
accepted reference value) was given by the relative difference
between PWy, values obtained from MISSTEC (PW3-) and a refer-
ence nutation curve (PWai"):

PWA — W)

Trueness(%) = 100. ( Py (4)
90

PWH4 was obtained by fitting the complete nutation curve
(Fig. S3) using the following function [2]:
h(PW, Io,PWg, a0, a1, bo, b1, b)
2
I xsin (n x (bo + b PW + b,PW )

2 x PWQO
+exp <—a0PW - a1PW2> (5)

where by, by, b,, ap and a, are real coefficients, Iy is the signal ampli-
tude and PW is the pulse width. Eq. (5) -proposed by Nagashima
[2]- is presently the best function to fit a nutation curve as it consid-
ers all parameters influencing it, including B; inhomogeneity.

The only objective of any routine calibration procedure is to
refine this value PWgy, since it does not differ by more than 50%
from the value obtained during a maintenance procedure. The
operating procedure we used was therefore quite simple. A target
value (olg) was chosen considering results of the previous calibra-

tion. Then, after performing an acquisition with the MISSTEC
sequence, the current o angle was obtain using Eq. (3). Finally,
the PWyo was calculated using a proportionality rule.

3. Results and discussion
3.1. Determination of the optimum o, angle

Theoretically PWgy, can be determined using any value for o.
However, the trueness and precision can be impacted by the tar-
geted o value. The variations of the echo intensities were plotted
against o (Fig. 2) and are in good agreement with theoretical vari-
ations, as it was observed by Akoka et al. [4]. Agreement is signif-
icantly better for o lower than 90°. However, between 60° and 90°
the model seems to systematically underestimate Isz and to sys-
tematically overestimate Ig. It can be assumed that deviations
from the theoretical model come from B; inhomogeneity but also
from off-resonance effect since magnetization is dispersed on a
large range of frequencies during pulse gradients. Off-resonance
effect is certainly more pronounced on 2« pulse than on the two
o pulses, which explains the different behavior of spin and stimu-
lated echoes.

Trueness and precision were determined for different values of
o (Fig. 3). The best precision and trueness were obtained for o close
to 80° (the measurement was not done for o = 90° since the stim-
ulated echo gives no signal for this value). The good results
obtained for o ranging from 60° to 80° seem to contrast with obser-
vations in Fig. 2. However, we can assume that the error sources
are cancelling each other between the nutation method and MIS-
STEC, so that trueness is not compromised.

For o = 80°, 0.3% and 0.2% were obtained for precision and true-
ness, respectively. Hence all the 'H results presented in this paper
have been performed with o equal to 80°.

3.2. Impact of coil loading
Four D,0:H,0 (90:10) samples with different salt concentra-

tions were prepared, allowing the evaluation of the MISSTEC pulse
sequence for different coil loading. As a remark, we can highlight
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a angle (°)

Fig. 2. Relative intensity evolution of the spin echo (square) and the stimulated echo (triangle) against the value of the o angle; measured on a vinyl acetate sample (20 pL in
600 pL acetone dg). 'H frequency was tuned at 400.15 MHz and sample temperature was set at 303 K. Solid lines correspond to the theoretical functions given by equations

(1) and (2).
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Fig. 3. Evolution of precision (a) and trueness (b) with the value of o, measured on a vinyl acetate sample (20 pL in 600 pL acetone dg). 'H frequency was tuned at 400.15 MHz

and sample temperature was set at 303 K. Data are given in Table S1.

how the difference in coil loading change the true 90° calibration,
and so how incorrect can be a default calibration. Different values
of the PWA were as well measured for the four concentrations in
NaCl, at a given RF power (see Table 1).

The PWY values measured on these samples have a good pre-
cision and trueness in comparison to the nutation results (Fig. 4):
precision and trueness were always below 0.2% and 1%
respectively.

