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Résumé

L'objectif de mes travaux de thése est de proposer aux chimistes une méthodologie innovante et
prometteuse dans I'analyse de mélanges de composés organiques par RMN en solution. Les méthodes
d’analyse proposées reposent sur |'utilisation du phénomeéne de diffusion de spin et ne requiérent
aucune séparation physique des constituants du mélange étudié. L'observation de la diffusion de spin
en RMN des liquides pour I’étude de molécules organiques de taille modérée nécessite un solvant (ou
un mélange de solvants) visqueux. L'utilisation de ces solvants visqueux a une température adéquate
ralentit suffisamment les mouvements de rotation des composés en mélange pour qu'un transfert de
|'aimantation de chaque molécule puisse s'effectuer sur I'ensemble de ses noyaux via la diffusion de
spin a travers une expérience RMN NOESY 1D ou 2D. En conséquence, les déplacements chimiques des
noyaux d’'une méme molécule sont tous corrélés entre eux, il devient alors possible d’individualiser le
spectre de RMN de chaque composé en mélange. Mes travaux de these s'articulent autour de 3 taches
: 1) larecherche de nouveaux solvants (ou mélanges de solvants) visqueux efficaces afin de déterminer
les conditions d'observation du phénomene de transfert d'aimantation par la diffusion de spin, 2) la
mise au point de nouvelles méthodes d’acquisition originales de spectres de RMN améliorant
I'efficacité du transfert d’aimantation par la diffusion de spin, 3) I'application de nos méthodes
analytiques a I'étude du suivi de réactions chimiques "in-situ" en milieux visqueux afin d'accéder aux
structures des composés dans le mélange nouvellement formé.

Mots-clefs : Mélanges — Solvants visqueux — RMN



Abstract

The analysis of small molecules within complex mixtures is a particularly difficult task when dealing
with the study of metabolite mixtures or chemical reaction media. This issue has fostered in the recent
years an active search for effective and practical solutions. The goal of thesis work is to provide the
academic and industrial actors of organic synthetic and natural product chemistry with an innovative
and promising analytical tool based on the spin-diffusion phenomenon and dedicated to mixture
analysis of small molecules by means of liquid-state NMR, without resorting to any physical separation
of mixture components. The spin-diffusion phenomenon requires a viscous solvent or solvents blends.
When molecular tumbling is slow due to solvent viscosity, magnetization transfer by dipolar cross-
relaxation is strongly favored. All *H nuclei resonances within the same molecule tend to correlate in
a 1D or 2D NOESY spectrum. In this context, it is possible to individualize the NMR spectra of small
molecule components. My thesis work is structured into three task packages: 1) the search for new
efficient viscous solvents or solvent blends suitable for mixture analysis, 2) the design of new NMR
experimental methods for the production of mixture component spectra suitable for structure
determination, 3) application of our analytical methods to the investigation of “in-situ” reaction
monitoring in viscous media so as to access the structures of the compounds in the newly formed
mixture.

Keywords : Mixtures — Viscous solvents — NMR
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epuis de nombreuses années, I'analyse des mélanges complexes est au cceur des principales

préoccupations des chimistes. L'identification de molécules organiques en mélange est un

enjeu crucial dans la grande majorité des activités humaines liées a la chimie (santé, énergie,
matériaux, etc.). Dans I’état actuel des connaissances, I'analyse des mélanges demeure une nécessité
et des moyens efficaces pour la réaliser restent a développer. En particulier, l'industrie cosmétique
vise a identifier et a développer de nouveaux principes actifs naturels afin de proposer des produits
innovants sur le marché. Pour des raisons de sécurité et d'efficacité, les extraits naturels composés de
mélanges complexes de dizaines de constituants doivent étre caractérisés structuralement le plus tot
et le plus rapidement possible dans le processus de développement de leurs actifs. De plus, de
nombreux actifs cosmétiques sont souvent extraits ou stabilisés par des solvants « lourds », a haut
point d'ébullition (glycérol, solvants eutectiques DES ou NaDES). Ces solvants sont trés difficiles a
éliminer en raison de leur point d'ébullition trés élevé et peuvent perturber le processus de
caractérisation des principes actifs présents dans ces solvants. Les acteurs de l'industrie cosmétique
recherchent ainsi des solutions innovantes pour I'étude des mélanges, faciles a mettre en ceuvre et si
possible peu colteuses.

Les entreprises de chimie fine et pharmaceutiques sont également trés intéressées par des outils
nouveaux et innovants permettant la caractérisation structurale de molécules d'intérét ou d'impuretés
résultant de diverses réactions chimiques. La caractérisation structurale des composés organiques de
bas poids moléculaire en mélange, obtenus soit par synthése (produits d'intérét ou sous-produits), soit
par extraction a partir de ressources naturelles ou biotechnologiques est une étape obligatoire pour
établir leurs relations structure-propriété et/ou structure-fonction.

La caractérisation est principalement réalisée sur des molécules purifiées, bien qu'il ait déja été
rapporté que des composés peuvent étre rapidement identifiés au sein de séries de mélanges
simplifiés obtenus par fractionnement physique. ! Les techniques analytiques de RMN et de
spectrométrie de masse (MS) sont souvent utilisées conjointement pour déterminer la structure de
composés organiques inconnus. 2 La technique de purification la plus courante, la Chromatographie
Liquide a Haute Performance (HPLC et plus récemment UPLC) peut étre couplée a ces techniques afin
de fournir un puissant outil d'analyse de mélange. *° La technique de HPLC-MS est la combinaison la
plus simple de ce type. Cependant, tout en fournissant des informations précieuses, la MS n'offre pas
le méme niveau de détail structural que la RMN. En outre, la plupart des méthodes fondées sur la MS
sont optimisées pour la détection d'une classe spécifique de composés. De telles approches ciblées
sont efficaces en termes de vitesse et de résolution, mais dans le cas d'études d'extraits bruts, elles ne
fournissent pas une vue compléete sur I'ensemble du profil chimique des mélanges complexes. De
maniere complémentaire, la RMN offre un moyen plus poussé d'étudier les mélanges mais les
contraintes inhérentes a la manipulation du systéme de couplage HPLC-SPE-RMN en termes de co(ts
d'exploitation au sein de la plateforme analytique PIAneT de I'Université de Reims-Champagne-
Ardenne (URCA) incitent a proposer des solutions analytiques alternatives pour 'analyse de mélanges
impliquant la RMN seule.

L’'objectif de mes travaux de thése s’inscrit dans une thématique de recherche globale au sein de
I’équipe de recherche « Chimie des Substances Naturelles (CSN) » de I'Institut de Chimie Moléculaire
de Reims (ICMR) dédiée a I'exploration de la diversité chimique naturelle ainsi qu'a la caractérisation
des produits naturels purs ou en mélanges.
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L'analyse individuelle par RMN des composants d’'un mélange sans effectuer de séparation
physique est un probléme récurrent pour lequel seul un nombre limité de solutions a été proposé a ce
jour:

i) le coefficient de diffusion translationnelle (D) caractérise les molécules en solution et reflete leur
mobilité. En théorie, des sous-spectres du spectre de RMN d’un mélange peuvent étre extraits, en
utilisant D comme facteur de discrimination au moyen de |’expérience DOSY, afin d’obtenir les spectres
des composants individuels du mélange. &8

ii) le développement de récentes méthodes impliquant 1) celles pour décomposer le mélange
complexe en sous-spectres, 13 2) le découplage homonucléaire & large bande pour améliorer la
dispersion du signal, ¥ 3) I'approche Maxi-Quanta permettant d’isoler des fragments moléculaires
appartenant aux composés en filtrant les signaux %2 et 4) celles permettant de réduire la durée
expérimentale des expériences 2D qui est chronophage. C'est le cas des superséquences imbriquées
NOAHs qui offrent la possibilité d’enregistrer successivement une série de spectre 2D 2*2° ou des
expériences « ultrarapides » permettant d’acquérir un spectre en un seul scan. Ces expériences
ultrarapides représentent un outil pertinent pour l'investigation des systemes a dynamiques rapides
et des espéces intermédiaires instables. 3942

iii) Des solvants visqueux (ou mélange de solvants) utilisés dans des conditions spécifiques
diminuent la vitesse de rotation des molécules présentes en solution, de sorte que le régime de
relaxation croisée longitudinale favorise I'observation de I'Effet Overhauser Nucléaire (NOE) négatif.
Un transfert d’aimantation partiel ou complet peut alors se produire sur toute la molécule via le
phénoméne de la diffusion de spin. En conséquence, toutes les résonances des noyaux *H au sein d’une
méme molécule tendent a corréler entre elles dans un spectre NOESY 2D, donnant ainsi accés aux
spectres de RMN H individuels des composants du mélange. L'idée originale a été mise en ceuvre
Williamson et al. en 1981 ** au moyen d’un solvant polymére perfluoré et a été reconsidéré par
Simpson A. en 2008 ; * I'utilisation de I’eau surfondue pour adapter la dynamique de spin de petits
métabolites a été publiée en 2012 par le méme auteur. *

Depuis 10 ans, notre équipe de recherche concentre ses efforts sur I'individualisation des composés
organiques en mélange dans des solvants binaires visqueux et les résultats obtenus ont fait I'objet de
plusieurs publications dans des revues scientifiques internationales a comité de lecture. En 2011, 2016
et 2017, le glycérol, le carbonate de glycérol, le DMSO-ds/glycérol ainsi que le DMSO-ds/eau ont été
utilisés comme solvants visqueux pour la création des conditions de diffusion de spin. 4648

Mes travaux de recherche visent a terme a fournir aux secteurs académiques et industriels de la
chimie organique de synthése et des produits naturels, un outil analytique innovant et prometteur
basé sur le phénomene de la diffusion de spin et dédié a I'analyse de mélanges de petites molécules
par la RMN du liquide, sans recourir a une séparation physique des constituants.

15



Objectifs

Mes travaux de thése ont abordé plusieurs probléemes d’analyse de mélanges par RMN. Ils ont été
structurés en trois ensembles de taches :

1) La recherche de nouveaux solvants ou mélanges de solvants visqueux plus efficaces de maniére
a élargir la méthodologie en la rendant encore plus simple, plus robuste et plus accessible a tous. Cette
tache consiste a déterminer les conditions d’observations du phénomene de transfert d’aimantation
via la diffusion de spin.

2) La conception de nouvelles méthodes expérimentales de RMN améliorant I'efficacité du transfert
d’aimantation par la diffusion de spin, en impliquant des noyaux qui n’ont pas encore été sollicités
jusqu’a présent. Ces méthodologies permettent de simplifier l'interprétation des spectres de
composants de mélange a des fins de détermination de structure.

3) Les méthodes analytiques précédemment établies, sont ensuite appliquées a I'étude du suivi
réactionnel « in-situ » dans un tube de RMN en milieux visqueux, afin d’accéder aux structures des
composés nouvellement formés dans le mélange.

Toutes les méthodes développées sont désormais disponibles depuis la plateforme d’analyses
« PIAneT » de I'Université de Reims Champagne-Ardenne, pour les utilisateurs tant académiques que
privés. Les nouveaux outils prometteurs, élaborés au cours de mes travaux de thése, conviennent a un
large éventail d’applications dans I’étude de petites molécules en mélange par spectroscopie de RMN.

Ce manuscrit est divisé en trois grandes parties : Les sous-parties I-A, I-B et I-C sont réunies dans
une revue bibliographique. La partie Il est consacrée aux Matériels et Méthodes employés durant ces
trois années de recherche et la partie Ill est dédiée aux résultats personnels retranscrits dans trois
publications avec comité de lecture international (chapitre A-B-C) et dans un chapitre D présentant les
résultats obtenus lors de I’étude d’un suivi réactionnel « in-situ » au sein d’un tube de RMN, en milieu
visqueux.

Préambule :

« L"état d’art » regroupant les parties I-A, |-B et I-C a pour but de présenter les dernieres innovations
méthodologiques et instrumentales obtenues par la communauté scientifique via la Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) pour I'analyse de composés de faibles masses dans des mélanges
complexes. Dans la majorité des travaux qui seront abordés, le terme « analyse de mélanges
complexes » reste vaste et ne différencie pas explicitement les composés évoluant au cours du temps
lors de réactions chimiques par rapport a ceux inertes dans le temps. Ainsi, Il conviendra de faire la
distinction entre ces deux approches : les parties I-A et I-B aborderont I'analyse de composés dans des
mélanges complexes n’évoluant pas au cours du temps. La partie |-A abordera les derniéres tendances
actuelles pour défier I'analyse des mélanges complexes. La partie I-B traitera des travaux qui ont été
effectués pour individualiser les composés en mélange a partir du phénomene de la diffusion de spin
et la partie I-C sera dédiée a I'étude «in-situ », « off-line », « rapid-injection » et « on-line » de
molécules évoluant au cours du temps dans un tube de RMN lors de suivis de synthese.
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Participation aux communications orales/posters et formations

» 6-9 avril 2021 : Communication orale sur le sujet « ViscY experiments in phosphoric acid as

viscous solvent for the individualization of small molecules within mixtures by spin diffusion »

au congres virtuel au Groupement d’Etudes de Résonances Magnétique (GERM).

» 29-31 Mars 2021 : Poster sur le sujet « ViscY experiments in phosphoric acid as viscous solvent

for the individualization of small molecules within mixtures by spin diffusion » en congres

international virtuel : Experimental Nuclear Magnetic Resonance (ENC) (USA).

» 19 et 25 janvier 2021 : Formation sur le suivi d’'une réaction organique « in-situ » dans un tube

de RMN standard sur un spectrométre a haute résolution (950 MHz) a Gif-sur-Yvette, 1 avenue

de la terrasse 91190.

» 22 octobre 2020 : Communication orale portant sur le sujet « In-situ chemical reaction

monitoring under spin diffusion conditions » a la Journée Rémoise des Jeunes Chercheurs en

Santé (JRICS) — SFR CAP SANTE (Reims).

» 8-13 Mars 2020 : Communication orale sur le sujet « Mixture Analysis for High- and Low-

polarity Organic Compounds by NMR in Sulfolane/Water and Sulfolane/DMSO-ds Solvents

under Spin Diffusion Conditions » en congrés international : 61 Experimental Nuclear

Magnetic Resonance (ENC), Hilton Inner Harbor Baltimore, Maryland (USA).

» 17 octobre 2019 : Communication orale et poster sur le sujet « Apolar phosphorus and polar

compounds within mixture analysis by heteronuclear NMR under spin diffusion conditions in

viscous Sulfolane-DMSO and Sulfolane-Water binary solvents » a la Journée Rémoise des

Jeunes Chercheurs en Santé (JRICS) — SFR CAP SANTE (Reims) (3° prix).

» 17 mai 2019 : Poster sur le sujet « Polar Mixture Analysis by NMR under Spin Diffusion

Conditions in Viscous Saccharose Solution and Agarose Gel » a la journée PhytoDay organisée

par I’Université Libre de Bruxelles — Campus de la Plaine — Faculté de pharmacie.
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PARTIE |-A : LES DERNIERES AVANCEES METHODOLOGIQUES ET
INSTRUMENTALES POUR L’ ANALYSE DES MELANGES PAR RMN
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1. Introduction

Cette partie vise a présenter une description générale de la maniere dont la spectroscopie de RMN
peut étre utilisée pour relever le défi de I'analyse des mélanges de petites molécules. Les expériences
de RMN unidimensionnelles et multidimensionnelles conventionnelles sont présentées ainsi que leurs
applications, leur pertinence et leurs limites dans I'analyse des mélanges.

L'analyse des mélanges repose souvent sur des expériences de RMN 1D, qui sont toutefois
rapidement limitées par le chevauchement des signaux. Le passage a des expériences 2D conduit a des
améliorations remarquables a cet égard. L'identification des composants est souvent assistée par des
bases de données, ainsi que par des méthodes de traitement automatique de la grande quantité de
données qui doivent étre stockées. Pour résoudre les problemes liés a I'analyse des mélanges
complexes, de nombreux algorithmes ont été proposés pour déméler les spectres de RMN 1D et 2D a
partir des travaux initiaux de W. Naanaa & J.-M. Nuzillard, *° portant sur la séparation aveugle de
source (Blind Source Separation) (BSS) en spectroscopie de RMN. Les tendances actuelles dans
I’'analyse des mélanges par RMN comprennent la recherche d’une grande sensibilité et la réduction du
temps requis pour les expériences de RMN avancées. Les progres réalisés dans ce domaine au fil des
années sont dus a I’évolution de l'instrumentation de RMN, de la séquence d’impulsions et du
traitement des données °*>! qui a conduit & de nouvelles expériences puissantes °? ainsi qu’a de
nouvelles stratégies d’échantillonnage.

Bien qu’il existe diverses expériences qui utilisent des algorithmes ou une classification
hiérarchique ascendante (HCA) pour le profilage métabolomique, ! ces derniéres ne seront pas
abordées dans le manuscrit. Néanmoins, une méthode de déréplication a été élaborée en 2014, a
I'Institut de Chimie Moléculaire de Reims. Cette méthode baptisée CaraMel ! (caractérisation des
mélanges) est utilisée pour le profilage chimique rapide d’extraits issus de micro-algues, de plantes, de
cultures cellulaires végétales ou de micro-organismes. Cette approche originale suscite I'intérét des
secteurs académiques et privés. Fondée sur la méthode CaraMel, la société « NatExplore » créée par
le Dr. Jane Hubert utilise quotidiennement les résultats issus de la recherche académique.

1.1. Analyse des mélanges par la RMN a une dimension

La précision des informations obtenues par la RMN 1D H dépend fortement de la complexité et de
la pureté de I'échantillon. La petite plage spectrale des protons répartis sur environ 10-15 engendre
un degré élevé de chevauchement des résonances *H, en particulier dans le cas de mélanges complexes
(Figure 1). Lorsque le nombre de composés a analyser augmente dans |'échantillon, les spectres 1D *H
peuvent étre trés encombrés et I'analyse devient plus délicate. Ce chevauchement complique la
guantification des métabolites, qui est un paramétre important pour la métabolomique par exemple.
>3 Dans de tels cas, I'appartenance des signaux a la méme molécule ou provenant de plusieurs espéces
peut étre difficile a déterminer.

Afin de simplifier le spectre 1D des mélanges, différentes stratégies ont été développées. La
premiére possibilité est I'utilisation d’autres noyaux que 'H, la RMN du 3C représente un moyen de
pallier le probléme de la superposition des signaux grace a la présence quasi universelle de ce noyau
dans les métabolites. En utilisant des séquences d’impulsions 1D *3C avec découplage des 'H lors de
I'acquisition, le spectre obtenu présente une largeur spectrale élevée de 250 ppm ou chaque pic
correspond a un singulet, 5 bien que la faible abondance naturelle du 3C entraine une sensibilité 400
fois plus faible que celui du H. Pour cette raison, 'acquisition des spectres 1D 3C est longue et
nécessite la plupart du temps des concentrations élevées en métabolites. Toutefois, le chevauchement
des résonances est beaucoup moins important dans les spectres 13C par rapport aux spectres H. De
maniére complémentaire, des spectres 1D peuvent étre obtenus a partir d’autres noyaux plus
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sensibles tels que °F >° et 3IP, ¢ Cependant, leur présence est moins fréquente dans les métabolites
de maniére générale que le proton ou le carbone. Néanmoins, ces noyaux peuvent étre utiles pour
cibler des groupes de métabolites.

9 7 5 3 1
1
o (H) (ppm)

Figure 1. Spectre 1D 'H d'un lysat cellulaire d’E. coli représentant la complexité du chevauchement entre les résonances protons.
Reproduite de la réf. 37

Une autre possibilité consiste a employer des méthodes qui filtrent les signaux de RMN permettant
de réduire le chevauchement spectral pouvant masquer les signaux d’intérét. Des stratégies d’édition
spectrale basées sur la différence de temps de relaxation, la mobilité moléculaire ou le réseau de
couplage-J conduisent a une observation sélective des composants.

Le filtrage des signaux par les propriétés de relaxation laisse les spectres exempts de signaux
provenant de molécules de poids moléculaire élevé, qui ont un temps de relaxation transversale T;
court. >80 'élément de séquence d'impulsions Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) est notamment
utilisé pour effectuer une édition spectrale en fonction des propriétés de relaxation transversale. *°
L’atténuation sélective des signaux provenant de molécules de poids moléculaire élevé est utile
lorsque les signaux des macromolécules dominent les spectres et masquent les signaux plus petits. ¢
61 Une application intéressante de ce filtrage se trouve dans |'analyse des fluides biologiques tels que
le plasma et le sang pour éliminer le signal des protéines et quantifier les analytes peu abondants
(Figure 2).

B
50 46
52
45
21 &7
I T
74 72 70 68 ppm 5.0 45 4“0 35 3.0 25 20 15 10 ppm

Figure 2. Spectres 1D RMN *H d'un échantillon de plasma sanguin humain. (A) spectre 1D 'H acquis en utilisant la séquence NOESYPR 1D
avec présaturation de I'eau et (B) spectre 1D 'H édité en T, acquis a 600 MHz. Reproduite de la réf. &

Une autre approche de filtrage est I'expérience 1D Total Correlation SpectroscopY (TOCSY), qui
fournit une séparation basée sur les réseaux de couplage-J. 3% L'objectif est d'identifier les résonances
issues d’un seul systéme de spins dans une molécule. Un multiplet doit pour cela étre clairement isolé
du reste des spectres. De plus, c’est une méthode sélective qui ne donne pas nécessairement acces a
la molécule entiere, seules les résonances appartenant a un systéme de spins donné peuvent étre
observées. Des applications de I'expérience TOCSY 1D pour I'analyse de I'urine et des mélanges de
composés issus de I'huile de menthe poivrée ou dérivés de la biomasse ont été rapportées. 4%
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D'autres applications incluent la quantification de métabolites dans le miel ®3 et le vinaigre balsamique.
68

L'expérience NOESY 1D constitue une autre possibilité pour cibler des groupes de spins isolés ou
pour individualiser entierement les composés en mélange. Elle permet de visualiser les corrélations
dipolaires entre un proton excité sélectivement et les protons proches de celui-ci dans 'espace. 7t A
cet effet, I'expérience NOESY 1D avec sélection de multiplet par double écho de spin avec gradients de
champ statique (DPFGSE, Double Pulsed Field Gradient Spin Echo) est jusqu’a présent la plus robuste.
1 Récemment, cette expérience a été utilisée en tirant profit de la diffusion de spin dans des conditions
de viscosité particulieres pour individualiser des composés de structures proches en mélange.
Lameiras, et al. 7% 7374

Une derniére possibilité, qui sera discutée dans la section suivante, est |'utilisation de la RMN
multidimensionnelle, en particulier la RMN 2D.

1.2.La RMN multidimensionnelle pour I'analyse des mélanges

L'utilisation seule des expériences 1D ne suffit pas a analyser un mélange complexe contenant une
grande variété de composés car le chevauchement des signaux empéche l'identification et la
séparation précise. La solution au probleme du chevauchement consiste a augmenter la
dimensionnalité de I'expérience a deux ou plus. Cette procédure peut étre étendue a des expériences
a plus hautes dimensions ou chaque dimension indirecte est issue de I'incrémentation d’un délai, allant
des expériences 3D, 7>77 4D, 7 5D, 7° 6D ® voire 7D. 88! Les signhaux sont alors éclatés sur plusieurs
dimensions, ce qui peut aider a distinguer deux ou plusieurs signaux qui se chevauchaient dans le
spectre 1D. Une expérience 2D suit le schéma :

préparation----évolution (t;)----mélange----détection (t.)

ou les blocs de préparation et de mélange sont des éléments fixes d'une séquence d'impulsions, t;
est la durée du délai incrémenté et t, le temps physique de I'acquisition. La répétition séquentielle de
ce schéma avec incrémentation de t; et des modifications éventuelles des phases des impulsions
donne un ensemble de données 2D S(t;, t;). La transformation de Fourier a deux dimensions donne
alors un spectre 2D riche en informations structurales et offre des possibilités pour les études
dynamiques. Une variété d'expériences devient disponible et elles peuvent étre classées en
expériences homonucléaires et hétéronucléaires. Ces expériences et leur pertinence pour I'analyse des
mélanges seront présentées dans cette section.

1.2.1. Expériences conventionnelles homonucléaires

Les expériences de RMN homonucléaires impliquent le méme type de noyau dans les deux
dimensions. L'une des séquences d'impulsions multidimensionnelles les plus anciennes fournit des
spectres de corrélation COSY *H-H et est apparue dans la pratique en 1976 aprés avoir été proposée
en 1971. 8 Cette expérience dévoile la connectivité entre des groupes adjacents de protons qui
interagissent via des couplages-J. Cette interaction donne lieu a des pics en dehors de la diagonale
(pics « croisés ») dans le spectre 2D dont les coordonnées sont les déplacements chimiques des
protons couplés. Plusieurs variantes de I'expérience COSY sont disponibles, telles que la méthode DQF-
COSY 8, filtrée a double quanta, qui permet d’atténuer fortement les signaux singulets non informatifs
de la diagonale de maniere a faciliter I'analyse des pics croisés. Cette expérience est couramment
utilisée pour la caractérisation structurale de composés en mélange. 8 Elle offre une séparation
significative des signaux qui se chevauchent sur la diagonale des spectres. Elle peut aussi étre utilisée
avec des méthodes de découplage homonucléaire a large bande ® ou dans des superséquences
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imbriquées telle que I'expérience CLIP-COSY 8 décrite par exemple pour I‘analyse d’un mélange
constitué d’érythromycine A, d’cestradiol et de testostérone. &

La version 2D de I'expérience TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) & fournit des informations
sur les protons appartenant a un systeme de spin donné dans une molécule. Cela s'ajoute aux
informations sur les protons directement couplés, donnant ainsi une description compléte du réseau
de couplages scalaires. Les spectres TOCSY ont tendance a étre plus difficiles a analyser en raison de la
difficulté a interpréter les pics croisés et parce que les spectres sont plus encombrés que dans les
expériences COSY. Des applications réussies ont néanmoins été rapportées pour I'analyse de mélanges
telles que I'étude du venin d'insecte, 8 pour des mélanges d'acides aminés, °° pour un mélange de
composés issus d’extrait naturel, ¢’ dans les analyses d’un mélange de stéroides, °* de glucides, % ou
encore l'utilisation d’'une séquence TOCSY intégrée dans des expériences NOAH-2-COLMAR pour
I'identification des métabolites d’urine de la souris. %

Enfin, la spectroscopie de diffusion translationnelle (DOSY, Diffusion-Ordered SpectroscopY) est une
méthode puissante pour séparer les spectres de RMN des composants d'un mélange. %! Leur
différenciation est basée sur la mesure des coefficients de diffusion translationnelle (D), qui dépendent
de la taille et de la forme des molécules. Dans la représentation classique des spectres DOSY 2D, une
dimension correspond au spectre de RMN 1D de I'échantillon et I'autre indique les valeurs du
coefficient de diffusion D associées aux déplacement chimiques. Dans un tel spectre, toutes les
résonances d’'un composé donné sont alignées le long de la valeur correspondante du coefficient de
diffusion translationnelle. Cette expérience est trés efficace pour séparer les spectres de RMN et est
considérée comme une « forme de chromatographie virtuelle ». Trés récemment, la méthode DOSY a
été utilisée a travers I'encodage spatial de I'expérience DOSY (SPEN-DOSY) pour I'analyse de petites
molécules en mélange '® ou a travers une nouvelle approche nommée CORDY (Concentration ORDered
NMR spectroscopY) pour séparer et quantifier simultanément les signaux des composants d’'un
mélange d’acides aminés, d’urine et d’une boisson énergisante. 102

1.2.2. Expériences conventionnelles hétéronucléaires

Les expériences de RMN hétéronucléaires impliquent différents types de noyaux dans les
différentes dimensions. En raison d'une plage de déplacements chimiques 'H restreinte, il est parfois
pertinent de considérer la plus grande des autres noyaux afin d’accéder a une meilleure séparation
des résonances et par conséquent a de nouvelles informations précieuses pour I'élucidation
structurale. Par exemple, I'expérience HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) développée
par Bodenhausen G. et Ruben D. J. en 1980, 1 est sans aucun doute I'une des expériences les plus
largement utilisées, avec des applications dans presque tous les aspects de la RMN. L’enregistrement
des spectres de RMN de noyaux moins sensibles X couplés a des protons s’est avéré significativement
améliorée par une technique de transformée de Fourier bidimensionnelle impliguant un double
transfert de polarisation. Cette expérience est utilisée pour enregistrer les spectres de corrélation dans
lesquels les résonances des protons sont corrélés a celles des noyaux X directement liés. Bien
gu’initialement décrite pour un proton directement lié a I'azote d’une fonction amide secondaire au
sein d’une liaison peptique, 1% cette expérience a facilement été appliquée a d’autres noyaux dans les
expériences HSQC 2D !H-3p, 104 1H-13C, 105 oy 1H-19F, 196 | e transfert d'aimantation du *H vers le noyau
X suivi du retour vers le noyau H aprés marquage en fréquence augmente la sensibilité puisque ce
sont les signaux des noyaux H qui sont détectés pendant t,.

Cette expérience peut s’avérer pertinente en apportant des informations pour l'identification de
composés dans des mélanges complexes. 107108 105 109 Flla 5 qussi su profiter de la large gamme de
déplacements chimiques d’autres noyaux peu sensibles tel que le 13C, pour contourner le probléme de
la superposition des signaux dans une seule dimension. C’est le cas des expériences HSQC 2D H-1°N
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110 ou plus récemment pour retrouver des

pour analyser des métabolites issus du plasma sanguin
formes tautoméres de quinones ! ou des expériences HSQC 2D *H-31P pour caractériser des mélanges

de composés contenant du phosphore. 104112

L’expérience HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) '** donne les mémes corrélations
gue la méthode HSQC, mais implique une période d'évolution multiple quanta. L'utilisation de cette
séquence d'impulsions pour Il'analyse de mélange est discutable dans la mesure ou l'effet des
couplages-J entraine une dispersion des résonances provoquant |'élargissement des pics. Cela peut
rendre l'identification des composants plus compliquée que nécessaire, 1** méme si récemment, il a
été rapporté dans des superséquences NOAHs que le module HMQC pouvait étre préféré au module
HSQC, en raison d’une plus grande préservation de I"aimantation globale. %

Une troisieme expérience nommée HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) a été décrite
pour la premiére fois en 1986, 1>1 et permet de faire apparaitre des sighaux qui correspondent aux
corrélations dues a des couplages a travers 2, 3 ou 4 liaisons (voire plus). En revanche, le signal qui
résulte de la corrélation des protons et de leurs noyaux directement liés n’est pas visible,
contrairement a la méthode HSQC. Cette expérience est cependant moins souvent appliquée dans
I'analyse de mélanges. Elle est plus souvent utilisée dans une association de différentes méthodes 2D
conventionnelles pour trouver un détail informatif sur la structure ou pour aider a confirmer les
résonances qui sont attribuées par I'intermédiaire d’autres expériences.

Si les spectres 2D ont permis de rendre plus accessible I'identification des composés en mélanges
par rapport aux spectres 1D, ils restent confrontés au défi des grandes superpositions de signaux que
peuvent contenir les mélanges les plus complexes. Dans de tels cas, les signaux des analytes les plus
abondants peuvent masquer ceux des métabolites présents en plus faibles quantités. De plus, lorsqu’il
existe un rapport de concentrations important entre les entités, le réglage du gain du récepteur n’est
pas optimisé pour les composés en faibles concentrations, ce qui peut rendre difficile 'analyse des
composés en faibles quantités. Augmenter la dimensionnalité de I'expérience peut étre avantageux
de facon a pouvoir disperser les signaux dans un plus grand domaine. De nombreuses séquences
d’impulsions ci-dessus peuvent étre combinées afin de définir des expériences 3D et extraire plusieurs
éléments d’information en méme temps. Les approches les plus puissantes sont obtenues avec des
méthodes combinées qui éditent des expériences de corrélation 2D en ce qui concerne la diffusion, la
relaxation et le couplage-J. Les approches discutées dans la section 1.1 pour les expériences 1D
peuvent étre utilisées pour créer des expériences multidimensionnelles. Cela donne lieu a des
expériences 3D telles que DOSY-COSY, DOSY-HSQC, 77 iDOSY-HMBC 7 DOSY-TOSY, 7 DOSY-TOCSY, 18
MaxQ-DOSY, 7> TOCSY-HSQC, ¥ HMQC-NOESY ?° ou encore QUIPU-HSQC. 2!

Malgré leur potentialité a élucider la structure de multiples composés en mélanges, ces techniques
présentent toutes une limite commune, celle d’avoir une durée d’acquisition treés longue, qui
augmente avec le nombre dimensions des spectres. Plusieurs heures et parfois plusieurs jours sont
nécessaires pour I'acquisition d’un seul spectre. Depuis plusieurs années maintenant, la communauté
scientifique cherche a réduire les temps d’acquisition des données au moyen de nouvelles innovations
méthodologiques. Dans la section qui suit, plusieurs expériences de RMN courantes ou récentes sont
décrites pour faciliter I'analyse des mélanges complexes. Parmi ces dernieres, deux méthodes ont été
employées au cours de mes travaux de thése, le découplage homonucléaire a large bande utilisant la
séquence PSYCHE et les superséquences imbriquées NOAHs.

24



2. Les améliorations méthodologiques en RMN pour I'analyse des mélanges

Les aspects les plus importants qui déterminent la qualité des spectres de RMN sont la sensibilité
et la résolution spectrale. Des progrés en sensibilité se sont produits au fil des années grace a une
multitude de techniques différentes destinées a améliorer I'acquisition et le traitement des données
de RMN. Le développement et les améliorations de I'instrumentation de RMN ont également joué un
role clef pour améliorer la sensibilité avec un accent particulier dans la conception des sondes
refroidies cryogéniques ou l'usage de champs magnétiques toujours plus intenses. D’autre part, la
résolution spectrale est également améliorée de maniéere inhérente dans les champs magnétiques plus
élevés qui dispersent les déplacements chimiques sur une plage de fréquences plus large, bien que les
effets du chevauchement des signaux puissent toujours étre un facteur limitant lors de I'analyse de
mélanges complexes. Dans ce cas, I'interprétation des spectres de RMN de systemes complexes peut
étre encore difficile voire étre infaisable. Le développement continu de nouvelles séquences
d’impulsions et I'amélioration de celles existantes ont été un facteur trés important pour comprendre
I’énorme potentiel de la spectroscopie de RMN. Parmi ces récentes innovations, les expériences de
découplage homonucléaire a large bande, connues depuis longtemps, seront succinctement passées
en revue ci-aprés ainsi que les expériences qui permettent de décomposer un spectre complexe en
sous-spectres plus simples.

2.1. Découplage homonucléaire a large bande
2.1.1. Contexte

Les avantages associés au découplage des interactions scalaires sont facilement compris lors de
I’analyse d’un spectre 3C, qui est régulierement enregistré par découplage hétéronucléaire a large
bande {H} lors de I'acquisition des données. Dans un spectre 3C - {*H} & 'abondance naturelle des
noyaux de 3C, tous les signaux apparaissent sous la forme de singulets offrant une excellente
dispersion du signal, permettant de connaitre le nombre de signaux présents et de mesurer les valeurs
du déplacement chimique de maniere trés simple. En revanche, malgré I'utilisation de champs
magnétiques élevés, les spectres de RMN 1D H souffrent souvent d'une faible dispersion des signaux
et d'un chevauchement sévere de ces derniers en raison de la plage limitée des déplacements
chimiques H (10 a 15 ppm) et de I'effet des couplages scalaires. L'analyse de la structure des multiplets
contient des informations structurales précieuses telles que le nombre et la nature des spins voisins.
Cependant, dans de nombreux cas, le chevauchement des signaux entrave une analyse pertinente des
multiplets ou I'extraction précise des déplacements chimiques sont fondamentaux dans l'analyse et
I'interprétation des spectres de RMN.

Dans les spectres de RMN H, la dispersion du signhal pourrait étre considérablement améliorée si
tous les signaux étaient convertis en singulets en supprimant les effets des interactions de couplage
homonucléaire. C'est I'objectif des techniques de découplage homonucléaire a large bande, également
connues sous le nom des méthodes « pure-shift ». 12 Les avantages de |'obtention de spectres de RMN
H pure-shift sont largement reconnus depuis des années, bien qu'il n'existe pas de solution simple et
générale pour atteindre cet objectif. Chaque proton dans un spectre de RMN H présente un motif de
couplage particulier en raison de ses interactions avec les protons voisins. Ainsi, certains écueils
expérimentaux tels qu’un manque de dispersion du signal ou de résolution spectrale ou encore la
présence de chevauchements de signaux trop marqués peuvent empécher l'identification et
I'attribution de chaque résonance individuelle. Dans ce contexte, l'utilisation des méthodes de
découplage homonucléaire offrant des structures de signaux simplifiés peut s’avérer intéressante et
permettre ainsi l'analyse et l'interprétation des spectres correspondants. A titre d'exemple du
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potentiel de cette approche, les structures des signaux simplifiés obtenues pour les résonances
aliphatiques du R,R-cyclohexane-1,2-diol sont une preuve claire de I'excellente complémentarité entre
les spectres 1D homodécouplés et 'H standard (Figure 3). L'absence de séparations de couplage
améliore la dispersion du signal, facilite et accélere la reconnaissance des déplacements chimiques et
simplifie I'analyse et l'attribution de régions complexes, comme observé pour les signaux de
chevauchement résonnants autour de 0,8 et 2,0 ppm.

Dtk
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Figure 3. Spectres de RMN 1D *H de la région aliphatique du R,R-cyclohexane-1,2-diol dans du toluéne-ds, acquis avec a) la méthode
conventionnelle et b) avec la méthode pure-shift : *H-TSE-PSYCHE, a 700 MHz. Reproduite de la réf. 12

Les méthodes de découplage homonucléaire a large bande reposent sur la distinction entre les
interactions des spins avec le champ magnétique principal (déplacements chimiques) et les
interactions entre eux (couplages). Elles sont basées sur I'application d’'une séquence d’impulsions
radiofréquence (RF) qui suppriment les effets de I'évolution des couplages-J pendant une courte
période. Ces éléments de refocalisation des couplages-J divisent les spins en spins actifs a observer et
les spins passifs. Les spins actifs fournissent le signal détecté final et les spins passifs sont manipulés
afin de supprimer les effets de couplages-J. Les blocs de construction des séquences les plus utilisées
dans les expériences pure-shift sont représentés ci-dessous (Figure 4).

selective
refocusing
180° element

a) BIRD b) Band selective c) Zangger-Sterk d) PSYCHE
PEPSIE
90°180°90° selective 180° spatially selective 180° B°frequency-swept
e B pulse
N e (Y =\ "
13C i 13C 1B3C ——— 1BC
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Figure 4. Blocs d'impulsions de base pour effectuer un découplage homonucléaire, composé d'une impulsion dure a 180° et d'un élément
de refocalisation sélective qui peut étre basé sur a) la séquence BIRD, b) une impulsion de 180° « bande sélective », c) les éléments
Zangger-Sterk ou la séquence PEPSIE ou d) la séquence PSYCHE.

Quelles que soient les séquences utilisées, chacun de ces éléments inverse I'évolution du couplage
scalaire et supprime ses effets pendant un temps d’évolution spécifique. Toutes les méthodes sont
basées sur I'application d’un bloc de séquence d’impulsions qui se compose de deux composants de
refocalisation : une impulsion dure non sélective de 180° et un élément de refocalisation sélectif. Le
déplacement chimique du spin actif évolue pendant la premiére période 7, subit une inversion a 180°
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qui change son sens de précession et a la fin de la seconde période T,, se refocalise. En revanche, le
déplacement chimique du spin passif continue d’évoluer pendant toute la période 2t puisqu’il n’est
pas perturbé par I'impulsion de refocalisation. L’évolution du couplage Jspin.actif-passit revient a zéro a la
fin de la période d’évolution 2t.

L'idée originale a été proposée pour la premiére fois en 1982 par Garbow et al. qui ont utilisé un
élément de découplage a rotation bilinéaire (BIRD) *?* pour différencier les protons attachés au 3C
(spins actifs) et ceux attachés au 2C (spins passifs). Dans le spectre résultant, seuls les protons liés au
13C ont été observés. Cette approche présente un intérét pour le découplage homonucléaire des
systemes de spins fortement couplés. Cependant, elle souffre de quelques inconvénients. La sensibilité
est régie par I'abondance naturelle du 3C qui entraine une perte de sensibilité d’environ 99% sur le
spectre résultant. De plus, le découplage des protons diastéréotopes dans les CH; prochiraux n’est pas
possible car la séquence BIRD ne peut pas distinguer les protons liés directement au méme noyau 3C.
Comme conséquence, les spectres montrent des doublets pour les protons méthyléniques non
équivalents.

Depuis, plusieurs éléments de refocalisation des couplages-J sont devenus disponibles. En 1997, un
élément de refocalisation spatial sélectif a été introduit par Zangger et Sterk (ZS). 12° Cette approche
utilise le concept de codage spatial présenté dans la méthode ultrarapide en 2.4.2.2.1., dans laquelle
I'application combinée d’une impulsion sélective de 180° avec un faible gradient z de champ
magnétique (Gs) provoque un découplage sélectif codé dans I'espace de différents signaux placés a
différentes tranches z de I’échantillon au sein du tube de RMN. Dans ce type d’expérience, un spectre
'H complet peut étre obtenu a I'aide d’impulsions et de gradients optimisés, mais chaque signal
individuel provient exclusivement d’une partie différente du tube le long de I'axe z (Figure 5). Une
diminution de la sensibilité globale est toujours associée a toute expérience sélective en tranches qui
est proportionnelle au nombre de tranches z générées.

A) B)
Expérience 'H standard a Expérience spatialement
large bande codée en fréquence
180°sel
90° @
I
H % H L —
G G, o
G,

7 6 5 4 3 2 pm 7 6 5 4 3 2 p

Figure 5. lllustration représentant I'excitation sélective par tranche. A) schéma d’acquisition classique pour obtenir un spectre H et B)
sélection en tranches consistant en I'application simultanée d’une impulsion sélective de 180° et d’un faible gradient de codage (Gs). Dans
ce dernier cas, le spectre complet est obtenu grace a la position z spatialement dépendante de chaque résonance individuelle le long du tube
de RMN. Reproduite de la réf. 12

La sensibilité de cette méthodologie est régie par la proximité des signaux couplés dans le spectre.
L'épaisseur des tranches individuelles détermine la sensibilité accessible. Si le couplage est faible, le
découplage (ZS) peut étre tres efficace lorsque de grandes différences de déplacements chimiques
permettent I'utilisation d’impulsions de 180° courtes et moins sélectives. Lorsque les différences de
déplacements chimiques des paires de protons couplés diminuent, des impulsions de refocalisation
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longues et hautement sélectives sont nécessaires. La technique devient moins efficace échouant
finalement lors de I'existence de couplages forts en raison de sa faible sensibilité.

Alternativement, une version plus simple en bande sélective (BS) #7128 3 été proposée. Ces
méthodes peuvent étre considérées comme un cas particulier de la méthode (ZS) dans laquelle aucun
gradient de champ n’est appliqué pendant I'impulsion sélective de 180° (Figure 4b). Cela signifie que
les spins actifs sont choisis uniquement sur la base du déplacement chimique. Seuls les couplages entre
les spins actifs et passifs sont supprimés, tous les couplages entre les spins qui subissent I'impulsion
sélective de 180° survivent. Pour cela, cette approche utilise une impulsion de 180° sélective sur un ou
plusieurs signaux. Plusieurs options sont envisageables, notamment une fréquence unique, une
fréquence multiple ou une sélection en bande couvrant une région spécifique du spectre H. La seule
exigence est que I'impulsion sélective choisie ne doit pas affecter des protons mutuellement couplés,
pour éviter I'’évolution de ce couplage mutuel. Les blocs de bandes sélectives homodécouplés (BASH)
129 ot (HOBS) 1?8 permettent de conserver une sensibilité totale et offre un meilleur rapport signal sur
bruit que les autres éléments d’homodécouplage (ZS) et (BIRD). Cependant, ces méthodes offrent un
découplage partiel puisque seuls les signaux des protons sélectionnés sont présents dans le spectre.

En 2014, Foroozandeh et al. ont proposé la séquence PSYCHE (Pure Shift Yielded by CHirp
Excitation). 3° Contrairement & la précédente méthode (BS) qui permettait un découplage
homonucléaire partiel du spectre, PSYCHE permet de découpler entierement les signaux du spectre. Si
I"'approche (ZS) permettait de mesurer chaque déplacement chimique a I'aide d’une tranche différente
de I'échantillon, dans la séquence PSYCHE tous les spins sont irradiés dans I'ensemble de I'échantillon.
Comme BS, cette méthode présente un intérét lorsqu’il s’agit de systéemes de spins fortement couplés.
Elle implique [l'utilisation de deux impulsions CHIRP a faible angle de bascule 8 appliquée
simultanément avec un faible gradient z de champ magnétique pour recentrer les spins passifs tout en
laissant les actifs non perturbés. Les deux impulsions CHIRP agissent comme élément d’inversion
sélective (Figure 4d). La sensibilité dépend de I'angle de bascule 8 de I'impulsion adiabatique. Il est
possible de trouver un compromis entre une sensibilité optimale et un homodécouplage a large bande
complet de tous les signaux d’un échantillon donné. En pratique, la sensibilité est réduite a 10% par
rapport au spectre 1D H conventionnel, mais elle reste supérieure a celles des méthodes précédentes
(BIRD) ou (2S). Le facteur limitant réside dans la présence d’artefacts qui est liée a I'angle de bascule
8. Un compromis est a choisir entre un spectre tres propre avec de petits artefacts mais une sensibilité
moindre et un spectre moins propre avec des artefacts de recoupages plus importants, mais des
signaux plus forts.