3.3. Impact of radiation damping

Radiation damping can disrupt the signal quantification [7] and
consequently, it can impact the nutation results too, inducing a dis-
torted pulse width response [1]. Therefore, it is not possible to

obtain an accurate PWg, from nutation curve in presence of radia-
tion damping [8].

The results obtained with the MISSTEC sequence on the sample
D,0:H,0 (40:60) present a precision of 0.07% while a high level of
radiation damping can be observed on the proton spectrum.
Although it was not possible to measure the true value of PWgat
on this sample, the probe adjustment did not change between
the sample preparation with the ratio 90:10 and 40:60, therefore
the PWh values are very close for these two preparations. Under
this hypothesis, trueness measured for this sample was not signif-
icantly different from 0% for the 40:60 preparation. With the MIS-
STEC sequence, the magnetization during the acquisition is
dispersed thanks to a gradient. That can explain that results were
not impacted by radiation damping. However, for 10:90 (D,O:
H,0) the signal was too high and induces saturation of our

Table 1
PW4 and T, values as a function of NaCl concentration. The PW33* were measured with the same RF power. T; is the longitudinal relaxation time of water protons.
Ratio D,0:H,0 NaCl concentration (mol/L) T:(sec) PW’Q’&"(ps) ngf)'s(ps)
90:10 0 8.45 10.31 10.24
0.5 10.71 11.82 11.72
2 15.1 14.01 13.88
4 15.23 15.40 15.26
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Fig. 4. Precision (a) and trueness (b) of PWQMJS for different PWQ’D“ induced by varying NaCl concentration (from left to right: no salt, 0.5 M, 2 M and 4 M).

spectrometer’s receiver. Note that the same problem was observed
with nutation data or with the PulsCal method. In such situations,
the only possible calibration is to find the 360° pulse duration
using only nutation angle close to this value.

3.4. Soft pulse calibration

RF pulses with reduced power (soft pulses) are commonly used
in modern NMR, especially for decoupling. Their duration can be
calculated from the PWgq, value measured at high RF power; how-
ever, the trueness is then highly dependent on the RF amplifier’s
linearity. We have tested the MISSTEC sequence’s efficiency to cal-
ibrate experimentally these pulses. Correlation between MISSTEC
and nutation results is plotted on Fig. 5 for PWge ranging from 10
to 100 us. The R? value (0.99996) demonstrates the excellent pre-
cision obtained for the tested duration range, while the slope -very
close to 1 (0.99205)- and the intercept -very close to 0 (0.03913)-
indicate a very good trueness whatever the power used. Therefore,
soft pulses can be calibrated with the MISSTEC sequence without
need of any requirements on the amplifier’s linearity since mea-
surement were done at the same low power than that used in fur-
ther experiments.

We have not performed measurement for pulses longer than
100 ps. However, the only limit seems to be that the mixing time
has to be short as compared to longitudinal relaxation times.

3.5. Realistic samples

Ibuprofen in chloroformd; and diacetone-D-glucose in
dimethyl-sulfoxide-dg samples were used to evaluate the MISSTEC
performance in more realistic conditions than those of the D,0:
H,0 samples (which contains only one resonance). The results
show a trueness of -0.15% and -0.40% for the ibuprofen and
diacetone-D-glucose, respectively (Table 2). These results were
obtained with a precision better than 0.1% for both samples.

3.6. Comparison with other fast methods: PulsCal sequence and 360°/4

The sequence used by the PulsCal method was proposed in 2005
to determine quickly the PWgq, [9]. In this sequence, calibration is
performed using a simple homo-gated decoupling/nutation exper-
iment. The Fourier transformation provides the nutation frequency
and so the PWgy. Another method to determine quickly the PWyq
value is to search the cancellation point of the nutation curve
observed at PW3gp and divide this result by 4. These two methods

100 L
80
—_~ "‘
g
w 60 o
E=
z
A 40 e
20
o
0
0 20 40 60 80 100
PWq N (ns)

Fig. 5. Correlation between nutation (PWgs') and MISSTEC (PW§°) results for PWg, values ranging from 10 to 100 us. These results were obtained with the ratio 90:10 (D,0:
H,0). PWMSS — 0.99205 - PWAY +0.03913 with R? = 0.99996. The 'H frequency was tuned at 400.15 MHz and the sample temperature was set at 303 K. Data are given in

Table S2.
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Table 2
Trueness results on ibuprofen and diacetone-D-glucose with the nutation (PWy;") and
MISSTEC (PW3y°) methods. PWq, is given in microseconds.