Plus récemment, ligen J. et al. ont proposé la séquence PEPSIE (Perfect Echo Pure Shift Improved
Experiment), 3! une version modifiée de la méthode (ZS) qui améliore grandement la sensibilité et
produit des spectres exempts d’artefacts. Cette séquence surmonte I'incapacité de la méthode (ZS) a
gérer de petites différences de fréquence. Pour cela, la séquence PEPSIE utilise la combinaison de
I’élément d’inversion sélective (ZS) et de I'expérience écho parfait, proposée par Takegoshi et al. 13
Contrairement a son prédécesseur qui nécessite une séparation spatiale des signaux dans différentes
tranches z ou la paire de spins couplée la plus proche définit I'épaisseur des tranches z et la sensibilité
globale accessible, PEPSIE permet un découplage homonucléaire dans des systemes fortement couplés
méme s’ils partagent le méme élément de volume (Figure 6), permettant I'application de bandes
passantes plus élevées. Plusieurs signaux contenus dans un plus grand volume peuvent étre utilisés
pour collecter le signal détecté permettant d’atteindre une sensibilité plus élevée sans compromettre
la qualité spectrale.
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Figure 6. Comparaison du fonctionnement schématique entre les méthodes Zangger-Sterk (ZS) et Perfect-Echo-Zangger-Sterk (PEPSIE).
Reproduite de la réf. 13t

Il existe deux stratégies d’acquisition différentes pour réaliser un découplage homonucléaire a large
bande. Un mode d’acquisition pseudo-2D basé sur l'interférogramme et un mode d’acquisition en
temps réel. La premiere méthode (I’expérience (ZS) d’origine) utilise une acquisition 2D
conventionnelle incrémentée en t; suivie d’un traitement de reconstruction de données pour générer
une FID homodécouplée 1D (Figure 7A). Le bloc de découplage homonucléaire est placé au milieu
d’une période d’évolution t; pour refocaliser toute évolution du couplage Ju.n. Le temps d’évolution t;
est incrémenté selon 1/SW3, ol SW; est la largeur spectrale définie dans la dimension indirecte et les
10 premieres ms de chaque FID individuelle sont sélectionnées et mises bout a bout pour une nouvelle
reconstruction de la FID. Il est trés important que le déplacement chimique évolue sans perturbation
entre les morceaux successifs, tandis que les effets de couplages-J doivent revenir a zéro au milieu de
chaque morceau. Le spectre 1D homodécouplé final est obtenu apres transformation de Fourier
conventionnelle (Figure 7 A). En cas de grandes constantes de couplage scalaire, les incréments doivent
étre réglés sur des valeurs plus petites afin d’éviter I’évolution du couplage scalaire. Cette transformée
de Fourier s"accompagne de la présence d’artefacts autour de chaque signal découplé, comparable a
ceux des satellites 3C.

Cette approche est compatible avec toutes les méthodes décrites précédemment. En raison du
mode d’acquisition 2D, cette stratégie pseudo-2D présente un autre inconvénient. Elle prend plus de
temps qu’une expérience 1D standard qui est proportionnelle au nombre d’incréments t; collectés.
Typiquement 5 a 10 min sont requis pour obtenir des résultats raisonnables.

En revanche, dans I'acquisition en temps réel tous les morceaux sont acquis dans le cadre d’une
seule FID dans une seule expérience. Cette méthode n’est pas compatible avec I'expérience PSYCHE.
L’acquisition subit de breves interruptions tous les T pour refocaliser le couplage scalaire (Figure 7B).
Les morceaux de données de la FID sont mis bout a bout pour former la FID entierement découplée.
Cette expérience homodécouplée en temps réel réduit le temps expérimental par rapport a la
méthode pseudo-2D. En revanche, la qualité spectrale est compromise. En effet, pendant les
interruptions de l'acquisition, I'aimantation décroit, comme le montre la Figure 7B de la FID
reconstruite, introduisant des discontinuités d’amplitude dans la FID finale qui entrainent davantage
d’artefacts et un élargissement du signal d( a une relaxation T, plus courte. De plus, pour les noyaux
fortement couplés, les signaux ne peuvent pas étre découplés efficacement. Il est donc conseillé de
garder les interruptions aussi courtes que possible.

29



A) Acquisition pseudo-2D ou interférogramme
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Figure 7. Schémas généraux menant a des spectres de RMN *H homodécouplés a large bande. A) Mode d’acquisition pseudo-2D qui
consiste en I'enregistrement d’un ensemble de données 2D suivi d’'une reconstruction de la FID a partir des morceaux de données initiaux
de chaque incrément. B) Mode d’acquisition en temps réel qui incorpore périodiquement le bloc de découplage homonucléaire au milieu
de I'acquisition de la FID.

2.1.2. Les améliorations des méthodes pure shift et I'analyse des mélanges

Depuis la revue proposée par Foroozandeh M. et al. sur les récentes applications de I'expérience
PSYCHE en 2018, 13® de nombreuses expériences ont été introduites. C’est le cas des expériences
(BIRD)-TOCSY 34 ou (ZS) CPMG-HSQMBC 2> pour les mesures précises des couplages hétéronucléaires,
des expériences 2D PSYCHE-DIAG 3¢ ou 2D CASCADE ¥ pour la mesure sélective des petites constantes
de couplages, de I'expérience PSYCHE-EASY-ROESY pour [I'observation directe des NOE
intermoléculaires dans des spectres encombrés, 12 de I'expérience COPAM-2D-J pour I'étude de
composés dans un champ magnétique non homogene ou encore ATP-2D-J pour la suppression des
artefacts provenant de couplages forts. 138

Dans la littérature, il existe un certain nombre d’exemples récents ol les méthodes de découplage
homonucléaire a large bande ont été employées pour I'analyse de mélanges. Dans la plupart d’entre
eux, un bloc d’impulsions d’homodécouplage est mis en ceuvre dans une séquence DOSY pour
améliorer la dispersion des signaux, évitant ainsi le chevauchement des signaux qui conduit a des
coefficients de diffusion translationnelle incorrects. C'est le cas de I’expérience PSYCHE-iDOSY *° et
(ZS)-iDOSY * pour I'analyse de molécules de faibles poids moléculaires et pour différencier un
mélange d’isoméres de vitamine Ds et provitamine Ds. 33 Plus récemment, elle a été utilisée pour
I’analyse d’une huile de pyrolyse. ! D’autres nouvelles séquences basées sur I’expérience DOSY ont
été proposées pour analyser un mélange de composés contenant de I'cestradiol, du 2,3-dihydrofurane
et du géraniol *? ou pour analyser un mélange d’alcools issus d’une réaction électrochimique « in-
situ ». %

D’autres séquences impliquent I'expérience 1D PSYCHE-TOCSY pour I'analyse d’un mélange dérivé
de biomasse, 1** I'utilisation d’une expérience (ZS)-HSQC *** ou (BIRD)-HSQC pour l'identification et la
quantification de métabolites en mélange * ainsi que son implication dans une superséquence
imbriquée (comme expliqué en 2.5.2.1.) pour améliorer la dispersion des signaux dans I'analyse d’un
mélange de monosaccharides. %
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Comme expliqué précédemment, les expériences pure shift ne sont pas parfaites et souffrent
d’artefacts pouvant interférer avec I'étude de composants présents en faibles concentrations. Ces
expériences présentent des artefacts périodiques appelés bandes latérales, générés par I'évolution
résiduelle du couplage J. Les signaux d’intéréts et les bandes latérales peuvent avoir des intensités
similaires de phases opposées (Figure 8).

f T T T T T T T T T
59 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 53 5.2 5.1 &/ppm

Figure 8. Artefacts périodiques présents dans un spectre de pure shift d’'un mélange qui contient 97,2% du médicament anticholestérol
rosuvastatine et 2,8% de son précurseur, le BEM. Le précurseur est marqué d’un astérisque. Reproduite de la réf. 146

Par conséquent, leur chevauchement peut entrainer une distorsion ou méme une disparition du
signal d’intérét. Dans le cas de I'analyse des mélanges, la présence des bandes latérales entrave
I'identification et la quantification des impuretés dans les spectres avec des signaux dominants
provenant de molécules concentrées. A ce titre, le groupe de Manchester « NMR Methodology
Group » a développé récemment I'expérience SAPPHIRE-PSYCHE 4 pour I'investigation de six types de
groseilles. Cette méthode supprime les artefacts afin d’obtenir des spectres « ultra-propres ». Les
résultats ont révélé la présence de I'acide glutamique, un métabolite qui n’est pas observé en utilisant
les méthodes pure shift classiques.

2.2.Les méthodes alternatives pour I'analyse des mélanges

Récemment, d’autres méthodes alternatives n’impliquant pas de découplage mais plutot un filtre
pour supprimer les signaux satellites 3C se sont avérées intéressantes pour analyser les composés
présents en trés faibles quantités dans des mélanges complexes. Une solution consiste a utiliser les
expériences ODYSSEUS pour enregistrer des spectres °F dépourvus des signaux d’isotopomeéres 3C
plutdt qu’un découplage F-13C qui ne fait que de réduire de moitié le nombre de ces signaux. **> Ces
expériences peuvent, par exemple, présenter un intérét en chimie thérapeutique ol un quart des
médicaments actuels contiennent du fluor. Cependant, la grande majorité des expériences utilise la
RMN H ou I'approche utilisant I’'expérience ODYSSEUS n’est pas directement applicable. De plus, une
plage de déplacement chimique plus étroite augmente le risque d’une confusion entre une
superposition des sighaux appartenant aux espéces minoritaires et ceux appartenant aux satellites 3C.
Pour cela, une nouvelle expérience baptisée « DISPEL » consiste a supprimer les signaux satellites *C
dans les spectres 'H sans avoir la nécessité d’un découplage 3C a large bande, permettant de retrouver
les composés en quantités minoritaires (Figure 9).
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Figure 9. (a) Spectre *H conventionnel et (b) spectre DISPEL *H d’un échantillon de 30 mM de quinine dans le DMSO-ds. (c) Spectre 'H de
la cinchonidine pour comparaison. Les astérisques indiquent des signaux provenant d’impuretés. Reproduite de la réf. 1©
Enfin, au laboratoire Canton M. et al. ont proposé en 2020 une multiple présaturation des signaux
intenses de solvant en spectroscopie de RMN 3C, adaptée & I'analyse d’extraits complexes de plantes.
147 | ’avantage tirée de cette opération est I'élimination des éventuels artefacts issus des signaux du
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solvant dans des conditions de découplages non optimisées. La suppression des artefacts a permis de
retrouver le signal d’'un composé mineur contenu dans le glycérol biosourcé.

2.3.Les expériences permettant de décomposer le mélange complexe en sous-spectres

Comme vu dans la section précédente, I'utilisation des méthodes de découplages homonucléaires
a large bande peuvent étre d’'une grande aide pour analyser les spectres de RMN contenant des
chevauchements importants de signaux. Cependant, I'amélioration de la dispersion des signaux sur le
spectre de RMN a un prix en terme de sensibilité, dans la plupart des cas. Surtout lorsque des
informations structurales doivent étre extraites pour les composants individuels d’'un mélange, la RMN
de découplage homonucléaire a large bande peut ne pas étre suffisante car la suppression des signaux
d’un multiplet peut entrainer une perte d’information importantes concernant la structure chimique.
Parmi les récentes avancées méthodologiques employées dans I'analyse de molécules de petites tailles
en mélange, certaines d’entre-elles ont pour but de décomposer le spectre de RMN encombré de
plusieurs especes en sous-spectres, facilitant une analyse plus fine des spectres individuels. Ces
expériences contournent les limitations des expériences 2D courantes. Plusieurs expériences de ce
type ont été proposées depuis 2017 jusqu’a maintenant : REST (Relaxation Encoded Selective TOCSY),
13 SCALPEL (Spectral Component Acquisition by Localized PARAFAC Extraction of Linear components),
12 FESTA (Fluorine-Edited Selective TOCSY Acquisition), 1! la chimiodétection basée sur la RMN °F ¥ ou
encore GEMSTONE (Gradient-Enhanced Multiplet-Selective Targeted-Observation NMR Experiment). ®

L’édition SCALPEL ? est une nouvelle méthodologie permettant de décomposer un spectre
complexe de RMN *H en procédant étape par étape par « dissection » du spectre de RMN *H plutét
qgue d’utiliser plusieurs échantillons. Cette méthode entre dans la catégorie des méthodes puissantes
de décomposition tensorielle et peut étre appliquée a n‘importe quel échantillon unique ou immuable.

Cette expérience permet de « disséquer » des spectres complexes au « coup par coup », en se
concentrant sur de petites régions spectrales individuelles. Elle utilise une analyse multivariée pour
extraire les spectres des systemes de spins couplés qui ont une résonance dans cette région, méme
lorsque leurs spectres se chevauchent fortement. L'objectif consiste a analyser toutes les espéces
présentes en solution en réduisant le nombre de signaux excités dans une acquisition donnée, pour
restreindre le nombre d’espéces différentes observées. Comme I’expérience REST 3 proposée par les
mémes auteurs, cette méthode peut exploiter les propriétés de relaxation (T3, T2) ou utiliser le codage
de diffusion en combinaison avec le codage d’évolution TOCSY-t; (Figure 10).

Contrairement a la diffusion, la relaxation dépend de I’environnement chimique d’un noyau
individuel. Différents protons dans une espéce donnée auront en général des temps de relaxation
différents, excluant a premiére vue l'utilisation de la relaxation pour différencier les signaux des
différentes espéces a la maniere de DOSY. Cependant, les différences de relaxation entre différents
composés peuvent étre exploitées pour séparer les sighaux dans des expériences qui combinent des
excitations sélectives pour garantir que tous les signaux mesurés pour une espece donnée proviennent
d’un seul proton. 13

TOCSY-t, encoding Relaxation encoding

Diffusion encoding

Figure 10. Séquence d’impulsions pour les expériences SCALPEL utilisant le codage d’évolution TOCSY-t; (décrit en vert) et le codage de
diffusion (décrit en rouge) ou de relaxation T: (décrit en bleu). Reproduite de la réf. 1
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La séquence d’impulsions SCAPEL permet de coder la dépendance du temps d’évolution
TOCSY-t; (décrit en vert) a une deuxieme dimension possible, soit la relaxation (décrit en bleu) ou la
diffusion (décrit en rouge). Le temps d’évolution t; correspond a un signal modulé en amplitude qui est
fonction des constantes de couplage J dans le systeme de spin. Ainsi, lorsque certaines valeurs t; sont
choisies, seule une petite portion de signaux est sélectionnée. Ces derniers sont codés par des
impulsions CHIRP et le transfert d’aimantation entre les protons partageant le méme systeme de spin
est assuré par I'élément DIPSI-2. Ensuite, suivant la deuxieme dimension choisie, la variable sera
différente. Pour le codage par diffusion, les délais T seront maintenus constants et la variable sera
I'intensité des gradients Gg, tandis que pour le codage par relaxation, les intensités des gradients G,
seront maintenues constantes et les délais T seront incrémentés.

Dal Poggetto G. et al. ont mis leur méthodologie a profit pour analyser une biére forte et extraire des
spectres propres de différents systemes de spin d’unités glucose diversement fonctionnalisées a partir
du spectre de RMN 'H hautement complexe (Figure 11).
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Figure 11. Spectres 1D de RMN *H d'une biére forte révélant un haut degré de complexité dissous dans H.0/D.0 (80:20, v/v) (a) et le
résultat des expériences SCALPEL 1D (1 h 49 min) pour les composants terminaux du 8-glucose, du maltose/maltotriose, du lactose et du
glucose libre respectivement (b-d). Reproduite de la réf. 12

Le spectre de RMN *H conventionnel d’un échantillon de biére forte montre une région fortement
encombrée, avec des signaux provenant principalement des glucides et de I'éthanol (Figure 11a). La
méthode SCALPEL consiste a acquérir des données expérimentales en utilisant une séquence
d’impulsions TOCSY sélective a bande étroite dans laquelle uniquement les signaux anomériques
autour de 4,65 ppm sont codés avec deux types de marquage sélectif d’espece (ici la diffusion et
I’évolution TOCSY-t;). Il devient alors possible d’extraire les sous-spectres a trois composantes (Figure
11b-d). La diffusion étant I'une des dimensions utilisées ici, il est également possible de classer les
composés par taille depuis le plus grand (b) au plus petit (d). Le maltose et le maltotriose (b) n’ont pas
pu étre séparés car les spectres de leurs fragments terminaux B-glucose présentent le méme
déplacement chimique. La Figure 11 ne montre qu’une petite fraction de la fenétre spectrale occupée
par la biere. L'application de la méthode SCALPEL a d’autres régions spectrales permettrait a son tour
de disséquer une plus grande partie du spectre. Cela a été démontré par Dal Poggetto G. et al. ** en
remplacant le codage de la diffusion par celui de la relaxation transversale T.. Les auteurs ont ainsi
incrémenté les délais 7 au lieu de 'amplitude du gradient G4 qui est resté constant.
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Ainsi, I'introduction d’une nouvelle classe d’expériences SCALPEL constitue une autre approche
pour analyser des mélanges complexes, a condition que les données expérimentales ne soient pas
superposées comme démontré dans I'exemple précédent.

Une nouvelle autre approche qui a su élargir I'applicabilité de I’excitation sélective est I'expérience
GEMSTONE. ° Cette méthode utilise similairement I'excitation sélective d’une résonance d’intérét dans
un spectre 1D *H pour cibler des groupements chimiques individuels. Un probléme majeur, cependant,
réside dans les spectres de RMN *H qui se chevauchent souvent de maniére extensive, de sorte qu’en
pratique, seule une minorité de sites peut étre sélectivement excitée. Ce probleme peut étre
contourné en utilisant une expérience NOESY 1D sélective a multiplet amélioré par gradient (PIERRE
GEMME) a scan unique, permettant une excitation sélective des signaux d’un multiplet de protons
uniques. Contrairement a I'expérience SCALPEL qui ne peut pas différencier des composés si les
déplacements chimiques sont indiscernables, I'expérience GEMSTONE le permet, méme lorsqu’un
signal est particulierement superposé par la présence d’autres multiplets. C'est ce que Kiraly P. et al.
ont démontré en étudiant deux composés présentant une forte superposition de signaux : un stéroide
178-estradiol dissous dans le DMSO-ds et un produit carbocyclique dissous dans du CDCls. ®

Par exemple, le spectre de RMN H du stéroide 178-estradiol a révélé une superposition des signaux
entre 1,7 et 1,9 ppm contenant les protons 7b, 12b et 16a qui se trouvent dans trois cycles différents
de la structure (Figure 12e).
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Figure 12. (a) NOESY 1D sélective conventionnelle, (b-d) NOESY 1D GEMSTONE et (e) Spectres de RMN *H de I'cestradiol dissous dans le
DMSO-ds. Une interprétation sans ambiguité nécessite la sélectivité unique fournie par I'lapproche GEMSTONE. Les temps d’acquisition pour
les expériences NOA (a-d) étaient de 12 min ; NS = 128. Reproduite de la réf. °

L'excitation sélective conventionnelle (Figure 12a) a permis de sélectionner les trois protons
simultanément, ce qui rend les NOE observés dans une expérience NOESY 1D ambigus (fleches
représentées en noire sur la molécule) et inutiles pour I’élucidation de la structure. En revanche, les
différents NOE des trois multiplets ont pu étre observés individuellement a I'aide de I'expérience
GEMSTONE (Figure 12b-d) (fleches représentées en gris sur la molécule). La sélectivité obtenue a
permis une interprétation sans ambiguité des spectres NOESY et I'attribution de la stéréochimie. Par
exemple, 'ambigiité dans I'attribution du Hixq ou Hizg qui sont situés au-dessus et en-dessous de la
structure plane du stéranique, peut étre résolue en identifiant un NOE avec I'un des Hi7 ou His.

Si cette méthode a pour le moment été appliquée sur des composés purs, sa robustesse et son

efficacité permettent, sans aucun doute, I'analyse de mélanges complexes par RMN. Ces mémes
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auteurs ont ainsi illustré I'efficacité de leur méthode sur un mélange de trois alcaloides de quinquina.
9

Dans le cas ol les molécules en mélange contiennent des hétéronoyaux, ces derniers peuvent étre
exploités pour améliorer la dispersion des signaux dans les spectres de RMN 1D et ainsi faciliter
I'attribution des résonances qui appartiennent a différents systemes de spin. Grace au couplage
scalaire, 'aimantation d’un hétéronoyau *1% peut étre sélectivement transférée a son partenaire *H
couplé, puis a tous les membres d’un méme systéme de spin, conduisant a un sous-spectre H
unidimensionnel rapidement acquis. Cette approche est particulierement utile dans les mélanges
contenant du fluor, qui deviennent de plus en plus courants dans l'industrie pharmaceutique, par
exemple comme les agents anticancéreux, les antidépresseurs ou encore les antimicrobiens. 1>°

C’est I'objectif de I'expérience FESTA ! qui vise a individualiser les spectres individuels de composés
contenant du fluor en mélange en permettant la mesure de spectres 'H qui ne contiennent que des
protons appartenant au méme systéme de spin qu’un °F choisi. La méthodologie FESTA fournit des
sous-spectres de RMN !H d’une maniére similaire & une expérience TOCSY 1D sélective
conventionnelle en excitant un signal a la fois puis en transférant son aimantation aux noyaux avec
lesquels il couple. Cependant, contrairement aux expériences TOCSY 1D sélectives, I'approche FESTA
bénéficie d’une haute dispersion du signal sur une large gamme de déplacement chimique (environ
500 ppm) et n’est pas limitée par le chevauchement du signal *H.

Afin de mettre en place les expériences FESTA, les déplacements chimiques du H et du °F 3
sélectionner doivent étre connus ou déterminés expérimentalement. Dans la mesure du possible, les
valeurs de Jur et le nombre de noyaux du °F doivent étre déterminées afin de définir les délais
optimaux pour le systéme H-F étudié. Un bon point de départ est d’acquérir les spectres de RMN 1D
'H et °F avec et sans découplage. Dans les mélanges complexes avec beaucoup de sighaux qui se
chevauchent, il peut étre difficile d’extraire les informations requises. |l peut étre envisageable
d’utiliser la séquence INEPT qui inverse sélectivement I'élément *°F seul afin de déterminer les protons
qui sont couplés au noyau °F sélectionné. Une autre option, consiste a utiliser des expériences de
pure-shift, telle que la méthode PSYCHE 133, précédemment expliquée, pour déterminer les constantes
des couplages hétéronucléaires sans interférence avec les couplages homonucléaires.

Barbosa, T. M. et al ont démontré I'application de leur méthode sur un mélange de cinqg composés
contenant le 1-chloro-1,1-difluoropentan-2-ol, la dexaméthasone, le 2-fluorophénol, le 3-fluorophénol
et le 4-fluorophénol (Figure 13).

(3) (4) (5)

Figure 13. Mélange de composés contenant le 1-chloro-1,1-difluoropentan-2-ol (1), la dexaméthasone (2), le 2-fluorophénol (3), le 3-
fluorophénol (4) et le 4-fluorophénol (5). Reproduite de la réf. 1

Les composants du mélange ont été choisis pour représenter différents types de systéme de spin
contenant du fluor. Le chloro-1,1-difluoropentan-2-ol (1) montre des atomes de fluor diastéréotopes
avec un couplage scalaire homonucléaire (*Js). La dexaméthasone (2) a un atome de fluor dans le cadre
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d’un systeme de spin étendu. Le 2-fluorophénol (3), le 3-fluorophénol (4) et le 4-fluorophénol (5)
présentent des signaux de protons aromatiques fortement couplés dans une plage de déplacement
chimique étroite (6,50-7,35 ppm) avec certains signaux qui se chevauchent (Figure 14).
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Figure 14. Spectres 1D conventionnels *°F (a) et *H (b) du mélange de composés étudiés. Reproduite de la réf. 1

La présence de tous ces éléments dans le mélange entraine une augmentation du chevauchement
des signaux sur le spectre H (Figure 15b). En revanche, I'analyse du spectre de RMN 1D °F est plus
aisée en raison de la dispersion des signaux sur une plus large gamme spectrale (Figure 15a).

L'application de la méthodologie FESTA permet d’acquérir I'ensemble des sous-spectres des
composés, pour chacune des résonances '°F sélectionnées (Figure 15). Une séparation nette de tous
les sous-spectres est obtenue, malgré la congestion spectrale.
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Figure 15. Spectres 1D conventionnels *°F (a) et *H (b) du mélange des cinqg composés étudiés. (c-h) Spectres de I'expérience MODO-FESTA
des composants individuels. Reproduite de la réf. 1

Par exemple, les résultats de I'expérience montrent que le composé (1) est isolé par 'application
d’une impulsion sélective a I'une des résonances diastéréotopes du °F & - 61,71 ppm (Figure 15a)
permettant de recentrer la résonance 'H a 3,89 ppm (Figure 15b). C’est sur la base de ce schéma que
les spectres des autres composés ont été obtenus.
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Néanmoins, I"application des impulsions sélectives ne se fait pas sans obstacle. Des artefacts sont
a prévoir en fonction de la concentration du soluté et de la durée de I'impulsion utilisée pour exciter
le signal d’intérét. En effet, des bandes passantes petites donnent des spectres plus propres avec des
artefacts plus petits mais avec un rapport signal/bruit plus faible en raison d’une plus grande relaxation
pendant I'impulsion sélective. Des bandes passantes plus larges donnent un meilleur signal/bruit mais
avec des artefacts accrus en raison d’une suppression plus faible des signaux indésirables.

Une autre méthode récente basée sur la RMN °F utilise la chimiodétection 1° qui est devenue un
outil précieux pour I'analyse de mélanges complexes. Cette approche s’est avérée utile pour la
détection d’acides aminés, °! de nitriles par des méthodes d’encapsulation 2 et pour I'identification
des ingrédients du thé et boissons énergisantes. >3 Le principe repose sur la liaison réversible entre
des analytes et un « capteur marqué au *°F » qui produit des singulets sur le spectre de RMN °F. Le
capteur joue le réle « de substrat » dans lequel « se greffe » les analytes (Figure 16). 1°

R = OEt (in CHCI3)

0.2 ppm
*F NMR-based 2 Aine
F+ F multi-component | ll \
‘ analysis
Re 4 £ R solvent? R = OPh (in PhCI)
! sensor structure? 0.53 ppm
®A i o

Figure 16. Représentation schématique de I'influence du solvant et de la structure du capteur jouant le réle de « substrat » pour améliorer
la dispersion des signaux issus des analytes jouant le réle « d’enzymes ». Reproduite de la réf. 1°

Dans cette stratégie, la coordination d'analytes a un complexe métallique (le capteur) avec une
fente de liaison ouverte génére des « structures statiques » a I'échelle de temps de RMN. Des sighaux
uniques sont créés en placant stratégiquement des atomes de fluor a proximité immédiate des
analytes liés de sorte que de petites différences structurales induisent des déplacements chimiques de
RMN *°F distincts qui peuvent étre utilisés pour identifier chaque analyte. Comme la variation des
déplacements chimiques du °F marqué par le capteur peut étre minime en fonction de la forme plus
ou moins similaire des analytes, un chevauchement potentiel des signaux de RMN *°F limite encore le
nombre d’analytes pouvant étre différenciés.

L'intérét d’une telle procédure dépendra de la nature du solvant qui influencera directement
I’efficacité de la dispersion des signaux (Figure 17). La haute sensibilité des déplacements chimiques
de la RMN *°F a son environnement local et le faible niveau de signaux interférents, doit permettre a
cette méthodologie de fonctionner sur des mélanges complexes sans avoir la nécessité d'une
séparation.

L'utilité de cette méthode a été illustrée pour I'identification de quatre métabolites en mélange de
structures voisines : phénylalanine, tyramine, tryptamine et sérotonine dissous dans du CDCl; et pour
17 composés biologiques de structures plus ou moins proches dissous dans un mélange
chlorobenzéne/méthanol (2:1, v/v).

Par exemple, dans le cadre du mélange des 4 amines, la séparation des signaux de RMN °F différe
significativement dans des solvants de polarités distinctes (Figure 17).
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Figure 17. Etude de I'impact d'une variété de solvants sur la capacité de la dispersion des signaux de la RMN *°F. (a-h) Spectre de RMN *°F
de solutions contenant quatre amines (0,5 mM chacune) et le complexe 3c (2,0 mM) dans divers solvants. Les déplacements chimiques du
9F des complexes 3c avec une phénéthylamine liée ont tous été calibrés a — 116,3 ppm. Reproduite de la réf. 1©

Ces observations ont suggéré que les solvants non polaires étaient pertinents pour une meilleure
dispersion des résonances '°F (Figure 17e-h). La plus grande séparation des signaux °F pour les
analytes Al et A4 a été obtenue dans le chlorobenzene, probablement en raison de son interaction -
1t préférable avec la paroi latérale fluorée du capteur 3c. Cette étude a montré que I'optimisation des
conditions expérimentales par I'usage d’une variété de solvants est un moyen efficace de rechercher
la meilleure dispersion des sighaux dans le spectre de RMN °F. Aprés avoir identifié les paramétres
clefs dictant la dispersion du signal, 21 analytes d’intérét biologiques ont été analysés en mélange en
présence de deux capteurs, nommés 3a et 3c pour I"analyse de RMN *°F (Figure 18). En raison de la
solubilité distincte des analytes, un mélange chlorobenzéne/méthanol (2:1, v/v) a été utilisé comme
solvant binaire.
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Figure 18. Analyse d'un mélange complexe de 20 analytes par chimiodétection de RMN *°F discriminante. (a) Spectres de RMN *°F
contenant 21 analytes différents (0,23 mM chacun) et des complexes 3c (6,3 mM) dissous dans du chlorobenzéne/méthanol (2:1, v/v). (b)
Spectres de RMN °F contenant 21 analytes différents (0,01 mM chacun) et des complexes 3a (0,28 mM) dissous dans du
chlorobenzéne/méthanol (2:1, v/v). Reproduite de la réf. 1°
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L'inconvénient d’une telle procédure nécessite dans un premier temps que les spectres de RMN *°F
de chaque analyte soient réalisés en amont de fagon a déterminer le déplacement chimique du signal
unique °F caractéristique de I’analyte complexé au capteur.

Les résultats obtenus ont montré que les deux capteurs 3a et 3c permettaient de révéler des
sighaux °F bien résolus et facilement attribuables aux différentes molécules en solution. Une
inspection minutieuse des spectres a révélé que la capacité de disperser les signaux selon le type de
capteurs 3a ou 3c est légerement différente. Par exemple, le capteur 3a offre une dispersion des
sighaux supérieure pour les analytes Al et A5, tandis que des signaux de RMN °F encombrés ont été
observés lors de I'utilisation du capteur 3c.

Ces observations ont révélé qu’une sélection prudente du capteur pourrait fournir une dispersion
améliorée du signal d’'un ensemble donné d’analytes. Il est & noter que les signaux de RMN °F sont
corrélés a la quantité de capteurs liés a I'analyte cible. Par conséquent, I'intégration du signal de RMN
F ne refléte que la concentration de I'analyte lié. Pour mesurer la concentration, un étalon interne
de concentration connue peut étre utilisé pour construire la courbe d’étalonnage pour la quantification
de I'analyte cible. Ces différents résultats ont montré que la chimiodétection basée sur la RMN °F est
une méthode en plein essor pour I'analyse de mélanges complexes.

A travers cette section, nous avons montré différentes approches 1D récentes permettant de
décomposer un spectre complexe en sous-spectres. Que ce soit a travers des expériences d’excitation
sélective de résonances telles que GEMSTONE et SCALPEL ou en exploitant la diversité des
hétéronoyaux a travers les approches FESTA et de chimiodétection par RMN du *°F, ces méthodes ont
toutes des avantages et des inconvénients. Si I'approche SCALPEL a montré son efficacité pour
« disséquer » un spectre complexe en sous-spectres, elle reste néanmoins limitée dans le cas d’une
superposition de résonances ayant des déplacements chimiques trés similaires. Tandis que
I’expérience GEMSTONE permet de contourner le probléme de la superposition des résonances ayant
les mémes déplacements chimiques, cette méthode nécessite toutefois, I'acquisition d’expériences 2D
conventionnelles pour obtenir les informations nécessaires a I’élucidation de structures présentant
des diastéréoisomeéres. L'expérience FESTA quant-a-elle, présente I'avantage d’exploiter la large
gamme spectrale du F pour sélectionner une résonance de RMN °F et la transférer aux protons
appartenant a la méme molécule. Cependant, un compromis entre le rapport signal sur bruit et la
présence d’artefacts liée a 'application d’impulsions sélectives, est a trouver. Enfin, la chimiodétection
de la RMN du °F, est une méthode qui, bien que robuste pour analyser un mélange de plus de 20
composés, nécessite de réaliser plusieurs essais en testant différents capteurs et solvants afin de
trouver la combinaison la plus adaptée pour analyser le mélange. L'inconvénient d’une telle procédure
se situe au niveau des spectres de RMN F de chaque analyte qui doivent étre réalisés en amont de
facon a déterminer le déplacement chimique du signal unique °F caractéristique de I’analyte complexé
au capteur.

2.4.'analyse des mélanges par la RMN multi-quanta
2.4.1. L’approche Maxi-Quanta (MaxQ)

La richesse des spectres de RMN de mélanges de composés naturels pose de forts défis aux
capacités analytiques de la RMN. Les résonances qui se chevauchent sont souvent issues de fragments
moléculaires distincts faisant partie de la méme molécule ou appartenant a différents composés. Outre
les difficultés a distinguer les résonances qui se chevauchent, la situation est encore plus compliquée
par les grandes variations de concentration des éléments du mélange. Des techniques adéquates pour
résoudre ces problemes doivent dans la mesure du possible fournir une meilleure dispersion du signal
sans perdre la capacité d’élucider la structure des composés. L’isolement en sous-spectres de chacun
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des systemes de spin est une stratégie efficace pour I'analyse de tels spectres de RMN complexes, telle
que les expériences permettant de décomposer le mélange complexe en sous-spectres, comme vu
précédemment.

Une autre alternative consiste a utiliser la RMN Multi-Quanta (MQ) qui a initialement été introduite
dés les débuts de la RMN multidimensionnelle. 1**1%¢ Cette méthode permet d’isoler, dans un spectre
de RMN d’un mélange, les résonances appartenant a des fragments moléculaires portant un nombre
déterminé de protons p couplés entre eux. Au fur et a mesure que la valeur sélectionnée de p
augmente, de plus en plus de fragments moléculaires sont retirés du spectre de RMN par
I'intermédiaire d’un filtre quanta multiple. La détection des cohérences multi-quanta (MQ) permet de
caractériser les signaux retenus par leur fréquence d’évolution dans la dimension indirecte d’une
simple expérience bidimensionnelle. Ses applications les plus courantes sont retrouvées dans les
expériences homonucléaires a deux quanta, telles que la méthode DQF-COSY # permettant de filtrer
les signaux non informatifs proches de la diagonale pour faciliter I'analyse des pics croisés, I'expérience
INADEQUATE 3C-3C 7 permettant de déterminer des corrélations d’une liaison entre carbones
voisins (Yec) ou dans la mise en place de corrélation hétéronucléaires, comme dans I'expérience
HMQC. %8

Une autre propriété de I'expérience MQ bidimensionnelle, est que le nombre le plus élevé possible
de quanta excitables (appelé ordre quanta maximum, MaxQ) fournit des dispositions de pics de
corrélation tres simples a analyser. Un seul signal dans la dimension indirecte est corrélé permettant
de révéler les pics appartenant a un fragment spécifique dans le spectre de RMN 1D *H. Contrairement
a d’autres méthodes de RMN 2D populaires telles que HSQC ou TOCSY, le protocole RMN MaxQ a
montré un potentiel original pour la séparation des composés en mélange, puisqu’il identifie
successivement des fragments moléculaires en fonction de leur nombre de protons. La méthode a
trouvé des applications dans la discrimination d’'un grand nombre de molécules dans un mélange
d’origine synthétique ou naturelle. C’'est le cas par exemple pour la caractérisation de la région
aromatique des spectres de RMN H dans un mélange d’hydrocarbures mono- et polyaromatiques, >
de composés phénoliques a la fois dans un mélange modéle et dans I’huile d’olive, ** 2° dans des
molécules pertinentes pour I'environnement 2! et pour la caractérisation rapide de la cocaine dans des
échantillons de drogues illicites. *°

L'amélioration de la dispersion des signaux par |'expérience MaxQ découle d’une réduction
spectaculaire du nombre de signaux, due a deux facteurs. Premierement, seuls les fragments
moléculaires des protons couplés entre eux peuvent produire des signaux MQ, fournissant un premier
filtre. Secondairement, plus I'ordre est élevé, moins il y a de signaux avec le cas limite d'un simple
singulet pour I'ordre MaxQ (Figure 19).

0Q 1Q 2Q 3Q 4Q 5Q
ABC 6 15 6 1
ABCD 27 56 28 3 1
ABCDE 110 210 120 45 10 1

Figure 19. Nombre maximal de résonances attendues dans différents systémes de spin en fonction de I'ordre de cohérence observé.
Reproduite depuis la réf. 7

Par exemple, dans un réseau de cing spins couplés, il y a un maximum d’environ 200 signaux de
RMN qui peuvent étre compressés en un singulet en observant indirectement la transition a cinqg
guanta associée a ce réseau. Cette approche facilite I'identification des molécules dans le mélange
analysé. Pour les fragments moléculaires ne possédant pas le méme nombre de protons couplés,
plusieurs ordres p doivent en principe étre envisagés pour obtenir une analyse compléte. La premiere
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preuve de principe de la spectroscopie MaxQ a été apportée en testant son pouvoir de dispersion du
signal sur un mélange de 11 composés aromatiques (Figure 20). ¥

o0
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Figure 20. Spectres 1D de RMN *H d'un mélange test de 11 molécules aromatiques. Le nombre total de protons est de 104 avec 28
déplacements chimiques différents. Reproduite depuis la réf. 1>°

La Figure 20 représente la région des signaux aromatiques du spectre 1D H encombré avec 104
protons aromatiques pour 28 déplacements chimiques. Le défini analytique vient des protons
aromatiques qui résonnent dans une petite fenétre spectrale de moins de 2 ppm, avec environ 80%
des signaux concentrés dans la région de 7,1 a 8,1 ppm. La taille des systémes de spins des protons
aromatiques varie de deux a cing protons, ce qui fixe le plus grand nombre de quanta excitables a 5Q.
Une série de tous les spectres de corrélations MQ possibles est illustrée a la Figure 21.
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Figure 21. Série de spectres de corrélations MQ du mélange avec I'ordre de cohérence avec p =1 a 5 (A-E). La complexité spectrale diminue
avec le nombre de quanta, du fait de la simplification progressive du spectre dans la dimension indirecte et du filtrage de certains fragments
moléculaires. La corrélation 5Q ne présente que des signaux MaxQ. Reproduite de la réf. *>°

Une simplification progressive des signaux avec p croissant est due a deux phénomenes : d’une
part, seuls les systemes de spin avec le moins de protons couplés persistent dans la dimension 1Q

expliquant la zone encombrée (Figure 21A) ; puis les signaux MQ persistants ont une structure de plus
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en plus fine a mesure que p augmente. Le spectre de corrélation 5Q correspondant a I'expérience
MaxQ, peut étre utilisé pour faciliter la reconnaissance de six molécules monosubstituées (Figure 21E),
du fait que tous les protons du fragment contribuent a un signal unique dans la dimension MaxQ
(Figure 22).
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Figure 22. (A) Expansion de la région aromatique du spectre de corrélation 5Q et (B) détails du signal MaxQ de la benzophénone. Le spectre
1D *H est montré pour la comparaison de la structure du multiplet. Reproduite de la réf. 15°

L'information obtenue dans le spectre MaxQ est semblable a celui de I'expérience TOCSY mais avec
une disposition simplifiée qui améliore la dispersion des signaux. Pour I'attribution, la structure du
multiplet et le déplacement chimique des molécules individuelles peuvent étre extraits, comme
I’atteste la Figure 22B. La position de la résonance unique de chaque fragment dans la dimension MaxQ
(indirecte), est située a la fréquence moyenne des protons participants. Ce dernier est toujours un
singulet. % Dans Iarticle de Dalvit C., ce principe a trés bien été décrit en simulant deux spectres 2D a
double quanta (DQ) d’un systéme de spin AMX. 16!

Un aspect crucial a déterminer dans I'approche MaxQ est la sensibilité de I'intensité des sighaux qui
varie fortement avec la durée du retard 7 dans la séquence employée %2183 (Figure 23) et par d’autres
facteurs tels que la relaxation T;, les effets de couplages-J, la composition du mélange, la température

et par le solvant. 2
si:" 90° sla"
it d ty It
preparation’. aevolution detectian
period period period

Figure 23. Représentation schématique de la séquence d’impulsions de base pour créer et détecter des cohérences multi-quanta. Deux
impulsions séparées du retard T sont nécessaires pour créer des cohérences quantas multiples, qui évoluent pendant t;. La troisieme
impulsion de 90° permet de transformer la cohérence quanta multiple en cohérence quanta unique, qui est détectée apres un délai
supplémentaire t.. Reproduite de la réf. 13

Si la durée du retard T n’est pas assez optimisée, elle pourrait entrainer I'absence de certains
composants. L'inhomogénéité de I'intensité des signaux produite par un seul choix T a conduit Reddy
et al. en 2013 a proposer une gamme de valeurs T séquentielle pour améliorer la sensibilité sur une
molécule modele et sur deux mélanges. Leurs applications ont été testées sur une molécule modele,
le phénanthréne, puis sur deux mélanges de composés de petites tailles (Figure 24).

Une série de mesures avec des délais 7 variant de 10 a 1000 ms permet de cartographier les
différences d’intensité entre les composés mais une réduction du rapport signal sur bruit (SNR) peut
étre observée si certaines des valeurs T choisies produisent des cohérences MQ de faibles intensités.
L’ajout de composés supplémentaires complique le choix de la liste de valeurs de 7 la plus efficace.
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Plusieurs valeurs de T peuvent, en principe, correspondre a une intensité optimale pour les différents
composés. Par exemple, les signaux de I'anthracene filtrés a 4Q sont dominants pour une valeur de t
= 100 ms, tandis que pour cette méme valeur de 7, les signaux provenant des autres composants ont
des intensités négligeables. Les signaux filtrés 4Q des autres molécules sont généralement moins
intenses mais deviennent détectables vers T = 320 ms. Une région pour laquelle les signaux de
I"'anthracéne disparaissent presque. Le compromis évident de I'utilisation d’une série de valeurs de
est qu’aucune valeur ne peut étre optimale pour toutes les molécules.

A A

Anthrancene
3-aminophenol
Benz-3,4-pyrene
Fluorene

mwrr»
o

1000

Figure 24. Evolution des signaux 4Q d’un mélange test contenant du fluoréne, de 'anthracéne, du benz-3,4-pyréne et du 3-aminophénol
en fonction du délai 7. En haut : spectres correspondant a 100 et 320 ms, mettant en évidence une forte variation relative de l'intensité de
la composante. En bas : évolution compléte des signaux 4Q sur une place de 10 a 1000 ms. Reproduite de la réf. 2

Ainsi, alors que les spectres deviennent plus homogénes en intensité, la sensibilité peut étre
quelque peu réduite. Les avantages a utiliser une telle préparation de multiples délais de 7 par rapport

N

a une préparation conventionnelle a une seule valeur de T sont représentés sur le spectre de

corrélation 2D 4Q (Figure 25).
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Figure 25. Spectres de corrélation MaxQ 4Q d’un mélange test enregistré a des moments expérimentaux identiques, avec un schéma de
préparation conventionnel 7 = 110 ms (a gauche) et en présence de quelques valeurs de T soigneusement sélectionnées « en accordéon »
(a droite). Reproduite de la réf. 2

Reddy et al. ont ainsi démontré qu’une co-addition synchronisée de plusieurs valeurs de T
soigneusement sélectionnées représentait une meilleure stratégie pour récupérer ’lhomogénéité de
la réponse du filtre MQ. Par exemple, le spectre de gauche a révélé un signal prédominant de
I’'anthracéne avec une seule valeur de T = 110 ms alors qu’a droite, I'utilisation séquentielle de quatre
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valeurs de T (110, 310, 320 et 330 ms) a permis de récupérer une bien meilleure homogénéité du
signal.

Ces différents travaux démontrent que lI'approche MaxQ peut s’ajouter aux récents outils
expérimentaux pour analyser les mélanges complexes. De plus, comme cette approche améliore la
dispersion du signal dans la dimension indirecte en simplifiant grandement I'allure des spectres, Reddy
G. N. et al. ont démontré, la méme année, qu’il était possible de quantifier 16 polluants
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) en mélange en utilisant la spectroscopie MaxQ. %

Compte tenu des récents avancements réalisés et de son efficacité pour isoler des fragments
moléculaires individuels permettant d’élucider la structure de composés en mélange, la spectroscopie
MaxQ a récemment été combinée avec I'expérience DOSY pour I'analyse d’un mélange composé de
molécules de petites tailles : anthracene, phénanthréne, naphtaléne et fluorine, a travers une
expérience 3D MaxQ-DOSY. 7

2.4.2. La RMN multidimensionnelle « rapide »

Ces dernieres années, I'analyse des mélanges complexes a suscité un intérét qui s’est développé a
travers la RMN multidimensionnelle « rapide ». Ces techniques ont été élaborées a la base pour
améliorer les expériences 2D conventionnelles qui nécessitent majoritairement de longues durées
d’acquisition. Le développement de nouvelles méthodologies « rapides » est devenu aujourd’hui
incontournable pour I'analyse des mélanges complexes et plusieurs approches combinées ont déja été
élaborées pour diminuer le temps expérimental. Par exemple, les stratégies de collectes de données
telles que les expériences Non-Uniform Sampling (NUS) ont déja été étudiées pour obtenir des spectres
2D a trés haute résolution dans un temps d'acquisition relativement court, ** ou pour des études
quantitatives. %> La méthodologie Hadamard a également été utilisée pour la métabolomique ciblée,
186 |ors d’une expérience 3D H-3C TOCSY-HSQC pour déméler les signaux des métabolites et
permettant d’accéder au profilage complet d’'un mélange modéle dans un plan de projection 2D ciblé
187 ou en combinaison avec des expériences SOFAST 8 pour diminuer le temps expérimental. Ces
techniques restent néanmoins limitées par la présence d’artefacts, par le manque de résolution mais
aussi par I'impossibilité parfois d’associer ces méthodes intéressantes.

La section suivante se limitera aux récentes méthodologies considérées comme attrayantes dans la
littérature et employées pour I'élucidation structurale de petites molécules en solution. Cette section
vise dans un premier temps a explorer les principales expériences NOAH, qui reposent sur une
succession de séquences imbriquées, et leurs implications dans de nouvelles séquences cherchant a
optimiser toujours plus de parameétres tels que le gain de temps et la résolution jugés parfois
insuffisants pour élucider les structures de composés de faibles masses en mélange. Dans un second
volet, les expériences basées sur I'encodage spatial tel que I'« UltraFast » seront détaillées de leurs
principes a leurs applications récentes.

2.4.2.1. Les expériences NOAHs

La caractérisation structurale de petites molécules implique généralement la collection d’une série
d’expériences de RMN 2D qui sont combinées pour élucider la connectivité des atomes au sein de la
molécule et ainsi définir sa structure primaire. Ce principe repose en routine sur une série
d’expériences de corrélation homonucléaire *H-'H et hétéronucléaire 'H-13C. De telles expériences
sont collectées sous la forme d’une série de spectres 2D individuels. Les exigences de temps pour

chacune des expériences étant définies non seulement par les exigences fondamentales de sensibilité
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(nombre de FID collectées) et de résolution (nombre d’incréments employés) mais aussi par la
nécessité de donner suffisamment de temps entre les FID acquises pour que I'aimantation nucléaire
redevienne proche de sa position d’équilibre. Le délai de relaxation d; est typiquement I'élément le
plus long de toute séquence d’impulsions. Bon nombre de ces expériences peuvent étre combinées
dans des « superséquences » de RMN qui fournissent les informations structurales requises en une
seule mesure permettant de gagner un temps considérable. Par exemple, I'expérience PANACEA
(Parallel Acquisition NMR, an All-in-one Combination of Experimental Applications) %17 combine les
séquences d’'impulsions INADEQUATE, HSQC et HMBC en une seule entité permettant I'élucidation de
la structure des composés a partir d’'une mesure unique. Cependant, I'expérience PANACEA est basée
sur la séquence 2D INADEQUATE 3C-13C qui nécessite une concentration élevée de I’échantillon et/ou
de longs temps d’acquisitions. 172 Alternativement, Kupce E. et al ont récemment proposé la possibilité
d’enregistrer plusieurs expériences bidimensionnelles simultanément dans des séquences imbriquées
en utilisant la « RMN par acquisition ordonnée utilisant la détection 'H » ou superséquence NOAH. %
Elle permettent d’obtenir I'ensemble des informations scalaires et dipolaires en une seule expérience.
La notion de séquences imbriquées a déja été introduite il y a longtemps avec I'expérience
COSY/NOESY (COCONOSY) 173 qui a produit des spectres 2D COSY et NOESY séparés a partir de laméme
expérience. Les deux expériences 2D partagent le méme délai de relaxation d; et la méme période
d’évolution t; avec I'acquisition COSY se produisant dans le temps de mélange NOESY, fournissant ainsi
les deux expériences dans le temps requis pour une expérience NOESY seule. Ici, plusieurs expériences
homonucléaires et hétéronucléaires sont enchainées en un seul balayage avec la présence d’un seul
délai de relaxation d; pour toutes les acquisitions offrant ainsi un gain de temps significatif par rapport
a l'approche conventionnelle. Les superséquences NOAH sont construites dans un ordre approprié en
reliant des séquences de RMN individuelles spécialement adaptées (modules NOAH) selon le principe
des dominos, la sortie personnalisée d'un module sert d'entrée au module suivant (Figure 26). 2
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Figure 26. Représentation des superséquences NOAHs contenant un seul délai de relaxation d: pour I'ensemble des modules N= X
séquences imbriquées, permettant de gagner beaucoup de temps. Reproduite depuis la réf. 2

La principale exigence pour que deux expériences ou plus soient enregistrées successivement par
une séquence NOAH est que I'aimantation inutilisée d’'une séquence initiale doit étre préservée pour
étre utilisée dans la ou les expériences suivantes. Les échantillons étant constitués d’atomes en
abondance naturelle tels que le carbone ou l'azote, il est nécessaire de préserver ~99% de
I’aimantation du H non liée au 3C ou N dans les expériences hétéronucléaires pour une application
ultérieure dans les expériences homonucléaires, telles que COSY, NOESY ou TOCSY. % A ce jour, ces
expériences ont été utilisées principalement pour I'élucidation structurale de petites molécules
purifiées 26 avec des échantillons disponibles & des concentrations abondantes de I'ordre de 20 4 100

mM, a travers une série d’expériences qui peut étre acquise en quelques secondes. 174177
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En plus des gains de temps importants apportés par I'approche NOAH, les spectres sont enregistrés
dans des conditions expérimentales identiques éliminant ainsi la variabilité entre les expériences. ||
existe plus de 250 combinaisons de type NOAH possibles. 2 Les modules NOAH imbriqués sont
désignés par une lettre: S (HSQC), B (HMBC), Q (HMQC), C (COSY), (D (DQF-COSY), T (TOCSY), N
(NOESY) et R (ROESY) (Figure 27).

No. Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4 NOAH
code
1 "“CHSQC CosyY sC
2 CHSQC NOESY SN
3 CHSQC TOCSY - - ST
4 "CHSQC DQFCOSY sD
5 “CHSQC "€ HMBC - - SB
gLl C HMQC Cosy - - MC
7 *C HMQC NOESY MN
8 BCHMQC TOCSY - - MT
gl “CHMQC  "“C HMBC MB
10 BC HMQC NOESY - - MN
n COsY NOESY - - CN
12 N HMQC "CHSQC COosY - MsC
13 N HMQC "CHSQC NOESY - MSN
14 N HMQC “CHSQC TOCSY - MST
15 "N HMQC "CHSQC DQFCOSY - MsD
16 "NHMQC "CHSQC "“CHMBC - MSB
17 N HMQC cosy NOESY - MCN
18 PCHMQC "“CHMBC COsY - MBC
19 “CHMQC "“CHMBC DQFCOSY MBD
20 PCHSQC Cosy MNOESY SCN
21 “CHSQC  “CHMBC COSY - SBC
22 "CHSQC "CHMBC DQFCOSY SBD
23 PN HMQC "CHSQC COosY NOESY MSCN

24  “NHMQC "CHSQC “CHMBC COSY MSBC

Figure 27. Exemples de combinaisons utiles de superséquences NOAH 2D employées pour caractériser les composés. Les lignes en gras
indiquent ceux utilisant trois canaux radiofréquences (*H/*3C/**N), les autres n'en nécessitent que deux (*H/X). Reproduite depuis la réf.

A travers leurs travaux, Kupce E. et al ont envisagé plusieurs combinaisons possibles de modules
NOAH imbriquées, allant de 3 modules (NOAH-3) a 5 modules (NOAH-5). 2% 27 ||s ont ainsi représenté
les forces et faiblesses de chacune des expériences ol I'ordre d’enchainement des modules dans une
superséquence NOAH a son importance. Par exemple, les expériences de bases généralement utilisées
pour élucider la structure de petites molécules organiques comprennent les expériences 2D HSQC H-
13C, HMBC 'H-13C et COSY H-'H. Ces modules peuvent étre liés dans une superséquence NOAH-3, 267
Des informations supplémentaires sur la structure spatiale des molécules peuvent étre obtenues en
incorporant les modules N (NOESY) ou R (ROESY) qui aboutissent a des superséquences (NOAH-4) de
type BSCN ou BSCR. % Les molécules contenant de l'azote peuvent également nécessiter des
expériences de corrélation *H-°N pour fournir des informations importantes sur la position des atomes
d’azotes dans la molécule, conduisant a I'expérience NOAH-4 MSBC. ¥’ Pour cela, le module M (HMQ(C)
15N est préféré au module S (HSQC) N car le premier préserve plus efficacement I'aimantation globale
dans le reste de la séquence. Par la suite, d’autres nouvelles classes d’expériences NOAH ont été
proposées trés récemment en 2020 2 et 2021. »

Néanmoins, méme si les superséquences NOAHs constituent une solution élégante pour
« accélérer » les acquisitions, ces expériences souffrent de quelques inconvénients, notamment un
nombre de scans (NS) et un nombre de points (TD1) identiques pour toutes les séquences imbriquées
entrainant parfois, un faible rapport signal sur bruit avec la présence éventuelle d’artefacts pour
I’expérience arrivant au bout du bloc de superséquences. De plus, elles ne permettent pas d’acquérir
des données en un temps record comme celui obtenu avec les méthodes basées sur I'encodage
spatiale. La mise au point de telles séquences pour un non spécialiste peut devenir assez difficile car,
ces expériences alternatives appelées ultrarapides ou « UltraFast » (UF) doivent répondre aux
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exigences de temps, en enregistrant des spectres de I'ordre de la seconde voire de quelques centaines
de millisecondes.

24.2.2. Les expériences « UltraFast » (UF)

Cette section traite de l'une des méthodes multidimensionnelles rapides les plus récentes,
I’expérience de RMN dite « ultrarapide ». Cette méthodologie a été proposée pour la premiére fois en
2002 par Frydman et al. dans le but de collecter des spectres de RMN 2D homo- ou hétéronucléaires
en une seule répétition, permettant d’enregistrer des données simultanément plutét que
consécutivement. Cette technique a été développée dans le but de pallier I’acquisition des expériences
2D conventionnelles qui sont de longues durées. Contrairement aux expériences NOAH qui permettent
d’enregistrer successivement une série de spectres 2D en réduisant convenablement le temps
d’acquisition grace a la présence d’un seul délai de relaxation d; pour I'ensemble du bloc de séquences,
I’expérience UF repose sur le principe de I'encodage spatial, similaire a la technique pure-shift (ZS)
détaillée dans la section 2.1. de cette partie, permettant de réduire la durée d’acquisition a une
fraction de seconde. 1’8 La RMN UF utilise un changement méthodologique par rapport aux méthodes
2D standards, dans lequel le codage temporel du domaine indirect en RMN 2D simple est remplacé
par un schéma de codage spatial. Ce dernier est suivi d’'une période de mélange conventionnelle et
d’un bloc de détection basé sur I'imagerie spectroscopique planaire écho (EPSI). 3° Cet événement a
ouvert une nouvelle dimension pour I'investigation des systémes a dynamiques rapides et des especes
intermédiaires instables. Plusieurs revues traitant de la RMN UF ont déja été publiées : Frydman et al.
ont proposé en 2015 une compréhension approfondie de la théorie pour la mise en place des
expériences UF, 3 tandis que Giraudeau P. et Frydman L. ont expliqué ce principe a partir du point de
vue de la chimie analytique en 2014, 32 avant que Gouilleux B. et Giraudeau P. ne rendent compte des
derniéres améliorations méthodologiques apportées par la RMN UF jusqu’en 2018. 3° La méme année,
Dumez J.-N. a répertorié I'’ensemble des méthodes basées sur I'encodage spatial et celles utilisant une
sélection spatiale dérivée de 'imagerie par résonance magnétique (IRM) (Tableau 1). 3*

Method Parallelised quantity Purpose Spatial Spatially-resolved
selection acquisition
UF/SPEN 2D NMR (ultrafast/spatially- Indirect evolution time Accelerate 2D experiments No Yes
encoded)
UF/SPEN DOSY Gradient area Accelerate DOSY experiments No Yes
UF/SPEN inversion-recovery Recovery delay Accelerate T; measurements No Yes
UF/SPEN Z spectroscopy Frequency offset for the selective Accelerate CEST experiments No Yes
irradiation
Zangger-Sterk decoupling Frequency offset of the active spin Homonuclear broadband decoupling Yes No
G-SERF Frequency offset of the active spin Accurate measurement of J couplings Yes No
Thrippleton-Keeler Z filter Delay Efficient suppression of zero-quantum No No
pathways
PSYCHE Delay Efficient suppression of coherence-transfer No No
pathways

Tableau 1. Représentation des méthodes basées sur I'encodage spatiale et celles utilisant une sélection spatiale. Reproduite de la réf. 3

Cette section a pour but d’expliquer les principes fondamentaux et les spécificités de I'expérience
ultrarapide en s’appuyant sur les revues mentionnées précédemment. Elle constituera un point
d’ancrage parmi un ensemble de méthodes dédiées a I’analyse des mélanges complexes. Cette partie
sera présentée ultérieurement a travers des expériences UF combinées avec d’autres techniques. Elle
servira également pour la compréhension des mécanismes de réactions ayant des durées de vie tres
limitées et qui ne peuvent étre analysés aussi efficacement, a I’heure actuelle, par aucune autre
méthode de RMN n’impliquant pas I'encodage spatial. Ce dernier point sera discuté dans la partie I-C
portant sur le suivi réactionnel par la spectroscopie de RMN.
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2.4.2.2.1. Principe de la méthode

L'expérience de RMN 2D ultrarapide est une approche qui utilise des concepts de I'IRM. En IRM, le
codage spatial permet d’acquérir des données de I'image de la coupe du corps humain sous forme
fréquentielle dans un espace k ou est enregistré le signal. Depuis que la méthode Echo Planar Imaging
(EPI) a été développée en IRM permettant I"acquisition d’une image 2D en un seul balayage, *° des
tentatives ont été faites pour transposer cette idée dans la spectroscopie de RMN. Une approche plus
générale pour obtenir un spectre 2D en un scan a été développée en 1983 ¥ et a consisté 3 utiliser
I’espace k pour cartographier les déplacements chimiques. L’étape qui a permis cette cartographie
appelée encodage spatial, est développée par Frydman et al. 78 La caractéristique principale des
expériences de RMN 2D ultrarapides est le remplacement du codage temporel du domaine indirect
dans les expériences conventionnelles par un codage spatial (Figure 28).
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Figure 28. Schéma général des expériences 2D conventionnelles (a gauche) et des expériences de RMN ultrarapides (a droite). Alors que
dans les expériences conventionnelles, la séquence d’impulsions est répétée avec une période d’évolution t;, dans les expériences
ultrarapides, chaque tranche d’échantillon subit différentes périodes d’évolution t; au sein d’une seule répétition. Reproduite de la réf. 3

Grace a cette substitution, les spins situés a différentes positions de I’échantillon z subissent des
périodes d’évolution t; distinctes selon leur position dans le tube et ces différentes positions
d’évolutions ont lieu simultanément au cours d’'une méme répétition. Alors que les étapes de
préparations et de mélange sont similaires a celles rencontrées dans les expériences conventionnelles,
un schéma de détection est nécessaire pour décoder les informations codées dans I'étape d’évolution.

Pour réaliser ce codage spatial, deux schémas ont été proposés. La méthode de codage spatial
initialement utilisée en RMN ultrarapide était basée sur un schéma discret, 1’ mais a rapidement été
remplacée par des schémas continus. 3% 179180 Quel que soit le schéma de codage, un gradient de
champ magnétique dit d’excitation (G.) est appliqué le long de I'axe de codage de sorte que les spins
a différents endroits dans le tube subissent différents champs magnétiques effectifs, subissant ainsi
différentes fréquences de résonance. Il en résulte des temps de rotation différents dans le plan
transversal en fonction de la fréquence, directement liés a la position z des spins. La dépendance
spatiale induite de la phase est de la forme :

qb(z) =C-80, -z
Equation 1

ou C est une constante définie par Frydman L. comme étant la dépendance du schéma de codage,
Q; est la fréquence du site chimique i et z la position dans le tube. Dans le schéma de codage discret
initial, ce résultat est obtenu en appliquant une série d’impulsions spatialement sélectives en
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combinaison avec des paires de gradients bipolaires, qui adresse consécutivement différentes tranches
de I'échantillon (Figure 29).
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Figure 29. Principe du codage spatial discret. L'action d'un gradient d'encodage +G. est combinée a une impulsion sélective de sorte que les
spins situés dans une tranche particuliere de I'échantillon soient excités. Cette combinaison est répétée en faisant varier |'offset de
I'impulsion sélective pour que les différentes tranches de I'échantillon soient excitées a des instants différents. L’emploie d’un gradient +Ge
de signe opposé permet de compenser les déphasages. Reproduite de la réf. 3°

Pour compenser le déphasage induit par I'application du gradient G., chaque excitation est suivie
d’un gradient de rephasage. Ce gradient de rephasage est de signe opposé et de méme intensité que
le gradient d’excitation (Figure 29 a gauche). Néanmoins, I’encodage spatial discret présente un certain
nombre d’inconvénients % comprenant 'utilisation d’un train d’impulsions de gradient bipolaire qui
est exigeant pour le matériel, en raison de la nécessité d’une impulsion de gradient de rephasage apreés
chaque gradient de sélection de tranche et comprenant I'apparition de « pics fantdbmes » dans le
spectre. Le codage discret a rapidement été remplacé par différents types de schémas de codage
spatial (Figure 30).
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Figure 30. Principe du codage spatial continu. La répétition des impulsions sélectives est remplacée par une impulsion CHIRP dont la
fréquence est balayée linéairement. En combinant cette impulsion avec le gradient de codage, les spins situés a différentes positions Z dans
I’échantillon sont excités a des moments différents. (b-d) Séquence d’impulsions typiques capables de réaliser le codage spatial continu, en
temps réel b), c), d) reproduite de la réf. ¥ ou en temps constant (e). Reproduite de la réf. 3°

Dans ce type de schéma, le codage spatial repose sur une impulsion CHIRP appliquée en méme
temps qu’un gradient. Avec la combinaison des deu, il devient possible d’exciter différentes parties
du volume a des moments différents. Ces dernieres remplacent avantageusement la série d’impulsions
sélectives, il en résulte un déphasage du signal dépendant du déplacement chimique et de la position
dans le volume. Avec une seule impulsion CHIRP, la dépendance entre le déphasage et z est
quadratique, c’est pourquoi la plupart de ces schémas de codage spatial 31179 181182 (Figyre 30b, d et
e) reposent sur la succession de deux impulsions CHIRP de méme durée avec des gradients de signes
opposés appliqués en méme temps. Le résultat de ce déphasage est une hélice d’aimantation (Figure
31). Dans ces schémas de codage, I’échantillon est divisé en un nombre infini de tranches (Figure 30)
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contrairement a la maniére discrete ou chaque impulsion sélectionne sélectivement une coupe de
I’échantillon (Figure 29). Mais le plus utilisé actuellement est le schéma a temps constant proposé par

P. 18 qui donne les meilleurs résultats en termes de sensibilité et est globalement plus facile

Pelupessy
a mettre en ceuvre par rapport aux autres schémas disponibles dans la littérature. Ce schéma est
composé d’une premiere impulsion dure a 90° afin de basculer I'aimantation dans le plan transversal,
suivie de deux impulsions CHIRP a 180° en méme temps que des gradients bipolaires de temps
opposés, ce qui permet le codage spatial (Figure 30e). Le signal étant a présent déphasé, il est

nécessaire d’utiliser un autre gradient pour le rephaser avant I'acquisition.

Apreés la phase d’excitation ultrarapide, une phase de détection de la dimension rapide basée sur la

30 permet I'acquisition des signaux. Dans cette

séquence EPI développée par Mansfield P.
configuration, un gradient de lecture G, est appliqué lors de I'acquisition pour recentrer le déphasage
linéaire créé lors du codage spatial. L'effet du gradient sur le signal déphasé est montré dans la Figure

31.
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Figure 31. Principe de I'acquisition suivant la dimension ultrarapide avec un schéma de détection EPI. Les déphasages induits par le motif
d'excitation sont compensés par le gradient d’acquisition G, et un écho se forme pour *k = C - Q - z. Reproduite de la réf. *

Pendant I'application de ce gradient, I’hélice d’aimantation formée par le codage spatial se déroule
jusgqu’a un moment ol I'aimantation redevient cohérente. A ce moment, le signal est enregistré, puis
pour le reste du gradient d’acquisition, I'laimantation redevient déphasée. Comme le déphasage
dépend du déplacement chimique, le moment ol le signal est déphasé dépend également du
déplacement chimique. En d'autres termes, la position des pics dans l'espace k dépend du
déplacement chimique : I'espace k est dans ce cas I'équivalent d'un spectre RMN 1D dans le domaine
fréquentiel, sans avoir a appliquer une transformée de Fourier. Ce signal est acquis et correspond a la
premiére dimension k/v;, dite « ultrarapide » du spectre de RMN 2D final ou référencé comme
« dimension codée spatialement » dans la littérature. Le nombre de points acquis suivant cette
dimension est noté N.

L'espace k devient I'un des domaines fréquentiels, mais cette étape a elle seule ne produira pas le
spectre 2D. Afin de produire un spectre 2D, I'acquisition de la dimension conventionnelle nécessite
I'usage de plusieurs gradients G,. La méthode, issue de I'Echo Planar Spectroscopic Imaging (EPSI) 183
consiste a répéter ce phénomene en alternant régulierement et rapidement le signe du gradient G,,
de méme valeur absolue et de méme longueur. Ce train de gradients bipolaires remplace I'évolution
libre normale et conduit a des recentrages et défocalisations périodiques du signal permettant
d'obtenir un deuxiéme spectre d'espace k, qui est un miroir du premier spectre d'espace k (Figure 32).

50



t

Figure 32. Schéma représentant la dimension conventionnelle de I'expérience ultrarapide. Un train de gradients bipolaires est appliqué en
continu afin de cartographier I'espace (k, tz). Reproduite de la réf. 3

A l'inverse de la dimension ultrarapide, I'acquisition suivant cette dimension est conventionnelle :
il s’agit d’'un échantillonnage régulier du signal 2D suivant la dimension t,. Le nombre de points suivant
cette dimension est noté N..

Ala fin du deuxiéme gradient, le déphasage est le méme qu'avant |'application du premier gradient.
Cette succession de deux gradients de signes opposés peut donc étre appliquée plusieurs fois. Au cours
de cette succession de gradients, l'aimantation continue d'évoluer a cause des déplacements
chimiques, du couplage J et de la relaxation. Les échos successifs acquis au cours de cette série de
gradients peuvent étre considérés comme les points successifs d'une FID (Figure 33a). Ce jeu de
données s’enregistre suivant une trajectoire en « zigzag » dans le plan spectroscopique ultrarapide
(k/v1, t;) avec évolution de l'aimantation lors de |'application des gradients (Figure 33b). Par
conséquent, la répétition des trajectoires définit une FID qui constitue la deuxieme dimension.
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Dimension ultrarapide k /v,

Figure 33. Principe de l'acquisition suivant la dimension conventionnelle. En alternant rapidement le signe du gradient Ga. durant
I'acquisition, le plan spectroscopique ultrarapide (k/v, t2) est échantillonné avec une période T,.

Contrairement a la transformée de Fourier des spectres de RMN conventionnels ou la grille
spectrale 2D est collectée en exécutant des expériences séparées, une seule FID de données brutes
contient toutes les informations 2D dans les expériences ultrarapides. Lors de I’acquisition, le plan
(k/v1, t2) est balayé en « zigzag ». Chaque ligne acquise dans le plan fait 'objet de "acquisition d’un
signal temporel pendant une durée T,. Chacun de ces signaux est ensuite stocké en mémoire pour
former une matrice 2D des points acquis. Le signal est séparé en deux jeux de données, I'un obtenu
par des gradients positifs +G,, les signaux « pairs » et I'autre par des gradients négatifs —G,, les signaux
« impairs ». Les signaux pairs correspondent a une trajectoire de sens inverse a celle des signaux
impairs dans le plan (k/vs, t2). Autrement dit, pour obtenir un signal pair, le plan est balayé de gauche
a droite alors que le signal impair est obtenu en balayant le plan de droite a gauche. Les signaux impairs
sont inversés suivant I’axe temporel par rapport aux signaux pairs (Figure 34).
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Figure 34. Les signaux « pairs » et « impairs » sont réorganisés dans un vecteur 2D correspondant au plan (k/v;, t.) lors de la reconstruction
du spectre de RMN 2D.

La reconstruction du spectre de RMN 2D consiste a inverser |'ordre des données brutes dans la
dimension ultrarapide des signaux « pairs » ou « impairs », conduisant a deux cartes d’'image miroir
S(k, t;) aprés une transformée de Fourier le long de la dimension indirecte. Une transformée de Fourier
est ensuite appliquée le long de la dimension t;, conduisant a deux cartes symétriques S(Fs, F2). La carte
issue des gradients négatifs est alors inversée le long de la dimension ultrarapide. Les deux jeux de
données sont finalement sommés pour augmenter le rapport signal sur bruit et conduire au spectre
final 2D (Figure 35).

S )
i o
) ) ) ) ) _ ©| FTit)
a (b (©) d e) (f o N JVV o
| ° £
i AN e 5 e
k k + £
[+6, | | +6G, | | +G, | ®) g €]
y“ = “ \ _Ga | \ _Ga I MW ° g
T @ M) 8
I JVM o UF dim.
©
o\ ®
k k

Figure 35. Schéma illustrant le traitement séparé des données « paires » et « impaires ». Les signaux « pairs » issus des gradients positifs
+G, et « impairs » issus des gradients négatifs -G, sont respectivement reconstruits en deux spectres de RMN 2D distincts v;-t.. Deux cartes
symétriques S(Fi, F2) sont obtenues apres une transformée de Fourier le long de la dimension t.. La carte des gradients négatifs est alors
inversée et est sommée avec I'autre pour donner le spectre de RMN 2D ultrarapide final. Reproduite de la réf. 3

Cette séparation des signaux entraine une perte du rapport signal sur bruit et divise par deux la
largeur spectrale dans la dimension directe. Un moyen contourné pour y remédier consiste a appliquer
une transformée de Fourier entrelacée. ¥ Cette derniére conduit & un meilleur rapport signal sur bruit
et a une plus grande largeur spectrale dans la dimension directe par I'utilisation simultanée des échos
impairs et pairs. &

La RMN ultrarapide souffre d’une sensibilité intrinsequement faible du fait de son caractére mono-
balayage par rapport aux acquisitions multi-balayages caractérisant la RMN nD conventionnelle. De
plus, le rapport signal sur bruit est également impacté par plusieurs facteurs résultant de la nature
spatialement codée de la RMN ultrarapide : 32

- L'utilisation de forts gradients lors de la détection est en fait la principale source de perte de
sensibilité dans les expériences ultrarapides. La bande de fréquence a l'acquisition suivant la
dimension conventionnelle t; est souvent limitée a quelques centaines de Hertz, tandis que la bande
de fréquence suivant la dimension k/v; s’étend a des largeurs spectrales de plusieurs milliers de Hertz.
Pour cette raison, étant donné qu’une trés grande bande passante d’acquisition est utilisée pour
couvrir la dispersion des fréquences induite par le gradient G,, tous les signaux dans la dimension
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conventionnelle t; sont repliés dans la fenétre de détection. Cependant, dans la dimension ultrarapide,
un tel repliement ne se produit pas et les résonances qui se recentreraient pour former un écho en
dehors de la plage Ak ne sont pas observées. Cette considération conduit a un rapport signal sur bruit
inférieur a mesure que le bruit augmente et cela devient encore plus critique lorsque de grandes
largeurs spectrales sont ciblées. Dans des conditions typiques, la sensibilité est réduite d’un facteur
compris entre 5 et 10 par rapport a une acquisition 1D a un seul balayage.

- Cette technique souffre d’une faible largeur spectrale nécessitant un compromis entre la résolution
Avyretleslargeurs spectrales SW; et SW, des deux dimensions. L’augmentation du champ magnétique
conduira a une meilleure sensibilité mais au prix d’'une largeur spectrale réduite. Par conséquent, la
configuration optimale a adopter dépend de 'application visée.

- La méthodologie reste avant tout limitée par le fait que les implémentations de programmes
d’impulsions pour ce type d’expérience ne sont pas distribuées par les fournisseurs de RMN et peuvent
étre difficiles a créer en partant de zéro. Dans ce contexte, des efforts importants ont été consentis
par Giraudeau P. et al. pour rendre la méthode accessible a un public plus large en concevant des

routines de préacquisition pour faciliter le réglage des paramétres expérimentaux. 3> 186

2.4.2.2.2. Les expériences UF combinées pour I'analyse des mélanges

La section précédente a introduit les concepts fondamentaux et les limites des expériences
ultrarapides. Les performances analytiques de I|’expérience ultrarapide ont considérablement
progressé au cours des dix derniéres années. Plusieurs améliorations ont été apportées pour
I'acquisition et le traitement de la RMN ultrarapide 2D afin d'obtenir des spectres plus propres, # pour

187-188 ou pour réduire les contraintes de largeurs spectrales en rendant

augmenter la résolution
I’approche ultrarapide plus simple a mettre en ceuvre. ¥ Cette méthodologie est passée d’un stade
de développement sur des composés modeéles a un outil analytique puissant capable de fournir des
spectres 2D a haute résolution en une fraction de seconde. L’enregistrement des spectres a un seul
balayage devient désormais possible avec une qualité qui n'est pas significativement différente de celle
obtenue avec leurs homologues classiques. L’acquisition d’un spectre 2D en un seul balayage a d’abord
été démontrée pour des séquences d’impulsions classiques telles que COSY, TOCSY, HETCOR et HSQC.
178,187,189 | @ concept a ensuite été étendu a une variété de séquences telles que HMQC et HMBC. 37/ 1%
Le codage spatial des cohérences multi-quanta (MQC) a également été utilisé dans des champs
magnétiques spatialement non homogeénes, pour coder la fréquence simple quantum des analytes. 1%
192 5j les premiéres approches de la RMN 2D ultrarapide sont loin d'étre routiniéres, ces derniéres se
limitaient généralement a des molécules modeles pures. Récemment, d'autres études ont été menées
pour montrer les avantages de cette méthodologie dans I'analyse de mélanges complexes. C'est le cas
des expériences ultrarapides 2D PUFSY-COSY (Parallel Ultrafast NMR SpectroscopY) qui impliquent
I’acquisition simultanée de deux spectres de type COSY 2D H-H et *H-'F en quelques us pour analyser
un mélange de trois petits composés dans le DMSO-ds. 3 En 2015, Akoka et al. ont rapporté des

expériences 2D ultrarapides « hybrides » 9

qui s’écartent de l'approche mono-balayage de
I'ultrarapide par I'approche Multi-Shot Single-Scan (M3S). Elle a montré son efficacité pour I'analyse
d’extraits pour des études métabolomiques. 1%°1% Cette approche de codage « hybride » a également
servi a collecter des données 3D dans le méme intervalle de temps que donnerait classiquement un
spectre 2D UF et a été exploitée pour I'obtention de spectres 3D UF-J-COSY sur un extrait de cellules
de E.Coli. ¥ La méme année, Guennec A. et al. ont impliqué la spectroscopie a double quanta
ultrarapide (DQS) pour I'analyse d’un mélange de sept métabolites en solution ®8 et pour I'étude d’un

mélange d’acides aminés. %% Jusqu’a présent, la méthodologie de codage spatial n’a été appliquée
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que pour le codage de cohérences a double quanta. Récemment, Concilio M.G. et al. ont étendu son
application a des ordres de cohérences supérieurs allant jusqu’a cinq pour réduire considérablement
le temps d’acquisition des spectres UF-MaxQ d’un mélange de composés aromatiques. 2% Enfin, le
codage spatial d’'une expérience SPEN DOSY dans une COSY a permis d’accélérer une expérience 3D
DOSY-COSY en réduisant la durée d’acquisition a 12 min au lieu de 14 h par la méthode

conventionnelle. Elle a été utilisée pour séparer un mélange contenant trois alcools et un acide aminé.
201

3. Conclusion

Cette section a présenté une partie des dernieres innovations de RMN développées par la
communauté scientifique pour relever le défi de I'analyse des mélanges complexes. Ces innovations
ne constituent pas une liste exhaustive de toutes les récentes découvertes mais plutét une
introduction a I’expansion continue de nouvelles séquences d’impulsions et a 'amélioration de celles
existantes pour comprendre I'’énorme potentiel de la spectroscopie de RMN.

Chacune des méthodes décrites présente des avantages mais a aussi ses propres limites. Ces
limitations conditionnent les scientifiques a rechercher « la perfection », notamment en atteignant
une sensibilité similaire aux méthodes 2D conventionnelles et une meilleure dispersion des signaux
qui en son absence, pourrait entraver I'analyse des métabolites en raison d’une superposition accrue
des signaux dans une région bien spécifique du spectre. La mise au point d’outils faciles a mettre en
ceuvre et peu colteux est au cceur des principales exigences que requiérent les industries
pharmaceutiques et cosmétiques. Si actuellement les techniques analytiques conjointement utilisées
demeurent trés efficaces pour déterminer la structure de composés organiques inconnus, elles n’en
demeurent pas moins couteuses en solvants et en terme de temps. L’analyse des mélanges complexes
utilisant la RMN seule sans séparation physique représente une nouvelle ere ou les moyens pour y
parvenir restent encore a réaliser.
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PARTIE |-B : ANALYSE DE MELANGES DE PETITES ET MOYENNES MOLECULES
PAR RMN VIA LA DIFFUSION DE SPIN EN MILIEUX VISQUEUX
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1. Introduction

Dans cette section, I'état de I’art concerne I'usage de solvants (ou mélanges de solvants) visqueux

dans la manipulation du NOE négatif dans I'analyse de mélanges de petites molécules par RMN sans
avoir recours a la séparation physique, et cela en bénéficiant du phénomeéne de diffusion de spin. La

majeure partie de ces travaux a été réalisée au sein de I'équipe CSN de I'ICMR de 2010 a 2017.

L'analyse des mélanges par RMN est la plus souvent limitée a I'identification et a la quantification
de composés connus. Trouver la structure de composés inconnus dans des mélanges est un exercice
difficile, car I'ensemble de la réponse RMN doit étre subdivisé en sous-ensembles, chacun étant associé
a un composant du mélange. La tache devient encore plus ardue lorsque la superposition des
résonances est forte. Pouvoir relier chaque pic de résonance a une molécule spécifique réduirait la
nécessité de la séparation physique chromatographique et augmenterait considérablement |'efficacité

du travail des chimistes pour I'analyse des produits de synthése et des produits naturels.

L'outil d’analyse développé par I'équipe CSN de I'ICMR repose sur |'effet Overhauser nucléaire
(NOE, Nuclear Overhauser Effect). Le NOE est la transposition aux noyaux atomiques de I'effet
Overhauser électronique dont le principe a été énoncé pour la premiere fois en 1953 par A. W.
Overhauser, comme une augmentation de la polarisation des spins nucléaires dans des métaux au
moyen de la saturation de I'aimantation des électrons auxquels ils sont magnétiquement couplés. 2%
Deux ans plus tard, une description théorique en a été proposée par Solomon. 2 Deux jalons dans
|"application du NOE a la résolution de problemes de chimie structurale peuvent étre soulignés. Le
premier est lié la publication du livre de Noggle et Schirmer qui résumait I'état de I’art au début des
années 70, lorsque la RMN était enregistrée dans une seule dimension et que le NOE n’était utilisé que
pour caractériser la structure des petites molécules. 2** Le second est lié aux percées réalisées par
Waithrich dans les années 80 pour le calcul de la structure de grandes biomolécules telles que les
protéines et les acides nucléiques a partir des NOEs lorsque la spectroscopie bidimensionnelle a
commencé a étre plus facile d’accés. 2°°> Depuis ces découvertes fondamentales, le NOE est devenu un
élément incontournable dans |’élucidation structurale et dans I'analyse conformationnelle et
dynamique en RMN a I'état liquide.

L'utilisation de solvants (ou mélanges de solvants) visqueux dans des conditions opératoires
particulieres réduit les mouvements de rotation moléculaire des molécules de faible masse
moléculaire, de sorte que le régime de relaxation croisée longitudinale favorise I'observation du NOE
négatif, ainsi le phénomeéne de diffusion de spin peut se propager sur 'ensemble de la molécule. 2°® En
conséquence, les résonances peuvent étre regroupées en fonction de leur capacité a échanger de
I’'aimantation par diffusion de spin de maniére intramoléculaire. Toutes les résonances des noyaux H
au sein de la méme molécule tendent a corréler entre-elles dans un méme spectre NOESY 2D, donnant
ainsi accés aux spectres individuels RMN H de chaque composante du mélange. L’idée de base a été
mise en ceuvre par Williamson et al. en 1981 ** au moyen d’un solvant polymére perfluoré qui a de
nouveau été envisagé en 2008 par Simpson et ses collaborateurs. * L’utilisation de I'eau « ultrafroide »
pour modifier la dynamique de spin de métabolites de petites tailles a été rapportée en 2012 par le
méme auteur. ** Lameiras et al. ont publié pour la premiére fois, respectivement en 2011, 2016 et
2017, I'utilisation du glycérol et du carbonate de glycérol, de mélanges binaires DMSO-ds/glycérol et
DMSO-ds/eau comme solvants visqueux pour la promotion de la diffusion de spin H et °F, %648
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Lameiras et ses collaborateurs ont également présenté des protocoles expérimentaux originaux tels
que les expériences 1D et 2D sélectives *H-'H NOESY et *H-1F HOESY.

Pour comprendre l'intérét du phénomene de diffusion de spin en milieux visqueux, il conviendra
dans un premier temps d’expliquer les bases fondamentales du NOE, avant de nous limiter a deux
exemples de mélanges binaires visqueux tels que le DMSO-ds/glycérol et le DMSO/H,0 pour I'analyse
de petites molécules en mélange.

2. Théorie

La diffusion de spin se manifeste comme étant un transfert d’aimantation étendu par le NOE. Le
NOE dépend de la proximité spatiale. Lorsque deux noyaux sont suffisamment proches I'un de 'autre,
ils interagissent a travers I'espace par couplage dipolaire. 2°7 Cette forme d’interaction est responsable
du NOE. Ce phénoméne peut étre défini comme le changement d’intensité du signal d’'un noyau | apres
saturation du noyau S. En ce sens, les populations de spin des deux noyaux impliqués sont perturbées
par rapport a leurs populations d’équilibre. La perturbation d’intérét correspond généralement soit a
la saturation d’une résonance (NOE en régime permanent), c’est-a-dire a I'égalisation des populations,
soit a son inversion (NOE transitoire). Il est possible d’exprimer le pourcentage du NOE du noyau |
lorsque le noyau S est saturé :

-1
n,1S)= ; L 100 (%)

o

Equation 2

ou n{S} indique le NOE observé pour le spin | lorsque le spin S est perturbé. Les variations
d’intensité du NOE peuvent étre positives (une augmentation) ou négatives (une diminution), telles
gu’elles sont imposées par les propriétés de mouvement des molécules et par les signes des rapports
gyromagnétiques des spins engagés.

L'intensité du NOE dépend de quatre paramétres : I'intensité du champ magnétique, le rayon
hydrodynamique de la molécule, la température et la viscosité du milieu 7. La viscosité
hydrodynamique est I'une des variables les plus importantes en rhéologie. Elle détermine la résistance
avec laquelle un fluide (comme un solvant) se déforme de maniere irréversible lorsqu’il est sollicité par
une force extérieure. Ce comportement est la conséquence des frottements internes au fluide qui se
produisent lors de la déformation. Plus la viscosité d’un fluide est élevée, plus sa déformation par unité
de temps est faible sous une force appliquée égale. L'unité de mesure de la viscosité dynamique dans
le systéeme Sl est le Pascal x secondes (Pa.s). Le sous-multiple le plus couramment utilisé est le
milliPascal x seconde (mPa.s). L'unité historique centiPoise (cP) dans le systeme centimetre-gramme-
seconde (CGS) reste toujours d’usage général, et équivaut a un mPa.s. Selon la théorie de
microviscosité de Gierer et Wirtz, le temps de corrélation moléculaire 1., en supposant une molécule
de soluté sphérique, peut étre exprimé au moyen de la relation ci-dessous : 2%

- 4R’
° 3kT
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Equation 3

Ou 7 est la viscosité du milieu, R le rayon hydrodynamique de la molécule, k est la constante de
Boltzmann et T la température en Kelvin.

Le signal du NOE dépend fortement de la fréquence de Larmor w et du temps de corrélation
moléculaire t.. Le temps de corrélation moléculaire t. représente la mobilité rotationnelle d’une
molécule en solution et plus précisément le temps moyen nécessaire a une molécule en solution pour
tourner d’un radian. Pour un champ magnétique donné w, la valeur de t. conditionne le signe et
I"amplitude du NOE (+ 50% a - 100%)

Le NOE est le résultat d’une relaxation dipolaire croisée entre deux noyaux. Pour comprendre les
voies impliquées dans le NOE, considérons un systéeme a deux spins (I = %) incluant les noyaux | et S
qui ne présentent pas de couplage scalaire (J;s = 0) mais qui sont couplés par interaction dipolaire.
Quatre niveaux d’énergie peuvent étre caractérisés par I'état de spin a ou 8 de chaque noyau (Figure
36). Selon la distribution de Boltzmann, un exces de noyaux dans I'état d’énergie inférieure aa et un
déficit dans I'état d’énergie plus élevée 86 existeront.

BB

oo

Figure 36. Les six voies possibles de relaxation dans un systéme a deux spins.

Parmi ces quatre niveaux, d’énergies, il existe six voies de relaxation possibles pour les spins,
chacune caractérisée par une probabilité de transition par unité de temps notée W. Les voies Wy et W
(W1'ae- poy Wi'sa- 88, Wi'aa- a8, Wi'sa- 68) €t W5 sont relatives aux transitions a zéro, un et deux quanta
respectivement. Les voies de relaxation W; correspondent a la relaxation longitudinale et les voies de
relaxation Wy, W, correspondent a des transitions qui ne sont pas observables par absorption ou
émission d’une onde de radiofréquence. Cependant W, et W, sont responsables du NOE. Ces derniéres
représentent les voies de relaxation croisée, terme évocateur de la participation simultanée de deux
spins (Figure 37). L'efficacité de la relaxation via le processus W, favorisera une augmentation de
I'intensité du spin / dans le spectre en transférant les spins de I'état 86 a I'état aa. Cet état porte le
nom de régime NOE positif (Figure 37a). D’'une maniére différente, le processus de relaxation Wpy
transférera les spins de I'état Ba a I'état a8, produisant alors une réduction de I'intensité de résonance
du spin | dans le spectre. Cet état se nomme régime NOE négatif (Figure 37b).
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NOE positif MNOE négatif

Figure 37. Diagramme schématique des quatre niveaux d'énergies et des populations différentes pour deux spins S et I qui partagent un
couplage dipolaire. a) Représentation de la relaxation apres le processus W: et b) aprés la relaxation via le processus Wo.

L'interaction dipolaire entre deux spins peut conduire a des transitions introduites par la relaxation
entre n’importe lequel de ces quatre niveaux. D’un point de vue qualitatif, les processus de relaxation
croisée W, et W, agissent de manieres opposées. La voie prédominante imposera le signe du NOE
observé. De plus, les voies de relaxation longitudinale W; rétablissent les différences de populations
d’équilibre pour les transitions des noyaux / et S. Par conséquent, le régime NOE positif ou négatif ne
sera détecté que si les mécanismes de relaxation des voies W; s’avérent moins efficaces que ceux des
voies W, et Wo. Par conséquent, la quantité de NOE détectée résultera d’un équilibre entre plusieurs
voies de relaxation concurrentes. Suivant les équations de Solomon, 2 le NOE qui est observé aprés
saturation de la transition S pendant un temps long par rapport au temps de relaxation du spin | peut
étre exprimé comme :

n,{S}= Ys|_ W W, s | O
: 7, | W, +2W'+W, | 7, | o,

Equation 4

Ou ojs correspond a la constante de vitesse de relaxation croisée pour les deux spins / et S, et p; est
la constante de vitesse de relaxation longitudinale dipolaire totale du spin /. Les rapports
gyromagnétiques (ys et yi) sont impliqués pour considérer les différentes populations d'équilibre qui
peuvent se produire pour les spins avec des ys différents. Le numérateur W; - W, de I'équation 4 définit
le signe du NOE alors que les processus W; n'y contribuent pas mais modifient son amplitude. Pour
évaluer la taille et le signe du NOE, donc sa corrélation avec les mouvements moléculaires et les
distances internucléaires, il est obligatoire de déterminer quels facteurs ont un impact sur les
constantes de vitesse participantes et de considérer les processus de relaxation des spins impliqués.
Pour un proton, les variations d’intensité du NOE peuvent étre positives (jusqu’a 50%) ou négatives
(jusqu’a -100%) (Figure 38). Lorsque W, > Wy, le régime NOE sera positif jusqu’a 50% lorsque wt. << 1
dans la limite de rétrécissement extréme qui est plus petit que le régime NOE négatif maximum de -
100% lorsque Wy > W; et que wt. >> 1, correspondant a la limite de la diffusion de spin. Lorsque W, =
Wy, wt:. ~ 1, pour de nombreux composés de taille moyenne en solution, le NOE est nul.
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Figure 38. Variation du régime NOE permanent en fonction du temps de corrélation moléculaire Tc. Un régime NOE positif est observé pour
les mouvements moléculaires rapides a la limite de rétrécissement extréme, tandis qu’un régime NOE négatif est atteint pour les
mouvements lents.

Comme le NOE est lié a la viscosité, I'utilisation de milieux visqueux permet de réduire les
mouvements de rotations moléculaires en solution. En conséquence, I'utilisation de solvants (ou
mélanges de solvants) visqueux dans des conditions particulieres (combinées ou non a une diminution
de la température) donne lieu a une augmentation du temps de corrélation moléculaire 1. (régime
ralenti) des petites et moyennes molécules de taille réduite en solution, de sorte que leur
comportement moléculaire devient similaire a celui des molécules plus grosses telles que les
polymeéres ou les protéines (Figure 39). Ainsi, le régime de la relaxation croisée longitudinale favorise
I’observation du régime NOE négatif.

Précisément, le premier noyau saturé ou inversé va transférer son aimantation vers le noyau le plus
proche qui va lui-méme transférer son aimantation vers son voisin. L’aimantation se propage ainsi sur
I’ensemble de la molécule, on parle de NOE relayé (Figure 39). La limite du ralentissement des rotations
des molécules est appelée « limite de diffusion de spin ». Pour cette raison, le régime NOE négatif ne
peut pas fournir d’informations fiables sur les distances ou la proximité des noyaux proches dans
I'espace.
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Figure 39. Intensité en pourcentage du NOE en fonction du produit wt. de la fréquence de résonance par le temps de corrélation
moléculaire.
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Ainsi, en milieu de faible viscosité, seules les corrélations de noyaux proches sont observables. Le
régime NOE observé est positif, le régime de mouvement est rapide et le transfert d’aimantation est
partiel. Lorsque la viscosité du milieu augmente, les rotations moléculaires sont suffisamment ralenties
et le transfert d’aimantation qui résulte de la diffusion de spin se produit sur I’'ensemble de la molécule.
Dans ces conditions, le régime NOE négatif est observé et la combinaison « NOE + NOE relayé » est
efficace sur de grandes distances, supérieures a 14 A. Par conséquent, les déplacements chimiques des
noyaux d’une méme molécule sont tous corrélés entre eux, et il devient alors possible d’individualiser
le spectre de RMN de chaque composé en mélange.

3. Lutilisation de solvants composites pour individualiser les composés en mélanges

3.1.Les mélanges de solvants : DMSO-ds/glycérol (GL) et DMSO-ds/glycérol-ds (GL-ds)

Le glycérol (GL) est un co-produit de la fabrication a I'échelle industrielle de biocarburants, de
savons et de tensioactifs a partir de triglycérides. 2*° La production de glycérol est actuellement
surdimensionnée par rapport a la demande. Pour cette raison, de nouveaux développements et de
nouveaux marchés pour le glycérol sont activement exploités. Le glycérol a de nombreuses
applications, par exemple en tant que composant hydrophile dans les tensioactifs neutres et
émulsifiant dans les domaines de I'industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. 2% Dans le
domaine de la chimie organique, I'une des transformations les plus intéressantes du glycérol est la
synthése du carbonate de glycérol, 219211 qui devrait prochainement jouer un réle central dans la
production a I’échelle industrielle de solvants, lubrifiants et tensioactifs a partir de sources de carbone

renouvelables. 20 |’

existence de marchés de cette dimension n’est pas incompatible avec la recherche
d’applications de niche tres spécifiques. Dans ce contexte, I'utilisation du GL comme solvant tres
visqueux (n =934 cP a 25°C) * peut s’avérer appropriée dans la manipulation de I'intensité du NOE de

molécules polaires de petites et de moyennes tailles.