PWY(us)  PWS(us)  Trueness (%)
Ibuprofen 10.35 1037 -0.15
Diacetone-D-glucose 10.00 9.96 -0.40

are fast, notably because the relaxation delay does not have to be
long in respect to T;. However, in our experience the PulsCal
sequence is more efficient with a single dominant resonance, e.g.
a sample in water and highly protonated solvent, and the
PW3e0/4 approach is very operator dependant since the cancella-
tion point is visually estimated; furthermore, the value obtained
is not exactly equal to PWg, [2].

The MISSTEC sequence was compared to the two methods
described above, with different salt concentration at 0, 0.5, 2 and
4 molL'!, to produce different loading factors and so different
PWy, values for the same RF power (Fig. 6). The trueness obtained
with the MISSTEC sequence was better than 1% for all samples. For
the PulsCal and the PW360/4 methods, they were about 1.5% and
2.5%, respectively.

3.7. Application to '3C calibration

In addition to the 'H, the '3C NMR is an important part of the
routine NMR analysis. It can be considered as an example and
results obtained here could probably be generalized to the other
nuclei detectable in NMR with a limitation to their gyromagnetic
ratio and natural abundance. Obtaining a nutation curve for 3C
is more tedious than for 'H because of the longer T; values, the
lower sensitivity and the isotopic abundance. All these constraints
induce significantly longer experimental time. Calibrating on sol-
vent can compensate for low sample concentration but the T;
value is often long.

The MISSTEC sequence was adapted to the 'C nuclei. The num-
ber of scans and the recovery delay had to be increased in order to
increase the SNR and a new step in data processing was added (see
experimental section). The method was tested on the cyclohexane
(Fig. 7) at 7.7 mol.L'!. The optimal o angle for trueness and preci-
sion was found around 70° by variating the o angle. A precision
and trueness of 0.8% and 0.6% were obtained, respectively.

35

Trueness (%)
S = = b b
W o W o W (=)

<
o

MISSTEC

1031 us ®11.82ps

Pulscal
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The method was also evaluated on methanol (Fig. 8) with a sim-
ilar result for the optimal o angle, at around 70°. To obtain these
results it was necessary to increase the number of scans, since
cyclohexane has 6 equivalents carbons compare to only 1 for the
methanol. Additional results with more resonances are in supple-
mentary information (Fig. S4).

Therefore, '3C calibration is comparable in trueness and preci-
sion with 'H one. However, two differences were observed: 1) a
higher number of scans associated with a data processing (in order
to compensate for lower sensitivity) and 2) an optimal value for o
which is lower (70°).

4. Conclusion

The MISSTEC sequence has been evaluated for RF calibration on
high resolution spectrometers. For 'H calibration, excellent accu-
racy was obtained with a short experimental time (8 s), within var-
ious experimental conditions: different samples and
concentrations on hard and soft pulses, with radiation damping
(under saturation conditions). The best performances were
obtained for o close to 80°. The proposed method outperformed
the PulsCal and the PWsg/4 approaches, in terms of trueness.
Hardware constraints are very low: any probe equipped with z-
gradient can be used to perform the MISSTEC sequence, as soon
as the gradient strength provides a sufficient spectral dispersion.