Le DMSO et le glycérol (GL) présentent respectivement des valeurs de viscosité de 2,2 cP et 1412
cP a 20°C 2 et un point de fusion de 18,5°C et 18,2°C. 213 Leur mélange constitue un systéme de
solvants binaires visqueux, dont les propriétés dépendent de la proportion de chaque solvant et pour
lequel le point de fusion peut atteindre des températures inférieures a 0°C. Plus la quantité de GL est
élevée, plus le mélange de solvants est visqueux, ce qui facilite I'accroissement du NOE négatif propice
a I'analyse de mélanges via la diffusion de spin. *!2 En outre, les valeurs des constantes diélectriques
respectives de 46,0 et 42,5 a 20°C pour le DMSO et le GL indiquent une capacité de dissolution élevée
pour les composés polaires et moyennement apolaires. 22 De plus, le GL-ds est modérément co(teux,
cependant il n'est disponible dans le commerce qu'a un niveau d'enrichissement en %H relativement
faible (98%), ce qui entraine dans le spectre |'apparition de résonances résiduelles intenses de noyaux
'H en provenance du solvant. Lameiras et al. ont rapporté pour la premiére fois en 2016 |'utilisation
de DMSO-ds/GL et DMSO-ds/GL-ds en tant que nouveaux solvants binaires hautement visqueux et
efficaces pour les études de RMN de mélanges complexes de composés polaires et apolaires # compte
tenu que dans cette période avait été publiée I'utilisation de solvants visqueux, tels que les polymeres
perfluorés * uniqguement appropriés pour I'étude de composés apolaires et le glycérol, le carbonate
de glycérol étant uniquement appropriés pour I'étude de composés polaires. ¢ Les auteurs se sont
concentrés sur I'évaluation du mélange binaire DMSO-ds/GL (8:2, v/v) dans l'individualisation des
composantes du mélange-test des quatre dipeptides Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr, a 288 K, a 500
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MHz et sur I’évaluation du mélange DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v) dans I'individualisation de la 8-ionone
(MM = 192,30 g.mol?), du (+)-citronellal (MM = 154,25 g.mol?), du (+)-limonéne (MM = 136,23 g.mol
1) et de la flavone (MM = 222,24 g.mol?), en mélange a 268 K, 8 600 MHz, au moyen d’expériences
homonucléaires NOESY 1D et 2D sélectives, d’expériences homonucléaires NOESY-COSY, NOESY-
TOCSY 2D sélectives et d’expériences hétéronucléaires HSQC-NOESY 2D *H-13C et *H-N. La premiére
utilisation de I'expérience NOESY-COSY 2D sélective a également été rapportée.

Etude du mélange polaire Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, et Ala-Tyr dans DMSO-ds/GL (8:2, v/v)

Le glycérol « naturel » (GL) a été préféré au GL-ds dans cette étude par les auteurs afin d'empécher
I'échange chimique entre ses noyaux ?H et les protons amides NH des quatre dipeptides. L'élimination
des signaux résiduels *H du GL s’est avérée obligatoire pour favoriser la détection des sighaux des
dipeptides du mélange. Cela a été réalisé via des impulsions sélectives encadrées par des impulsions
de gradient (Figure 78 de la section Matériels et Méthodes). ° Les auteurs se sont concentrés sur la
détermination de la température optimale permettant une diffusion de spin active (pics croisés NOESY
positifs aussi nombreux et intenses que possible) tout en conservant une résolution spectrale de
qualité. En effet, au moyen de I'expérience NOESY 2D avec détection de deux bandes de résonances a
champ fort et champ faible, Lameiras et al. ont déterminé la température de 288 K a laquelle le spectre
présente des corrélations a trés longues distances entre le proton amide de chaque dipeptide et les
autres résonances 'H du méme dipeptide (diffusion de spin observée sur des distances > 14 A (Figure
40).
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Figure 40. Régions des protons amides du spectre NOESY 2D avec détection sélective de deux bandes de résonances a champ fort et a
champ faible du mélange test des quatre dipeptides (10 mM) a 500 MHz a) dissous dans DMSO-ds/GL (8:2, v/v), a 288 K, temps de mélange
(tm) = 1 s, utilisant la séquence d’impulsions représentée dans la partie c). b) Région des protons amides du spectre NOESY 2D du méme
mélange test des quatre dipeptides dissous dans I'eau a 298 K, tm = 1 s. Les cadres rouges correspondent aux régions du spectre d’intérét
dans lesquelles I'eau comme solvant a un effet majeur dans le nombre et le signe des taches de corrélations. Reproduite de la réf. 47

Les auteurs ont considéré a nouveau l'utilisation des expériences NOESY 1D sélectives (décrites
pour la premiére fois dans la section Matériels et Méthodes (Figure 83) pour la détection de toutes les
résonances protons lors de |'acquisition du signal (Figure 41) afin d'éviter la perte des résonances Hq
en dimension F; qui intervient lors de I'enregistrement des spectres NOESY 2D avec détection sélective.
Un ensemble approprié de résonances protons sélectivement excitées a permis d'individualiser le
spectre de chaque dipeptide en tirant profit d’'une diffusion de spin efficace le long du réseau de
protons de chaque molécule (sur des distances > 14 A).
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Figure 41. Spectres NOESY 1D sélective du mélange test des quatre dipeptides dissous dans DMSO-ds/GL (8:2, v/v) (a), b), c), d), 288 K), a
500 MHz (*H), tm = 1 s. e) Séquence d’impulsions : @1 =X, y, -X, -y, ¥ = X, -x. L'impulsion initiale d’inversion permet d’exciter sélectivement :
a) la résonance proton NHv(LV) (temps d’expérience (expt) = 400,02 min) ; b) la résonance proton H8/(LY)/H&.(LV)/Hyv (LV) (expt) = 51,72
min) ; c) les résonances protons H8y (LY)/H8y(GY)/H8y(AY) (expt = 51,67 min) ; d) la résonance proton Hoty'(GY) (expt = 136,20). Reproduite
de la réf. 47

Lameiras et al. ont également mis a profit une approche plus rapide en considérant I'expérience
NOESY 2D découplée en F; avec une excitation sélective en F; (Figure 84 de la section Matériels et
Méthodes ) (Figure 84). L’'ensemble des protons NH reste la source initiale d’aimantation apreés I'étape

d'excitation sélective de la bande de résonance d’intérét.
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Figure 42. Spectres NOESY 1D sélective en F; avec découplage en F; du mélange test des quatre dipeptides dissous dans DMSO-ds/GL (8:2,
v/v) a 288 K, a 500 MHz (*H), (256 scans par valeur de ti, expt = 463,77 min, tm = 1 s). b) Séquence d’impulsions : @1 =X, y, -X, -y, ¥ =X, -X.
L’'impulsion initiale d’inversion de 180° a été réalisée avec une impulsion gaussienne et a été appliquée a I'excitation des quatre protons
amides NH. Reproduite de la réf. 4’

Etude du mélange de composés apolaires : 8-lonone, (t)-Citronellal, (+)-Limonéne et Flavone dans
DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v)

Les auteurs ont déterminé la température de 268 K a laquelle la diffusion de spin est totalement
active (sur des distances > 13 A) pour chaque composé du mélange, cela méme pour la molécule de
(x)-citronellal tres flexible et avec une résolution spectrale acceptable, a I'aide d’une expérience NOESY
2D conventionnelle, a 600 MHz. La Figure 43 montre clairement quatre motifs de taches de corrélation
NOE, un pour chaque élément du mélange.
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Figure 43. Spectres NOESY 2D du mélange B-ionone, (t)-citronellal, (+)-limonéne et flavone dissous dans un mélange DMSO-ds/GL-ds
(5:5, v/v), a 268 K, a 600 MHz (*H), tm = 1 s. Reproduite de la réf. 4’
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Cependant, les auteurs ont mentionné la difficulté & attribuer chaque résonance H de chaque
molécule en mélange en raison d’un chevauchement marqué, en particulier entre 0,6 et 2,2 ppm. Pour
y remédier, ils ont mis a profit les expériences NOESY 1D sélectives (décrites précédemment pour le
mélange de dipeptides) afin de regrouper les résonances protons entre elles. Cela a été rendu possible
car plusieurs résonances H de chaque motif sont suffisamment résolues pour l'individualisation des
composés dissous dans le mélange DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v), a 268 K, a 600 MHz. Bien que ce solvant
binaire soit deutéré, de forts signaux de protons en provenance du GL-ds persistent. La séquence
d'impulsions NOESY 1D sélective a permis de s’affranchir d’une réapparition trop marquée de ces
derniers. Bien qu'une diminution de la résolution spectrale ait été observée a 268 K, l'individualisation
de la B-ionone, du (+)-citronellal, du (+)-limoneéne et de la flavone a été obtenue au moyen d'une
diffusion de spin observée a longues distances (> 13 A). La Figure 44 présente une comparaison des
spectres NOESY 1D sélective du mélange dissous dans le mélange DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v) avec les
spectres 1D protons classiques de chaque composé dissous dans le DMSO-ds pur. Le choix d'un
ensemble approprié de résonances sélectivement excitées a permis de différencier chaque élément
du mélange. En particulier, la diffusion de spin donne lieu a un échange complet d’aimantation sur
I’ensemble des protons de la molécule du (t)-citronellal, bien que cette molécule soit extrémement
flexible.
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Figure 44. Comparaison a 600 MHz des spectres NOESY 1D 'H sélectives du mélange 8-ionone, (+)-citronellal, (+)-limonéne et flavone
dissous dans le mélange DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v), tm = 1 s a 268 K avec les spectres 1D conventionnels *H de chaque élément du mélange
dissous dans le DMSO-ds pur a 298 K. L'impulsion initiale d’inversion de 180° excite : a) la résonance proton CHs(14) (B-ionone), b) la
résonance proton CHO(2a) ((+)-citronellal), c) la résonance proton CH»(8) ((+)-limonéne) et d) la résonance proton H(3) (flavone). Spectres
1D conventionnels *H de chaque élément du mélange dissous dans le DMSO-ds pur a 298 K : a’) 8-ionone, b’) (+)-citronellal, ¢’) (+)-limonéne
et d’) flavone. Reproduite de la réf. 47

Dans d’autres mélanges plus complexes, une ou plusieurs molécules d’intérét peuvent ne pas
présenter de résonances protons résolues en raison d’'un chevauchement spectral trop marqué. La
plus grande dispersion des déplacements chimiques que présentent les noyaux 3C peut apporter une
solution a cela en considérant I'expérience HSQC-NOESY 2D H-13C. Le spectre individuel complet 1D
1H peut étre obtenu pour chaque molécule via une résonance résolue d’un noyau *3C protoné. Le
spectre HSQC-NOESY 2D H-13C enregistré a 268 K (Figure 45) pour le méme mélange de composés

dans le mélange DMSO-ds/Gl-ds (5:5, v/v) montre clairement que I'ensemble des protons de chaque
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molécule est corrélé avec tous les autres protons et carbones protonés par diffusion de spin. Une
sélection appropriée de quatre rangées extraites du spectre HSQC-NOESY 2D H-13C correspondant a
quatre résonances *3C protonées isolées produit le spectre complet *H de chaque élément du mélange.
Ces spectres ont été comparés aux spectres NOESY 1D sélective. Logiquement les profils de résonances
IH sont similaires. L'individualisation des composants du mélange a également été obtenue en
considérant des colonnes sélectionnées sur le spectre HSQC-NOESY 2D afin d’obtenir les quatre motifs
de déplacements chimiques des carbones protonés (Figure 45f)). La capacité a extraire I'ensemble des
déplacements chimiques H et 13C pour un composant individuel dans un mélange peut s’avérer étre
un outil tres utile dans I'individualisation de structures de molécules en mélanges.
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Figure 45. a) Spectre HSQC-NOESY 2D *H-13C du mélange B-ionone, (+)-citronellal, (+)-limonéne et flavone dissous dans le mélange DMSO-
ds/GL-ds (5:5, v/v), a 268 K, a 600 MHz (*H), tm = 1 s. Comparaison des quatre rangées 'H extraites de I'expérience HSQC-NOESY 2D a 8 3C
144,4 ppm (b), B-ionone, ligne pourpre), 44,9 ppm (c), (+)-citronellal, ligne bleue), 31,4 ppm (d), (+)-limoneéne, ligne rouge), et 108,0 ppm
(e), flavone, ligne verte) avec les spectres NOESY 1D sélective (sélection des résonances protons : b’) CHs(14) B-ionone, c¢’) CHO(2a) (+)-
citronellal, d’) CH»(8) (+)-limonéne et e’) H(3) flavone). f), f') Comparaison du spectre 1D *3C protoné extrait de I'expérience HSQC-NOESY a
8 'H 5,97 ppm (B-ionone, colonne pourpre) avec le spectre conventionnel 3C DEPT135 de la molécule B-ionone dissoute dans le DMSO-ds
pur a 298 K. Reproduite de la réf 47
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Etude du mélange B8-lonone, (t)-Citronellal, (+)-Limonéne et Flavone dans le mélange DMSO-ds/GL-
ds (5:5, v/v)

Les expériences NOESY 1D et 2D sélectives et HSQC-NOESY 2D ont facilement permis de regrouper
les résonances provenant de la méme molécule dans le mélange de peptides. Cela pourrait suffire a
identifier les composants connus du mélange. Cependant, I'élucidation de la structure et méme
I'identification de composés organiques nécessitent généralement des données supplémentaires
apportées par la connaissance des couplages scalaires homonucléaires et hétéronucléaires. Dans ce
contexte, Lameiras et al. ont mis en ceuvre pour la premiére fois I'expérience NOESY-COSY 2D sélective
et considéré a nouveau I'expérience NOESY-TOCSY 2D sélective * pour la caractérisation des systémes
de spin de chaque élément du mélange. Les deux séquences d’impulsions sont constituées dans leur
premiére partie d’un bloc NOESY 1D sélective, puis d’un délai incrémentable pour fabriquer la 2™
dimension, puis respectivement d’une impulsion de mélange pour I'expérience NOESY-COSY 2D et
d’une période de mélange isotrope pour I'expérience NOESY-TOCSY 2D (Figure 46). Les auteurs ont
enregistré les spectres NOESY-COSY et NOESY-TOCSY de la 8-ionone en mélange dissoute dans le
mélange DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v), a 268 K, a 600 MHz, a partir de I'excitation sélective de la résonance
proton du motif de I'acétyle a 2,18 ppm (Figure 46b), car I'expérience NOESY 1D sélective enregistrée
a partir de cette méme résonance (Figure 44a) et celle de I'expérience HSQC-NOESY 2D (Figure 45) ne
fournissent pas une attribution claire des résonances 'H du motif cyclohexéne. De maniére
intéressante, la quantité d'aimantation transférée pendant la période de diffusion de spin sur
I’ensemble de la molécule est suffisante pour permettre a I'expérience NOESY-COSY 2D de révéler un
couplage 3/ pertinent entre les protons éthyléniques et les protons du cyclohexéne. Le spectre NOESY-
TOCSY 2D a confirmé l'identification du systeme de spin du cyclohexéne. Les expériences NOESY-COSY
et NOESY-TOCSY 2D sélectives ont permis d'affecter complétement les résonances H de la 8-ionone
et ont ouvert la voie a la caractérisation structurale des éléments au sein de mélanges complexes par
la détermination des réseaux de couplage H-!H.

Lameiras et al. ont décrit en 2016 pour la premiere fois |'utilisation de solvants binaires hautement
visqueux efficaces et prometteurs, tels que DMSO-ds/GL (8:2, v/v) et DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v) pour
I'analyse de mélanges de composés polaires et apolaires en tirant profit de la diffusion de spin,
observée a tres longues distances (> 14 A). Lindividualisation des composants du mélange Leu-Val,
Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr dans le mélange DMSO-ds/GL (8:2, v/v) a été rapportée a 288 K, a 500 MHz,
via des expériences NOESY 1D et 2D sélectives. La différenciation du mélange 8-ionone, (+)-citronellal,
(+)-limonéne et flavone dans le mélange DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v) a été obtenue au moyen des
expériences NOESY 1D et 2D sélectives, NOESY-COSY 2D, NOESY-TOCSY 2D sélectives et de I'expérience
HSQC-NOESY 2D 'H-13C, a 268 K, a 600 MHz.

Les auteurs ont souligné que la manipulation des mélanges binaires visqueux DMSO-ds/GL et
DMSO-ds/GL-ds présente des avantages non négligeables par rapport a d’autres solvants visqueux
rapportés ultérieurement dans la littérature, tels que le GL ou le CG, *® en termes de facilité dans la
préparation du tube de RMN, d’amplitude de la plage de température d’analyse, du verrouillage du
champ magnétique « lock » et du réglage de son homogénéité. Bien que GL/GL-ds soit ajouté au
DMSO-ds de 10 a 50% en volume, la viscosité du mélange binaire qui en résulte reste suffisamment
faible pour assurer un transfert aisé de I'échantillon vers le tube de RMN. En outre, la proportion de
DMSO-ds dans le solvant binaire est suffisamment élevée pour dissoudre une trés grande variété de
molécules polaires et apolaires. Ajuster la quantité ajoutée de GL/GL-ds dans le DMSO-ds a partir d’'une
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valeur minimale de 10 a 50% (en volume) permet de moduler I'efficacité de la diffusion de spin et donc
d’individualiser une large gamme de composés polaires ou apolaires en mélange. Les mélanges
binaires DMSO-ds/GL et DMSO-ds/GL-ds seront respectivement préférés pour I'étude des composés
biologiques actifs pour lesquels les protons labiles tels que les protons amides ne doivent pas étre
échangés avec les noyaux de deutérium du GL-ds et pour les composés organiques pour lesquels les
protons labiles ne sont pas essentiels a I"élucidation structurale. Les molécules les plus grandes
nécessiteront une faible quantité de GL/GL-ds dans le DMSO-ds, tandis que les molécules plus petites
et/ou plus flexibles nécessiteront plus de GL (perdeutéré ou non) jusqu'a 50% pour favoriser la
diffusion du spin sous contréle de la température de 298 a 248 K. Les solvants binaires DMSO-ds/GL et
DMSO-ds/GL-ds s’averent étre des solvants visqueux de choix pour I'individualisation de composants
polaires et apolaires en mélange, et cela en tirant profit de la diffusion de spin en RMN.
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Figure 46. Spectres a) NOESY-COSY 2D et b) NOESY-TOCSY 2D du mélange 8-ionone, (%)-citronellal, (+)-limonéne et flavone dissous dans
le mélange DMSO-ds/GL-ds (5:5, v/v), a 268 K, tm = 1 s, a 600 MHz (*H). Séquences d’impulsions des expériences c) NOESY-COSY 2D et d)
NOESY-TOCSY 2D : @1 =X, y, -X, -y, ¥ = x, -x. Pour les deux expériences, I'impulsion initiale de 180° correspond a une gaussienne et a été
appliqué sur la résonance CHs(14) (8-ionone). Reproduit de la réf. 47

3.2.Le mélange binaire DMSO-ds/eau

Les propriétés physiques du mélange binaire DMSO/eau ont été étudiées a de nombreuses reprises
depuis plus de 50 ans. 2%??7 Certaines propriétés inattendues de ce mélange ont été imputées a une

. 219221 yne des propriétés remarquables
du mélange DMSO/eau est sa viscosité élevée, comparée a celles des solvants purs. 214224225 A 25°C,
une viscosité maximale de 3,76 cP est mesurée pour un mélange DMSO/eau (6,5:3,5, v/v) avec une
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viscosité pure du DMSO et de I’eau respectivement égale & 2,003 et 0,898 cP. 2'* Méme si la viscosité
de ce mélange binaire a 25°C peut étre suffisante pour observer un NOE négatif, un des avantages de
ce mélange de solvants est la forte augmentation de la viscosité avec la diminution de la température.
Par exemple, des augmentations de viscosité par un facteur d’environ 3 et 10 sont obtenues
respectivement pour une fraction molaire a 70% de DMSO dans I'eau a 0°C (7=9,1 cP) et a-25°C (7=
32 cP) ?2 et le point de congélation atteint -130°C. 2*> 227 En conséquence, le signe et l'intensité des
NOE peuvent étre efficacement modulés en modifiant simplement la température de I'expérience de
RMN sur une large gamme allant de -130°C 3 la température ambiante (voire méme au-dela). 2°® Cette
capacité a controler l'intensité et le nombre de NOE s’avere extrémement utile dans les études
structurales et conformationnelles, en particulier lorsque plusieurs contraintes de distance sont
nécessaires pour définir avec précision les structures tridimensionnelles. 22 A ce jour, de nombreuses
études de RMN ont été publiées, tirant profit de la viscosité du mélange DMSO/H,0 ou D,0 dans la
manipulation de I'intensité du NOE. 22828

Dans ce contexte, Lameiras et al. en 2017 ont mis en ceuvre le mélange binaire visqueux DMSO-
ds/eau dans 'analyse d’'un mélange de composés polaires et d’'un composé apolaire au moyen de la
spectroscopie de RMN homo et hétéronucléaire, *® étant donné que d’autres solvants visqueux

préalablement décrits, tels que les huiles perfluorées, * | 46

et le glycéro n’étaient pas adaptés
respectivement a la dissolution de molécules polaires et apolaires. Les auteurs ont utilisé un
spectromeétre de RMN a 500 MHz, pour évaluer le mélange binaire DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v), a 268 K,
dans l'individualisation des éléments du mélange test constitué des quatre dipeptides Leu-Val, Leu-
Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr et du mélange binaire DMSO-ds/H,0 (8:2, v/v), a 238 K, dans I’étude d’un
dinucléotide difluoré de synthése, »orTpsrT (MM = 566,40 g.mol?, Figure 47). Dans le but
d'individualiser une large gamme de composés polaires et modérément apolaires au sein de mélanges
complexes par RMN, les auteurs ont mentionné les avantages et prodigué quelques conseils pratiques
quant a I'usage du mélange DMSO-ds/eau. Le principal avantage de ce mélange binaire de solvants
réside dans sa faible viscosité & température ambiante, 2% 217, 221, 224225, 243 ca quj permet une
introduction aisée de I'’échantillon dans le tube de RMN, en opposition avec la manipulation du glycérol
et du carbonate de glycérol tres visqueux. L'addition de H,O au DMSO-ds ouvre également la voie aux
études de RMN a la température ambiante voire en dessous, ce qui est particulierement approprié
pour les composés fragiles thermiquement. Les auteurs ont également signalé que le point de fusion
le plus bas observé avec le mélange DMSO/eau avoisine 228 K apres I'ajout de 30% (v/v) d’eau dans le
DMSO-ds. La grande quantité de DMSO-ds permet d'utiliser les outils de routine des spectrometres de
RMN modernes tels que le verrouillage automatique du champ magnétique « lock » et I'optimisation
de son homogénéité de la méme maniere que lors de I'utilisation de solvants deutérés usuels. De plus,
la résonance résiduelle de I'eau est facilement éliminée avec les méthodes de suppression habituelles
telles que la présaturation ou I'« Excitation Sculpting ». *° Ajouter une quantité de H,0 (ou D,0) dans
le DMSO-ds d’une quantité minimale de 10 a 30% (v/v), voire plus, permet de moduler I'efficacité de
la diffusion du spin et donc d’individualiser un large éventail de composés polaires et modérément
apolaires au sein de mélanges complexes. Les auteurs recommandent I'utilisation du mélange DMSO-
de/H>0 pour I'étude de composés biologiqguement actifs de maniére a empécher I’échange chimique
entre des protons labiles tels que les protons amides avec les noyaux deutérium du D,0. Le mélange
DMSO-ds/D,0 doit étre privilégié selon les auteurs pour les composés organiques dans lesquels les
protons labiles ne sont pas indispensables a I’élucidation de la structure. Les molécules de taille
moyenne nécessitent seulement une faible quantité de H,O (ou D,0) dans le DMSO-ds, tandis que les
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molécules plus petites et/ou plus flexibles nécessitent plus de H2O (ou D;0), jusqu’a 30% (v/v), pour
favoriser la diffusion du spin de 298 a 238 K.

En fonction de la complexité des mélanges, I'analyse spectrale des spectres H peut s'avérer
impossible 3 réaliser en raison du chevauchement trop intense des résonances H. Dans ce cadre,
Lameiras et al. ont considéré d’autres noyaux que 'H afin de bénéficier d’un éclatement des
déplacements chimiques plus grand le long du second axe de fréquences. En conséquence, les spectres
HSQC-NOESY 2D *H-13C obtenus sous des conditions de diffusion de spin fournissent simultanément
des listes de déplacements chimiques *H et 3C pour les composants du mélange. #’ Les auteurs ont
étendu cette approche a l'expérience HSQC-NOESY 2D H-°N. En outre, ils ont également jugé
approprié d'impliquer des noyaux °F dans des expériences de diffusion de spin. Le noyau °F a une
abondance naturelle de 100% et présente un rapport gyromagnétique élevé (y(*°F)/y(*H) = 0,941). Ils
ont mis en ceuvre cette approche originale pour I'analyse de mélanges de composés fluorés et |'ont
illustrée a I'aide d'expériences HOESY 1D et 2D H-1°F sélectives.
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Figure 47. Structure chimique du dinucléotide difluoré 2’qfTpsoT. Reproduite de la réf. 48
Etude du mélange polaire Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr dans DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v)

Le spectre NOESY 2D du mélange de test constitué des quatre dipeptides, enregistré a 268 K, a 500
MHz, a révélé via la diffusion de spin un transfert complet d’aimantation de la résonance des protons
amides sur I'ensemble des résonances protons de chaque dipeptide, sans élargissement significatif du
signal (Figure 48a). Par conséquent, l'individualisation des peptides en mélange a été accessible
facilement. Les auteurs ont également considéré la détection de I'ensemble des résonances d’intérét
lors de I'acquisition du signal au moyen des expériences NOESY 1D sélective (Figure 49). %47 Un
ensemble approprié de résonances protons sélectivement excitées permet de différencier chaque
dipeptide. Un échange complet d’aimantation a été observé sur des distances supérieures a 14 A. Les
spectres HSQC-NOESY 2D H-13C et H-1°N du mélange de test des quatre dipeptides acquis a 268 K, a
600 MHz dans DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v) ont révélé que tous les protons de chaque dipeptide du mélange
correlent avec tous les autres protons et carbones protonés ou azotes protonés par diffusion de spin
(Figure 50). Par conséquent, une sélection appropriée de rangées avec comme point de départ des
résonances carbone ou azote isolées, permet de produire le spectre complet proton de chaque
dipeptide. Ces quatre spectres sont similaires a ceux des dipeptides purs.
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Figure 48. Région des protons amides du spectre NOESY 2D du mélange test des quatre dipeptides (10 mM) a 500 MHz a) dissous dans
DMSO-ds (7:3, v/v), a 268 K, temps de mélange (tm) = 1 s, b) dissous dans du H.0/D,0 (9:1, v/v), a 298 K, tm = 1 s. Les cadres rouges
correspondent aux régions du spectre d’intérét dans lesquelles 'eau comme solvant a un effet majeur dans le nombre et le signe des taches

de corrélation. Reproduite de la réf. 48
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Figure 49. Spectres NOESY 1D sélective du mélange test des quatre dipeptides (10 mM) dissous dans le mélange DMSO-ds/H.0 (7:3, v/v)
(a, b, ¢, d, 268 K) a 500 MHz (*H), tm = 1 s. L'impulsion initiale d’inversion permet d’exciter sélectivement : a) la résonance proton NHy(LV)) ;
b) la résonance proton H&L(LY)/H&8L(LV)/Hyv (LV) ; c) les résonances protons H&y(LY)/H&v(GY)/H6v (AY) ; d) la résonance proton HBA(AY) ; e)
la résonance proton Hay (GY). f) Séquence d’impulsions : @1 =X, y, - X, - y, ¥ = X, - x. Reproduite de la réf. 4
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Figure 50. a) Spectre HSQC-NOESY 2D *H-15N du mélange test des quatre dipeptides (20 mM) dissous dans DMSO-ds/H.0 (7:3, v/v) a 268
K, tm=1s, a 600 MHz (*H). Comparaison des quatre rangées 'H extraites de I'expérience HSQC-NOESY 2D 'H- **N a 125,33 ppm (b), b’), Leu-
Val, ligne pourpre), a 125,19 ppm (c), ¢’), Leu-Tyr, ligne bleue), a 124,26 ppm (d), d’), Gly-Tyr, ligne rouge), et a 123,29 ppm (e), €’), Ala-Tyr,
ligne verte), avec les spectres conventionnels 1D *H de chaque dipeptide pur dissous dans le mélange DMSO-ds/H.0 (7:3, v/v), a 268 K, a 600
MHz (*H). Reproduite de la réf. 4

2’ Tpzar T dans DMSO-ds/H,0 (8:2, v/v)

Les auteurs ont étendu la simplification de I'analyse de mélanges en considérant la spectroscopie
de RMN du *F. L'introduction du fluor dans les molécules synthétiques offre une grande variété de
propriétés moléculaires originales, en particulier dans les domaines des polymeres, des sciences des
matériaux et des agents thérapeutiques, de sorte que I'étude des composés contenant du fluor en
mélange devient tout a fait pertinente. La gamme des déplacements chimiques plus large du °F par
rapport au noyau H facilite I'individualisation des composés fluorés en mélange. 260-26

La diffusion de spin appliquée aux expériences de RMN hétéronucléaires décrites précédemment
ne concernait que les noyaux *H des molécules d'intérét. Les auteurs ont intégré le noyau °F dans le
réseau de spin moléculaire dans lequel I'aimantation est transférée par relaxation croisée longitudinale
en solvant visqueux. Cette approche a été considérée comme potentiellement efficace car les taux de
relaxation croisée longitudinale sont proportionnels au produit des carrés des rapports
gyromagnétiques y des noyaux concernés. L'observation de la diffusion de spin *H-'°F et 1°F-1H 3 travers
I'expérience HOESY devient alors un objectif atteignable. Le dinucléotide synthétique difluoré,
»afTP3arT (Figure 47) a été choisi pour illustrer cette approche. Les spectres ont été enregistrés dans le
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mélange binaire DMSO-ds/H,0 au lieu du mélange DMSO-ds/D,0 pour empécher |'échange chimique
des protons NH avec le deutérium provenant du D,0.

Les auteurs ont d'abord déterminé la température qui offre le meilleur compromis entre la diffusion
de spin et la résolution spectrale 3 I'aide d’expériences NOESY 2D *H-'H et HOESY 2D 'H-°F de 268 a
238 K, avec un bloc « Excitation Sculpting » pour la suppression du signal d'eau. 2> Un transfert
d’aimantation complet est détecté & 238 K sur I’ensemble des noyaux H et °F de o TpsarT, Observés
sur des distances supérieures a 18 A (Figure 51). Les spectres individuels 'H et °F de la molécule
»afTP3arT ONt été facilement obtenus par extraction d’un ensemble approprié de rangées et de
colonnes. Comme prévu, les spectres extraits sont similaires aux spectres classiques 1D H et °F.
Néanmoins, le chevauchement des résonances 'H peut entraver I'élucidation de la structure lors de
I’étude de mélanges de composés fluorés complexes. Les auteurs ont proposé une solution de
contournement en excitant sélectivement une seule résonance °F aprés avoir mis en ceuvre pour la
premiere fois une séquence d’impulsions de RMN dédiée, composée d’un bloc correspondant a un
double écho de gradient de champ magnétique suivi d’'un bloc HOESY 1D (Figure 52). Chaque noyau
F excité sélectivement & - 172,19 et - 200,30 ppm transfére son aimantation sur 'ensemble des
protons de la molécule. Dans I'autre sens, |'excitation sélective, en particulier des résonances protons
NH a 11,57 et 11,65 ppm conduit au spectre '°F de I’échantillon (Figure 53).

Lameiras et al. ont démontré que le mélange binaire DMSO-ds/H,O s’avere étre le mélange
visqueux le plus approprié a ce jour pour l'individualisation de composés polaires et (modérément)
apolaires au sein de mélanges complexes, en tirant bénéfice de la diffusion de spin en spectroscopie
de RMN !H et °F. Les auteurs ont souligné que I'utilisation de DMSO-ds/H,O comme solvant binaire
visqueux présente des avantages précieux par rapport a d’autres solvants visqueux déja décrits dans
la littérature tels que le glycérol, le carbonate de glycérol en termes de préparation des échantillons,
de plage de températures d’analyse, de verrouillage facile du champ magnétique principal « lock » et
ainsi que de I'optimisation de I’homogénéité de celui-ci. L'individualisation du mélange test des quatre
dipeptides Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr a été réalisée avec succés dans le mélange DMSO-ds/H,0O
(7:3, v/v) a 268 K a 500 MHz au moyen des expériences sélectives NOESY 1D, 2D H-H et des
expériences HSQC-NOESY 2D H-13C et 'H-I°N. Les noyaux 3C et ®N ont été impliqués en tant que
marqueurs de déplacements chimiques afin d’améliorer la lisibilité du spectre, cependant au prix d’une
sensibilité plus faible causée par leur faible abondance. L'approche de diffusion de spin en milieu
visqueux via la spectroscopie de RMN hétéronucléaire a également été illustrée en considérant les
noyaux *°F du composé difluoré ?* Tp3’aFT dans DMSO-ds/H,0 (8:2, v/v) a 238 K a 500 MHz au moyen
des expériences sélectives NOESY 1D, 2D 'H-'H et HOESY 1D, 2D 'H-'°F et F-H.
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Figure 51. a) Spectres NOESY 2D 'H-'H et b) HOESY 2D 'H-° du 2« Tps«T (20 mM) dissous dans le mélange binaire DMSO-ds/H:0 (8:2, v/v),
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Figure 53. Spectres HOESY 1D °F-!H sélective du composé »arTpzarT (20 mM) dissous dans le mélange binaire DMSO-ds/H20 (8:2, v/Vv) (a,
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4. Conclusion

Cette section a présenté une partie des investigations développées au laboratoire, portant sur la
manipulation de I'intensité du NOE négatif de molécules de petites ou de moyennes tailles dédiées a
I'analyse par RMN de mélanges complexes sans séparation physique, au moyen de solvants (ou
mélanges de solvants) visqueux. La modulation de I'intensité du NOE dépend du choix de la fréquence
de précession de Larmor w et du temps de corrélation rotationnelle moléculaire globale t., et par
conséquent de l'altération possible de la viscosité du solvant, étant donné que la théorie de la

208 exprime la dépendance du temps de corrélation moléculaire 7. en

microviscosité de Gierer et Wirtz
fonction de la viscosité du milieu. Pour une méme intensité de champ magnétique, I'augmentation de
la viscosité de la solution permet de ralentir les réorientations moléculaires et donc d’augmenter le
temps de corrélation t.. En conséquence, les molécules de petites et moyennes tailles entrent dans le
régime du NOE négatif de sorte que I'augmentation maximale atteignable de celui-ci est de 100%.
Ainsi, pour une longue période de saturation (« steady-sate NOE ») ou pour un long temps de mélange
(« transient NOE »), un échange d'aimantation intramoléculaire partiel ou complet via la diffusion de
spin est possible. En cas de diffusion de spin trés active, la détermination des distances internucléaires,
donc de la structure moléculaire et de la conformation, peut étre entravée. Néanmoins, cette diffusion
de spin active est précieuse dans l'individualisation des composés polaires et apolaires au sein de

mélanges sans séparation physique.

L'observation de I'accroissement significatif du NOE négatif dans les solvants peu visqueux (n > 2
cP), tel que le DMSO-ds, devrait étre d'application générale pour les composés rigides de taille
moyenne (MM > 700 g.mol?) qui en solution se réarrangent de maniére isotrope, en considérant des
spectrometres de RMN de routine a une fréquence de fonctionnement supérieure a 300 MHz, a
température ambiante, pour des études de RMN d’élucidations structurales et conformationnelles.
’observation du NOE négatif pour des petites molécules rigides (MM > 150 g.mol?) nécessite une
augmentation de I'intensité du champ magnétique ou de la viscosité du milieu (ou des deux), a savoir
une combinaison de la fréquence de fonctionnement d'au moins 500 MHz et d'une viscosité minimale
de 7-11 cP du solvant tel que le mélange binaire EG/eau a température ambiante. 2° 262263 Dans |a
volonté d’individualiser les éléments des mélanges complexes sans séparation physique, pour une
méme fréquence de Larmor, la détection de la diffusion de spin active (corrélations NOE a longues
distances supérieures a 13 A) nécessitera I'utilisation d'un solvant trés visqueux (n > 80 cP) tel que le
GL ou le CG a la température ambiante ou des mélanges de solvants binaires tels que DMSO-dg/GL,
DMSO-ds/EG, DMSO-ds/eau, de la température ambiante a des températures inférieures a zéro.

Ci-dessous est représenté un récapitulatif des avantages et inconvénients des différents solvants
ou mélanges de solvants visqueux décrits a ce jour dans la littérature pour I'étude de mélanges
complexes via la diffusion de spin en RMN (Tableau 2).
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PCTFE/CDCls Eau

Glycérol Carbonate de DMSO-ds/ DMSO-ds/ DMSO-ds/ DMSO-ds/eau
« ultrafroide » Glycérol (CG) Glycérol Glycérol-ds Ethyléne
Glycol (EG)
Préparation de \/ \/
I’échantillon =< =< > \/ \/ \/
Pouvoir de \/
dissolution des ><
composés polaires
Pouvoir de
dissolution des \/ >< > > \/ \/ \/ \/
COMposes
apolaires
Co(t des solvants >< \/ \/ >< \/ >< \/ \/
Efficacité de la 278 K 258 K >< 318 K 288 K 288 K 268 K 268 K
diffusion de spin ~ d>25A d>?A

268/238 K \/
d>14A d>14A d>14A d>13A d>14A d>18A
Résolution des

spectres de RMN \/

Echange de

4
v
J

RMN de routine

(lock, shim) \/
Suppression du \/
solvant

Tableau 2. Récapitulatif des avantages et inconvénients des différents solvants ou mélanges de solvants visqueux décrits a ce jour dans la littérature pour I'étude de mélanges complexes via la diffusion de spin en
RMN.
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PARTIE |-C : ETUDE DU SUIVI REACTIONNEL PAR LA SPECTROSCOPIE DE RMN
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1. Introduction

Une synthese organique se déroule le plus souvent dans un milieu complexe de réactifs, de solvants
et de catalyseurs qui évolue dans le temps vers I'obtention de produits et de sous-produits. Que ce
soit pour des applications en chimie fine, cosmétique, agro-alimentaire ou pharmaceutique, les
chimistes doivent trouver un moyen d’élucider rapidement les structures des produits et sous-produits
résultant d’'une réaction. Le défi d’'une telle investigation réside dans la compréhension des
mécanismes impliqués, qui passent bien souvent par la formation d’un ou de plusieurs intermédiaires.
Les industries pharmaceutiques exigent que toutes les impuretés présentes en proportion supérieure
a 0,1% d’un ingrédient pharmaceutique soient aujourd’hui identifiées. Pour répondre a cette
demande, la spectroscopie de RMN est devenue un outil essentiel, en raison de sa rapidité d’analyse
obtenue par la disponibilité de champs magnétiques de plus en plus intenses, par I'amélioration de la
technologie des sondes, par le développement continu de nouvelles séquences d’impulsions et
I"amélioration de celles existantes.

A l"échelle du laboratoire, les chimistes organiciens rencontrent fréquemment des cas ou la
synthése d’'une molécule souhaitée se réalise en plusieurs étapes, impliquant parfois plusieurs
intermédiaires dont la durée de vie est beaucoup trop courte pour étre décelable par les méthodes de
RMN conventionnelles. De ce fait, le chimiste organicien n’est pas toujours suffisamment armé pour
faire l'investigation compléte et approfondie des mécanismes de synthese qu’il développe, le
conduisant a ne suggérer que des hypothéses plausibles. Dans ce contexte, une mauvaise
compréhension générale des réactions impliquées empéche d’optimiser les conditions de la réaction
ou de généraliser la méthodologie employée a d’autres réactifs.

Dans ce contexte, la spectroscopie de RMN a connu une véritable avancée technologique et
méthodologique pour I'étude du suivi réactionnel au cours de ces vingt derniéres années. D’un point
de vue instrumental, il existe deux modes de fonctionnement possibles : le « static-mode » et le
« mobile-mode ».

Le « static-mode » est similaire a la procédure usuelle qui est employée pour analyser un
échantillon contenu dans un tube de RMN standard. Il se décline en trois approches « in-situ », « off-
line » et « rapid-injection ». L'objectif consiste soit a mettre au point un protocole pour introduire
rapidement les réactifs dans le tube de RMN a I'extérieur de I'aimant avant d’insérer ce dernier dans
le spectromeétre, soit a élaborer un dispositif permettant de mélanger les réactifs directement dans la
zone de détection de la bobine de la sonde de mesure. Par la suite, la stratégie de suivi habituelle
consiste a enregistrer une série de spectres 1D et 2D en fonction de I'avancement de la réaction
chimique.

Le « mobile-mode » cherche a « mimer » les conditions d’une syntheése en utilisant un équipement
adapté qui ne nécessite pas le transfert manuel de I’échantillon dans le tube de RMN. %4 Le mélange
réactionnel circule depuis un récipient de réaction situé a I'extérieur de I'aimant vers la zone de
détection de la bobine grdace a un capillaire ou l'analyse peut étre effectuée en flux continu
(« continuous-flow ») ou en flux arrété (« stopped-flow »).

Avec l'apport significatif des récentes méthodes développées dans le but de réduire la durée
d’acquisitions des expériences 2D, certaines d’entre-elles sont tout a fait adaptées a I'analyse de
mélanges complexes dont la composition évolue au cours du temps. Parmi ces méthodes,
I’échantillonnage non uniforme (NUS) constitue une possibilité intéressante ; elle emploie un modéle
mathématique pour reconstituer artificiellement des FIDs manquantes a partir de I’enregistrement de
certaines d’entre-elles aléatoirement choisies. Jusqu’a présent, elle était principalement employée sur
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des échantillons dits « stationnaires » fournissant une résolution similaire aux expériences 2D en un
temps réduit. Cependant, peu de publications suggerent son application pour le suivi des réactions
chimiques. Mais ces dernieres années, de récents travaux ont démontré que I'expérience NUS est
actuellement en passe de franchir un seuil dans ce domaine.

Au-dela de cet aspect, les expériences fondées sur le codage spatial telles que les méthodes
ultrarapides sont sans nul doute les plus appropriées dans ce domaine par leur capacité a pouvoir
atteindre des temps d’acquisitions de l'ordre de la seconde voire de quelques centaines de
millisecondes. En combinaison avec une instrumentation de type « on-line », I'effet synergique produit
doit permettre d’obtenir un gain de temps optimal pour une analyse plus fine de la réaction étudiée
en « contrélant » sa dynamique a tout moment. Ces caractéristiques doivent permettre de positionner
I’expérience ultrarapide comme candidat idéal pour étudier les réactions chimiques contenant des
especes instables ou des intermédiaires ayant des durées de vie limitées.

L’objectif de cette section est de présenter une partie des derniéres innovations instrumentales et
méthodologiques employées en RMN pour le suivi de réactions chimiques. Cette partie se consacrera
uniquement a la spectroscopie de RMN liquide a haut champ (aimant supraconducteur), méme si ces
dernieres années la RMN a bas champ (aimant permanent) est en pleine expansion en raison de son
coté pratique (absence de la maintenance des fluides cryogéniques) permettant d’analyser
rapidement des réactions sans avoir la nécessité d’utiliser un équipement encombrant et colteux. La
nouvelle génération de spectrométres transportables répond a des exigences économiques et
pratiques en amenant la RMN directement sur le plan de travail du chimiste organicien ou en étant
intégrée dans des lignes de production industrielles. De plus, le systeme de verrouillage externe est
capable de compenser la dérive du champ magnétique au cours du temps, s’affranchissant de
|'utilisation de solvants deutérés. Cependant, la résolution et la dispersion des résonances sont
impactées, obligeant I'amélioration des méthodes préexistantes. Le matériel qui a été utilisé jusqu’a
présent pour réaliser le suivi de réactions chimiques en employant des expériences de RMN
conventionnelles sera abordé en premiére sous-partie. La deuxiéme sous-partie sera dédiée a I'emploi
de méthodes rapides permettant d’acquérir des expériences en quelques secondes, et ainsi de refléter
a la maniéere de « photos prises consécutivement », les changements se produisant au cours de la
réaction, fournissant alors des informations pertinentes sur le mécanisme réactionnel.
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2. Linstrumentation employée pour le « static-mode » et « mobile mode »

Un probleme rencontré par l'opérateur qui souhaite suivre une réaction chimique par la
spectroscopie de RMN réside dans la présence d’une durée qualifiée de « temps mort ». Durant cette
derniere, aucun changement dynamique de la réaction ne peut étre observé, en raison du temps qui
s’écoule nécessairement entre le mélange de tous les réactifs et I'acquisition du premier spectre de
RMN (Figure 54).

Mélange des Remplir le Insérer le Accord de . Acquisition d’une série
o « Lock » « shim » o
réactifs tube de RMN | tube de RMN sonde d’expériences 1D 'H

A
v

Temps mort
Figure 54. Procédure conventionnelle « in-situ » pour la surveillance d'une réaction chimique.

Un premier retard est d{i a la nécessité de préparer le tube et de I'insérer dans le spectrometre. Le
deuxiéme retard est causé par « I'accord de sonde » et par « le shim », méme si ces étapes peuvent
étre effectuées a I'avance sur un échantillon analogue et dans ce cas, seul le « lock » nécessite un délai
spécifique. Cette durée, pendant laquelle la réaction n’est pas observable, prend généralement
guelques minutes empéchant malheureusement toutes analyses de cinétiques trop rapides. Pour
pallier a cet inconvénient, la communauté scientifique propose des outils instrumentaux depuis une
vingtaine d’années, dont le but est de minimiser le temps mort en développant des équipements de
moins en moins encombrants, faciles d’utilisation et bon marché. Selon la littérature, deux modes de
fonctionnement sont possibles. Elles sont décrites ci-dessous (Figure 55).

Avant de présenter I'application des différents modes, il convient de montrer la différence qui
existe entre les approches. Le premier, appelé « static-mode » (Figure 55a), est subdivisé en trois
approches et emploie un tube de RMN standard de 5 a 10 mm de diametre a partir duquel le suivi de
la réaction peut étre réalisé directement a l'intérieur de celui-ci sans modification de la sonde de
mesure. Dans I'approche « in-situ », les réactifs sont introduits rapidement dans le tube de RMN ou
débute la réaction tandis que dans I'approche « off-line », |la réaction est momentanément arrétée et
des aliquotes sont prélevées périodiquement depuis le milieu réactionnel avant d’étre ajoutées dans
un tube de RMN. Cette derniere procédure présente |'avantage de pouvoir suivre la réaction
(préalablement quenchée) a tout instant et d’analyser I’échantillon par des méthodes de RMN
conventionnelles sans trop subir 'avancement de la réaction dans le temps contrairement a la
précédente approche. Enfin, I'approche « rapid-injection » nécessite de placer un insert a I'intérieur
d’un tube de RMN et d’utiliser une seringue a injection rapide a I'extérieur de I'aimant. Les réglages
automatiques habituels du spectrométre sont effectués sur le tube de RMN qui est positionné dans
I’'aimant, tandis que la seringue permet de délivrer le ou les réactifs nécessaires pour que la réaction
puisse démarrer. Le mélange s’effectue seulement en quelques dizaines de millisecondes 2°° favorisant
ainsi I'étude de réactions ayant des cinétiques plus rapides que les approches « in-situ » et « off-line »
ne peuvent étudier.

Au-dela de I'aspect « static-mode », un deuxieéme mode appelé « mobile-mode » élimine le besoin
de lI'intervention de I'opérateur une fois I'expérience lancée, mais nécessite un capillaire semblable a
un tube de RMN 5 mm, a partir duquel un dispositif sophistiqué est élaboré (Figure 55b). Ce systéme
utilise des méthodes d’écoulements qui peuvent fonctionner en flux continu (« continuous-flow ») ou
arrété (« stopped-flow »). Ces configurations nécessitent I'emploi de réactifs initialement séparés qui
s’écoulent en plusieurs courants différents soit dans une cuve de réaction située a I'extérieur de
I"'aimant jusque dans la cellule d’observation, soit directement dans une chambre de mélange située a
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proximité de la cellule d’observation. Elles ont pour objectif de reproduire les conditions de la réaction
tout en permettant en paralléle une analyse par RMN.

L'approche « on-line » transfere un flux du mélange réactionnel depuis un récipient de réaction
situé a I'extérieur de I'aimant vers la sonde ou I'analyse est effectuée en « flux continu ». La vitesse
d’écoulement est optimisée de maniéere a rendre le temps de séjour de I'’échantillon au niveau de la
sonde suffisant pour I'acquisition. Le mélange réactionnel peut ensuite étre renvoyé dans la cuve de
réaction ou dirigé vers un conteneur a déchet. Suivant les exigences de |’expérience, elle nécessitera
soit une sonde spécifique, soit un tube de RMN « personnalisé ».

L'approche « stopped-flow » partage le méme principe que |'approche « rapid-injection » en
mélangeant les réactifs directement dans la chambre d’analyse. Elle est généralement utilisée pour la
détection de cinétiques rapides (dans un délai de 2,5 a 100 ms du mélange des réactifs), une
caractéristique que les approches « in-situ » et « on-line » ne peuvent pas fournir en raison du temps
nécessaire pour mélanger et amener les réactifs dans la région de détection. °® La RMN a débit
interrompu nécessite I'usage de sondes personnalisées pour faire circuler les réactifs d’abord dans la
zone de mélange, puis dans la zone de détection de la sonde de mesure avec des débits élevés pour
minimiser les temps morts. Avant I'acquisition, le flux est arrété en raison des temps de séjours courts
de I’échantillon au niveau de la sonde.

Monitoring reaction in an NMR tube |

a) b)

| Static-mode | f%

In-situ Off-line Rapid-injection Stopped-flow Continuous-flow
%Tn ‘take an aliquot SaerIe

- syringes safery

x TN \ \/ / inside [ p—-=-§ i“eEna‘msphm - et

&

Mobile-mode

|t =3 hours o
\ loveb: ic drin
glovebag pneumatic driver

Reaction in an NMR * -
tube according to a 8 Reaction finished
suitable protocol after 9 hours

Ice-cold bath to
quench the reaction NMR
Detection
----- Dead time region

Figure 55. Représentation schématique des "deux voies" utilisables et des procédures utilisées pour suivre une réaction chimique en RMN
impliquant a) « static-mode » a) et b) « mobile-mode ».
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2.1. « static-mode »

Parmi toutes les procédures du « static-mode », le suivi réactionnel « in-situ » (Figure 55a) dans des
tubes de RMN « classiques » reste I'approche la plus employée dans la majorité des cas. A notre
connaissance, aucune revue ne répertorie la réalisation de ces travaux. Depuis 1999 jusqu’a décembre
2021, quarante publications ont été éditées. Ces articles présentés dans I’Annexe 1 sont regroupés
chronologiquement suivant le champ magnétique utilisé et le(s) noyaux étudié(s), les solvants ou
mélanges de solvants utilisés pour étudier des réactions organiques ou inorganiques, suivant
également les protocoles employés pour minimiser le temps mort de la réaction ainsi que la durée
totale des expériences.

82



L'approche « in-situ » est la plus populaire par sa procédure conventionnelle qui ne nécessite aucun
dispositif particulier pour suivre la réaction organique. Néanmoins, elle reste limitée dans son champ
d’action par le temps mort de quelques minutes nécessaires avant I'acquisition du premier spectre. De
ce fait, elle n’est pas compatible avec I'étude de cinétiques trés rapides. Pour essayer de réduire ce
délai, différents protocoles ont été proposés pour étudier des réactions chimiques ayant des cinétiques
lentes (de quelques dizaines de minutes a quelques jours). Cela est réalisable i) en agitant la solution
directement aprés introduction de tous les réactifs dans le tube de RMN et en le plagant dans la zone
de détection de la bobine avant d’effectuer les réglages automatiques habituels du spectrometre et la
stabilisation de la température, 55267.268ji) en retirant le tube de RMN du spectrometre avant chaque
nouvelle acquisition et en le mélangeant a plusieurs reprises avant de I'insérer a nouveau, 5 iii) en
préparant les parameétres d’automatisation du spectromeétre sur un échantillon de composition
similaire avant l'introduction du tube contenant la réaction a étudier, 2271 jv) en plagant le tube de
RMN en rotation, 272274 v) en absence de solvant deutéré 273 et vi) en quenchant la réaction en
positionnant la solution initiale dans un bac de glace avant de I'analyser a 298 K 25 ou dans de I'azote
liguide avant d’étudier la cinétique de cette réaction a plus basse température. 276277

Un exemple d’application de cette approche est rapporté par Susanne F. et al. qui ont publié en
2011 des travaux dans le cadre du développement de procédés pharmaceutiques. 2 En suivant la
réaction d’hydrolyse de I'anhydride acétique par I'eau, dont le mécanisme est bien connu, les auteurs
ont démontré que la RMN pouvait étre adaptée pour établir les profils cinétiques de la réaction a
différentes concentrations et températures (Figure 56), a condition que la réaction soit suffisamment
lente. Le descriptif est résumé dans I’Annexe 2. Le délai to entre le début de la réaction et le début de
I"acquisition a été mesuré avec précision pour la plupart des conditions de réaction.

temperature (°C) D,O acetic anhydride  acquisition

spectro- mass [] pad total
N 1, bath meter V(uL) (mg) (M) (min) (h)

~5' 248 25 750 78.0 091 1 1
2 ~5 148 15 750 779 091 2 3
3 55" 50 5 750 77.7 091 10 10
4 415" 245 25 750 384 0.47 1
5 419" 249 25 750 19.2 0.24 2 4

Figure 56. Résumé des conditions réactionnelles expérimentales de I'hydrolyse de I'anhydride acétique par I'eau. N = numéro de
I’expérience, to = temps mort, V= volume, [ ] = concentration, pad = délai de pré-acquisition. Reproduite de la réf. 270

Pour ce faire, ils ont intégré deux résonances d’intéréts dans la région aliphatique, le signal
correspondant aux protons méthyle de I'anhydride acétique 2,03-2,19 ppm et celui de I'acide acétique
1,86-2,01 ppm et ont converti leurs intensités en moles au cours du temps a partir du logiciel
Dynochem (Figure 57).

Les résultats de ces travaux ont montré que les études cinétiques nécessitent une mesure et un
controle précis des conditions de réaction (Figure 57c). Dans ce cas, le délai entre le début de la
réaction et le début de I'acquisition, expérience 2, n’a pas été mesuré avec autant de précision que
pour I'expérience 3, révélant la principale limite de cette procédure. Les facteurs qui pourraient
contribuer a I'erreur expérimentale sont I'incapacité a contréler avec précision la température tout au
long de la réaction et la mesure précise de la masse des réactifs qui est difficile a déterminer lorsque
la concentration initiale est faible.
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Figure 57. (A) Spectre de RMN 1D *H montrant le suivi de I’hydrolyse de I’'anhydride acétique par I'eau dans la région aliphatique en
fonction du temps. (B) et (C) profils cinétiques pour les expériences 3 et 2 réalisées respectivement avec 0,91 M d’anhydride acétique. La
disparition de I'anhydride acétique est représentée par des carrés et la formation d’acide acétique par des cercles. Les lignes pleines et en
pointillées représentent la prédiction calculée par Dynochem. Reproduite de la réf. 270

Une autre alternative qui peut étre intéressante, entre autres, pour lI'industrie pétroliere consiste
a utiliser I'approche « off-line » (Figure 55a) qui permet de suivre les processus de transestérification
pour garantir la qualité du produit final. 2’8 Les changements de comportement de phase au cours de
la réaction de transestérification ont été suivis en continu avec I'aide d’un densimeétre tandis que des
échantillons ont été prélevés du réacteur a différents moments pour suivre la conversion de I’huile par
RMN H. Pour ce faire, les aliquotes prélevées ont été dissoutes dans du CDCl; et placées dans un bain
de glace pour que la réaction ne se poursuive pas avant d’étre ajoutées dans un tube de RMN, puis
analysées. Le descriptif est détaillé dans I’Annexe 2 (Talavero-Pietro N.M. et al. 2019). La progression
de la réaction de transestérification est suivie par I'acquisition de dix spectres de RMN H enregistrés
a différents moments de la réaction (Figure 58). Les spectres ont clairement montré la diminution du
signal de I'huile a 4,05-4,35 ppm et I'augmentation du signal de I’ester a 3,67 ppm.

A partir de ces observations et considérant que la réaction de méthanolyse est un équilibre
chimique dans laquelle un excés d’alcool est nécessaire, les chercheurs ont cherché a optimiser les
conditions de la réaction en modifiant le rapport méthanol/huile pour avoir le meilleur rendement en
esters méthyliques (Figure 59).
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Figure 59. Conversion de I'huile de coton en fonction du temps de réaction a partir de I'analyse de RMN pour différents rapports
alcool/huile 3323 Ket 343 K.A323K:Ar=4,5,0r=6,0 et2r=7,0.A323K:0r=4,5,0r=6,0 et 3 r = 7,5. Reproduite de la réf. 78

Les auteurs ont rapporté que le rapport méthanol/huile optimal était de 6:1 pour une durée de
réaction de 90 min, permettant de produire un rendement de 96,9% d’esters méthyliques a 323 K.

A travers cette publication, les auteurs ont ainsi démontré I'intérét d’'une procédure fondée sur la
RMN, adaptable a I’échelle industrielle et ne nécessitant pas les équipements colteux de méthodes
analytiques qui, bien qu’elles soient d’une grande précision, restent peu pratiques et souvent longues
a mettre en ceuvre.

Les approches décrites jusqu’a présent se limitaient a I'étude de réactions ayant des cinétiques
plutét lentes, de quelques minutes a plusieurs heures et qui n’étaient pas compatibles avec des
cinétiques plus rapides de I'ordre de quelques secondes. Un moyen pour y parvenir consiste a utiliser
I'approche « rapid-injection » (Figure 55a). La description du premier appareil de RMN « rapid-

85



injection » a été rapporté par McGarrity en 1981 #”° 3 travers 'observation de la réaction de complexes
de Meisenheimer formés a partir de I'ajout de méthylamine au 2,4,6-trinitroanisole (temps
d’expérience de 22 s a 233 K) ¥”° (Figure 60) et la détection d’intermédiaires d’hydrolyse d’ions
oxocarbénium (temps d’expérience de 40 s 3 296,4 K). 279280

OMe
O,N NO,
+ RNH,
H H
NO,
e N AN
OMe RHN_  OMe
0N NO, O,N NO,
CL ©
H NHR H H
NO, NO,
2 R=Bu 4 R=Bu
3 R=Me 5 R=Me
NHR NHR
O,N NO, O,N. NO,
@ H RiH: +MeOH
H NHR H H
NO, NO,
8 R=Bu 6 R=Bu
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Figure 60. Schéma réactionnel des complexes transitoires de Meisenheimer dans la réaction du 2,4,6-trinitroanisole avec la méthylamine.
Reproduite de la réf. 27°

McGarrity et Prodolliet I'ont également utilisé pour étudier I'ozonolyse du tétraméthyléthyléne et
du cis-but-2-éne et ont mesuré les demi-vies de décomposition des ozonides primaires correspondants
(ty2 = 0,74 et 0,06 s respectivement a 181 K). 281 ['appareil McGarrity original se compose d’'un
ensemble d’injection contenant une seringue étanche au gaz couplée a un long capillaire d’injection
terminé par une pointe perforée (Figure 61). 25

282cm

Figure 61. Schéma du montage de I'appareil « rapid-injection » de McGarrity employé pour étudier des cinétiques rapides. Reproduit
depuis la réf. 281
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Une fois complétement abaissée dans I'aimant, la pointe repose juste en dessous de I’échantillon
de réaction dans le tube de RMN. La seringue est entrainée par un piston pneumatique dont la course
est réglée par une vis micrométrique. Le mouvement du piston déclenche I'impulsion du spectrométre
et la séquence d’acquisition (le mode de fonctionnement est brievement décrit dans I’Annexe 3).
L'inconvénient majeur de cette conception est que la seringue et le capillaire restent immobiles tout
au long de I'expérience, ce qui entraine la diffusion du liquide le long du capillaire d’injection qui passe
a travers la pointe perforée pour finir dans le milieu réactionnel a l'intérieur du tube de RMN en
rotation. De plus, 'ensemble du systeme d’injection et le capillaire provoquent une perturbation de
I’'homogénéité du champ magnétique, entrainant un élargissement des résonances. Bien que cet effet
soit minime dans des conditions d’acquisition lentes, I'élargissement des résonances est inévitable
pour les réactions rapides. Malgré ces limitations, divers groupes ont utilisé avec succes la technique
développée par McGarrity pour observer des intermédiaires réactifs ainsi que pour déterminer les
cinétiques de différentes réactions (Annexe 3 de 1984 a 2007).

Au cours des dix derniéres années, des instruments de RMN « rapid-injection » plus sophistiqués
ont été développés pour surmonter les limitations de la conception d’origine ainsi que pour incorporer
les fonctionnalités nécessaires a une application spécifique. Par exemple, un instrument développé par
Mok et al., comprend I'option d’insertion d’une fibre optique a utiliser dans des expériences photo-
CIDNP 2% pour étudier les phénomeénes de repliements d’une protéine, le lysozyme de poule. Outre la
fibre optique, ce dispositif se compose de deux parties principales, un insert en verre coaxial monté a
I'intérieur du tube de RMN et un injecteur pneumatique positionné a I'extérieur de I'aimant. Unique
par rapport aux autres appareils, 'insert est constitué d’'un morceau de tube capillaire en verre
fusionné a une extrémité avec une micropipette. La micropipette est positionnée juste en dessous de
la surface de la solution dans le tube de RMN. Pendant l'injection, la solution contenue dans le
capillaire est projetée a travers la micropipette pour améliorer le mélange. L'utilisation de tubes
Shigemi de 5 mm améliore |'efficacité du mélange et réduit considérablement le volume de réaction
requis.

En 2007, un appareil avancé a été décrit par Jones A. C. et al. 22 Jusqu’a sa création, aucun autre
appareil n’a été utilisé pour des expériences en dessous de -100°C. Dans cette conception, une
seringue logée au-dessus de I'aimant est couplée a une longue aiguille flexible en Téflon qui est insérée
dans un tube de RMN. Contrairement a l'instrumentation de McGarrity ou des injections multiples
sont possibles mais aussi limitées par le temps nécessaire pour retirer et réinitialiser I'injecteur, cet
appareil est congu pour loger deux seringues permettant des injections multiples au cours d’'une méme
expérience. L'aspect le plus pratique de cet appareil est la présence d’un agitateur mécanique. Le
moteur est monté au-dessus de I'aimant et assure un mélange efficace jusqu’au point de congélation
du solvant. L’élévation et I'abaissement de la pale de I'agitateur ainsi que les injections de I'une ou de
I'autre seringue peuvent étre contrélées manuellement ou par le programme d’impulsions du
spectrometre (le mode de fonctionnement est fourni dans I’Annexe 3). Les auteurs font remarquer
que I'instrument a été congu pour fonctionner avec des tubes de RMN 10 mm. Bien que I'augmentation
de la taille de I'échantillon puisse étre avantageuse dans certaines situations, elle constitue un
inconvénient lorsque des volumes d’échantillons minimaux sont nécessaires. Malgré cette limitation,
la méme équipe a démontré en 2008 le potentiel de leur technique avec d’autres réactions ayant des
cinétiques rapides (Annexe 3).

Pour contourner les contraintes liées a la conception de telles instrumentations complexes a
utiliser, Mix A. et al. ont développé un équipement plus simple pour observer des réactions chimiques
en 2009. 28 Ce dispositif comporte un tube coaxial a double chambre présentant deux compartiments
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distincts et permet de placer deux solutions de réactifs dans un tube de RMN. Le mélange des réactifs
se produit dans la région de la sonde et est initié manuellement depuis |'extérieur de I'aimant. Le tube
convient aux composés sensibles a I'air et I'humidité et peut étre utilisé sur une plage de températures
assez étendue de -80°C a 130°C (Annexe 3). Cette technique innovante et simple d’utilisation a
toutefois montré une certaine limite dans le suivi de réactions chimiques tres rapides ol seuls les
spectres du mélange initial et d’arrivée sont visibles aprés avoir mélangé les deux solutions sans
observation d’un spectre contenant des espéces transitoires. Ce dispositif pourrait étre appréciable
pour étudier des réactions ayant des cinétiques moins rapides de I'ordre de quelques minutes.

Les instruments précédemment décrits ont été élaborés pour I'étude de réactions particuliéres.
Denmark S. E. et al. ?®* ont concu un nouvel appareil de RMN « rapid-injection » universel pour
permettre I'injection et le mélange rapide (< 2 s) d’'un volume dosé d’un réactif dans un tube de RMN
en rotation suivi d'une acquisition rapide des données résultant du processus chimique. Cette
conception offre la possibilité de délivrer n’importe quel réactif chimique a n’importe quelle
température sous atmosphére inerte et permet I'observation de n’‘importe quel type de noyau en
guelques secondes apres injection. La précision et la reproductibilité d’une telle instrumentation sont
fiables et ont été utilisées pour élucider divers mécanismes de réactions chimiques (Annexe 3, 2010).
La principale limite de cette instrumentation est sa conception qui est trés élaborée et qui nécessite la
participation de différents spécialistes pour sa fabrication et son installation. De plus, les auteurs
exhortent les scientifiques a ne pas se lancer dans la construction de leur propre instrument et invitent
ceux dont les problemes de recherche pourraient se préter a ce genre d’analyse a contacter I'auteur
correspondant pour accéder a ce type d’appareil. Malgré la complexité de 'appareil, il s’est avéré
robuste dans un certain nombre d’autres études mécanistiques dans lesquelles les méthodes

actuellement disponibles pour I'acquisition de données cinétiques précises n’étaient pas adaptées. 2>
293

Il existe d’autres domaines d’applications pour lesquels la spectroscopie de RMN pourrait étre
intéressante, qui ouvrent des perspectives pour étudier d’autres processus chimiques bien particuliers
nécessitant I'usage de « tubes spécifiques ». lls viennent compléter les différentes approches décrites
jusqu’a présent dont la liste est loin d’étre exhaustive. C’'est le cas des techniques électrochimiques
combinées a la RMN (EC-RMN) qui ont été rapportées pour la premiere fois par Richards J. A. et al. en
1975 2 pour des études environnementales de dégradation oxydative ou de métabolisme. D’'une
maniére générale, une cellule de EC-RMN se compose d’un assemblage de trois parties principales : i)
un tube de RMN en verre de de 5 a 10 mm, ii) une cellule électrochimique contenant I'ensemble des
électrodes et iii) le support de la cellule électrochimique qui peut étre de différentes dimensions
suivant le systeme de RMN (Figure 62).

Le dispositif expérimental classique en électrochimie consiste en un montage a trois électrodes
plongées dans une solution. Une électrode de travail (ET) est portée a un potentiel donné par rapport
a une électrode de référence (ER) (Ag/AgCl). Pour bien contréler ce potentiel, il faut éviter de faire
passer un courant par |’électrode de référence, qui aurait pour conséquence de le modifier. Pour cette
raison, une troisieme électrode est utilisée : la contre-électrode (CE). Le courant circule alors entre
I’électrode de travail et cette contre électrode grace au controle du montage par un potentiostat. Cette
technique permet d’acquérir des spectres de RMN tout en contrélant un potentiel électrique au niveau
de I'électrode de travail, pour caractériser les espéces produites électrochimiquement. Depuis la
conception originale, plusieurs cellules électrochimiques ont été construites pendant ces vingt
dernieres années avec une variété de matériaux différents comprenant du métal, de I'argent, du
platine, du palladium, du cuivre, de I'aluminium ou de I'or. Ces cellules électrochimiques ont chacune
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leurs avantages et inconvénients et ont été élaborées pour améliorer 'homogénéité du champ
magnétique et le rapport signal sur bruit et/ou pour réduire le colt de la fabrication des électrodes
complexes et les rendre accessibles a un large public. A notre connaissance, les deux derniéres revues
qui ont proposé une vue d’ensemble de la spectroélectrochimie ou seulement une partie des
recherches scientifiques y est présentée, datent de 2015. 2>2% [’Annexe 4 présente un résumé de
I'ensemble des travaux de la littérature depuis 1975 a 2020 ou l'intensité du champ magnétique, le
type de noyau étudié, le solvant, la réaction étudiée, les types d’électrodes utilisées ainsi que les
avantages et inconvénients, y sont renseignés.

Connection to
ﬁ potentiostat

~ Cuwire
aﬂ?¢
glass capillaries \
>
NMR Smm tube ~. Tin weld Cu/Pd
contact
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"/ Reference electrode
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Figure 62. Exemple de dispositif a trois électrodes pour des expériences de couplage EC-RMN utilisé pour étudier des processus redox.
Reproduite de la réf. 297

Le « static-mode » a démontré a travers toutes ces approches, qu’il pouvait étre un outil
remarquable pour la compréhension mécanistique en dressant des profils cinétiques de diverses
réactions dans des tubes standards de 5 ou 10 mm, ne nécessitant aucune modification de la sonde.
Néanmaoins, les principales limitations retrouvées sont spécifiques a chaque approche et peuvent se
situer sur i) I'incapacité a estimer correctement le temps mort tp qui peut entrainer un contréle moins
précis des conditions de réactions, ii) la mise en place de procédures souvent longues a réaliser et
parfois peu pratiques et iii) la création d’instruments complexes qui ne conviennent qu’a des réactions
spécifiques, qui peuvent étre prohibitifs et qui sont moins adaptés pour un non spécialiste. Un moyen
pouvant, en partie, contourner ces contraintes consiste a employer le « mobile-mode ».

2.2.« mobile-mode »

Le « mobile-mode » est aujourd’hui I'outil le plus répandu et fait partie des plus efficaces pour le
suivi de réactions chimiques. Il est appliqué a la chimie analytique en flux également appelée « on-
line », qui nécessite I'utilisation d’équipements spécialement concus, en particulier des cellules a
écoulement (flow-cell) et/ou des sondes a flux (flow-probe). Keifer P. A. et al. ont définit la RMN en
flux 2% comme une technique dans laquelle un échantillon s’écoule a travers un tube dans la sonde de
RMN a un moment donné au cours du processus de mesure.
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Dans la littérature, les termes d’analyse « in-line » et « on-line » sont couramment rencontrés. Pour
éviter toute incertitude, il convient de faire la distinction entre ces deux approches. Elles font toutes
deux référence a des méthodes d’analyse qui ne nécessitent pas le transfert manuel d’échantillons,
contrairement au « static-mode ». **° Lorsque la sonde de RMN et le systéme réactionnel sont
connectés en série, tout le mélange réactionnel passe a travers l'instrument de RMN et est analysé en
continu par une technique « in-line ». L’échantillon n’est pas retiré du flux de processus et peut étre
invasive ou non invasive. Pour I'analyse « on-line », le systeme de RMN n’est pas directement connecté
au systéme de réaction et I’échantillon est transféré de la réaction au systeme de RMN avec des
aliquotes représentatives collectées périodiquement pendant la réaction. L'échantillon est détourné
du processus de fabrication et peut étre renvoyé dans le flux de processus. 3%

C’est a travers cette derniere approche que la discussion est orientée. Par ailleurs, il peut y avoir
une confusion avec I'approche « rapid-injection » décrite plus t6t dans le « static-mode ». En effet,
cette derniére a tendance a étre regroupée parmi les techniques « flow-NMR », car elle entraine « un
flux » d’un ou de plusieurs réactifs introduits depuis une pipette, qui sont mélangés dans un tube de
RMN contenant un autre échantillon au niveau de la sonde. Cependant, cette approche a été décrite
d’un point de vue « matériel » utilisant des tubes de RMN standards et non pas a la maniere
« écoulement ». Par conséquent, elle ne sera pas discutée ici.

Les techniques de RMN en flux existent depuis des décennies, cependant avec un développement
tout particulier & partir du milieu des années 90. #°® Historiquement, la mise en place initiale de
guasiment I'ensemble des techniques de RMN en flux était basé sur le développement de la RMN
couplée a la chromatographie liquide (LC-RMN). 2% 301 | es autres techniques de RMN en flux ont
ensuite évolué a partir de la LC-RMN. 391392 | 3 premiére utilisation signalée d’une technique de RMN
en flux remonte a 1951, 3% lorsqu’un spectre de RMN H de I'eau dopé au FeCls a été enregistré alors
gu’il s’écoulait a travers la sonde de RMN, permettant d’évaluer les valeurs de T; et T, de I’échantillon.
Dans les années 70, un groupe de techniques apparentées qui étaient appelées « RMN a flux
interrompu » 3% ou « RMN & flux continu » 302 3 été introduit, et I'utilisation de ces techniques s’est
poursuivie jusqu’a nos jours. A cette époque, le développement des méthodes de RMN en flux a été
ralenti par des obstacles tels qu’une sensibilité limitée, le besoin éventuel de solvants deutérés
colteux et les restrictions imposées par I'utilisation de certains solvants. 3% Toutes ces techniques
utilisent une sonde a flux spécialement congue pour acquérir des données de RMN sur un échantillon
introduit dans I'aimant et la sonde via un tube capillaire. La sonde a flux est élaborée pour s’interfacer
facilement avec d’autres méthodes et matériels analytiques. L'objectif est d’acquérir des données de
RMN sur des échantillons instables ou a réaction rapide. La limitation est a faire avec I'approche « in-
situ » ou I'acquisition des données de RMN est trop longue pour permettre I'observation des « espéces
transitoires » en raison du temps requis pour transporter I’échantillon jusqu’a la sonde de RMN ; en
revanche dans I'approche « on-line », la stratégie consiste a s’affranchir de ce délai en créant « les
especes transitoires » au niveau de la bobine, afin d’éliminer le temps du transport de I’échantillon.

Dans cette configuration (Figure 63), deux tubes de débit 1 et 2 contiennent chacun un liquide qui
s’écoule séparément. Les solutions sont ensuite réunies pour former un seul tube de sortie. 2 Les
deux réactifs se mélangent et, pendant qu’ils réagissent, s’écoulent a travers un seul tube dans la
bobine de I'aimant.
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Figure 63. Approche « on-line » qui consiste a faire circuler les réactifs 1 et 2 dans un mélangeur situé a I'extérieur de I'aimant (en haut a
droite). Le volume "actif" (détecté) de la sonde est représenté par le trait noir vertical. Reproduite de la réf. 2%

Deux classes de sondes a flux ont été concgues en fonction de la position du tube de préléevement
(Figure 64) : i) les sondes dans lesquelles le tube échantillon est positionné verticalement semblable a
un tube de RMN standard, et qui utilisent des bobines RF en forme de selle (type 1) et ii) des sondes
dans lesquelles un capillaire d’échantillon est positionné horizontalement et qui utilisent des bobines
enroulées en hélice (solénoidales) pour la transmission et la réception (type 2). 298 300,305

Les fabricants ont congu des sondes a flux de RMN commerciales de type 1 qui peuvent étre
intégrées dans les spectrométres de RMN a haute et basse résolution. Les sondes de type 2 ont été

congues par différents groupes de recherche et sont intégrées dans des instruments de RMN standard.
300

A) z I
Outlet

Type 2

Inlet

Type 1

Figure 64. Représentation graphique de A) une cellule a écoulement conventionnelle avec une bobine FR en forme de selle et B) un
capillaire d'écoulement sur lequel est enroulée une bobine RF de forme hélicoidale (solénoide). Reproduite depuis la réf. 3%

La construction des sondes a flux de RMN commerciales differe principalement des sondes
classiques de RMN, par le fait qu’elle supporte une cellule d’écoulement. De plus, contrairement aux
sondes conventionnelles, les échantillons traversent toute la longueur de la sonde et s’écoulent a
proximité d’'une grande partie des circuits RF internes de la sonde.
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La cellule a écoulement est un tube a échantillon constitué généralement de verre ou de quartz,
bien que le Pyrex®, le saphir et 'alumine puissent également étre envisagés. 3 Le quartz est le
matériau de choix en raison de son uniformité et de sa résistance mécanique. De plus, c’est un
matériau usinable qui présente d’excellentes propriétés électriques. Les connexions des tubes sont en
PEEK (Poly-EthEr-Ketone) en raison de la résistance mécanique de ce matériau. Elle contient des
ouvertures aux extrémités qui correspondent a de petits segments en haut (sortie) et en bas (entrée)
pour permettre la connexion au systeme d’écoulement. Les extrémités doivent étre suffisamment
solides pour supporter les raccords utilisés pour connecter et sceller les tuyaux flexibles d’entrée et de
sortie. 3% La cellule & écoulement présente généralement un diamétre intérieur plus grand au centre
gu’a ses extrémités (Figure 64A). La plus grande partie centrale de la cellule d’écoulement est la
chambre d’échantillon, c’est-a-dire la zone de détection. 3%

La majorité du fonctionnement des sondes a flux commerciales est réalisée en « continuous-flow»,
c’est-a-dire que le flux de solvant s’écoule toujours pendant I'analyse et ne s’arréte pas. Cependant,
cette analyse continue peut parfois entrafner un faible rapport signal sur bruit avec un élargissement
des résonances en raison d’un débit trop rapide créant une inhomogénéité du champ magnétique. Le
rapport signal sur bruit peut &tre amélioré en faisant la moyenne du signal, 2°® pour cela une alternative
consiste a utiliser I'approche « stopped-flow ». Elle consiste a régler manuellement le débit en arrétant
le flux du solvant aussi longtemps que nécessaire au niveau de la sonde pour enregistrer le signal avec
un rapport signal sur bruit acceptable. Cette méthode a été utilisée, par exemple, pour I'étude
cinétique de la polymérisation du 1-hexéne dans du toluéne-ds a température ambiante sur des
échelles de temps de 100 ms. Jusqu’a présent, le suivi d’'une telle réaction a température ambiante
était difficile en raison de sa rapidité et pour I'étudier, une analyse a trés basse température était
nécessaire. Christianson M. D. et al. 3% ont utilisé une sonde a flux commerciale contenant deux
injecteurs a partir desquels s’écoulent deux flux de réactifs a travers un mélangeur a quatre jets dans
la région de la bobine (Figure 55 « stopped-flow »). La particularité d’un tel dispositif est le mélange
complet des réactifs qui se produit en moins de cing millisecondes permettant a la solution d‘atteindre
la zone de détection en seulement quelques dizaines de millisecondes. L’arrét mécanique du dispositif
déclenche le systeme d’acquisition des données de RMN. Ainsi, un spectre de qualité peut étre obtenu
vingt millisecondes aprés I'arrét du systéme a écoulement. Cette technique a permis de fournir des
données suffisamment complétes en quantifiant dans le temps les réactifs, les produits et toutes les
especes catalytiques observables dans des conditions ambiantes, a partir d’un seul ensemble
d’analyses a débit arrété.

La RMN en flux comporte deux avantages par rapport a la RMN traditionnelle. Premiérement, le
« lock » du champ magnétique n’est pas nécessaire ainsi que la procédure du réglage des « shims »
pour chaque échantillon lorsque le solvant est maintenu constant pendant |'expérience.
Deuxiemement, les solvants deutérés ne sont pas essentiels en raison de la suppression des solvants
protonés aux moyens de séquences d’impulsions WET, 2%

Les publications relatant de I'application des sondes a flux commerciales pour le suivi cinétique de
diverses réactions sont nombreuses 3%313 et ont largement été référencées dans plusieurs revues.
Keifer P. A. et al. 28 ont présenté le sens général du terme « Flow NMR » en montrant les premiéres
techniques qui ont été employées, Haner R. L. et al. 3% en détaillant les composants d’une sonde a
écoulement et Gomez M. V. et al. 3% en révélant ses applications a haut champ, a bas champ et en
démontrant que la sensibilité d’un instrument de RMN pour de petits volumes d’échantillons pouvait
étre améliorée en diminuant le diametre de la bobine de détection. Cette miniaturisation a permis de
suivre des réactions chimiques avec seulement quelques centaines de microlitres voire nanolitres en
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employant des « sondes spécifiques » dotées de microbobines ayant des formes géométriques
particuliéres, 300314

Cependant, |'utilisation de sondes a écoulement traditionnelles et spécifiques peut étre restrictif
en termes de variétés de noyaux disponibles pour I'analyse, et problématique si des particules solides
sont présentes dans le mélange réactionnel. De plus, les cellules microlitres contenues dans les sondes
a flux ont tendance a avoir des voies capillaires tres étroites, qui sont particulierement resserrées au
niveau de l'union avec le transfert capillaire, conduisant souvent a I'obstruction de la cellule par des
particules. Comme alternative, un certain nombre de conceptions de tubes de RMN personnalisés ont
été signalées comme étant peu colteuses a 'utilisation de sondes a flux. Les résultats sont regroupés
dans I’Annexe 5 qui présente chronologiquement les travaux recensés pour le suivi réactionnel a flux
continu ou arrété utilisant des tubes a écoulement en absence de sonde a flux. Ces cellules a
écoulement en forme de tube permettent une plus grande flexibilité, car elles sont congues pour étre
utilisées dans n’importe quelle sonde de RMN ordinaire.

Par exemple, Foley A. D. et al. ont décrit en 2014 la conception d’un tube a écoulement qui a été
créé pour étre utilisé par des spécialistes et des non spécialistes et qui présente un certain nombre
d’avantages par rapport aux sondes a flux commerciales. La valeur économique de cet appareil est
grande car le co(t d’une sonde a écoulement dédiée peut s’avérer prohibitif pour de nombreux
laboratoires intéressés par ce type de dispositif. Le tube a écoulement imite la conception d’un tube
et peut étre utilisé dans une sonde de RMN standard de 5 mm. Cela permet a la configuration d’étre
utilisée sur des spectromeétres de différentes intensités de champ magnétique. Les auteurs ont
démontré l'efficacité de cet appareil pour suivre la réaction de la phénylenediamine 1 et de
I'isobutyraldéhyde 2 pour former le produit diimine 4 avec de bons résultats et une bonne
reproductibilité (Figure 65).
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Figure 65. Réaction de la p-phénylénediamine avec l'isobutyraldéhyde. a) Tube d'écoulement et b) tracé empilé de spectre de RMN 'H, a
400 MHz. Un total de 245 spectres a été enregistré en 47 h. Reproduite depuis la réf. 26

Pour qu’un tel tube a écoulement puisse fonctionner, quatre critéres doivent étre remplis : i)
permettre la polyvalence pour une large application a la spectroscopie de RMN, ii) maintenir les
conditions et les caractéristiques de la réaction dans tout le systéme, iii) minimiser le délai entre la
sortie de I’échantillon depuis le récipient de réaction et la détection de ce dernier dans la cellule et iv)
controler la température de I'échantillon pendant toute la réaction.
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Pour cela, il se compose de quatre composants principaux (Figure 65 a)). Les tubes concentriques
A permettent d’assurer le transfert et le controle de la température du mélange réactionnel depuis la
cuve de réaction vers le tube a écoulement. Le corps cylindrique B permet d’assurer la rigidité et la
stabilité du tube a écoulement en maintenant une température constante dans le systeme. Le tube a
écoulement D est congu pour imiter un tube de RMN en plagant I’échantillon a la bonne hauteur dans
les bobines. Le tube a écoulement D et le corps cylindrique B sont couplés a I'aide d’un raccord C.

Cette cellule a écoulement a ensuite été reprise par d’autres scientifiques (Annexe 5). A cet égard,
Foley A. D. et al. >® ont rapporté une comparaison de trois approches différentes pour étudier des
réactions homogenes et hétérogénes : RMN « on-line », « in-situ » et avec plusieurs mélanges du tube
de RMN, en utilisant un spectrometre a 400 MHz. Parmi les réactions étudiées, les réactions
homogenes avec des temps de réaction courts et les réactions hétérogenes avec des temps de réaction
longs (Figure 66a) ont montré que le mélange a un effet important sur le résultat final.
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Figure 66. a) Réaction hétérogéne étudiée avec une addition d’aldol pour former 2a/2b et la condensation de I'aldol 3. b) Superposition
des profils de la formation des produits par toutes les méthodes utilisées : (x) « on-line », (0) inversion périodique et (®) « in-situ » dans
un tube standard. c) tableau comparatif des différentes approches de la RMN « on-line » vs RMN pour la surveillance des réactions.
Reproduite depuis la réf. >>

Une évaluation minutieuse des trois méthodes analytiques et des conditions de réaction a montré
que la technique de RMN a une influence significative sur les résultats de I'analyse. Compte tenu de
I'application d’intérét, le choix de I'une ou de I'autre méthode pourrait étre crucial. A cet égard, la
RMN « on-line » a donné des résultats plus précis pour les études cinétiques en contrélant des
parametres tels que la température, la vitesse de mélange et la vitesse d’ajout des réactifs, tandis que
la RMN « in-situ » convient pour obtenir des informations structurales et la détermination du
mécanisme.

Alors que de nombreuses transformations chimiques ont été analysées par I'approche « static-
mode » dans des tubes de RMN ordinaires, il existe des limites physiques et chimiques aux types de
réactions auxquelles cette forme de surveillance est applicable. Le manque de mélange suffisant, en
particulier pour les procédés hétérogénes, > peut avoir des effets significatifs sur la vitesse d’une
réaction. Pour contourner ces problemes et permettre I'application des caractéristiques avantageuses
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de la spectroscopie de RMN au suivi des réactions et a la leur cinétique, d’autres configurations
technologiques ont été décrites dans la littérature. Ces conceptions ont tenté de relever les défis de la
préservation des informations précieuses que la spectroscopie de RMN peut fournir, tout en
élargissant sa portée a l'analyse des systemes de dynamiques plus complexes. Les approches « flux
continu » et « flux arrété » sont toutes deux des techniques librement utilisées qui peuvent répondre
a ces besoins. Il est également assez courant d’utiliser ces deux techniques sur un échantillon donné a
des fins différentes. La majorité de leurs utilisations implique des sondes a flux, méme si plusieurs
travaux ont rendu cette démarche moins onéreuse en la rendant compatible avec des sondes
standards de RMN a I'état liquide (Annexe 5).

3. Les méthodes d’acquisition appliquées au suivi réactionnel par RMN

3.1. Les expériences d’échantillonnages non uniformes (NUS)

Comme mentionné a plusieurs reprises, le probleme du chevauchement des résonances pourrait
étre résolu par des méthodes de RMN multidimensionnelles, fournissant des informations sur les
corrélations et permettant de résoudre les pics dans des dimensions supplémentaires. Cependant,
pour un signal multidimensionnel, les exigences concernant I'échantillonnage doivent étre remplies
séparément dans chaque dimension, ce qui entraine une croissance de type exponentielle du temps
d’acquisition avec le nombre de dimensions. En conséquence, les expériences 2D conventionnelles
durent de plusieurs minutes a quelques heures, tandis que les expériences 3D et 4D nécessitent
plusieurs jours voire des semaines. La solution aujourd’hui couramment utilisée pour résoudre le
probléeme des mesures longues est d’'omettre une proportion importante des points d’échantillonnage
dans les dimensions indirectes lors de la mesure, et de reconstruire leur valeur ensuite a I'aide
d’algorithmes mathématiques. C'est I'objectif des expériences d’échantillonnage non uniforme (NUS)
qui permettent d’acquérir des expériences de RMN multidimensionnelles en un temps beaucoup plus
court sans compromettre la résolution.

L’idée initiale de se débarrasser de certains points dans les dimensions indirectes a été proposée
pour la premiére fois en 1987 par Barna et al. 3%> L’objectif était d’avoir une plus haute « densité » de
points d’échantillonnage au début d’'une FID ou le rapport signal sur bruit est plus élevé. Depuis, de
nombreux algorithmes utilisant différents types d’hypothéses sur la reconstruction du spectre ont été
proposés au cours des années qui sont référencées dans la récente revue de Golowicz D et al. 3
Chacune de ces hypothéses a ses avantages et inconvénients avec pour la plupart, des temps de calcul
importants et nécessitant généralement I'ajustement de certains parametres. De nos jours, le NUS est
disponible prét a I'emploi dans presque tous les logiciels d’acquisition de données et peut étre utilisé
avec toutes les séquences d’impulsions de RMN a plusieurs dimensions, permettant de choisir la
séquence la plus appropriée pour un échantillon donné.

Lorsque les échantillons changent dynamiquement, I"échantillonnage uniforme des dimensions
indirectes dans les expériences 2D est inefficace. Les réactions chimiques entrainant des changements
progressifs des déplacements chimiques des réactifs sont particulierement difficiles a suivre en
utilisant la RMN 2D. L'utilisation du NUS pour la surveillance de la réaction permet de surmonter le
probléme de chevauchement des résonances. Parmi les hypothéses proposées dans la littérature,
I'une d’entre-elles exploite un modéle mathématique appelé détection compressée (CS) 317318 qui
présente des avantages significatifs en améliorant le rapport signal sur bruit et en minimisant les
artefacts. Contrairement a d’autres modeles mathématiques qui ne peuvent étre utilisés que sur des

pics stationnaires, la détection compressée peut étre appliquée sur des pics non stationnaires, ce qui
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la rend compatible pour I'étude des réactions chimiques lorsqu’elle est appliquée avec le NUS. 3*° Pour
rendre cela possible, la théorie CS affirme que certains signaux peuvent étre récupérés a partir de
beaucoup moins de points d’échantillonnage que les méthodes traditionnelles. Il suppose que le
spectre de RMN a une quantité importante de régions vides. En d’autres termes, cela signifie que dans
un spectre de RMN, le nombre de points correspondant aux résonances est beaucoup plus petit que
le nombre total de points dans I'ensemble du spectre. Selon la théorie, le nombre minimum de points
a échantillonner doit étre égale au nombre de taches de corrélations dans le spectre. En conséquence,
CS trouve le spectre le plus clairsemé a partir d’'une quantité de données relativement faible (plus le
nombre de données est petit et plus le spectre est clairsemé). 31° La Figure 67A montre le concept de
traitement CS des données NUS.

Depuis 2014, la CS a prouvé son efficacité pour étudier des réactions chimiques complexes et
déterminer des intermédiaires de réaction. C’est le cas de I'expérience COSY CS-NUS 2D 3% qui a été
réalisée avec succés pour étudier la réduction des aldéhydes et cétones en alcools qui conduit a une
variété de réactions secondaires dans le cas d’une cinétique lente. Cette réaction a été choisie car elle
fournit une complexité suffisante pour qu’une expérience 2D soit nécessaire pour identifier les espéces
présentes, dans laquelle I'attribution est facilitée par la capacité de suivre I'évolution temporelle des
résonances sur le spectre. Wu Y et al. ont démontré que I'application du CS-NUS a permis de réduire
la durée d’acquisition d’'une COSY 2D conventionnelle de 5 heures a 1,5 heure avec une résolution
similaire, permettant d’enregistrer plusieurs COSY sur la durée totale de la réaction. Si la mise en
ceuvre de I'expérience conventionnelle est utilisée, des temps d’acquisition longs sont nécessaires
pour que les intensités spectrales soient quantitatives, ce qui est essentiel pour que les données soient
utilisables dans des études cinétiques. Les données obtenues ont été semi-quantifiables dans la
mesure ouU il a été possible de suivre I'apparition et la disparition des corrélations suivant leurs
intensités sur environ 25 heures de réaction. Un moyen simple d’identifier les pics appartenant a
différentes espéces a été de comparer les intensités des pics en fonction du temps de réaction. Les
pics correspondant a la méme molécule doivent présenter une variation d’intensité tres similaire.
Cette approche de correspondance de motifs a été appliquée avec succés pour attribuer des pics
inconnus aux produits secondaires. De plus, il a été possible de visualiser des pics croisés résultant de
I’état intermédiaire de la réaction, fournissant des informations précieuses sur le mécanisme
réactionnel. Le principal désavantage d’une telle procédure est que la détection compressée nécessite
de grandes concentrations de réactifs de I'ordre de 100 mM. Autrement, les résonances ne sont pas
détectables.
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Figure 67. Echantillonnage non uniforme (NUS) et sa variante résolue en temps (TR). A) Echantillonnage non uniforme de la dimension
temporelle indirecte dans une expérience de RMN 2D. ta et tg représentent respectivement les domaines temporels indirects et directs.
Les points d’échantillonnage omis dans t4 sont reconstruits a I'aide de la détection compressée (CS). Le temps expérimental est beaucoup
plus court que dans le cas d’un échantillonnage complet. B) NUS résolu en temps (TR-NUS). Des ensembles de données consécutifs sont
créés en échantillonnant un nouveau point ta et en supprimant le point le plus ancien de I'ensemble de données précédent. Les ensembles
de données NUS sont traités comme dans A et forment une pile de spectres. La pile de spectres obtenue montre les changements se
produisant dans I’échantillon avec le temps. Reproduite depuis les réfs, 319321

Une autre variante de NUS appelée échantillonnage non uniforme a résolution temporelle ou résolu
en temps (TR-NUS) a été introduite en 2014 par Orekhov et al. 3% pour suivre des processus se
produisant plus rapidement. Dans I'article original, les données échantillonnées de maniére non
uniforme ont été collectées en parallele a la réaction se produisant dans le tube de RMN. Le
programme d’échantillonnage est un ensemble de points mélangés et répétitifs qui est suffisamment
long pour couvrir toute la durée de la réaction. Des sous-ensembles de points de données sont formées
et chaque sous-ensemble est traité a I'aide de la décomposition multidimensionnelle (MDD) pour
reconstruire un spectre. Cependant, une telle procédure n’est compatible qu’a partir du moment ou
les pics sont stables. L'approche exploitant le traitement CS est adaptée au cas des spectres ou les
positions des résonances peuvent varier. 32

En 2015, ces mémes auteurs ont proposé de modifier le TR-NUS en introduisant le traitement CS.
L'algorithme a été utilisé pour reconstruire les points manquants dans chaque sous-ensemble se
chevauchant et obtenir une énorme pile de spectres bidimensionnels 2D. Dans cet empilement, le
temps de réaction agit comme une troisieme pseudo-dimension (Figure 67 B). Cela permet de voir ala
maniere de « photos prises consécutivement », divers changements chimiques pour surveiller les
réactions se produisant dans les mélanges naturels 3% ou pour surveiller le métabolisme des bactéries
en présence de glucose. 3% Si un processus étudié affecte les positions ou les intensités des pics, I'effet
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est moyenné sur le temps d’acquisition d’un seul sous-ensemble. Le modele mathématique sert a
réaligner les résonances.