In routine, PWgq, is most often known with an error lower than
50%. Therefore, it is easy to calibrate finely with the MISSTEC
method with o close to the optimal starting value. However, when
installing a new equipment (spectrometer or probe), uncertainty
on PWg, is higher. In that case, it could be necessary to perform
two consecutive measurements, one to obtain an approximate
value and a second one close to 80° to obtain an accurate value.

13C calibration were obtained with good precision and trueness
-better than 0.8% and 0.6%- but in 2 min. The best performances
were obtained for o close to 70°. At this time, we don’t have a
definitive explanation of this difference in the optimal o value
respectively to 'H. However, it must be noted that 'H and 3C mea-
surements were performed with the same gradient amplitude. The
frequency dispersion induced by gradients in respect to that
induced by chemical shifts was therefore lower for '*C than for
H. In order to verify if that can explain the different behavior of
the two nuclei it would be necessary to perform MISSTEC acquisi-
tions with higher gradient amplitude during the sampling time.

360°/4

m1401l pus m1540 ps

Fig. 6. PWq, trueness of different methods: MISSTEC, PulsCal and 360°/4 for four samples with different NaCl concentrations (from left to right: no salt, 0.5 M, 2 M and 4 M).
PWQ(‘]“ was respectively 10.31 (m), 11.82 (m), 14.01 (m) and 15.40 ps (m). The error bars correspond to the precision calculated from 5 consecutive measurements. Data are

given in Table S3.
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Fig. 7. '3C calibration precision and trueness results with different o angle. These results were obtained on 600 L cyclohexane in 120 uL Cr(acac)s solution at 0.1 mol.L! in
acetone dg. The '3C frequency was tuned at 100.62 MHz. The sample temperature was set at 303 K. Data are given in Table S4.
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Fig. 8. 3C calibration precision and trueness with different o angle. These results were obtained on 500 puL methanol in 120 pL Cr(acac)s solution at 0.1 mol.L™! in acetone dg.
The '3C frequency was tuned at 100.62 MHz. The sample temperature was set at 303 K. Data are given in Table S5.

But the receiving bandwidth will be increased and so, the SNR will
be lower.

In such case, in order to increase the SNR and to reduce the
experiment time, a new development with inverse detection will
be investigated. Thereafter, the application to lower sensitive
nuclei -such as '’N- will be considered.

Essentially, each measurement performed in this work with the
MISSTEC sequence needed only two clicks (one to start the acqui-
sition and the other one to process the data). Therefore, this
method can be easily and fully automated and could be used rou-
tinely before any NMR acquisition. Typically, this sequence would
be applied after the shim routine and before acquisition, then the
calibration found could be automatically used.

5. Experimental
5.1. Chemical

Sodium chloride (NaCl) and methanol (technical quality) were
purchased from VWR, ibuprofen (purity > 98%), vinyl acetate (pu-
rity > 99%) and diacetone-D-glucose (purity > 98%) were purchased
from Sigma-Aldrich, cyclohexane (purity > 99.7%) was purchased

from Honeywell. Deuterated solvent, deuterium oxide, dimethyl-
sulfoxide-dg, chloroform d; and acetone dg were purchased from
Eurisotop.

5.2. Sample preparation

D,0:H,0 samples were prepared with three ratios, inducing dif-
ferent signal levels. Furthermore, in order to produce different coil
loading, NaCl was added to the (90:10) mixture at four concentra-
tions: 0, 0.5, 2 and 4 mol.L™!. Ibuprofen (20 mg in 600 pL chloro-
form d;), methanol sample (500 pL in 120 pL Cr(acac)s solution
at 0.1 molL' in acetone dg), cyclohexane sample (600 pL in
120 pL Cr(acac); solution at 0.1 mol.L! in acetonedg), and
diacetone-D-glucose sample (200 mg in 600 pL dimethyl-
sulfoxide-dg) were prepared.