Dans ce dernier article, les auteurs ont par exemple employé une expérience 2D TOCSY H-'H avec
CS-TR-NUS pour suivre les changements intervenant sur la totalité du processus. Cette expérience a
été choisie en raison de sa capacité a corréler tous les protons dans un systéme de spin, rendant
possible I'élucidation structurale. Un empilement de 1791 spectres a été obtenu correspondant a une
moyenne de 11 min du temps de réaction. Une petite partie des spectres obtenus avec une fenétre
spectrale réduite est représentée (Figure 68). L’objectif était d’étudier le métabolisme d’une bactérie
sous l'influence d’une lotion bactériostatique de nettoyage du visage. Le métabolisme a été déclenché
a l'aide de glucose et les expériences TR-NUS ont été répétées pour des concentrations croissantes de
lotion.
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Figure 68. Spectre 2D z-TOCSY CS-TR-NUS obtenu apreés ajout de 0,2% de tonique facial et de 0,01% de glucose a un culot bactérien dissout
dans du D;0. A = 11 min, B = 139 min et C = 349 min apreés I’ajout de lotion tonique faciale. Les régions de changements sont marquées
par des cercles : glucose (a gauche) et putrescine (a droite). Reproduite de la réf. 31°

Le métabolisme s’est avéré dépendant de la concentration d’un ingrédient actif dans la solution de
nettoyage du visage. La consommation du glucose et la production de la putrescine ont ainsi été
évaluées. La plus-value de cet article a été de montrer 'application du TR-NUS avec des expériences
bidimensionnelles pour étudier des échantillons bactériens qui varient dans le temps. Jusqu’a présent,
ces études n’avaient été effectuées qu’avec des spectres de RMN 1D. Cependant cette méthode est
capable de suivre uniquement les principaux métabolites abondants et n’est pas en mesure de rendre
détectable les analytes moins abondants.
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Jusqu’a présent, I'algorithme CS en combinaison avec le NUS et/ou de sa variante TR a été appliqué
avec succes pour suivre des réactions ou des processus se déroulant sur plusieurs heures et nécessitant
de grandes concentrations de réactifs de départ de I'ordre de 100 mM. Toutefois, la limitation d’'une
telle procédure pour des concentrations de réactifs plus faibles et pour des composés moins
abondants, rende la reconstruction des points d’échantillonnage difficile a atteindre en raison d’un
faible rapport signal sur bruit. De plus, il arrive que des pics stationnaires s’élargissent et disparaissent
sous le bruit, rendant délicat I'emploi d’une telle procédure. Plus récemment, Nawrocka E. K. et al. ont
présenté une nouvelle correction baptisée « Nonstationary » 3% qui a pour objectif de corriger la non-
stationnarité des pics a travers une série de spectres reconstruits, sur la base de spectres de RMN H
mesurés entre I'acquisition de deux points hypercomplexes NUS 2D. Cette méthode exploite le méme
principe que CS-TR-NUS mais utilise un logiciel TReNDS (Time-Resolved-N-Dimensional Spectroscopy)
324 qui fonctionne par une acquisition entrelacée permettant de réaliser jusqu’a quatre expériences
simultanément. De maniére similaire a la méthode TR-NUS classique qui acquiert un empilement de
spectres 2D pour une seule expérience, le concept d’acquisition entrelacée consiste a échantillonner
une série de points en sautant entre différentes expériences NUS. Les ensembles de données sont
ensuite traités séparément permettant de recréer des empilements de spectres pour chaque
expérience en acquérant peu de points de chaque signal (Figure 69). Cette méthode a permis de suivre
la cinétique de I'hydrolyse enzymatique du saccharose en intégrant des pics et en suivant leurs
positions spectrales au cours du temps a travers quatre expériences NUS acquises simultanément : 2D
HSQC, HMBC, TOCSY et 1D 'H. 34
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Figure 69. Schéma d’échantillonnage et de traitement exploités utilisant le logiciel TReNDS pour une acquisition entrelacée. Les données
TR-NUS sont collectées en sautant entre les expériences NUS (marquées en bleu et en rouge). Les ensembles de données sont traités
séparément et forment une pile de spectres permettant de refléter les changements de I’échantillon dans divers types de spectres.
Reproduite de la réf. 32

Le changement des parametres physico-chimiques qui intervient pendant I'acquisition du signal
peut étre reflété par la non-stationnarité d’une ou plusieurs fréquences qui peut conduire a une forte

déformation des pics correspondants. La correction « Nonstationary » stipule que les changements de
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fréquences intervenant dans la dimension directe f,, peuvent étre corrigés sur la base de spectres 1D
mesurés entre |'acquisition de deux points NUS 2D hypercomplexes (Figure 69), a condition que le
chevauchement des pics en 1D n’entrave pas completement la détermination de la fréquence de
résonance d’'un pic en mouvement. De maniére succincte, cette correction change de référentiel en
passant d’une fréquence pour un pic stationnaire a t = 0 a une fréguence pour un pic non-stationnaire
a t=+1, rendant ce dernier immobile. Ces variations de fréquences sont rendues possibles par la
réaction étudiée qui implique des radicaux libres entrainant des phénomenes de blindages et
déblindages sur les résonances. 32 Cette facon de procéder permet d’aligner les résonances qui se
décalent, mais déforment, en revanche, les pics stationnaires en méme temps. Le traitement doit ainsi
étre répété pour chaque région spectrale contenant des pics non stationnaires et les résultats doivent
étre analysés simultanément avec les spectres corrigés et non corrigés (Figure 70).
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Figure 70. Correction des données de I’expérience 2D échantillonnée de maniére conventionnelle. La FID aprés la transformée de Fourier
dans la dimension directe (f2) est alignée pour supprimer les changements de fréquence de résonance en f; au fil du temps d’une réaction.
La procédure de correction redresse le pic qui a décalé a 4 ppm mais perturbe le pic stationnaire a environ 6 ppm. Ainsi, les spectres
corrigés et non corrigés doivent é&tre utilisés pour 'analyse. Reproduite de la réf. 32

Cette correction a permis de détecter des especes transitoires qui ne peuvent pas étre détectées
en temps normal par les méthodes NUS classiques car les résonances se retrouvent dans le bruit. Cette
correction permet d’augmenter les limites de détection de dix fois par rapport aux méthodes NUS
traditionnelles. 32 Les auteurs ont démontré le mécanisme de synthése d’une réaction « quasi
instantanée » de composés de type diphénylméthane induite par I'ion AgSO,4 avec la structure d’un
intermédiaire, qui reste difficilement observable en RMN. Le résultat de I'utilisation de cette correction
est présenté sur la Figure 71 avec |'effet indésirable de la correction pour le pic stationnaire.
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Figure 71. Reconstruction des spectres 2D TR-NUS HSQC (en « oblique-mode »). Les données montrent des régions avec des pics non
stationnaires et stationnaires : a) un pic non stationnaire sans correction pour le décalage de fréquence *H, b) le méme pic apreés correction
en prenant les coordonnées *H a partir de spectres 1D entrelacés avec des points NUS 2D, c) un pic stationnaire avant la correction et d)
le méme pic dégradé par la correction. Les spectres corrigés et non corrigés doivent étre utilisés pour I'analyse. Reproduite de la réf. 323

Les auteurs ont ainsi démontré qu’en absence de correction, le pic appartenant a l'intermédiaire
de réaction est fortement élargi et se retrouve caché sous le bruit (Figure 71a). La correction basée sur
des spectres 1D entrelacés avec du NUS en dimension indirecte a permis de révéler le pic et d’identifier
I'intermédiaire de réaction « a la volée » (Figure 71b). Cependant, le pic stationnaire est dégradé apres
correction (Figure 71d). Par conséquent, les spectres corrigés pour les pics non stationnaires et les
spectres non corrigés pour les pics stationnaires doivent étre utilisés pour I'analyse.

Les récentes publications citées dans cette sous-partie ont démontré I'applicabilité du NUS pour le
suivi de réactions chimiques en employant le modéle mathématique CS pour la reconstruction des
points manquants. La détection compressée (CS) est compatible avec la non-stationnarité des pics qui
évoluent au cours du temps permettant de suivre des réactions sur plusieurs heures ou pour suivre
des réactions presque «instantanées », ce qui est impossible avec les méthodes de RMN
conventionnelles. Chacun des algorithmes existants dans la littérature présente des forces et des
faiblesses. Un compromis est a trouver entre un meilleur rapport signal sur bruit et la présence
d’artefacts de construction. Les limites de détection qui posaient des difficultés dans la reconstruction
des pics pour les composés en faibles abondances, peuvent maintenant étre détectables au moyen de
la procédure « Nonstationary ».

3.2. Les expériences 2D « UltraFast » (UF) appliquées au suivi cinétique rapide

L'application de la RMN ultrarapide ne se limite pas a I'analyse des mélanges complexes qui
« n’évoluent pas au cours du temps ». Peu de temps aprés leur publication initiale en 2002, 1’8 Frydman
L. et al. ont étudié le potentiel de la RMN ultrarapide 2D pour sa capacité a acquérir des données en
guelques secondes, permettant d’élucider des mécanismes complexes et de détecter des espéces
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intermédiaires transitoires. Plusieurs revues ont rapporté I'ensemble des travaux qui ont été élaborés

par la communauté scientifique. 3% 34

Pour la trés grande majorité d’entre eux, les expériences ultrarapides ont été testées sur des tubes
conventionnels de RMN « in-situ » de 5 mm. En revanche, pour la surveillance de la réaction « on-
line », ce type d’expérience a surtout été employé pour la RMN a bas champ, 32°3% mais la faible
résolution limite I'applicabilité de cette approche. Récemment, Jacquemmoz C. et al. ** ont démontré
ce concept sur un spectromeétre de 600 MHz en étudiant une réaction de saponification. A nétre
connaissance, ces travaux sont la premiére preuve d’une application de l'approche « on-line »
exploitant des expériences UF-COSY 2D pour suivre une réaction organique via la RMN a haut champ.
Pour cela, ils ont remplacé le codage longitudinal de I'axe Z (Figure 72a) par un codage transversal de
I'axe X (Figure 72b) afin d’éviter des fluctuations de I'intensité des signaux qui entravaient I'analyse
des données cinétiques (Figure 72b et d).
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Figure 72. Spectres 2D UF-COSY avec codage dans I'axe Z (a) et axe X (c) révélant I'évolution de Il'intensité des signaux sélectionnés (b et
d) au cours d'une réaction de saponification. En rouge, jaune et bleu : acétate d’éthyle, cyan : acide acétique et vert/violet : éthanol. La
ligne en pointillée indique le moment ou I'acétate d’éthyle a été introduit dans le mélange réactionnel. Reproduite de la réf. 42

Le codage transversal a entrainé une perte de résolution dans la dimension codée spatialement en
raison du diametre du tube qui est plus fin sur I'axe X que la longueur de I’échantillon sur I'axe Z. Par
conséquent l'intensité des gradients reste limitée. Les spectres 2D UF-COSY ont été acquis en moins
d’une seconde toutes les 10 s d’intervalle a un débit de 3 ml/min.

Ces résultats ont encouragé les scientifiques a élargir I'application de la méthode ultrarapide sur
différents domaines d’applications. C’'est le cas de Concilio M. G. et al. qui ont démontré que la
méthode MaxQ était compatible pour étudier une réaction de cycloaddition de Diels-Alder inverse
(Figure 73), 200
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Figure 73. Réaction de cycloaddition inverse de Diels-Alder catalysée par un acide BINOL-phosphorique racémique. Reproduite de la réf.
200

En utilisant une séquence ultrarapide et en fixant le plus grand nombre de quanta excitables du
produit final attendu a 4Q, le codage spatial des signaux dans la dimension indirecte a permis de
réduire la durée totale des expériences MQ conventionnelles de 10 min en seulement 1 min et 22
secondes. Cette expérience a permis de suivre I'évolution des corrélations en enregistrant des
expériences ultrarapides toutes les 2 min pendant 2 heures (Figure 74).
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Figure 74.Suivi d'une réaction de cycloaddition de Diels-Alders catalysée par un acide BINOL-phosphorique racémique par des spectres de
RMN UF 4Q. Les spectres ont été acquis a différents stades de la réaction. a) Composé imine avant I'ajout du catalyseur et du diénophile, b)
mélange réactionnel 5 minutes et 22 secondes aprés I'ajout du diénophile et du catalyseur (environ 4 minutes ont été nécessaires pour les
parametres automatiques du spectromeétres « lock » et « shim »), c) mélange réactionnel apres 7 minutes et 22 secondes aprés I'ajout du
diénophile et du catalyseur et d) mélange réactionnel en fin de réaction. Reproduite de la réf. 29

Précédemment, nous avons montré que la technique EC-RMN pouvait étre un outil utile pour
observer des intermédiaires instables, mais aussi pour élucider les voies des réactions métaboliques
(Annexe 4). Néanmoins, cette méthode reste compliquée par la proximité du dispositif
électrochimique a la sonde de RMN, provoquant un élargissement des signaux avec une dégradation
du signal et par conséquence un chevauchement des résonances (Figure 75).
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Figure 75. Schéma d'une expérience de RMN 2D UF-EC. Reproduite de la réf. 327
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De plus, les longs délais nécessaires a I'acquisition de données de RMN 2D sont incompatibles avec
les études de processus rédox rapides. Divers dispositifs ont été proposés pour surmonter les
limitations pratiques de la cellule électrochimique « in-situ » (Annexe 4), mais malgré cela, leurs
applications sont limitées aux situations ol les résonances sont bien séparées. Les expériences
ultrarapides sont une excellente alternative qui peut étre appliquée a I'étude en temps réel des
réactions rédox, impliquant des intermédiaires de réaction. L’étude rapportée en 2014 par Boisseau R.
et al. sur la réduction électrochimique du 9-chloroanthracene, suivie par des expériences 2D UF-COSY
montre des possibilités intéressantes pour les méthodologies couplées. Les expériences ont été
enregistrées sur un spectrométre de 700 MHz avec une sonde cryogénique, dans un tube de RMN 5
mm avec une solution de 25 mM de réactifs dans I’acétonitrile-ds/D,0 (95:5, v/v). Chaque spectre 2D
UF-COSY a été acquis toutes les 3 min avec 32 scans pendant 80 min, conduisant a I'identification sans
ambiguité d’un intermédiaire et de deux produits de réaction (Figure 76).

L’évolution de l'intensité des corrélations de RMN 2D au cours du temps a permis de mieux
comprendre le mécanisme de la réaction impliquant un intermédiaire instable. Les spectres 2D UF-
COSY ont révélé les corrélations attendues de I'espéce participante (Figure 76). Ainsi, la présence des
réactifs 9-chloroanthracéne (en vert), anthracéne comme intermédiaire (en rouge), le dimere 10,10’-
dihydroxy-9,9’,10,10’-tétrahydro-9,9’-bianthryl (en bleu) et de I’'anthraquinone (en jaune) en tant que
produits a été observée.

Plus récemment, Zhan H et al. °® ont mis en ceuvre une approche DOSY spatialement sélective basée
sur la méthode pure-shift employant le schéma (ZS) 1° (introduit dans la partie A en 2.1.1). Les auteurs
ont étudié un processus d’électro-oxydation d’alcools mélangés « in-situ » en suivant leurs propriétés
d’autodiffusion dans des conditions de champ magnétique défavorable. Cette stratégie a permis de
s’affranchir des effets d’élargissement inhomogenes du champ magnétique en fournissant des
singulets le long de la dimension du déplacement chimique. Ce qui a rendu possible le calcul des
coefficients de diffusion et d’obtenir les informations dynamiques souhaitées le long de la dimension
de diffusion. Les auteurs ont ainsi démontré le potentiel de cette approche pour suivre des réactions
électrochimiques « in-situ ».

Grace aux développements méthodologiques et analytiques des 15 derniéres années, la
spectroscopie de RMN ultrarapide s’est imposée comme une alternative intéressante a son homologue
conventionnelle ou le temps nécessaire pour enregistrer des données peut étre considérablement
réduit en atteignant des échelles de temps de 'ordre de la sonde voire d’une fraction de seconde
d’acquisition. Elle est devenue une solution attractive pour de nombreuses applications, donnant ainsi
acces au controle des processus rapides qui sont bien souvent inaccessibles de maniere
conventionnelle.
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Figure 76. A) Spectres de RMN COSY 2D enregistrés a différents moments lors de la réduction électrochimique du 9-chloroanthracéne. Les
corrélations de chaque composé présent sont mises en évidence par des fleches de couleurs différentes. B) Evolution de l'intensité des
corrélations sur les spectres COSY 2D. Reproduite de la réf. 4

4. Conclusion

Nous avons regroupé dans cette section la majorité des approches détaillées dans la littérature qui
emploient des dispositifs plus au moins sophistiqués pour I'étude de réactions organiques en RMN.
D’apres nos informations, peu de revues relatent les recherches qui attestent d’'une compréhension
mécanistique de plus en plus poussée depuis plus de 20 ans pour la spectroscopie de RMN liquide a
haut champ. Les principales méthodes retrouvées dans la littérature ont également été décrites dans
la deuxieme sous-partie.

Bien que I'approche « on-line » soit sans équivoque la plus appropriée et la plus utilisée pour le suivi
de réaction ayant des cinétiques rapides, elle nécessite néanmoins, dans la majorité des cas, une sonde
spécifique pour chaque type de réaction étudiée. Cela reste onéreux et requiert une infrastructure
nécessitant généralement des connaissances adéquates, rendant de ce fait cette approche moins
adaptée pour un non spécialiste.

Un moyen plus simple d’étudier des réactions chimiques, consiste a exploiter I'approche « in-situ »
dans un tube de RMN classique en milieux visqueux, de maniere a ralentir suffisamment la vitesse de
rotation des molécules en solution afin de mettre a profit les expériences ViscY décrites dans ce
manuscrit, pour individualiser plus rapidement les composés présents dans le milieu réactionnel a une
température donnée. Ces résultats seront détaillés dans la Partie IlI-D.
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PARTIE Il :
MATERIELS ET METHODES
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1. La diffusion de spin en milieu visqueux

1.1. Choix du milieu

Depuis dix ans, notre équipe de recherche emploie de nouveaux solvants (ou mélanges de solvants)
visqueux pour individualiser des composés de faibles masses au sein de mélanges. 4648 7274, 328 | 5
découverte de nouveaux solvants (ou mélanges de solvants) visqueux doit encore étre poursuivie afin
de répondre encore plus efficacement aux nombreux besoins existants et futurs des chimistes. Les
éléments de réflexion pris en compte pour la recherche d’un solvant visqueux approprié au but que
nous poursuivons seront exposés ci-apres.

1.1.1. Critéeres de choix

1. Le pouvoir de dissolution

La capacité a dissoudre autant que possible un large éventail de composés doit étre évaluée. Il est
raisonnable de classer les mélanges d’analytes en deux catégories : polaires et apolaires. Dans ce
contexte, les interactions ions-dipdles, les liaisons hydrogenes ou les liaisons de Van der Walls
participent a la solvatation de I'analyte en solution. Les solvants polaires a constante diélectrique
élevée tels que le glycérol (e = 42,5212 3 25°C ou le carbonate de glycérol (£ =111,53%° 4 25°C) solvatent
facilement les composés polaires en mélange. En revanche, les solvants polaires tels que les polyméres
perfluorés (mélangés a des solvants organiques apolaires) conviennent a I'étude des composés
apolaires. %

2. La préparation des échantillons

L'introduction de I'échantillon d'intérét dans un tube de RMN doit étre la plus simple possible. Par
exemple, le glycérol qui a une viscosité élevée (n = 934 cP a 25°C) rend la préparation des échantillons
peu pratique.

3. Efficacité de la diffusion de spin

Selon la théorie de la micro-viscosité exprimant la dépendance du temps de corrélation moléculaire
7. sur la viscosité du milieu, une augmentation de la viscosité de la solution entraine une augmentation
de 1. en abaissant la fréquence de la réorientation moléculaire des solutés. En conséquence, les
molécules présentent un régime NOE négatif jusqu’a 100% en intensité pour de longues durées de
saturation (NOE permanent) ou de mélange (NOE transitoire). Un échange d'aimantation
intramoléculaire partiel ou total peut alors avoir lieu par diffusion de spin. L’accroissement du NOE
négatif dans un solvant a faible viscosité (n > 2 cP) tel que le DMSO-ds sera généralement observé pour
les composés rigides de taille moyenne qui se réarrangent de maniére isotrope en solution (MM > 1000
g.mol?) au moyen de la RMN *H & haut champ de routine, a une fréquence de résonance supérieure a
300 MHz, a température ambiante, et cela pour les analyses d'élucidation de la structure moléculaire
et de la conformation. 3% Les molécules rigides plus petites (MM > 150 g.mol™) nécessiteront une
valeur de wrt. plus importante et donc une augmentation soit de l'intensité du champ magnétique, soit
de la viscosité du milieu (ou des deux), a savoir une combinaison d’un champ magnétique de fréquence
d'au moins 500 MHz et d’une viscosité de solvant minimale de 7 a 11 cP tel qu'un mélange éthyléene
glycol/eau & température ambiante. 2°® Pour une méme fréquence de Larmor, la détection de la

diffusion de spin active (NOE longue portée sur une distance > 2,5 nm) nécessitera un solvant trés
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visqueux (n > 80 cP) tel que le glycérol (GL) ou le carbonate de glycérol (GC) a température ambiante
ou des mélanges de solvants tels que DMSO-ds/GL, DMSO-ds/eau a des températures inférieures a

zéro pour I'analyse du mélange. 4648

Par la suite, des expériences de RMN NOESY 1D et 2D (sélectives ou non), en fonction de la
température, permettront d'évaluer le comportement des molécules en solution et par conséquent
de déterminer la qualité de la diffusion de spin intramoléculaire.

4. Résolution spectrale de RMN

La diffusion de spin est d’autant plus efficace que la relaxation transversale T, responsable de
I’élargissement des raies de résonances, reste modérée avec la réduction de la température afin de
maintenir une qualité spectrale suffisante. Il faut sélectionner la meilleure température pour parvenir
au meilleur compromis entre une résolution spectrale suffisamment bonne et une diffusion de spin
suffisamment active.

5. Point de congélation

Un point de congélation aussi bas que possible est le critére de sélection car plus il est bas, plus la
viscosité du milieu sera augmentée a basse température favorisant ainsi la diffusion de spin selon la
théorie de la micro-viscosité. 2% A titre de comparaison, un mélange DMSO-ds/eau (7:3, v/v) permet
d'atteindre une trés basse température de congélation a 228 K alors que le DMSO-ds et I'eau gelent
respectivement a 293 K et 273 K, offrant en méme temps une large plage de températures sur
lesquelles la diffusion de spin peut &tre modulée. *® Nous explorons des mélanges de solvants originaux
avec des points de congélation plus bas que ceux de chaque élément du mélange. En tant que tel, le
DMSO-ds et le D,0 sont de tres bons candidats comme co-solvants pour la préparation de mélanges
binaires visqueux.

6. Echanges de protons labiles

L'observation des protons échangeables des solutés nécessite I'usage de solvants deutérés ne
présentant pas d’atomes de deutérium échangeables, en particulier pour I'étude de composés
biologiques tels que les peptides pour lesquels les protons amides sont essentiels a I’analyse
structurale par RMN. Autrement, des solvants visqueux deutérés peuvent étre envisagés.

7. Colt de préparation de I'’échantillon

La présence de nombreux sites de deutération peut augmenter considérablement le co(t d’achat
de solvants de telle maniére que cela puisse se révéler prohibitif. La mise en ceuvre de I’élimination
des résonances résiduelles de solvants et/ou I'application des méthodes de détection ou d’excitation
sélectives est alors nécessaire.

8. Suppression du signal du solvant

Le solvant (ou mélange de solvants) visqueux peut étre évalué en minimisant le nombre de
résonances a supprimer de maniére a assurer une suppression facile et a éviter que trop de résonances
provenant des analytes ne soit cachées par celles du solvant.
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9. Outils de spectrometre de RMN de routine

Le solvant (ou mélange de solvants) visqueux est d’autant plus appréciable qu’il présente une
guantité importante de noyaux deutérés pour garantir 'utilisation des outils spectrométriques de
RMN de routine tels que le verrouillage du champ magnétique automatique « lock » et du réglage de
son homogénéité, le « shim ».

Exemples de candidats

Les candidats a évaluer en tant que solvants (ou mélanges de solvants) visqueux sont
potentiellement nombreux dans I'analyse de mélanges dans des conditions de diffusion de spin. A cet
effet, nous avons exploré des mélanges binaires originaux en considérant le D,0 et le DMSO-ds polaires
comme co-solvants deutérés qui sont employés couramment pour les outils d’automatisation de RMN
(« lock » et « shim »), pour leur capacité a présenter un point de congélation du mélange bas selon la
proportion du co-solvant ajouté * et le DMSO-ds pour son grand réservoir de deutérium, et pour sa
résonance résiduelle étroite. Dans ce contexte, nous avons étudié des mélanges binaires capables de
dissoudre des composés polaires et modérément apolaires tels que le saccharose/eau (1:1, m/m, n =
27 cP), 33332 D,0 (n = 0,898 cP) 2*/gel d’agarose a 1%, DMSO-ds (1 = 2,20 cP & 20°C) 2*2 /sulfolane (n =
10,3 cP a 30°C), 33 DMSO-ds/thiodiglycol (n = 65 cP & 20°C), 334 DMSO-ds/éthyléne glycol (n =17 cP a
25°C), *° DMSO-ds/acide phosphorique (n = 37,59 cP a 20°C a 85% dans l'eau) et acide
phosphorique/D,0 (9:1, w/w, n = 64,75 cP & 298 K). 33¢

1.1.2. Les solutions sucrées

1.1.2.1. Solution de saccharose

Dissoudre du sucre de table dans I'eau produit trés simplement une solution visqueuse qui permet
d’étudier des mélanges complexes polaires en tirant profit de la diffusion du spin. Par exemple, la
viscosité du mélange saccharose/eau (1:1, m/m) est d'environ 27 cP & 283 K. 33332 Comparativement,
celle de I'eau a la méme température est de 1,307 cP. 3¥7 A température ambiante, la viscosité de ce
méme mélange saccharose/eau est suffisamment faible pour que les échantillons puissent étre
préparés et transférés dans un tube de RMN sans aucune difficulté, contrairement aux solvants tres
visqueux tels que le glycérol (n = 934 cP & 298 K) #1° et |le carbonate de glycérol (n = 85,4 cP & 298 K).
210 | '3jout de saccharose a I'eau (deuteurée ou non) ouvre également la voie a des études par RMN a

332

20°C ou moins, *** ce qui convient particulierement aux molécules thermiquement instables telles que

certaines molécules bioactives. La diffusion de spin peut ainsi se produire sur une large plage de

températures allant de 243 K 332

a la température ambiante, voire au-dessus. De plus, le colt de
préparation des échantillons est tres faible en raison de la grande accessibilité du sucre de table.
Cependant, le principal écueil expérimental réside dans la présence de signaux résiduels intenses en
RMN du H en provenance du saccharose non deutéré, ce qui oblige leur élimination. Les molécules de
taille moyenne ne nécessitent qu'une faible quantité de saccharose dans l'eau, tandis que les
molécules plus petites et/ou plus flexibles nécessitent davantage de saccharose pour favoriser la
diffusion du spin de la température ambiante a des températures inférieures a 0 °C. En 2019, nous
avons évalué pour la premiere fois une solution de saccharose dans l'individualisation des
composantes du mélange test constitué des quatre dipeptides Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr a

I'aide d’expériences NOESY 1D et 2D sélectives et HSQC-NOESY *H-°N, 8 600 MHz (publication 1). 7
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1.1.2.2. Gel d’agarose

Le gel d’agarose est couramment utilisé pour la séparation de molécules biologiques par
électrophorese, et a déja été employé dans le contexte de la RMN pour étudier I'effet du confinement
moléculaire sur la dynamique conformationnelle de I'apomyoglobine. 33 Le principal probléme de la
préparation de I'échantillon est I'ajout de la molécule d’intérét a la poudre d’agarose préalablement
dissoute dans de I'eau a haute température (363 K pour la fusion du gel d’agarose solidifié et a environ
338 K pour I'agarose a I'état liquide a bas point de fusion). Les solutions peptidiques ou protéiques
peuvent souffrir de I'exposition a de hautes températures empéchant les études structurales et
conformationnelles en RMN, causée par une gélification prématurée. En pratique, le chauffage ne dure
que quelques minutes. La préparation de I'échantillon est donc compatible avec des molécules de
petite taille raisonnablement résistantes a la chaleur, telles que les acides nucléiques, les peptides ou
les saccharides. De plus, la forme et la finesse des pics de résonances peuvent étre considérablement
altérées dans le cas d'échantillons non homogenes en raison de la présence d'agarose non
parfaitement fondu ou de l'incorporation de bulles d'air. Fait intéressant, le gel d’agarose n'interagit
pas avec la plupart des biomolécules et des composés organiques, de sorte que I'ADN, I'ARN et les
protéines peuvent étre récupérés a partir de ce gel d'agarose. 3393% Son point de congélation est
rapporté a 260 K et 264 K respectivement avec des gels d’agarose a 1% a base de H,0 et D,0, 3*! ce qui
limite la plage de températures sur laquelle la diffusion de spin peut agir. Par conséquent, le gel
d'agarose sera davantage dédié a I'étude de molécules rigides de petites ou moyennes tailles en
mélange présentant des temps de corrélation plus élevés que les petites molécules tres flexibles. De
plus, de maniére remarquable, en raison de la rigidité du gel d'agarose et donc de la relaxation
transversale T tres active, I'ensemble des résonances protons et carbones sont trop larges pour étre
détectées en spectroscopie de RMN. 341342 En conséquence, seul le signal proton résiduel de I'eau doit
étre éliminé, ce qui représente un autre avantage par rapport aux nombreux signaux protons intenses
en provenance des solvants visqueux non deutérés préalablement décrits dans la littérature tels que
le saccharose, le glycérol, le carbonate de glycérol ou encore I'éthyléne glycol. En 2019, nous avons
évalué pour la premiere fois I'utilisation du gel d’agarose a 1% dans I'individualisation des composantes
du mélange test constitué des quatre dipeptides Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr a l'aide
d’expériences NOESY 1D et 2D sélectives et HSQC-NOESY 'H-'°N, a8 600 MHz (publication 1). 72

1.1.3. Le sulfolane

Le sulfolane est un solvant aprotique dipolaire peu réactif et incolore avec des stabilités chimique
et thermique importantes et des propriétés de solvants inhabituelles. Il est composé de molécules
globulaires et posséde une constante diélectrique assez élevée (s = 43,4 4 300 K) 333 responsable de sa
capacité a dissoudre une trés grande variété de composés organiques polaires et de molécules
modérément apolaires. Il présente également une viscosité assez importante (n = 10,295 cP a 30°C),
33 Le sulfolane est entiérement miscible avec I'eau et avec d’autres solvants organiques polaires et
aromatiques. Son point de congélation est considérablement diminué, jusqu’a des températures
inférieures a 0°C, aprés ajout d’eau (50%, v/v, a 256 K) ou de DMSO-ds (30%, v/v, a 238 K) 73 Ceci est
particulierement utile pour I'étude des molécules thermosensibles. En raison de 'augmentation de la
viscosité de ces solvants binaires avec la diminution de la température, les espéces dissoutes peuvent
afficher une diffusion de spin a température ambiante et en dessous. ** A température ambiante, les
viscosités des deux mélanges sont raisonnablement faibles, bien que le sulfolane pur posséde une
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valeur de 10,29 cP a 303 K, 3* supérieure a 0,898 cP pour I'eau et § 2,007 cP pour le DMSO-ds a 298 K.
214 Le sulfolane est donc pratique pour la préparation d’échantillons de RMN, contrairement aux
alternatives de solutions a haute viscosité telles que le glycérol (n =934 cP a 298 K) et le carbonate de
glycérol (n = 85,4 cP a 298 K). 2% ’inconvénient expérimental majeur de |'utilisation de deux mélanges
a base de sulfolane est I'apparition de signaux protons intenses, provenant du sulfolane non deutéré
et de I'eau, qui doivent étre supprimés. De plus, bien que disponible dans le commerce a un niveau
d’enrichissement relativement faible (98%), le nombre total de sites a deutérer du sulfolane-ds colte
cher car il peut entrainer un chevauchement de ses signaux intenses avec ceux des molécules d’intérét.

1.1.4. "acide phosphorique

L'acide phosphorique ou orthophosphorique, de formule H3PO, s’avére étre un solvant candidat
idéal pour individualiser les composés en mélange. C'est un triacide faible qui dissous facilement les
sels et est trés visqueux en présence d’un co-solvant tel que I'eau (H3POs/eau, 9:1, w/w, n = 64,75 cP
a 298 K). 3% L’acide phosphorique-ds a déja été utilisé comme solvant pour favoriser les NOEs négatifs
de la brucine-d> (MM = 396.5 g.mol) qui présente alors, & température ambiante, des mouvements
de rotation moléculaire considérablement ralentis. 3*® Cet acide minéral joue un rdle important en
chimie inorganique et en biochimie. A température ambiante, |'acide phosphorique pur est un solide
cristallin. L'utilisation dominante de I'acide phosphorique est la production d’engrais, consommant
environ 90% de la production. Il est généralement vendu sous la forme d’un « sirop » incolore a 85%
de concentration dans I'eau. C'est un solvant miscible avec n’importe quel solvant polaire tels que
I’éthanol, I'eau et la plupart des solvants non polaires. 3* La solution d’acide phosphorique (85%)
présente un point de fusion autour de 299 K. 3* Son point de fusion peut étre réduit en ajoutant plus
d’eau ou de DMSO-ds. D’ailleurs, les points de fusion de la solution d’acide phosphorique (85%)
atteignent respectivement 248 K et 258 K aprés addition de 20% d’eau et 30% de DMSO-ds en volume.
Cette propriété permet de préparer des échantillons de RMN a I'état liquide a température ambiante
ou en dessous, ce qui est particulierement adapté aux molécules de faible stabilité thermique. En
conséquence, la diffusion de spin peut se produire sur une large plage de température, de la
température ambiante a des températures inférieures a 0°C en raison de I'augmentation de la viscosité
des deux mélanges de solvants lors de la diminution de la température. 3¢ Cependant, la viscosité des
mélanges a base d’acide phosphorique a température ambiante reste modérément faible, méme
I’acide phosphorique (85% dans I'eau) présentant une viscosité faible (n = 37,59 cP a 298 K). 33 En
conséquence, les tubes d’échantillons de RMN peuvent étre préparés sans aucun probleme,
contrairement aux solvants trés visqueux comme le glycérol (n = 934 cP a 298 K). %1% De plus, la faible
acidité des solutions aqueuses d’acide phosphorique (pK, = 2,148, 7,198 et 12,319 a 298 K) rend son
utilisation compatible avec la plupart des petites molécules sans risque de les altérer. Cependant,
compte tenu de la présence de ces solvants a base d’acide phosphorique, il est nécessaire de supprimer
le signal H résiduel du solvant comme pour les solutions sucrées 7? et le sulfolane 73. De plus, les
quantités élevées de DMSO-ds et de D,0 ajoutés permettent facilement le verrouillage du champ
magnétique « lock » et du réglage de son homogénéité « shim », comme pour tout autre solvant usuel.
Néanmoins, I'inconvénient majeur de I'utilisation de I'acide phosphorique reste la formation de sels
pouvant perturber certains paramétrages automatiques du spectrometre tel que I'accord de sonde.
Ceci nécessite la plus grande précaution lors de la manipulation d’une cryosonde. De ce fait, la durée
des impulsions peut étre plus longue que celle rencontrée dans les solvants organiques usuels.
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1.1.5. Procédure pour caractériser les composés en mélange

Cette section présente la procédure qui a été employée pour caractériser les éléments d’un
mélange. Elle présente les différents composés modeles utilisés pour nos investigations, ainsi que leurs
préparations (concentrations et dilutions) dans des tubes de RMN selon le type de mélanges binaires
visqueux impliqués.

1.1.5.1. Les mélanges modeéles de composés étudiés

Dans le cadre des deux premieres taches de mes travaux de thése qui a consisté a i) rechercher de
nouveaux solvants (ou mélanges de solvants) visqueux efficaces afin de déterminer les conditions
d'observations du phénomene de transfert d'aimantation par la diffusion de spin et ii) a mettre en
place de nouvelles méthodes d’acquisition originales de spectres de RMN améliorant I'efficacité du
transfert d’aimantation par la diffusion de spin, deux mélanges modeles de composés de faibles
masses moléculaires ont été sélectionnés (Figure 77).

Le mélange 1 contient quatre dipeptides polaires de structures proches :

Leu-Val (MM = 230,31 g.mol?), Leu-Tyr (MM = 294,35 g.mol?), Gly-Tyr (MM = 238,24 g.mol-1) et Ala-
Tyr (MM = 252,27 g.mol?).

Le modeéle 2 contient quatre composés phosphorés :

dicyclohexyl(4-(N,N-dimethylamino)phenyl)phosphine (MM = 317,45 g.mol %), exo-phenyl kwon [2.2.1]
bicyclic phosphine (MM = 345,40 g.mol?), allyltriphenylphosphonium bromide (MM = 383,26 g.mol?)
et (methoxymethyl)triphenylphosphonium chloride (MM = 342,80 g.mol?).

Modéle 1 Modéle 2

Figure 77. Les deux mélanges modéles de composés étudiés au cours de mes travaux de thése.

1.1.5.2. Caractérisation structurale des composés purs dans un solvant non
visqueux

Avant d’envisager I'étude de chaque mélange modele, les composés ont été individuellement
dissous dans un solvant de RMN classique (DMSO-ds ou eau) puis caractérisés. Cette étude a permis
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d’attribuer les résonances des protons de tous les composés étudiés pour contourner le manque
d’information lié aux chevauchements de résonances couramment observés lors de I'analyse des
composés en mélange.

1.1.5.3. Préparation des échantillons

Chaque échantillon contient quatre solutés dissous a une concentration de 10 ou 20 mM dans 750
ul d’un mélange binaire de solvants.

La viscosité du mélange binaire visqueux saccharose/eau (n = 22 cP a 283 K) et du sulfolane seul (n
= 10,295 cP a 30°C) est suffisamment faible pour que les échantillons puissent étre préparés et
transférés dans un tube de RMN sans aucune difficulté, contrairement aux solvants trés visqueux tels
que le mélange binaire acide phosphorique/eau (9:1, m/m, n = 64,75 cP a 298 K) ou Iutilisation du gel
d’agarose qui nécessitent de chauffer préalablement I’échantillon pendant plusieurs minutes. La
solution a consisté a refondre I’échantillon directement dans le tube de RMN a I'aide par exemple d’un
séche-cheveux pendant quelques minutes, a le mélanger vigoureusement puis a le laisser refroidir a la
température ambiante.

1.1.5.4. Equipement utilisé

L’évaluation des solvants binaires visqueux pour I’analyse des mélanges complexes a été entreprise
grace a deux spectrométres de RMN Bruker : AVANCE Ill de 11,7 T (500 MHz, 'H) équipé d’une
SmartProbe capable de générer des champs de gradients jusqu’a 51 G.cm™ et AVANCE Il de 14,1 T
(600 MHz, H) équipé d’une cryosonde TCl de 5 mm.

1.2. Expériences de RMN 1D

1.2.1. Suppression des signaux H du solvant

Un spectre proton a été acquis avant, pendant et aprés chaque série d’expériences de RMN 2D afin
de s’assurer que les analytes restent inchangés au cours du temps. L'optimisation des différents
parametres nécessaires : la durée d’une impulsion radiofréquence (RF) d’un angle de 90°, la puissance
associée et le délai de recyclage, est une étape obligatoire pour chaque noyau étudié. L’optimisation
de ces parametres d’acquisition permet de minimiser la perte d’aimantation lors du déroulement de
la séquence d’'impulsions RF et ainsi optimiser l'intensité du signal enregistré. Le saccharose, le
sulfolane et I'acide phosphorique utilisés pour préparer les solvants binaires visqueux ne sont pas
deutérés. L'intensité de leurs signaux 'H est trop forte pour exploiter les résonances H des analytes
en mélange, ce qui provoque un probleme de dynamique au niveau du récepteur et du convertisseur
analogique-digital. Le rapport signal sur bruit est alors désastreux pour les solutés. Ces signaux intenses
sont sources de distorsions de la ligne de base et de bruit t; sur les spectres 2D. Plusieurs techniques
de suppression du signal du solvant existent pour s’affranchir de ces problemes. Les deux méthodes
qui ont été employées sont celles qui détruisent les signaux du solvant par l'utilisation d’impulsions
gradients de champ magnétique selon le principe d’« Excitation Sculpting » et les méthodes qui ne
détectent pas la résonance de I'eau par la séquence de détection en bandes sélectives.
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1.2.1.1. La séquence « Excitation Sculpting »

La séquence d’ « Excitation Sculpting » **° repose sur le méme principe que la séquence

WATERGATE (WATER suppression by GrAdient-Tailored Excitation) 3* qui élimine le signal de I'eau
juste avant l'acquisition du signal. Cette séquence d’impulsions détruit (ou défocalise, plus
précisément) I'aimantation du signal du solvant grace a un écho de gradients de champ magnétique et
des impulsions de 180° sélectives (« shaped pulse ») appliquées a la fréquence de résonance du solvant
(Figure 78).

La premiere impulsion de 90° appliquée selon X bascule I'aimantation de tous les noyaux de
I’échantillon sur I'axe Y. Le premier gradient déphase les résonances de I'échantillon et du solvant qui
ont été excitées par la premiere impulsion. Ensuite, les impulsions « shaped pulse » appliquée selon -
Xinversent le sens de précession de tous les spins, exceptés ceux du solvant a éliminer car sa fréquence
de résonance a été précédemment placée sur la porteuse. Le second gradient refocalise I'aimantation
des spins de I’échantillon mais pas celle du solvant, qui ne sera pas détectée. La séquence « Excitation
Sculpting » présente |’avantage de produire des spectres avec une distorsion de la ligne de base réduite
par rapport a la séquence WATERGATE.

-X =
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Figure 78. Séquence d'impulsion "Excitation Sculpting" : zgesgp.

1.2.1.2. La séquence de détection en bandes sélectives

La séquence de détection en bandes sélectives utilise des impulsions sélectives impliquées dans
une séquence d’impulsions DPFGSE (Figure 79). Les impulsions sélectives inversent |’aimantation
d’équilibre des solutés dans deux bandes de fréquences de part et d’autre des signaux du solvant et
laissent intacts ces derniers. Il en résulte un spectre contenant « la portion de résonances détectées »
avec un meilleur rapport signal sur bruit que le spectre initial mais avec une suppression des signaux
des solutés dans la bande de fréquence du solvant.

Acquisition

Figure 79. Séquence d'impulsions de détection de deux bandes sélectives. Les labels « 1 » et « 2 » mentionnent respectivement leur
application de part et d’autre des signaux du solvant.
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1.2.2. Expériences de RMN 1D hétéronucléaires découplées proton (3C/3'P)

Les expériences 1D hétéronucléaires ont toutes été réalisées avec un découplage des protons pour
améliorer la résolution et le rapport signal sur bruit des spectres (Figure 80). Ces expériences ont été
réalisées pour les noyaux 3C et 3IP. De plus, il est trés avantageux notamment pour des noyaux peu
sensibles comme le noyau *C de mettre 3 profit le découplage proton pendant le délai de recyclage
car chaque proton va pouvoir ainsi transférer une partie de son aimantation a I’'hétéroatome auquel il
est lié par le couplage dipolaire, ce qui entraine une meilleure sensibilité.

20pg30
kel
ii: |
1 .—.I ll|IIll-'l|'Jllll|I1Ir||'|'|l,l'1|r'l,|'”1'"a’vx-v-
8 CFD ]
plis - pli2

Figure 80. Séquence d'impulsions 1D avec la détection du noyau | découplé du noyau S.

1.3. Expériences de RMN 2D
1.3.1. Expériences de RMN 1D et NOESY 2D tirant profit de la diffusion de spin
1.3.1.1. Expériences NOESY 2D *H-H avec suppression de solvant

L'expérience NOESY 2D permet d’observer les interactions dipolaires homonucléaires directes
entre noyaux proches dans 'espace ou relayées par diffusion de spin. Deux types de séquences ont
été utilisés, I'une intégrant le bloc « Excitation Sculpting » pour réduire I'intensité, voire supprimer les
résonances résiduelles du solvant (Figure 81), et I'autre utilisant une séquence de détection en bandes
sélectives impliquées dans une séquence d’impulsions DPFGSE pour inverser I'aimantation d’équilibre
des solutés dans des bandes de fréquences situées de part et d’autre du signal du solvant et supprimer
celles du solvant (Figure 82).
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Figure 81. Séquence d'impulsions de I'expérience NOESY 2D *H-'H : noesyesgpph avec suppression du solvant via un bloc d'« Excitation
Sculpting ». ?>°

Pour les expériences référencées dans le Sl de la troisieme publication (Partie Ill - Chapitre C), la
matrice de données est enregistrée a 500 MHz (*H), en mode States-TPPI ; sa taille est de 512 x 4k avec
8 scans par FID, un délai de relaxation de 1,5 s et un temps de mélange de 0,5 s (tm), résultant en un
temps d’enregistrement de 183,32 min pour les dipeptides et 171,02 min pour les composés contenant
du phosphore (expt). La largeur spectrale est de 4500 Hz pour les composés phosphorés et de 5000 Hz
pour les dipeptides dans les deux dimensions. G1:G2 = 70:30. La matrice de données a été multipliée
dans les deux dimensions par une arche de fonction sinusoidale décalée (SSB = 2) avant le « zero
filling » jusqu’ a une taille de 1k x 4k. Une paire d’impulsions d’inversion de forme rectangulaire de 2
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ms a été appliquée sur la résonance du signal de I'eau. La durée des impulsions de gradient de
suppression du signal de I'eau était de 1 ms et leur intensité de 31% pour la premiére paire et de 11%
pour la deuxiéme paire.

t fm ; Acquisition

Figure 82. Séquence d'impulsions de I'expérience NOESY 2D *H-'H utilisée avec détection sélective de deux bandes de résonances. La partie
NOESY de la séquence a été adaptée de la séquence d’impulsions noesyph.