5.3. NMR acquisition parameters

NMR experiments were performed on a Bruker magnet con-
nected to a Pulse Console from RS?D and using a DUAL+ 'H/'3C
ATMA grad-Z 5 mm probe carefully tuned to the recording
frequency of 400.15 MHz and 100.62 MHz for 'H and '3C,
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respectively. Acquisition and data processing were made on the
SPINit software. Sample temperature was set at 303 K. The gradi-
ent go, g and g, was set to 40, 7.5 and 7.5 G/cm, respectively.
The same gradient amplitudes were used in all measurements.

5.4. NMR processing

NMR spectra were processed using the SPINit software. The o
angle is directly given by a data processing which automatically
find the maximum of the echoes and calculate the corresponding
o angle. Lower sensitivity of 13C requires the application of a pre-
vious step in the data processing pipeline: a sine function to the
power of 4 was applied after the Fourier transformation, so in
the frequency domain. Then, after an inverse Fourier transforma-
tion, the SNR of the echoes was increased. It is equivalent as taking
the convolution product between echoes and a sine function to the
power of 4.

5.5. Nutation curve

The nutation curves were obtained from 23 PW values ranging
from 4 to 48 ps with 5 x T between each in order to avoid par-
tial saturation. The T; values were measured using the inversion
recovery sequence and using the protocol proposed by Akoka
et al. [10].
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Développements méthodologiques et validations expérimentales dans le cadre de I'analyse

isotopique par RMN-"3C

Mots clés : RMN-"3C isotopique, justesse, facteur de correction, développement de séquence,

précision

Résumé : La RMN isotopique du '3C est utilisée
depuis de nombreuses années afin de
déterminer la distribution isotopique au sein
d’'une molécule. Ces informations permettent
notamment de connaitre 'origine géographique
ou la naturalité d’'un composé. Les résultats
donnés par la RMN sont uniquement relatifs et
demandent a étre corrigés. De plus, le
développement de nouvelles séquences RMN a
permis de gagner en sensibilité mais au
détriment de la justesse. Afin dobtenir la
justesse appropriée, des facteurs de correction
doivent donc étre mis en place.

Ces travaux de theése portent sur le
développement d’'une séquence multi-
dimensionnelle RMN '3C isotopique plus

sensible permettant ainsi de réduire le temps

d'analyse et/ou la quantit¢ de produit
analysable. Cette nouvelle séquence a permis
de mener a bien deux projets de recherche
innovant portant sur: (i) la discrimination de
produits alimentaires entre une culture
biologique et conventionnelle et (i) la
compréhension de [I'évolution climatique a
travers les cernes des arbres. Les résultats de
cette séquence étant uniqguement relatifs, une
méthodologie basée sur des facteurs de
correction a été mise en place afin de donner
des résultats justes et accessibles a toute la
communauté isotopique. En paralléle, un
développement méthodologique a porté sur la
correction de la RMN 'C isotopique pour
obtenir des résultats indépendants de la sonde
utilisée.

Methodological developments and experimental validations for isotopic '*C NMR

Keywords: '3C-NMR isotopic analysis, trueness, correction factor, sequence development,

precision

Abstract: '3C-NMR has been used for many
years to determine the isotopic distribution
within a molecule. This information allows to
know the geographical origin or the naturalness
of a compound. The results given by NMR are
only relative and need to be corrected.
Moreover, the development of new NMR
sequences has allowed to gain in sensitivity but
at the expense of trueness. In order to obtain
the appropriate trueness, correction factors must
be implemented.

This thesis work focuses on the development of
a more sensitive multi-dimensional '3C isotopic
NMR sequence that allows to reduce the

analysis time and/or the amount of analyzable
product. This new sequence has allowed to
carry out two innovative research projects
concerning: (i) the discrimination of food
products between organic and conventional
crops and (ii) the understanding of climate
evolution through tree rings. The results of this
sequence being only relative, a methodology
based on correction factors has been set up in
order to give accurate results accessible to the
whole isotopic community. In parallel, a
methodological development was made on the
correction of '3C isotopic NMR to obtain results
independent of the probe used.
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