Pour les expériences référencées dans le Sl des deux premiéeres publications (Partie Il — Chapitre A
et-B), la matrice de données a été enregistrée en mode States-TPPI ; sa taille était de 512 x 4k avec 8
scans par FID, un délai de relaxation de 1,5 s et un temps de mélange variant de 0,5 s pour la solution
saccharose/eau, a 1 s pour les solutions de sulfolane/eau et sulfolane/DMSO-ds (tm), résultant en un
temps d’enregistrement variable. La largeur spectrale était de 5000 Hz (& 500 MHz, 'H) pour les
solutions de sulfolane/eau et sulfolane/DMSO-ds et de 6000 Hz (& 600 MHz, H) pour la solution
saccharose/eau dans les deux dimensions. G1:G2 = 70:30. La matrice de données a été multipliée dans
les deux dimensions par une fonction sinusoidale en cloche décalée (SSB = 2) avant le « zero filling »
jusgu’ a une taille de 1k x 4k. Une paire d’impulsions d’inversion de forme rectangulaire de 2 ms a été
appliquée sur la résonance du signal du solvant. La durée des impulsions de gradient de suppression
du solvant était de 1 ms et leur intensité de 31% pour la premiére paire et de 11% pour la deuxiéme
paire.

L'inconvénient de cette expérience est la disparition des résonances des solutés dans la zone des
signaux résiduels du solvant non deutéré. Dans le cadre de I'étude de dipeptides en solution, les H, ne
sont pas détectés en F; mais uniquement en Fi. Les expériences NOESY 1D sélectives permettent de
remédier a cet inconvénient.

1.3.1.2. Expériences NOESY 1D *H sélectives

Les expériences NOESY 1D H sélectives permettent de visualiser les corrélations dipolaires entre
un proton excité sélectivement et les protons proches de celui-ci dans I'espace (Figure 83). La diffusion
de spin permet d’isoler le spectre H de chaque molécule en mélange par une combinaison
d’excitations sélectives.
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Figure 83. Séquence d'impulsions de I'expérience NOESY 1D *H sélective.
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Dans cette séquence d’impulsions, les échos de gradients défocalisent I'aimantation qui n’est pas
inversée par la « shaped pulse », seule la bande de résonances excitées sélectivement est refocalisée
a la suite des deux échos de gradients. Les impulsions de refocalisation a large bande « WURST »
présentes durant le temps de mélange t,, servent a nettoyer I’'aimantation transversale en provenance
des résonances H du solvant non deutéré.

1.3.1.3. Expériences NOESY 2D *H-'H bande sélective en F; avec découplage en
F;

Une autre fagon d'individualiser les composantes du mélange dipeptidique qui prend moins de
temps que l'acquisition de quatre spectres NOESY 1D sélectifs appropriés a été de recourir a une
expérience NOESY 2D bande sélective en F; avec découplage Fi. 7 Les résonances amides NH sont la
source initiale d’aimantation aprés I'étape d’excitation sélective d’'une bande de déplacements
chimiques, excitation rendue possible puisque leurs résonances sont proches en fréquence et les
noyaux correspondants non couplés scalairement entre eux (Figure 84). Le bloc du temps de mélange,
comprenant des impulsions d’inversion a larges bandes pour éviter la réapparition du signal du solvant,

permet a la diffusion de spin de s’étendre a travers le réseau de protons de chaque dipeptide. 77
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Figure 84. a) Spectre NOESY 2D *H-'H bande sélective en F; avec découplage F; d’'un mélange test dipeptidique (20 mM) dissous dans une
solution d’acide phosphorique (85%)/D-0 (8 :2, v/v), a 288 K, a 500 MHz (*H), tn = 1 s. b) Séquence d’impulsions : @1 =X, y, -X, -y, ¥ =X, -X.
Les impulsions sélectives initiales de 180° ont une forme gaussienne et sont appliquées aux quatre résonances des protons des amides NH
labiles. Reproduite de la réf. 7*

1.3.1.4. Expériences HSQC-NOESY 2D

Les expériences de RMN 1D et 2D homonucléaires *H-H peuvent parfois souffrir de la superposition
de certaines résonances en raison d’une gamme spectrale limitée. Pour y remédier et donc mettre en
évidence le phénomeéne de diffusion de spin plus facilement, il est possible de recourir a une gamme
spectrale plus étendue via I'étude des noyaux 3C, >N et 3'P dans des expériences de RMN HSQC-
NOESY 2D H-13C, 72 1H-15N 7274 et 1H-31p. 7374 |’expérience HSQC-NOESY 2D permet d’observer dans un
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premier temps les couplages scalaires hétéronucléaires *H-X (marquage des déplacements chimiques
X dans la dimension indirecte F;), puis d’observer le transfert d’aimantation entre les protons proches
dans I’espace (Figure 85). Ainsi, dans le cadre de notre étude sous certaines conditions de température
avec un solvant binaire visqueux adapté, la diffusion de spin a pu étre observée tout en bénéficiant
d’une résolution spectrale accrue de I’hétéroatome analysé X (13C, ©°N et 3'P) en F;. L’obtention du
spectre individuel de chaque molécule en mélange sera envisageable méme en cas de superposition
des résonances 'H.
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Figure 85. Séquence d'impulsions hsgcetgpno de I'expérience HSQC-NOESY 2D *H-X.

1.3.1.5. Expériences NOAH

Dans notre étude portant sur I’'analyse des mélanges par I'utilisation de I’acide phosphorique (85%),
deux types d’expériences NOAH ont été testés en fonction du modéle de composés étudiés. * Par
souci de concision, les modules NOAH sont hommés par une seule lettre. 2 Pour le modéle 1
comprenant les dipeptides polaires, I'expérience NOAH-5 BMSCN a été réalisée a 288 K : B (HMBC), M
(HMQQC), S (HSQC), N (NOESY) et pour le modeéle 2 représentant les composés contenant du phosphore,
la séquence nommée NOAH-4 BSCN a été réalisée a 298 K : B (HMBC), S (HSQC), C (COSY), N (NOESY).
Ces expériences ont été réalisées en tenant compte des hétéroatomes N et 3'P qui jouent le réle de
marqueurs de déplacements chimiques dans la dimension indirecte F; pour les expériences HMQC 2D
'H-15N pour les dipeptides et HMBC/HSQC 2D *H-31P pour les composés contenant du phosphore. Dans
un souci de sensibilité, la séquence BMSCN a été préférée a celle MSBCN initialement prévue par Kupce
et al. en 2019. ¥ Les deux séquences et les conseils avisés ont été fournis par le Pr. Tim Claridge du
« Department of Chemistry at University of Oxford ».

L'expérience NOAH est configurée comme une expérience unique d’une maniere similaire aux
techniques conventionnelles 2D hétéronucléaires *C/**N/3!P, mais avec les exigences spécifiques
suivantes : 2

- La mémoire d’acquisition des données doit étre définie avec le parametre d’acquisition NBL. Ce
dernier doit étre égal au nombre de modules NOAH dans la séquence, par exemple NBL = 4 pour une
expérience NOAH-4.

- La taille des données TD1 doit étre augmentée en fonction du nombre de modules NOAH dans la
séquence. Ainsi, un NOAH-4 nécessitant 256 points t; pour chague module NOAH dicte que la valeur
TD1 soit définie a 256*4 = 1024 points.

- Etant donné qu’un seul domaine de fréquence F; est explicitement défini, les constantes d’échelle
pour les largeurs spectrales F; de toutes les autres dimensions F; (33C/**N et/ou 3!P) doivent étre
comprises dans la premiére gamme de fréquence F; défini.

- cnst10 définit le rapport de la largeur spectrale 3C:!H.
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- cnst20 définit le rapport de la largeur spectrale B3C:X.

Pour les expériences HSQC H-13C, I'édition de multiplicité facultative est activée en donnant la
valeur —DEDIT au parametre d’acquisition ZGOPTNS.

Le traitement des données utilise les scripts de traitement AU suivants :

- sliptx : divise I'ensemble des données NOAH uniques en un ensemble de données individuels NBL
pour un traitement manuel en tant qu’expériences distinctes. Pour une expérience NOAH acquise dans
EXPNO X, splitx produira des jeux de données numérotés X001, X002, X00N, etc. selon le nombre N de
modules NOAH.

- splitx_au : divise I'ensemble de données comme ci-dessus et traite automatiquement I'ensemble de
données dérivées. Ces scripts AU sont exécutés pour chaque expérience individuelle par le programme
splitx_au pour produire les spectres finaux entierement traités. lls incluent les routines fixF1
appropriées pour la correction de I'axe de déplacement chimique des expériences homonucléaires H.

- fixF1 : corrige I'axe de déplacement chimique F; pour les expériences homonucléaires H (utilise
cnst10 comme entrée).

- fixF1n : corrige I'axe de déplacement chimique F; pour les hétéronoyaux X (utilise cnst20 comme
entrée).

1.4. Optimisation des parametres expérimentaux

Un des critéres essentiels pour réaliser 'ensemble des expériences mentionnées précédemment a
été de déterminer la température optimale d’enregistrement.

Pour chaque mélange binaire visqueux étudié, il a donc fallu trouver la température optimale
d’analyse qui correspondait au meilleur compromis entre la résolution spectrale et une diffusion de
spin efficace. Cette température optimale a été déterminée expérimentalement par I'acquisition de
plusieurs spectres NOESY 2D H-'H depuis la température ambiante a des températures plus basses en
dessous de 0°C (Tableau 3).

Modeéle 2 :
Modeéle 1: Temps de odele . Temps de
4 dipeptides mélange ds 4 composes mélange ds
phosphorés
Saccharose/H0 (5:5, .
w/w + 10% D:0) (10 mM) 3 283 K 0,5s
Gel d’agarose 1% (10 mM) a 273 K 0,5s
Sulfolane/H.0/D.0 R
1 M) a 258 K 1
(5:4:1, v/v/v) ()]l 22 >
Sulfolane/DMSO-ds .
(7:3, v/V) (20 mM) a 258 K 1ls
Acide phosphorique .
20 mM) a 288 K 1
(85%)/D:0 (8:2, v/v) | 20 MM)a >
Acide phosphorique
(85%)/DMSO-ds (20 mM) a 298 K 0,5s

(7:3, v/v)
Tableau 3. Récapitulatif montrant la température optimale et le temps de mélange optimal choisis en fonction des différents modéles de
composés étudiés dissous dans des mélanges binaires visqueux. 7274

119



Aprés avoir déterminé la température optimale, trois expériences NOESY 2D ont été réalisées, une
pour chaque temps de mélanges t, = 0,5; 1 et 1,5 s. L’'ensemble des résultats est représenté dans le
Tableau 3.

1.5. La diffusion moléculaire translationnelle et I'expérience 2D DOSY

Les molécules a I'état liquide se déplacent indépendamment les unes des autres. Leur mouvement
désordonné est connu sous le nom de mouvement brownien. Au niveau macroscopique, il en résulte
le phénomene de diffusion translationnelle, quantifié par un coefficient de diffusion (D) qui dépend de
la viscosité du milieu, du rayon hydrodynamique du soluté et de la température du milieu. En
admettant que la forme de la molécule soit sphérique, le coefficient de diffusion (D) est donné par la
relation de Stokes-Einstein (Equation 5) :

o KT

- 6r.

Equation 5. Relation de Stokes-Einstein

avec k la constante de Boltzmann, T la température absolue, n la viscosité de la solution et rs le
rayon hydrodynamique de la molécule.

L’étude de la diffusion translationnelle par RMN donne acces a des informations spécifiques sur le
comportement physique des molécules. Cette méthode permet une caractérisation de composés, a la
fois par 'ensemble de ses déplacements chimiques et par son coefficient de diffusion moléculaire. Elle
combine la sélectivité de la RMN a haute résolution et celle d’une mesure physique caractéristique de
chaque composé. En effet, si les composés étudiés possedent des signatures de RMN similaires, elles
peuvent toutefois présenter des tailles ou des mobilités différentes. Ceci est particulierement utile
pour I'analyse d’un mélange complexe.

L'expérience de RMN bidimensionnelle qui permet ces mesures de coefficient de diffusion s’appelle
I’expérience DOSY. Elle corréle les déplacements chimiques des molécules, représentés dans la
dimension d’acquisition (F;), avec les coefficients de diffusion translationnelle, reportés dans la
dimension indirecte (F;). ®7 359351 Dans cette expérience (Figure 86), une premiére impulsion de
gradient de champ magnétique (Gs) réalise I’encodage de la position de la molécule dans I'espace du
tube de RMN, selon lI'axe z, généralement. Ainsi, si cette derniére effectue un mouvement
translationnel pendant le temps de diffusion 4, la nouvelle position sera décodée différemment par
une seconde impulsion de gradient (Gs). La perte de signal de RMN qui s’ensuit dépend du temps de
diffusion A et des paramétres caractérisant I'impulsion de gradient (g, é). Le changement d’intensité
est décrit par la relation suivante :

S
24282000
I=IOeDVg6(A3)

Equation 6

avec I l'intensité du signal observé, I, I'intensité du signal lorsque g est nul, D le coefficient de
diffusion, y le rapport gyromagnétique du noyau observé, g I'intensité de I'impulsion de gradient, é |a
durée de I'impulsion de gradient et A le temps de diffusion.
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Figure 86. Séquence d'impulsions de I'expérience DOSY 2D : ledgp2s.

Pour la mise en ceuvre de I'expérience DOSY, le respect de certaines conditions expérimentales est
tres important. Afin de mesurer de maniére précise les coefficients de diffusion, la qualité de
I"amplificateur gradient et des bobines gradients de la sonde de mesure joue un réle capital.
L'amplificateur et la sonde de mesure doivent étre capable de produire des variations de champ
magnétique linéaires a travers le volume de I'échantillon. En effet, 'emploi de gradients de champ
magnétique a tendance a induire des courants de Foucault dans les parties métalliques au voisinage
de la sonde. Ces courants dépendent de I'intensité de I'impulsion de gradient et peuvent créer des
distorsions dans les spectres de RMN ou des changements anormaux de I'atténuation.

La stabilité en température est aussi d’une extréme importance lors de la mesure de coefficients
de diffusion. Une mauvaise stabilité conduira a des gradients de température a travers |’échantillon.
Selon la viscosité du solvant utilisé et la température de mesure, des mouvements de convection
pourront intervenir dans le tube de RMN. La conséquence directe est un mouvement moléculaire
prononcé qui évidemment faussera les mesures de diffusion.

La difficulté dans la réalisation de I'expérience DOSY est lI'optimisation des paramétres
expérimentaux. De maniére a maintenir constant le temps d’une expérience de diffusion et de ne pas
introduire de variation d’intensité des signaux liée a la relaxation, seule I'intensité des gradients g est
variable, entre gmin €t gmax ; €n revanche le temps de diffusion 4 (entre 50 et 150 ms) et la durée des
gradients 6 (entre 1 et 2,5 ms) sont constants.

Trois cas sont possibles (Figure 86) :

> a) gmax0OU A ou & trop faible : les molécules n’ont pas beaucoup diffusé ce qui entraine une
faible atténuation des signaux.

> b) gmax 0U A ou & trop fort : les molécules ont beaucoup diffusé ce qui entraine une forte
atténuation des signaux voire une totale disparition des signaux.

> c) Parameétres bien optimisés.

Les trois parametres doivent étre choisis de telle fagon a ce que I'atténuation du signal de RMN soit
la plus optimisée possible avec 'augmentation de la force des impulsions gradients (Figure 87).
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Figure 87. Courbes théoriques de I'intensité du signal de RMN en fonction de la force des gradients (de 2 a 95% sur 16 pas) pour différentes
valeurs de A et §, a) trop faibles, b) trop grandes et c) appropriées.

A I'échelle du laboratoire, des expériences bidimensionnelles DOSY ont été réalisées pour le
mélange de dipeptides (modéle 1) dissous dans du H,O/D,0 (9:1, v/v) 7*7* et pour le mélange des
quatre composés contenant du phosphore (modeéle 2) dissous dans le DMSO-ds. 7>74

Pour minimiser I'influence des courants de Foucault, une séquence d’impulsions LED utilisant deux
gradients bipolaires (BPP-LED) 352353 3 été mise en ceuvre pour I'investigation des composés contenant
du phosphore, et une séquence d’impulsion STE utilisant deux gradients bipolaires (BPP-STE) a été

réalisée pour I'étude du mélange de dipeptides avec I'ajout d’une séquence d’élimination du signal de
I’eau par « Excitation Sculpting ».

La séquence BPP-LED (Bipolar Pulse Pair-Longitudinal Eddy-current Delay) permet de diminuer les
courants de Foucault, responsables des perturbations du champ magnétique principal et par
conséquent, des signaux de RMN. Elle consiste a remplacer I'impulsion de gradient responsable des
courants de Foucault par des paires d’impulsions de gradient de polarité inversée (BPP) et de durées
plus courtes séparées par une impulsion de 180° (Figure 88). En procédant ainsi, le gradient effectif

reste le méme mais cette série d'impulsions permet de compenser I'effet des courants induits qui se
forment aprés chaque impulsion de gradient. 3*°

Les paires d’impulsions de gradient de polarité inversée permettent une élimination supérieure a

95% des courants de Foucault, et la durée T. de récupération peut étre réduite d’un facteur 20 tout en
éliminant la distorsion des spectres.

P1 P& P2 P3 FPT P4 P5
go® 180° 90° 90" 180° 90" 90"

PETT=%]
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| &
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Figure 88. Séquence d'impulsions BPP-LED utilisée pour le mélange de composés contenant du phosphore : ledbpgp2s. Reproduite de la
ref. 352

Le seul inconvénient de la séquence BPP-LED est qu’elle réduit le signal de RMN d’environ 10% par
rapport a la séquence LED. Cela peut s’expliquer par 'inhomogénéité du champ radiofréquence B; qui
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ne permet pas un basculement parfait de 180° de I'aimantation aprés une impulsion de gradient. Avec
I'utilisation d’'impulsions de gradients bipolaires, I'intensité du signal de RMN s’écrit de la maniere
suivante :

0 T
24282709 T
I_IoeDygS(A32)

Equation 7

Lorsque nous nous intéressons aux quatre dipeptides dissous dans |I'eau, un probléme récurrent en
RMN peut intervenir. Celui-ci provient du signal de I'’eau qui est souvent trop intense pour mesurer
proprement la diffusion des solutés. Un moyen pour contourner cette difficulté consiste a insérer un
schéma WATERGATE dans la séquence BPP a I'emplacement habituel du délai LED (Figure 89), c’est-a-
dire entre la quatrieme impulsion a 90° permettant de conserver sur la direction longitudinale
I’'aimantation pendant que les courants induits s’affaiblissent et la cinquieme impulsion a 90°
permettant I'acquisition du signal en basculant I'aimantation dans le plan transversal.

WATERGATE
90° 180° 90° 90° 180°
| r B )
E———4 . i
8. 18 L
517 15
g 121712
Y9 I—] _l Gl G2
x — A A

Figure 89. Représentation schématique de la séquence STE-BPP utilisée pour le mélange de dipeptides avec un schéma WATERGATE
intégré : stebpgp1s19.

Les principaux parametres d’acquisition, tels que la durée des impulsions gradients bipolaires 6 et
le temps de diffusion A4, sont résumés dans le Tableau 4. Le traitement des données a été effectué a
I'aide de I'algorithme MaxEnt 3>* pour le calcul de la transformation inverse de Laplace. Le programme
de traitement MaxEnt qui permet une meilleure estimation du nombre de composés dans un mélange
et une mesure plus précise des coefficients de diffusion par rapport aux autres traitements existants.
7,355-35%6 En revanche, cette méthode présente I'inconvénient d’avoir un temps de calcul relativement
long.

Acquisition
Nombre
DOSY
TD (F2) d’incréments 6 (ms) A (ms) SWH (F2)
(F2)

Modeéle 1
d';i‘:)“/Sng"S 8 k 32 2 50 5000
(9:1, v/v) 7274

Modeéle 2
dissous dans 16 k 32 2,8 70 5000

DMSO-ds 7374

Tableau 4. Principaux paramétres d'acquisition de I'expérience DOSY 2D en milieu aqueux et dans le DMSO-ds.
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2. Le suivi réactionnel « in-situ » dans un tube de RMN

2.1. Les réactifs étudiés

Deux mélanges de réactifs ont été utilisés pour évaluer la cinétique d’une réaction de synthése
organique (Figure 90).

Figure 90. Les deux mélanges modéles des réactifs utilisés pour la synthése organique.

Le mélange réactionnel 3 contient initialement de la 4-hydroxycoumarine (1a) (MM = 162,14 g.mol
1), du benzaldéhyde (2a) (MM = 106,12 g.mol?) et de la N,N-diméthyl-m-toluidine (3a) (MM = 135,21
g.mol?).

Le mélange réactionnel 4 contient initialement de la 7-fluoro-4-hydroxycoumarine (MM = 180,13
g.mol?), du 6-méthoxy-2-naphtaldéhyde (MM = 186,21 g.mol?) et de la N,N-diméthyl-m-toluidine (3a)
(MM = 135,21 g.mol?) et le nombre de scans a ces mémes valeurs d’un soluté de référence.

2.2.Caractérisation spectroscopique des réactifs

Avant d’envisager I'étude de la réaction in-situ, chacun des trois réactifs a été dissous
individuellement dans les solvants deutérés de la réaction envisagée (DMSO-d;s et pyridine-ds) ou
mélange de solvants composites (glycérol/DMSO-ds, DMSO-ds/eau). Ces composés ont été
caractérisés et le suivi de certaines résonances des protons a été fait pour évaluer la cinétique de la
réaction.

2.3. Préparation des échantillons pour le suivi réactionnel in-situ par RMN

Afin de minimiser le temps qui s’écoule entre I'ajout des réactifs dans le tube de RMN (I'instant t=0
de la réaction) et la premiére acquisition, deux protocoles ont été développés. Le premier a été utilisé
pour suivre la réaction organique avec l'usage du DMSO-ds/glycérol et de solvants deutérés non
visqueux (DMSO-ds, pyridine-ds) a 298 K (Figure 91). Le second a été mis en place a basse température
en utilisant un solvant binaire visqueux (DMSO-ds/eau) dans le but de ralentir considérablement
I’avancement de la réaction (Figure 92).

124



2.3.1. Protocole expérimental a température ambiante pour les solvants usuels
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Début de la réaction

Ajouter 20 mM Ajouter 375 pl de mélange
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dans le DMSO-d,, 2a + 3a sur la paroi ¥
inclinée du pilulier |

Figure 91. Protocole expérimental a 298 K pour I'évaluation de la réaction dans du DMSO-ds/glycérol (5:5,, v/v).

Dans cette approche, la premiére étape a consisté a solubiliser la 4-hydroxcoumarine (1a) (1) dans
un pilulier contenant du DMSO deutéré seul, tandis que le glycérol est chauffé a 60°C (2) ce qui permet
de récupérer un volume suffisant pour les expériences sans que celui-ci ne s’accroche a la paroi de la
verrerie (Figure 91). Dés lors que le glycérol est ajouté (3), le mélange binaire de solvants devient moins
visqueux et peut facilement étre prélevé. Les réactifs benzaldéhyde (2a) et la N,N-diméthyl-m-
toluidine (3a) sont alors déposés sur la paroi inclinée du pilulier, en prenant soin de ne pas les mettre
en contact avec le solvant. Le mélange est ensuite homogénéisé par vortex (4). Dés lors, la réaction
débute. La solution est rapidement introduite dans un tube de RMN avec 'aide d’une pipette Pasteur
(5), puis le tube est inséré dans le spectromeétre jusqu’au début de I"acquisition qui marque la fin du
temps mort (6). Les outils spectroscopiques (lock, accord de sonde, shim) sont incontournables mais
freinent I'estimation du début de la réaction.

Le protocole présenté ici a été reproduit avec succés pour étudier la réaction dans du DMSO-ds et
dans de la pyridine-ds. Les résultats sont présentés dans la partie Ill — Chapitre D.

2.3.2. Protocole expérimental a basse température pour les solvants visqueux
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Figure 92. Protocole expérimental a basse température pour |'évaluation de la réaction dans du DMSO-ds/H0 (7:3, v/v).

Un protocole a basse température a été développé dans le but de « quencher » la réaction (Figure
92). Pour cela, la 4-hydroxycoumarine (1a) a d'abord été dissoute dans 525 pl de DMSO-ds seul car
cette molécule est insoluble dans I'eau. 225 pl de H,O ont été ajoutés au flacon afin d’obtenir le
mélange binaire visqueux DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v). Le flacon a été placé dans un bain d’acétone glacé
(-10°C) puis, le benzaldéhyde (2a) et la N, N-diméthyl-m-toluidine (3a) ont été ajoutés sur les parois du
flacon avec I'aide d’une pipette Pasteur. La solution a été homogénéisée en mettant en contact la 4-
hydroxycoumarine (1a) dissoute dans le mélange composite, avec les réactifs sur les parois du flacon.

A l'intérieur d'un récipient Dewar, un bain d'acétone glacé a été préparé dans lequel un tube de
RMN de 10 mm a été positionné, puis un tube de RMN de 5 mm a été placé a l'intérieur de celui-ci. Le
double systéeme a été utilisé pour refroidir le tube de 5 mm sans le mettre en contact direct avec le
bain d’acétone glacé. Cette démarche a permis d’éviter de perdre du temps a sécher le tube de RMN.
Entre temps, le spectromeétre a été stabilisé et réglé (lock, accord de sonde, shim) a 238 K avec |'aide
d’un tube témoin contenant la méme composition. Aussit6t fait, le mélange résultant a été transféré
dans un tube de RMN de 5 mm et ce dernier a été introduit dans le spectrométre de RMN a 238 K. Le
temps mort a pu étre évalué apres application des parameétres automatiques du spectrometre jusqu’au
début de I'acquisition. Les résultats sont présentés dans la partie Il — Chapitre D.

Une procédure a été mise en place pour réaliser le suivi de la réaction a température ambiante et
enregistrer les expériences 2D a basse température (Figure 93).
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Figure 93. Procédure d’enregistrement des expériences de RMN 1D et 2D *H réalisées pour le suivi de la réaction organique dans du DMSO-
ds/H20 (7:3, v/v) en fonction de la température.

Aprés évaluation du temps mort (t,) a 238 K, aucune évolution de la réaction a été constatée (1).
Les réactifs initiaux ont été individualisés en tirant profit de la diffusion de spin aux moyens
successivement des expériences NOESY 2D H-'H et 1D H d’excitations sélectives (2). La température
a été stabilisée a 248 K et la formation du dimére de coumarine benzylé (4b) est apparu a partir du
19%™¢ jour. A cette température, la réaction est momentanément « quenchée ». Il est possible
d’enregistrer toutes les expériences de diffusion de spin. Pour favoriser la réaction préalablement
guenchée, le tube est ensuite « réchauffé » par pas de 20 K jusqu’a 298 K, afin de maintenir une bonne
qualité de shims (3), puis une série de spectres 'H est acquise pendant plusieurs jours, avant de
retourner a 248 K pour I'acquisition des spectres conventionnels 2D (4). Une succession d’expériences
2298 Ket 248 Ka permis d’isoler les spectres des produits formés (4a) et (4b) aprés 32 jours de réaction
(5 eto).

2.4, Equipement utilisé

L’évaluation cinétique de la réaction organique dans un tube de RMN « in-situ » a été entreprise
grace au spectrométre de 500 MHz de la plateforme d’analyse « PIAneT » de I'Université de Reims
Champagne-Ardenne, déja décrit précédemment et par un spectrometre AVANCE Ill de 22,1 T (950
MHz, *H) équipé d’une cryosonde TCI 5 mm de la plateforme de I'Institut de Chimie des Substances
Naturelles (ICSN), au sein de l'infrastructure de recherche iR-RMN a Gif-Sur-Yvette.

2.5. Méthodologie pour le suivi réactionnel in-situ par RMN
2.5.1. Expériences de RMN 1D

Comme mentionné en 1.2.1., les spectres protons ont été acquis avant, pendant et aprés chaque
série d’expériences de RMN 2D afin de constater la disparition, puis I'apparition des taches de
corrélation appartenant aux résonances des produits recherchés. Pour chaque solvant catalyseur de la
réaction étudiée, une série de spectres de RMN 'H a été acquise a différents moment afin d’évaluer le
comportement cinétique de la réaction (se reporter au Tableau 7 dans la partie Ill - Chapitre D). Afin
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que les spectres 1D soient le plus quantitatifs possible, le délai de la relaxation d; des composés a été
évalué au moyen de la séquence « tlirld » en utilisant I'équation :

d=-_,5
l_ln(Z)X ens

Equation 8. Evaluation du délai de relaxation d; par I'utilisation de la séquence tlirld.

Les temps de relaxation d; des composés dissous dans le DMSO-d;s et la pyridine-ds ont été évalués
a 298 K, tandis que pour le mélange binaire DMSO-ds/eau, il a été évalué a 238 K.

Pour le mélange DMSO-ds/eau, la séquence d’« Excitation Sculpting » a été employée pour réduire
I'intense signal de I'eau, comme expliqué en 1.2.1.1.

Pour chaque solvant employé, des expériences 1D hétéronucléaires 3C ont été réalisées avec un
découplage proton.

2.5.1.1. La séquence PSYCHE

L'expérience de découplage homonucléaire a large bande a été réalisée par le programme
d’impulsion « reset_psyche_1D » avec une séquence pseudo 2D (Figure 94).
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Figure 94. Séquence d’impulsion reset_psyche_1D pour I’expérience PSYCHE utilisé durant I’étude portant sur le suivi réactionnel dans un
tube de RMN in-situ.

Dans cette séquence d’impulsions, le rectangle noir étroit est une impulsion a 90°. Les blocs larges
diagonaux sont des impulsions de refocalisation a 180° (Bip720,50,10.1). Les trapezes sont des
impulsions de type CHIRP (Crp_psyche.20). Un faible gradient de champ G, est appliqué pendant les
impulsions CHIRP. Pour chaque incrément de t;, un bloc de longueur 2k x dw a été utilisé pour
construire la FID finale, ou k correspond aux nombres de points complexes de la dimension directe (131
dans le programme d'impulsions). dw est la période d’échantillonnage en microsecondes. La valeur
DIGMOD a été réglée sur « digital ».

Les principaux parametres d’acquisition sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 5) :

Valeurs utilisées dans le Valeurs obtenues dans

Parametre d’acquisition Description DMSO-de la pyridine-ds
NS Nombre de scan 8 8
Nombre de points
L30 complexes supprimés au 2 2
début de chaque FID
Nombre de points
131 complexes utilisés dans 100 100

la reconstruction de la
FID
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Temps entre les points

d 71,4 90,9
W de mesure Sl U
Durée d’une seule FID en
Chunk 15 18
un ms (= 2*dw*L31) ms ms
L
Cnst60 argeur de balayage de 10 KHz 10 KHz
I’élément CHIRP simple
Angle de [l'impulsion R R
Cnst61 CHIRP 20 20
Intensité du gradient
Gpz0 pendant les impulsions 2% 2%
CHIRP
d: Temps de relaxation 1,5s 1,5s
TD(F2) Nombre de points dans|a 16384 16384
dimension indirecte
TD(F2) N'ombrcle de pomts dansla 32 32
dimension directe
SWH (F1*F2) Largeur du spectre dans 7000*50 5500%50

les dimensions F1 et F2

Durée de I'expérience _ 12 min 50 s 14 min 29 s

Tableau 5. Principaux paramétres d’acquisition des expériences PSYCHE réalisées pour I’étude de la réaction dans le DMSO-ds et dans la
pyridine-ds respectivement.

2.5.1.2. La méthode ERETIC-2

Corrigé par le rapport des durées
d’impulsion calibrées a 90 degrés

Rapport d’intégrale K

C = concentration I = intégration

T = température @ = durée des impulsions calibrées

R = référence U = inconnu
Equation 9. Principe de réciprocité utilisé par la méthode ERETIC-2 permettant de déterminer la concentration inconnue d'un soluté.

Cette méthode nécessite d’acquérir des spectres 1D mesurés en condition « quantitative », c’est-
a-dire entre autres que le temps de relaxation d; doit étre égale a au moins 5 x T; et 3 x T, pour une
durée d’impulsion de 90°.

Cette méthode nécessite deux étapes :

- Une étape de calibration : le pic ERETIC est calibré sur la résonance (ou plusieurs résonances)
d’un soluté dont la concentration est connue.

- Une étape de quantification : le signal ERETIC sert de référence pour quantifier des solutés
inconnus.
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Figure 95. Exemple de l'utilisation de la méthode ERETIC-2 pour la quantification du produit final (4a) dans le DMSO-ds (spectre encadré
en bleu) a partir d’une référence externe : la 4-hydroxycoumarine (20 mM) (spectre encadré en mauve) dissoute dans le méme solvant.

Le rendement de la réaction a ainsi été déterminé dans plusieurs solvants deutérés (MeOD,
acétonitrile-ds, toluéne-ds, CDCls, DMSO-ds et pyridine-ds) et dans le mélange binaire visqueux DMSO-
ds/eau. Les résultats sont fournis dans la partie Il — Chapitre D.

Par exemple, en préparant un tube contenant de la 4-hydroxycoumarine seule (20 mM) dans les
mémes conditions que celle de la réaction, c’est-a-dire dans le DMSO-ds, il a été possible de déterminer
le rendement de la réaction en divisant I'intégral du proton Hi; du produit final (4a) par celui du réactif
(1a) en calibrant le proton H; comme la référence ERETIC-2 (Figure 95).

2.5.2. Expériences de RMN 2D
Des expériences 2D courantes (COSY, NOESY, HSQC, HMBC) ont été réalisées pour suivre la

formation des résonances des produits recherchés. Les principaux paramétres d’acquisition utilisés
sont reportés sur le Tableau 6.
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Expériences, a4 500 MHz

Solvant DMSO-d;a 298 K Pyridine-d; 4 298 K DMSO-d/H,0 4 248 K
Acquisition COsY NOESY DOSY H5QC HMBC COsY NOESY DOsY H5QC HMBC Cosy NOESY H5QC HMEC
PULPROG < f yesgpph dbpgpls hsgcedetgpsisp2.2 hmbcetgpl3nd cosygpppqf noesyesgpph ledbpgp2s hsgeed 2.2 hmibcetgpl3nd cosygpppafl noesyhesgpp hsqcede;gpsispz. hmbendprgf
Ds 16 16 4 32 16 16 16 4 32 16 16 16 16 16
NS B 4 B 2 4 2 4 8 2 4 2 8 8 8
TD{F;*F,] AK*256 4KF1K BEK*32 AK*256 AKF1K 4K*256 AKF1K 16K*32 4K*256 AKF1K AK*256 4K*512 4K*512 4K*400
SWH{FZ*FJ T002*7002 6002*6002 7000 50598%26411 6024%27624 5500%5500 5500%5500 5500 50598%26411 50598%26411 5500%5500 5498%5408 5498%26412 6005+26411
df 1s 1s 2s 1s 1s 1s 1s 245 1s 1s 1s 15s 15s 1s
CN5T2 145 Hz 145 Hz 145 Hz
CNSTH 120 Hz 120 Hz
CNST7 170 Hz 170 Hz
CNST13 8Hz 4Hz 8Hz
& (2*p30) 3ms 3ms
Afdy) 80 ms 50 ms
dg 15s 15s 05s
l,g:::s;ze 11 min54s 3h ;::”i" 29 min 245 12min4ss 1h38min 12min39s 3h 51?55’”" 1 h;j;.smin 12 min 45 5 Lh ;:smi" 1;9":" 2 h::smi" 2 halgzs"‘i” Lh 21; s"‘i"

Tableau 6. Récapitulatif des principaux paramétres d’acquisitions des expériences de RMN 2D réalisées dans le DMSO-ds, dans la pyridine-ds et dans le DMSO-ds/H0. Dans le DMSO-ds/H:0, I'expérience HMBC a
été accompagnée d’une présaturation du signal de I'eau.
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2.5.3. Expériences de RMN tirant profit de la diffusion de spin

Les parametres qui ont été utilisés pour les expériences NOESY 1D et 2D sélectives dans la partie
[l : Résultats et Discussion — Chapitre D : Le suivi réactionnel « in-situ » dans un tube de RMN, sont
détaillés dans cette section.

2.5.3.1. Expériences NOESY 1D *H sélectives

Les parameétres des expériences NOESY 1D d’excitation sélective de multiplets employés pour isoler
le spectre 'H des réactifs initiaux (Figure 117) et des produits finaux (Figure 120) issus du milieu
réactionnel, sont décrits ci-dessous.

Figure 117. Spectres NOESY 1D *H d'excitation sélective de multiplets du mélange des trois réactifs
(20 mM) dissous dans le DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v) (a etb), t=0,5s, a 238 K, 3 500 MHz (*H). L'excitation
sélective initiale a été obtenue par une impulsion gaussienne tronquée a 180° a 1%. G1:G2 = 70:30.
Les impulsions d'inversion adiabatique a large bande WURST, 6, = 1,5 ms, ont commencé entre t, a
0,33 et 0,83 t, avec G3:G4:G5 = 40:-60:50. La longueur d'impulsion du gradient était de 1 ms. d = 200
us. Le délai de relaxation était de 1,0 s. Les FID (8k points, largeur spectrale 5500 Hz) ont été multipliés
par une fonction exponentielle (LB = 0,5) avant le « zero filling » a 64k points. Les impulsions
d'inversion sélective initiales excitent : a) la résonance proton Hs de la 4-hydroxycoumarine (1a) (61 =
100 ms, 4k scans, temps d'expérience (expt) = 237,87 min) ; b) la résonance proton Hi de la N,N-
diméthyl-m-toluidine (61 = 40 ms, 2k scans, expt = 115,87 min). Séquence d’impulsions utilisée : ¢; =
XY, "X, -y, P =X, -X.

Figure 120. Spectres NOESY 1D !H d'excitation sélective de multiplets du mélange des trois réactifs
(20 mM) dissous dans le DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v) (a etb), t,,=0,5s, a 248 K, 3 500 MHz (*H). L'excitation
sélective initiale a été obtenue par une impulsion gaussienne tronquée a 180° a 1 %. G1:G2 = 70:30.
Les impulsions d'inversion adiabatique a large bande WURST, &, = 1,5 ms, ont commencé entre tp, a
0,33 et 0,83 t, avec G3:G4:G5 = 40:-60:50. La longueur des impulsions gradients était de 1 ms. d = 200
us. Le délai de relaxation était de 2,0 s. Les FID (8k points, largeur spectrale 5500 Hz) ont été multipliés
par une fonction exponentielle (LB = 0,5) avant le « zero filling » a 64k points. Les impulsions
d'inversion sélective initiales excitent : a) la résonance proton du dimeére de coumarine benzylé
(4b) (61 = 30 ms, 2k scans, temps d'expérience (expt) = 114,07 min) ; b) la résonance proton Hi; du
produit final (4a) (6; = 60 ms, 5k scans, expt = 361,75 min). Séquence d’'impulsions utilisée : ;1 =X, Y, -
X, Y, Y =X, -X.

2.5.3.2. Optimisation des parametres expérimentaux

2.5.3.2.1. Détermination de la température d’expérience optimale

La température optimale d’analyse qui correspondait au meilleur compromis entre la résolution
spectrale et une diffusion de spin efficace a été déterminée expérimentalement en enregistrant une
série de spectres NOESY2D H-'H 3 différentes températures dans le DMSO-ds/H,O (Figure 96).

Pour cela, un tube témoin de méme composition que celui étudié dans la partie résultat chapitre
D, a été préparé et analysé avant la préparation du tube final.
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Figure 96. Spectres NOESY 2D *H-*H de la réaction organique (20 mM de chaque réactif) dans le DMSO-ds/H20 (7:3, v/v), a a) 278 K, b) 268
K, c) 258 K et d) 248 K, tm = 1 s, a 500 MHz (*H). Le cadre rouge correspond aux régions spectrales d’intérét dans lesquelles les variations de
température montrent un effet majeur sur I'intensité du signal.

Figure 96. Spectres NOESY 2D !H-'H de la réaction organique (20 mM de chaque réactif), dans le
DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v), aa) 278 K, b) 268 K, c) 258 K et d) 248 K, t,, = 1 s, a 500 MHz (1H). Séquence
d'impulsions utilisée : noesyesgpph. La matrice de données a été enregistrée en mode States-TPPI ; sa
taille était de 256 x 4k avec 16 scans par FID, un délai de relaxation de 1,5 s et un temps de mélange
de 1 s (tm), résultant en un temps d'enregistrement de 99,58 min (expt). La largeur spectrale était de
5500 Hz dans les deux dimensions. G1:G2 = 70:30. La matrice de données a été multipliée dans les
deux dimensions par une fonction sinusoidale en cloche décalée (SSB = 2) avant le « zero filling »
jusqu'a une taille de 1k x 4k. Une paire d'impulsions d'inversion de forme rectangulaire de 2 ms a été
appliquée sur la résonance du signal de I'eau. La durée des impulsions de gradient de suppression
d'eau était de 1 ms et leur intensité de 31% pour la premiere paire et de 11% pour la deuxieme paire.
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2.5.3.2.2. Détermination du temps de mélange ds optimal

La durée du temps de mélange ds peut avoir une conséquence sur l'intensité des taches qui
résultent de la diffusion de spin. Deux spectres NOESY 2D *H-'H du mélange réactionnel ont été acquis
a différents temps de mélange (ds=0,5 s ou 1 s), & 248 K, a 500 MHz (*H) (Figure 97). Le spectre a) a
révélé une meilleure qualité spectrale avec moins de bruit et des taches de corrélations légerement
plus intenses pour un ds=0,5s.

a) | b) .
VL[N P MWL ],
= o ~_Ppm W " ppm
g zg : i :
i :, E_ T - 2 L
{ :‘ "r — Hosar.
e
5. v - | 6 i 6
- 8 | 5
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Figure 97. Spectres NOESY 2D *H-'H de la réaction organique (20 mM de chaque réactif) dans le DMSO-ds/H:0 (7:3, v/v), a 248 K avec a)
ds=0,5setb)ds=1s,a 500 MHz (*H). Les cadres rouges correspondent aux régions spectrales d’intérét dans lesquelles les variations dans
la valeur du temps de mélange montrent un effet majeur sur I'intensité du signal.

Figure 97. Spectres NOESY 2D *H-H de la réaction organique (20 mM de chaque réactif), dans le
DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v), a 248 K, ds = 0,5 ou 1's, a 500 MHz (*H). Séquence d'impulsions utilisée :
noesyesgpph. La matrice de données a été enregistrée en mode States-TPPI ; sa taille était de 512 x 4k
avec 16 scans par FID, un délai de relaxation de 1,5 s et un temps de mélange de 0,5 s (a) ou 1 s (b)
(tm), résultant en un temps d'enregistrement de 164,90 min (a) et 199,17 min (b) (expt). La largeur
spectrale était de 5500 Hz dans les deux dimensions. G1:G2 = 70:30. La matrice de données a été
multipliée dans les deux dimensions par une fonction sinusoidale en cloche décalée (SSB = 2) avant le
« zero filling » jusqu'a une taille de 1k x 4k. Une paire d'impulsions d'inversion de forme rectangulaire
de 2 ms a été appliquée sur la résonance du signal de I'eau. La durée des impulsions de gradient de
suppression d'eau était de 1 ms et leur intensité de 31% pour la premiere paire et de 11% pour la
deuxieme paire.

134



2.5.4. Déplacements chimiques des produits finaux (4a) et (4b)

Déplacements chimiques *H du produit
final (4a) dans DMSO-des/H,0 (7:3, v/v),
3248 K, 2 500 MHz (*H)
4a 6 H (ppm)
Hs 7,31
H; 7,56
Hs 7,23
Hs 7,90
Hi 5,78
Has17 7,19
Hia,16 7,23
N His 7,23
Hio 7,11
Ha0 7,11
H2, 7,11
Hzs 2,15
Hag,27 2,98

Déplacements chimiques H du dimére
de coumarine benzylé (4b) dans
DMSO-ds/H,0 (7:3, v/v), a 248 K, a 500
MHz (*H)

EEN ab 8 'H (ppm)
7,10
[ 75
7,30
7,79
| | 6,17
7,02
oo
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PARTIE III :
RESULTATS ET DISCUSSION
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CHAPITRE A : “POLAR MIXTURE ANALYSIS BY NMR UNDER SPIN DIFFUSION
CONDITIONS IN VISCOUS SACCHAROSE SOLUTION AND AGAROSE GEL”

1. Introduction

L'utilisation de solution de saccharose et de gel d'agarose, deux milieux tres visqueux, est rapportée
pour la premiere fois pour donner acceés aux spectres RMN individuels de composés polaires et
potentiellement bioactifs en mélange. Les solvants (ou mélanges de solvants) visqueux dans des
conditions de température appropriées abaissent la vitesse de rotation des molécules de petites et
moyennes tailles en solution de sorte que la relaxation croisée longitudinale favorise I'observation de
la diffusion de spin. Par conséquent, les molécules présentent un régime NOE négatif et leurs
résonances peuvent étre regroupées selon leur capacité a partager |'aimantation intramoléculaire par
la diffusion de spin. Toutes les résonances des noyaux 'H au sein d'une méme molécule ont tendance
a corréler entre elles dans un spectre NOESY 2D, donnant ainsi accés aux spectres de RMN H
individuels des composants du mélange. Notre équipe a rapporté pour la premiére fois,
respectivement en 2011, % 2016 et 2017, I'utilisation du glycérol et du carbonate de glycérol, du
DMSO/glycérol et des solvants binaires DMSO/eau comme milieux visqueux pour la promotion de la
diffusion de spin *H et *°F, 4748

Ce travail rapporte l'individualisation de quatre dipeptides structuralement proches en mélange :
Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr dissous d’une part dans une solution de saccharose et d’autre part
dans du gel d'agarose. Cette étude a été effectuée aux moyens d’excitations sélectives NOESY 1D et
d’expériences NOESY 2D H-H et HSQC-NOESY 2D *H-13C et *H-°N.

Pour plus de précisions concernant les propriétés physico-chimiques du saccharose et du gel
d’agarose utilisés en tant que solvants visqueux, se reporter dans la partie dédiée Matériels et
Méthodes — 1. La diffusion de spin en milieu visqueux.
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The use of two new viscous solvents, sucrose solution and agarose gel, is reported for the first time for giving access to the
DOI: 10.1039/x0xx00000x e 3 3 : . . z e s
individual NMR spectra of polar and potentially bioactive compounds in mixture. Under viscous conditions, the tumbling
rate of small and mid-sized molecules falls down in solution, so that the longitudinal cross-relaxation encourages the
observation of spin diffusion. As a result, all the resonances of the *H nuclei within the same molecule tend to correlate
together in a 2D NOESY spectrum, thus opening the way to mixture analysis. This work describes the individualization of
four structurally close mixed dipeptides : Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr dissolved respectively in sucrose solution and

agarose gel by means of spin diffusion in homonuclear selective 1D NOESY, selective 2D NOESY experiments and

www.rsc.org/

heteronuclear 2D HSQC-NOESY. Sucrose solution should be preferred to agarose gel for the investigation of mixtures made
of small and flexible polar compounds due to its capability to give rise to more suitable viscous conditions mandatory for
efficient spin diffusion even though agarose gel reveals the benefit of not offering intense residual proton solvent due to

Published on 17 December 2018. Downloaded by Gothenburg University Library on 1/21/2019 11:45:26 AM.

active transverse relaxation.

Introduction

The identification of organic molecules in mixture is a crucial issue in
the vast majority of human activities related to chemistry
(healthcare, energy, materials, etc.). Transformation processes that
lead from natural resources, either from fossil carbon industry or
biomass exploitation, to low-value products in large amounts or to
high-value speciality products including pharmaceutical and
cosmetic active ingredients, rarely produce chemically pure
compounds. In the current state of knowledge, mixture analysis
remains a necessity and to date addressing this issue by NMR
spectroscopy has been explored in a reduced number of ways. i)
Translational diffusion coefficient (D) characterizes molecules in
solution and reflects their mobility. In theory, sub-spectra of the
NMR spectrum of a mixture can be extracted using D as
discriminating factor, so as to reach the spectra of the individual
mixture components. 3 Nonetheless, D values are poorly
discriminant, although experimental tricks enable an increase of the
resolving power in special cases: introduction of various
chromatographic solid phases in the sample, interaction of analytes
with soluble polymers or lanthanide shift reagents, analyte inclusion
in micelles. 44 ii) Multi-quantum spectroscopy combined (or not)
with broadband homonuclear decoupling, sparse sampling and pure
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shift data acquisition may be pertinent for individualizing molecules
in a mixture. For example, a simple 2D TOCSY spectrum or series of
1D selective TOCSY spectra points out H nuclei coupled together,
which may turn out to be useful for molecules composed only of one
single spin system. 15-21 jii) Viscous solvents (or solvent blends) under
specific operating conditions lower the tumbling rate of small and
mid-sized molecules in solution since the value of the molecular
overall correlation time 7. depends upon the medium viscosity
according to the microviscosity theory of Gierer and Wirtz. 22 The
longitudinal cross-relaxation regime thus favours the detection of
spin diffusion. Consequently, the molecules present a negative
nuclear Overhauser effect (NOE) regime and their resonances can be
grouped according to their ability to share magnetization through
intramolecular diffusion of spin magnetization. All the resonances of
the *H nuclei within the same molecule tend to correlate together in
a 2D NOESY spectrum, thus giving access to the individual '"H NMR
spectra of the mixture components. The original idea was
implemented in 1981 * by means of a perfluorinated polymer
solvent and was considered again in 2008; 2* the use of supercooled
water for tailoring the spin dynamics of small metabolites was
published in 2012 by the same author. 2> Our team reported for the
first time, respectively in 2011, 2016 and 2017, the use of glycerol
and glycerol carbonate, of DMSO/glycerol and of DMSO/water
binary solvents as viscous media for H and '°F spin diffusion
promotion. 2628

The present work focusses on the assessment of sucrose solution
and agarose gel in the individual NMR characterization of four polar
structurally close dipeptides: Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr
within a single mixture by means of spin diffusion in homonuclear

J. Name., 2013, 00, 1-3 | 1
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selective 1D NOESY, selective 2D NOESY experiments and
heteronuclear 2D HSQC-NOESY.

Dissolving “table sugar” in water yields a viscous solution that
enables us to take profit from spin diffusion from room temperature
to a below temperature due to the overall decrease in the tumbling
rate of molecules in solution. For instance, the viscosity of a
sucrose/water (1:1, w/w) blend is around 27 cP at 283 K. 2% 30 |n
comparison, that of water at the same temperature is 1.307 cP. 31 At
room temperature, the viscosity of the same sucrose/water blend is
sufficiently low, so that NMR samples may be prepared and
transferred into an NMR tube without any difficulty, in contrast to
highly viscous solvents such as glycerol (n = 934 cP at 298 K) 32 and
glycerol carbonate (n = 85.4 cP at 298 K). 32 Adding sucrose to water
(deuteurated or not) also opens the way of working from room to
sub-zero temperature, 3° which is especially suitable for thermally
unstable molecules such as bioactive molecules. Spin diffusion may
thus happen on a wide range of temperatures, from 243 K 3° to room
temperature and even higher. In addition, the sample preparation
cost is very low since the “table sugar” is a widespread staple.
However, the major experimental pitfall is strong residual proton
signals of non-deuterated sucrose that obliges its mandatory
elimination. Mid-sized molecules will only necessitate a low amount
of sucrose in water whereas smaller molecule will require more
sucrose for driving spin diffusion under temperature control from
room temperature to sub-zero temperature.

Agarose gel is commonly used for the separation of biological
molecules by electrophoresis even if it was already proposed as a
confinement medium for investigating the molecular confinement
effect on the conformational dynamics of apomyoglobin. 33 The main
problem in the sample preparation is the addition of molecules of
interest to the agarose powder previously dissolved in water at high
temperature (363 K for melting regular agarose and at around 338 K
for low-melting agarose). Peptide or protein solutions may suffer
from the high temperature exposition preventing NMR structural
and conformational studies and premature gelation might occur. In
practice, the heat time only takes a few minutes, thus the sample
preparation is compatible with quite small molecules reasonably
heat resistant such as nucleic acids, peptides or saccharides. In
addition, NMR signal line sharpness can dramatically be altered in
the case of inhomogeneous samples due to partially unmelted
agarose or incorporation of air bubbles. The solution consists to melt
the sample again directly inside the NMR tube, then to mix
thoroughly it and chill again at ambient temperature. Interestingly,
agarose is non-interactive with most biomolecules and organic
compounds so that DNA, RNA and protein can be recovered from
agarose gels. 335 Its freezing point is reported from 260 K and 264 K
routinely reached respectively with H,0- and D,0-based 1% agarose
gels 3 limiting the temperature range for which spin diffusion may
occur compared to sucrose solution. Hence, agarose gel will be more
dedicated to the study of rigid small or medium-sized molecules in
mixture presenting higher correlation times than very flexible small
molecules. Remarkably, due to the rigidity of the agarose gel thus the

2 | J. Name., 2012, 00, 1-3

Journal Name

too active transverse relaxation, all resulting proton and carbon
resonances are too broad to be detected in NMR spectroscopy. 3% 37
A It I th il " . | of View Article Or\lm;)

s a result, only the residual proton signal of 1&3;6%9?%596 e
removed compared to numerous proton signals of non-deuterated
sucrose.

The criterion for optimal temperature selection is a compromise
between overall spectral resolution and intensity of NOESY cross
peaks between nuclei that are not close enough to show a NOE signal
in a low viscosity medium. A temperature reduction enhances spin
diffusion but also reduces peak height through line broadening
caused by a more efficient transverse relaxation process. Sample
cooling is therefore required if the NOESY spectrum shows positive
NOE responses (diagonal and off-diagonal peaks of opposite signs).

Depending on the complexity of the mixtures, the analysis of 'H
NMR spectra may become intractable due to the overlapping of *H
resonances. A usual remedy to this issue consists in the spreading of
the spectroscopic information along a second axis that encodes
chemical shifts of nuclei other than 'H such as 13C or 5N. 27 8 This
approach to mixture analysis is exemplified in sucrose solution by 1D
and 2D 'H-'°N and 'H-13C HSQC-NOESY spectra providing *H/*3C and
1H/15N chemical shift lists for the mixture components.

Results and discussion

Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr mixture in sucrose solution.
These four dipeptides in pure water solution do not reveal any
differentiation based on their translational diffusion behaviour, due
to their similar molecular weight and shape (Figure S-1 in the
Electronic Supplementary Information (ESI)). This observation
encouraged us to investigate the dipeptide mixture dissolved in
viscous solution sucrose by considering the resolving power of homo-
and heteronuclear NOESY-based spin diffusion experiments for
offering pertinent alternatives to DOSY experiments. The main
experimental drawback of our approach was the mandatory
elimination of the strong *H signals of sucrose and water (see Figure
la) for avoiding to excessively obscure solute signals since
deuterated sucrose would be too expensive to produce and
deuterated water would give rise to the chemical exchange between
the deuterium nuclei of the latter and the amide proton of the
dipeptides mixture. The elimination of these signals can be achieved
by means of selective excitation and detection pulses when included
in an excitation sculpting sequence. 38 The selective pulses invert the
equilibrium magnetization of the nuclei of interest and leave
untouched the one of the solvent nuclei. For this purpose, resonance
inversion in the two frequency bands on either side of the solvent
signal was successfully realized by means of two consecutive band
selective pulses. The spectrum in Figure 1b proves the quality of
solvent suppression that was achieved by band selective detection
(see pulse sequence in Figure 1e).

Since the temperature is an important parameter in spin
diffusion experiments because it is directly related to solvent
viscosity and as a result to overall rotational correlation times tc, 2%
26 we have determined the optimal temperature at which NOESY
cross peaks were positive (negative NOE enhancements, slow motion
regime), well-resolved, and as intense as possible between nuclei
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that were not supposed to be close enough to present a NOE in low
viscous medium. The optimized temperature of 283 K has been
defined by means of band-selective detection NOESY experiments
(see Figure 2a, Figures S-2: amide proton region NOESY spectra at
298, 288, 283, 278 and 273 K and S-3: full NOESY spectrum at 283 K
in ESI). We have clearly observed that the use of viscous sucrose
solution makes possible full intramolecular magnetization transfer
through spin diffusion, observed over distances of > 14 A within each
very small and flexible dipeptide. In comparison, the NOESY
spectrum recorded in water at 298 K displays less numerous NOE
cross peaks of opposite sign (positive NOE enhancements, fast
motion regime, see Figure 2b, full NOESY spectrum in Figure S-4 in
ESI). Hence, under viscous conditions, the grouping of proton
resonances together is accessible allowing the individualization of
the mixture components since the chemical shift pattern of each
dipeptide is predictable. The individualization of the four dipeptides
in water would have necessitated the concomitant use of NOESY and
TOCSY (and COSY) experiments, according the common resonance
assignment strategy. 3°

HOD
@  Acquisiion
Sucrose ‘LI-,W"

Wa WO 75 T0 65 60 S5 44 45 40 55 40 25 20 18 10 ppm

2 Acquisiion

[TV
|

oo |
N

| Acquisition

a)
b)

U5 B0 75 70 05 60 G5 30 45 40 35 30 25 20 45 10

©) | NH,  m—Louval
I |
| T
1
| i
'

A o ) "fa%al

£5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 19 ppm

Fig. 1. 1D H spectra (8 scans), at 600 MHz (*H), and corresponding
NMR pulse sequence of the dipeptide test mixture in sucrose
solution (a, b, ¢, 283 K). G1:G2 = 70:30. The FIDs (32k points, spectral
width = 6 010Hz) were processed with LB = 0.3 Hz and zero-filled to
32k points. a, d) Non-selective excitation and detection. b, e)
Selective detection of two resonance bands. The 3 ms I-BURP-2
pulses cover 1 560 Hz (dotted trapezium). The “1” and “2” labels
respectively indicate their application to the high and low chemical
shift regions. c, f) Selective excitation of the valine amide proton
doublet of Leu-Val (dotted trapezium) using a 10 ms, 1% truncated,
180° Gaussian pulse.

For analytical reasons, it appeared relevant to collect
supplementary structural information of mixture components by
detecting Ha proton resonances in F; during signal acquisition, that
was not the case by means of band selective transient NOESY
experiments. By the way, we implemented a 1D selective NOESY
pulse sequence composed of a double pulse field gradient block for
the multiplet selective excitation 38 40 of the resonance of interest
followed by a mixing time including two wideband adiabatic
inversion pulses flanked with gradient pulses so as to avoid the
reintroduction of strong sucrose and water solvent signals during the
mixing time that arise from longitudinal relaxation. Figure 3
undoubtedly proves that all dipeptides are differentiated by spin

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx
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diffusion in sucrose solution by means of an appropriate set of
selectively excited proton resonances. Indeed, the selective
. . . . View Article Online
excitation of the NH amide proton, at 5%51&1&5/%69?}%?"'
shows a magnetization exchange exclusively with the protons of the
Leu-Val dipeptide because the tyrosine H8/He proton resonances do
not appear in the 1D NOESY spectra (see Figure 3a). The selective
excitation of the side chain H8 and Hy protons (between 0.7 and 0.9
ppm) displays a magnetization exchange with all protons of the two
Leu-Val and Leu-Tyr dipeptides (see Figure 3b). By comparison with
the 1D NOESY spectra in Figures 3a and 3b, a complete proton
assignment of Leu-Tyr is possible. The selective excitation of the
aromatic H5/He protons of Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr reveals all
the proton resonances of Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr (see Figure 3c).
One of the three tyrosine Ha protons at § 4.14 has been selectively
excited in order to differentiate all proton resonances from Gly-Tyr
and Ala-Tyr (see Figure 3d). Figure 3d clearly shows the transfer of
the tyrosine Ha magnetization over all protons of Gly-Tyr because of
the absence of the side chain proton (HBA/B./y/8.) resonances of
Leu-Tyr and Ala-Tyr.

 LoU-Val s LOU-TYr mmmmm Gly-Tyr s Ala-Tyr
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) pom ) ppm
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L - ®
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Fig. 2. a) Amide proton region of band-selective detection 2D NOESY
spectrum of the dipeptide test mixture (10 mM), mixing time (t,) =
0.5 s, at 600 MHz (*H) using the pulse sequence in part c, dissolved
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in sucrose solution, at 283 K. b) Amide proton region of 2D NOESY
spectrum of the same dipeptide test mixture (10 mM), t,, = 0.5 s, at
600 MHz ('H), using noesyesgpph pulse sequence, dissolved in
H,0/D,0 (9:1, v/v), at 298 K. The red frames correspond to spectral
regions of interest in which water as solvent has a major effect on
the number and sign of observable NOESY cross peaks.

—Leu-Vol e Leu-Tyr e Gly-Tyr wess Ala-Tyr

NH Hey [|Ho, H3,

o b

5 3 & &

o | . [l NN i
\J

Fig. 3. Multiplet selective excitation 1D 'H NOESY spectra of the
dipeptide test mixture (10 mM) dissolved in sucrose solution (a, b, c,
d, 283 K), t,, = 0.5 s, at 600 MHz (*H). The initial selective inversion
pulses excite: a) the NHy(LV) proton resonance (experiment time
(expt) = 134.65 min); b) the HS(LY)/HS(LV)/Hyw(LV) proton
resonances (expt = 33.67 min); c) the H&y(LY)/HS\(GY)/HE(AY)
proton resonances (expt = 25.32 min); d) the Hay(GY) proton
resonance (expt = 275.07 min). e) Pulse sequence: @1 =X, y, -x, -y,
=X, X.
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Another way to the individualization of dipeptide mixture which

is less time-consuming than the acquisition of four suitable selective
iew Article Onling

1D NOESY spectra has been to focus 8n, %15!9?@8%05?3@2

resonances as an initial source of magnetization and to resort to a F;
band selective F, decoupled 2D NOESY experiment %1 42 since these
selected nuclei have their resonances in the same frequency band
and they are not scalarly coupled together (see Figure 4). Carrying
out this latter experiment in sucrose solution allows the assignment
of all proton resonances of Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr by
taking profit from spin diffusion acting during the mixing time.

—— LouVal —— LouTyr —— Gly-Tyr Ala-Tyr
HOD
a) Sucrose
ppm )
NH 8.0
NH,
NH 8.1
8.2
8.3+
NH,
8.4
b)
&
“la a
5. R
NN
|
o« || {ln
G G B

Q U [
Gy

Fig. 4. a) F; band selective F; decoupled 2D NOESY spectrum of the
dipeptide test mixture (10 mM) in sucrose solution, at 283 K, at 600
MHz (*H), (64 scans per t; value, expt = 222.54 min, t,, = 0.5 s). b)
Pulse sequence: @1 = x, y, -, -y, ¥ = X, -x. The initial selective 180"
pulses had a Gaussian shape and were applied to the four NH amide
proton resonances.

The selective excitation of isolated proton resonances makes
possible the individualization of each peptide within the mixture by
taking advantage of spin diffusion. Nonetheless, it may happen in
other complex mixtures that a component of interest does not
present resolved proton resonances owing to strong spectral
overlap. In such cases, the larger chemical shift dispersion of *C and
15N nuclei may prove to be helpful. By coupling the HSQC and NOESY
experiments, a complete proton spectrum should be achieved for a
molecule starting only from a single carbon or nitrogen resonance.

The 2D *H-13C and 'H-5N HSQC-NOESY spectra of the dipeptide
test mixture have been acquired at 283 K in sucrose solution (Figure
S-5in ESI and Figure 5). Under these viscous conditions, all protons
of each dipeptide of the mixture are able to propagate its own
magnetization with all other protons and protonated carbons or
protonated nitrogen by spin diffusion. A suitable selection of
horizontal rows through carbon resonances at 18.14 and 38.08 ppm
(Ala-Tyr), 22.64 and 37.66 ppm (Leu-Tyr), 31.43 and 53.64 ppm (Leu-
Val) and 38.11 ppm (Gly-Tyr) allows the extraction of the four
complete proton spectra respectively corresponding to Ala-Tyr, Leu-
Tyr, Leu-Val and Gly-Tyr. These four spectra have been compared to
the conventional 1D H spectra (Figures S-5b, b’, S-5¢, ¢’, S-5d, d’ and
S-5e, €’ in ESI) and they logically reveal similar peak patterns. In the
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same way, an appropriate selection of four horizontal slices through
nitrogen resonances at 123.93 (Ala-Tyr), 124.49 (Gly-Tyr), 126.01
(Leu-Tyr), and 126.91 ppm (Leu-Val) allows to produce four complete
H spectra respectively corresponding to Ala-Tyr, Gly-Tyr, Leu-Tyr,
and Leu-Val. These four spectra present resonance patterns similar
to those of the conventional 1D 'H spectra as well (Figures 5b, b’, 5S¢,
¢/, 5d, d’ and 5e, €’). Interestingly, another way is possible to
individualize the compounds of the mixture by considering
appropriate vertical slices from the 2D H-13C HSQC-NOESY (Figure S-
5). In this case, the resulting spectra should reveal all the protonated
carbons of the four dipeptides in the mixture. By the way, Figure S-5
(d”, ¢”, ¢ and b”) presents the four protonated carbon spectra
obtained by extracting the column of amide protons at 8.35, 8.09,
8.05 and 8.01 ppm, respectively corresponding to Leu-Val, Leu-Tyr,
Gly-Tyr, and Ala-Tyr. The ability to extract all the protonated carbon
chemical shifts for an individual component in a mixture may turn
out to be a very convenient tool in the structure assignment of
molecules within mixtures.

— Leudal — LouTyr —— GlyeTyr —— AlaTyr
a) )\mn
Suorose 1 ppm
| AN WA
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Fig. 5. a) 2D 'H-1>N HSQC-NOESY spectrum of the dipeptide test
mixture (20 mM) dissolved in sucrose solution, at 283 K, t,, = 0.5 s,
with solvent multiple presaturation, at 600 MHz (H). Comparison of
four *H horizontal slices extracted from the 2D *H-**N HSQC-NOESY
at 123.93 (b, b’, Ala-Tyr, green row), 124.49 (c, ¢’, Gly-Tyr, red row),
126.01 (d, d’, Leu-Tyr, blue row), and 126.91 ppm (e, €’, Leu-Val,
purple row) with the conventional 1D proton spectra of each pure

@ 3
-
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dipeptide dissolved (20 mM) in sucrose solution, at 283 K, at 600 MHz

H).
( ] View Article Online
Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr mixtyre.imagarose gelooqr

As previously published, 3% 37 owing to the active transverse
relaxation of agarose gel, all the proton resonances from agarose are
remarkably not visible (see Figure 6). This aspect is probably the main
advantage of using this viscous medium in the individualization of
components within polar mixtures because that makes easier the
solvent suppression.

We also determined the temperature that provides the best
compromise between spin diffusion and spectral resolution by
means of usual NOESY experiments with water suppression using
excitation sculpting (see Figure S-6 in ESI). The optimized
temperature of 273 K enables to detect as much as possible negative
NOE enhancements (positive NOESY cross peaks) due to the
molecular tumbling slowdown. The use of viscous agarose gel yields
full intramolecular magnetization transfer through spin diffusion,
over distances of > 14 A for Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr owing to the
stiffness of the aromatic moiety. In comparison, the NOESY spectrum
acquired in water at 298 K presents less NOE cross peaks of opposite
sign (positive NOE enhancements, fast molecular tumbling, see
Figure 2b). However, the remaining flexibility of Leu-Val peptide in
agarose gel at 273 K prevents the observation of full magnetization
transfer over the entire molecule by means of spin diffusion. Only
positive NOE enhancements are detected. Nonetheless, under
sufficiently viscous conditions, the grouping of proton resonances of
Tyr-based dipeptides together is reachable, thus allowing the
individualization of these three Tyr-based mixture components since
the chemical shift pattern of each dipeptide is predictable. By
subtraction, the proton resonance pattern of Leu-Val is then

deduced.
Leu-Val e LeU-TYr s Gly-Tyr s Ala-Tyr

T T T T T T T T

8 7 6 5 4 3 2 ppm
Fig. 6. 1D H spectra of the dipeptide test mixture (10 mM) dissolved
a) in H,0/D,0 (9:1, v/v), at 298 K, at 600 MHz (*H) and b) in agarose
gel 1%, at 273 K, at 600 MHz (*H) with water suppression using
excitation sculpting.

We sought to highlight the discrepancy of the molecular
behaviour of the four dipeptides in agarose gel by only collecting the
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resonances of interest during the signal acquisition for accessing to
supplementary structural information. This approach may turn out
to be pertinent in case of proton overlapping especially for complex
mixtures. Selectively exciting one suitable set of proton resonances
illustrates this approach. By the way, we reused the 1D selective
NOESY experiment previously described in this work. The only one
HOD signal of agarose gel arising from longitudinal relaxation during
the mixing time is more easily suppressed than the multiple ones of
sucrose. Figure 7 illustrates that all Tyr-based dipeptides are
differentiated by spin diffusion in agarose gel by means of an
appropriate set of selectively excited proton resonances. Indeed, the
selective excitation of CHig at 6 1.27 in agarose gel, shows a
magnetization exchange exclusively with the protons of the Ala-Tyr
dipeptide (Figure 7a). The selective excitation of the aromatic H§/He
protons of Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr at & 7.00 reveals all the
proton resonances of Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr (Figure 7b). The
selective excitation of the side chain H and Hy protons (between 0.7
and 0.9 ppm) displays a magnetization exchange with all protons of
the two Leu-Val and Leu-Tyr dipeptides (Figure 7c). Due to a different
molecular tumbling rate, the NOE enhancements are negative (active
spin diffusion, positive peaks) for Leu-Tyr and positive for Leu-Val
(negative peaks). As a result, the distinction of the two proton
patterns is immediate by considering the change in the sign of the
NOE peaks. By comparison with the 1D NOESY spectra in Figures 7a,
7b and 7c, a complete proton assignment of Gly-Tyr is accessible.

Leu-val Leu-Tyr —— Gly-Tyr —— Ala-Tyr
HOD
a)
Ha,
1 He,
NH,
T e
8 74 6
*
b) i HOD
He,
Ha,[| e
Hor|| [Hev
H3,
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NHv * ‘NHV
LT R
T T T
8 7 6
c)
Hﬁvl:!&‘
v il
!
NH,

HOD
T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 ppm
Fig. 7. Multiplet selective excitation 1D 'H NOESY spectra of the
dipeptide test mixture (10 mM) dissolved in agarose gel 1% (a, b, c,
273 K), t, = 0.5 s, at 600 MHz (*H). The initial selective inversion
pulses excite: a) the HBy{AY) proton resonance (expt = 186,25 min);
b) the H&y(LY)/H&y(GY)/H&y(AY) proton resonances (expt = 67,25
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min); ¢) the H8 (LY)/H&,(LV)/Hyy(LV) proton resonances (expt = 67,08

min); Pulse sequence: @1 =X, y, -X, -y, § = X, X (see Figure 3e).
View Article Online

DOI: 10.1039/C8FD0O0226F

Experimental

Chemical reagents. D,0 was purchased from Eurisotop (Gif-sur-
Yvette, France). Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr were
purchased from TCl Europe (Zwijndrecht, Belgium).
Agarose/TBE blend powder 1% was purchased from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). All peptides had 95%
or higher purity and were dissolved at a concentration from 10
to 20 mM in sucrose/H,0 (5:5, w/w + 10% D,0, v/v), and
agarose gel 1%/D,0 (9:1, v/v).

NMR Spectroscopy: All the NMR experiments on the dipeptide
mixture were performed on a Bruker Avance AVII-600 NMR
spectrometer equipped with a 5 mm TCI cryoprobe using the
Bruker TOPSPIN Software (Rheinstetten, Germany). Static field
gradient pulses were generated by a 10 A amplifier, so that the
sample is submitted to a nominal 0.613 Tm gradient. Gradient
pulses were followed by a 200 us recovery delay. Temperature
control was performed using a Bruker variable temperature
(BVT) unit in combination with a Bruker cooling unit (BCU-05) to
provide chilled air.

Dipeptide mixture spectra were calibrated so that the tyrosine
Ha proton and Ca carbon resonances appeared respectively at
7.00 and 132.00 ppm. Additional NMR data acquisition and
processing parameters for Figure 1 up to Figure 7 are described
in the Electronic Supplementary Information S-1 to S-6.

Conclusions

We have established for the first time that the use of sucrose solution
and agarose gel makes the resolution of polar components within
complex mixtures possible, by taking advantage of NMR spin
diffusion. We have pointed out that using sucrose blends as viscous
binary solvent presents valuable advantages compared to agarose
gel: spin diffusion is active in a wider temperature range, NMR
sample preparation (no heating) is compatible with thermally fragile
compounds and user-friendly, even though agarose gel presents the
considerable benefit of not producing intense residual proton
solvent due to active transverse relaxation that is the major
drawback of the use of non-deuterated sucrose solution. Mid-sized
molecules will only require a small amount of sucrose in water
whereas smaller molecules will require more sucrose until 50%
(w/w) for driving spin diffusion from room temperature to sub-zero
temperature. Agarose gel may be a suitable alternative to the use of
sucrose solution for the study of small rigid or mid-sized compounds
in mixture presenting quite long correlation times for which spin
diffusion should be more active than that of very small and flexible
molecules.

The component individualization within a Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-
Tyr and Ala-Tyr mixture was respectively achieved at 283 K and 273
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K in sucrose solution and agarose gel by means of selective 1D, 2D
IH-'H NOESY. H-3C and 'H-'°N HSQC-NOESY experiments were
implemented for sucrose solution since *C and *N nuclei were
considered as chemical shift markers that increase the spectrum
readability, at the price of a lower sensitivity caused by their low
natural abundance.

Future investigations will deal the study of other polar mixtures
of medium-sized molecules for assessing spin diffusion power of
agarose gel and of the solute-solvent interaction.
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Additional NMR data acquisition and processing parameters for Figure 1 up to Figure 5:

Fig. 1. 1D proton spectra (8 scans), at 600 MHz (*H), and corresponding NMR pulse sequence of the
dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr) dissolved in sucrose/D;0 (5:5, w/w + 10%
D20, v/v) (a, b, ¢, 283 K). G1: G2 = 70: 30. The FIDs (32k points, spectral width = 6 010 Hz) were
processed with LB = 0.3 Hz and zero-filled to 32k points. a, d) Non-selective excitation and detection.
b, e) Selective detection of two resonance bands. The 3 ms |-BURP-2 pulses cover 1 560 Hz (dotted
trapezium). The “1” and “2” labels respectively indicate their application to the high and low chemical
shift regions. ¢, f) Selective excitation of the valine amide proton doublet of Leu-Val (dotted trapezium)

using a 10 ms, 1% truncated, 180° Gaussian pulse.

Fig. 2. a) Amide proton region of band-selective detection 2D NOESY spectrum of dipeptide test
mixture (10 mM), at 600 MHz (*H) a) dissolved in sucrose/H,0 (5:5, w/w + 10% D,0, v/v), at 283 K. Data
matrix was recorded in States-TPPI mode; its size was 512 x 4k with 8 scans per FID, a 1.5 s relaxation
delay and a 0.5 s mixing time (tm), resulting in a 165.97 min recording time (expt). Shaped pulses and
gradient pulses were identical to those in Figures 1b and 1e in ESI. The NOESY part of the sequence
was adapted from the noesyph pulse sequence. The spectral width was 6 009.615 Hz in both
dimensions. G1: G2 = 70: 30. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted sine bell
function (SSB = 2) before zero filling to a 1k x 4k size. b) Amide proton region of 2D NOESY spectrum
of dipeptide test mixture dissolved in H,O/D,0 (9:1, v/v), at pH = 5,0, at 298 K. Spectrum b) was
recorded and processed with the same parameters as those in 2a using the noesyesgpph pulse
sequence. A pair of 2 ms rectangular shaped inversion pulses was applied on the water signal
resonance. The length of the water suppression gradient pulses was 1 ms and their intensity 31% for
the first pair and 11% for the second pair. The red frames correspond to spectral regions of interest in

which water as solvent has a major effect on the number and sign of observable NOESY cross peaks.

Fig. 3. Multiplet selective excitation 1D *H NOESY spectra of the dipeptide test mixture (10 mM)
dissolved in sucrose/H,0 (5:5, w/w + 10% D0, v/v) (a, b, ¢, d, 283 K), t, = 0.5 s, at 600 MHz (*H). e)
Pulse sequence: @1 =X, ¥, -X, -y, { =X, -x. The initial selective excitation was achieved by a 1% truncated
180° Gaussian pulse. G1:G2 = 70:30. WURST wideband adiabatic inversion pulses, 8 = 1.5 ms, starting
within t, at 0.33 and 0.83 t,, with G3: G4: G5 = 40: -60: 50. Gradient pulse length was 1 ms. d = 200 ps.

Relaxation delay was 2 s. The FIDs (16k points, spectral width 6 009.615 Hz) were multiplied by an
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exponential function (LB = 0.3) before zero filling to 64k points. The initial selective inversion pulses
excite: a) the NHy(LV) proton resonance (61 = 10 ms, 2 048 scans, experiment time (expt) = 134.65
min); b} the H&(LY)/H&.(LV)/Hyv(LV) proton resonances (61 = 5 ms, 512 scans, expt = 33.67 min); c) the
H6v(LY)/H&v(GY)/HbEy(AY) proton resonances (61 = 10 ms, 800 scans, expt = 25.32 min); d) the Hay(GY)

proton resonance (61 = 60 ms, 4 096 scans, expt = 275.07 min).

Fig. 4. a) F1 band selective F; decoupled 2D NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (10 mM)
dissolved in sucrose/H;0 (5:5, w/w + 10% D,0, v/v), at 283 K, at 600 MHz (*H), (64 scans per t; value,
expt = 222.54 min, tn = 0.5 s). b) Pulse sequence: @1 = x, y, -x, -y, = x, -x. The initial selective 180°
pulses (61 = 3 ms) had a Gaussian shape and were applied to the four NH amide proton resonances.
G1: G2 = 70: 30. The following refocusing pulse was also applied to the NH protons and was a RE-BURP
(62=24 ms). G3: G4 = 80: 23. WURST wideband adiabatic inversion pulses, 63 = 1 ms, start within t,, at
0.33 and 0.83 t,, with G5: G6: G7 = 40: -60: 50. Gradient pulse length was 1 ms. d = 200 ps. Relaxation
delay was 2 s. Data matrix was acquired in the States-TPPI mode, its size was 64 x 4k. Spectral widths
were 5699.088 Hz in F2 and 312 Hz in F1. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted

sine bell function (SSB = 2) before zero filling to a 128 x 4k size.

Fig. 5. a) 2D 'H-"N HSQC-NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (20 mM) dissolved in
sucrose/H>0 (5:5, w/w + 10% D0, v/v), at 283 K, using the hsgcetgpnosp pulse sequence with solvent
multiple presaturation, at 600 MHz (*H). Data matrix was recorded in Echo-Antiecho mode; its size was
128 x 2k with 512 scans per FID, a 1.5 s relaxation delay and a 0.5 s mixing time (tn), resulting in a
2451,8 min recording time. The spectral widths were respectively 6009.615 Hz in *H dimension and
1824.63 Hz in N dimension. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted sine bell
function (SSB = 2) before zero filling to a 1k x 2k size. Comparison of four *H horizontal slices extracted
from the 2D *H->N HSQC-NOESY at 123.93 (b, b’, Ala-Tyr, green row), 124.49 (c, c’, Gly-Tyr, red row),
126.01 (d, d’, Leu-Tyr, blue row), and 126.91 ppm (e, €', Leu-Val, purple row) with the conventional 1D
proton spectra of each pure dipeptide dissolved (20 mM) in sucrose/H;0 (5:5, w/w + 10% D0, v/v), at
283 K, at 600 MHz (H).

Fig. 6. 1D 'H spectra of the dipeptide test mixture (10 mM) dissolved a) in H20/D20 (9:1, v/v),
at 298 K, at 600 MHz (*H) and b) in agarose gel 1%, at 273 K, at 600 MHz (*H) with water

suppression using excitation sculpting.
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Fig. 7. Multiplet selective excitation 1D *H NOESY spectra of the dipeptide test mixture (10
mM) dissolved in agarose gel 1% (a, b, ¢, 273 K), t»=0.5 s, at 600 MHz (1H). The initial selective
inversion pulses excite: a) the HBy(AY) proton resonance (61 = 40 ms, 2 800 scans, expt =
186,25 min; b) the H&y(LY)/H&y(GY)/H&y(AY) proton resonances (61 = 10 ms, 1 024 scans, expt
= 67,25 min); c) the H&.(LY)/H&.(LV)/Hyv(LV) proton resonances (61 = 5 ms, 1 024 scans, expt

= 67,08 min); Pulse sequence: @1 =x, y, -x, -y, U = x, -x (see Figure 3e).
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—— LoU-Val — LOU-TYr  o—GlY-TYr  m— Ala-Tyr
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Fig. S-1. 2D H DOSY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 10
mM, dissolved in H,0/D.0 (9:1, v/v), at pH = 5.0, at 298 K, at 600 MHz (*H). Data were acquired by
means of the stebpgpl1s19 pulse sequence. The diffusion time (4) was 50 ms and the gradient pulse
length (6) was 1.2 ms. The size of the raw data set was 32 x 16 384, with 8 scans per FID, anda 10 s
relaxation delay, resulting in a 49.78 min recording time. The gradient intensity values were equally
spaced from 2% to 95%. Water suppression was achieved by a 3-9-19 pulse sequence with 1 ms
gradient pulses of -20% intensity (WATERGATE). The DOSY spectrum was calculated using the Bruker
TOPSPIN Software. Inverse Laplace transformation in the indirectly detected dimension was carried

out by means of the MaxEnt algorithm. Log (D) was calculated with D expressed in (um)?/s.
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Fig. S-2. Amide proton region of band-selective detection 2D NOESY spectra of the dipeptide test
mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 10 mM, dissolved in sucrose/H:0 (5:5, w/w + 10% D,0,
v/v), ata) 298 K, b) 288 K, c) 283 K, d) 278 K, and e) 273 K, at 600 MHz (*H). The red frames correspond
to spectral regions of interest in which temperature variations show a major effect on signal intensity.
See caption of Figure 2a in ESI for the acquisition and processing parameters.

Figure S-2 reports the evolution of the 2D NOESY correlations of the amide protons in the dipeptide
test mixture upon sample temperature modification. The spectra reveal the expected intra-molecular
correlations but also present a certain amount of magnetization transfer between the labile dipeptide
amide protons and sucrose/water blend protons whose intensity is related to temperature. Ambient
and lower temperatures (298 K, 288 K, 283 K, 278 K and 273 K) have been tested in sucrose solution.
The NH magnetization weakly reaches the tyrosine He protons at 288 K and not at all at 298 K. At 278
K, the effect of spin diffusion is still active but the NH proton resolution is damaged and even more at
273 K due to transverse relaxation inducing peak broadening. Consequently, all following NMR spectra
in sucrose solution have been recorded at 283 K, being the optimal temperature at which the NOESY
spectrum of the dipeptide test mixture shows correlations from the amide proton resonance of each

dipeptide to all the proton resonances of the same dipeptide without significant signal broadening.
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Fig. S-3. Band-selective detection 2D H-'H NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val,
Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 10 mM, in sucrose/H:0 (5:5, w/w + 10% D0, v/v), at 283 K, at 600 MHz

(*H). See caption of Figure 2a in ESI for the NMR acquisition and processing parameters.
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Fig. S-4. 2D *H-'H NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr),

10 mM, dissolved in H0/D;0 (9:1, v/v), at pH = 5.0, at 298 K, at 600 MHz (*H). See caption of Figure

2b in ESI for the NMR acquisition and processing parameters.
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Fig.S-5. a) 2D *H-*C HSQC-NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (20 mM) in sucrose/H-0 (5:5,
w/w + 10% D> 0, v/v), at 283 K, at 600 MHz (*H), using the hsqcetgpnasp pulse sequence with solvent
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multiple presaturation. Data matrix was recorded in Echo-Antiecho mode; its size was 1k x 2k with 48
scans per FID, a 1.5 s relaxation delay and a 0.5 s mixing time (tn), resulting in a 1843.58 min recording
time. The spectral widths were respectively 6 009.615 Hz in *H dimension and 21 129.352 Hz in 3C
dimension. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted sine bell function (SSB = 2)
before zero filling to a 1k x 2k size. Comparison of *H horizontal slices extracted from the 2D H-13C
HSQC-NOESY at 18.14 and 38.08 ppm (b, b’, Ala-Tyr, green rows (sum)), 22.64 and 37.66 ppm (c, c’,
Leu-Tyr, blue rows (sum)), 31.43 and 53.64 ppm (d, d’, Leu-Val, purple rows (sum)) and 38.11 ppm (e,
e’, Gly-Tyr, red row) with the conventional 1D proton spectra of each pure dipeptide dissolved (20 mM)
sucrose/H,0 (5:5, w/w + 10% D0, v/v), at 273 K, at 600 MHz (*H). 3C vertical slices extracted from the
2D H-3C HSQC-NOESY at 8.35 ppm (d”, Leu-Val, purple column), at 8.09 ppm (c”, Leu-Tyr, bleu

column), at 8.05 ppm (e”, Gly-Tyr, red column), and at 8.01 ppm (a”, Ala-Tyr, green column).
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Fig. 5-6. 2D H-'H NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr),

10 mM, dissolved in agarose gel 1%, at 273 K, at 600 MHz (*H). See caption of Figure 2b in ESI for the

NMR acquisition and processing parameters.
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CHAPITRE B : “MIXTURE ANALYSIS IN VISCOUS SOLVENTS BY NMR SPIN
DIFFUSION SPECTROSCOPY: ViscY. APPLICATION TO HIGH- AND LOW-
POLARITY ORGANIC COMPOUNDS DISSOLVED IN SULOFOLANE/WATER AND
SULFOLANE/DMSO-Dg BLENDS”

1. Introduction

Jusqu'a présent, l'analyse des composants individuels de mélanges par RMN sans aucune
séparation physique a été explorée dans un nombre limité de maniéres. L'utilisation de solvants (ou
mélanges de solvants) visqueux offre une approche analytique intéressante dans I'étude de mélanges
complexes. Ces solvants abaissent la vitesse de rotation des molécules de petites et moyennes tailles
en solution puisque la valeur du temps de corrélation moléculaire global t. dépend de la viscosité du
milieu. La relaxation croisée longitudinale favorise ainsi la diffusion de spin. En conséquence, les
molécules subissent le régime négatif de l'effet Overhauser nucléaire (NOE) et leurs résonances
peuvent étre regroupées en fonction de leur capacité a partager I'aimantation par diffusion de spin
intramoléculaire. Toutes les résonances des noyaux 'H au sein de la méme molécule ont tendance 3
corréler entre elles dans un spectre NOESY 2D, donnant ainsi accés aux spectres de RMN *H individuels
des composants du mélange. L'idée initiale a été mise en ceuvre par Williamson et al. en 1981 *® au
moyen d'un polymere perfluoré utilisé comme solvant, idée qui a été réexaminée par Simpson et ses
collaborateurs en 2008 # ; I'utilisation d'eau en état de surfusion pour moduler la dynamique de
relaxation de spin de petits métabolites a été rapportée en 2012 par la méme équipe. ** Notre équipe
a publié des résultats originaux dans le domaine de |'analyse de mélanges par RMN a l'aide de glycérol
et carbonate de glycérol en 2011, ¢ DMSO/glycérol en 2016, 4 DMSO/eau en 2017, ® et de solution
de saccharose et d'agarose gel en 2019 7> comme solvants visqueux pour la création des conditions de
diffusion de spin en RMN H et *°F.

Nous avons établi pour la premiére fois que l'utilisation du sulfolane/eau et sulfolane/DMSO-ds
comme solvants binaires visqueux permet l'individualisation de composants respectivement de haute
et basse polarités au sein de mélanges complexes, en tirant parti de la diffusion de spin en RMN.
L'individualisation des composants au sein du mélange Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr et Ala-Tyr et celui
composé de dicyclohexyl(4-(N,N-diméthylamino)phényl) phosphine, exophényl kwon [2.2.1]
phosphine  bicyclique, allyltriphénylphosphonium  bromide et (méthoxyméthyl)triphényl-
phosphonium chloride, a été réalisée a 258 K et 500 MHz (*H) par des expériences NOESY 1D H
sélectives homonucléaires, NOESY 2D H-H sélectives et par une expérience 2D 'H hétéronucléaire H-
31p HSQC-NOESY dans les solvants binaires sulfolane/eau et sulfolane/DMSO-ds respectivement.

Le choix du sulfolane en tant que solvant visqueux, et ses paramétres physico-chimiques, sont
détaillés dans la partie Il : Matériels et Méthodes — 1. La diffusion de spin en milieu visqueux.
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to mixture analysis. Till now, analysis of organic compounds by NMR spin diffusion in \ ’x NMR analysis [~ \ Lin I
viscous solvents involved 'H, '>C, N, and '"F. We offer a new way to analyze \ _ = L
mixtures by considering *'P nuclei as chemical shift markers. We report the 22 MR HSQC-NOESY 56256 K
individualization of four polar dipeptides and of four nonpolar phosphorus-containing
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compounds respectively dissolved in sulfolane/water and sulfolane/DMSO-dy
solvents blends by means of homonuclear selective 1D and 2D 'H experiments and
a heteronuclear 2D "H—*'P HSQC-NOESY experiment by taking advantage from
spin diffusion. The name ViscY is proposed to refer to the class of all NMR
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spectroscopy experiments that rely on viscous solvents for mixture analysis.

Over the past few years, identification of organic
compounds in mixtures has become a key research
subject. Cosmetics, fine chemical, and pharmaceutical
companies always seek for innovative solutions for the
structural characterization of organic compounds of low
molecular weight in mixtures, obtained either by synthesis
(products of interest or byproducts) or by extraction from
natural or biotechnological resources, that are easy and cheap
to implement and in conformity with current regulations.
Analytical techniques for the determination of the structure of
unknown organic compounds within mixtures rely often on the
coupling of chromatographic and spectroscopic methods, such
as high performance liquid chromatography (HPLC) coupled
with NMR (LC-SPE-NMR) or/and mass spectrometry (LC—
MS)." When physical separation is not possible, NMR must be
performed on mixtures as they are. Being able to assign each
NMR peak to a specific molecule reduces the need for
chromatographic separation and thus would greatly increase
the efficiency of natural products and synthetic chemists.

So far, analysis of individual mixture components by NMR
without any physical separation has been investigated in a
limited number of means: (i) in the 2D DOSY experiment,
NMR signals are labeled according to the value of the
translational diffusion coefficient (D) of each molecule in
mixture.”® However, this experiment provides only limited
resolution along the D axis. NMR signals from structurally
close molecules may be therefore difficult to group according

© 2020 American Chemical Society

" 4 ACS Publications

162

to their parent compound, even though experimental tips may
enhance the resolution of the 2D DOSY experiment by
addition of chromatographic phases to the sample, interaction
of molecules of interest with soluble polymers or lanthanide
shift reagents, and compound inclusion in micelles.*™” (ii)
Multiquantum spectroscopy combined (or not) with broad-
band homonuclear decoupling, sparse sampling, pure shift,
ultrafast data acquisition or tensor decomposition methods
may be relevant for individualizing molecules in the
mixture.'”™"* (iii) The use of viscous solvents (or solvent
blends) provides an interesting analytical approach in the study
of complex mixtures. These solvents reduce the tumbling rate
of small- and medium-sized molecules in solution'*~>" since
the value of the overall correlation time 7, is governed by the
medium viscosity according to the microviscosity theory of
Gierer and Wirtz.”® Hence, the corresponding longitudinal
cross-relaxation regime favors spin diffusion. As a result,
molecules fall in the negative nuclear Overhauser effect (NOE)
regime, and their resonances can be clustered depending on
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their capability to exchange magnetization by intramolecular
spin diffusion. The 2D "H NOESY spectrum of a mixture
reveals correlations between all 'H of each analyte, therefore
giving access to the individual "H NMR spectra of the mixture
components. The initial idea was implemented in 1981 by
Williamson et al. with chlorotrifluoroethylene polymer
(CTFEP) as a viscous solvent for the determination of the
conformation of the antibiotic Echinomycin after manipulating
NOEs in solution.”® In 1992, Luck et al. also considered
CTFEP mixed in organic solvent for extending solution
structure determination to organometallic complexes and
organic compounds by the benefit of large and negative
NOE enhancements under viscous conditions.'® In 2008,
Simpson et al. first introduced the use of a highly viscous
solvent such as CTFEP for organic mixture separation by
means of 1D and 2D NOESY spectroscopy.'” The use of
supercooled water (in narrow capillaries) was reported in 2012
by the same team for mixture individualization of small
metabolites.”' Our team published original results in the field
of mixture analysis by NMR through the use of glycerol and
glycerol carbonate (in 2011), DMSO/glycerol (in 2016),
DMSO/water (in 2017), and sucrose solution and agarose gel
(in 2019) as viscous solvents for the creation of spin diffusion
conditions in 'H and “YF NMRZ%**7> Henceforth, we
propose the name ViscY (the second syllable is pronounced
like that in “whisky”) for referring to all NMR methods in
which viscous solvents or solvent blends promote the
individualization of mixture components by NMR spin
diffusion spectroscopy.

To date, only a few viscous solvents have been described in
the literature for the study of high- and low-polarity
compounds within mixtures. In this context, the present
work focuses on the assessment of two viscous sulfolane-based
solvent blends, namely sulfolane/water and sulfolane/DMSO-
dg, in the individual NMR characterization of four highly polar,
structurally close dipeptides: Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, and
Ala-Tyr and of four lowly polar phosphorus-containing
compounds by spin diffusion in homonuclear selective 1D
'"H NOESY, selective 2D 'H NOESY experiments, and a
heteronuclear 2D '"H—*'P HSQC-NOESY.

Sulfolane is a cheap, colorless, nonreactive dipolar aprotic
solvent with high chemical and thermal stability and unusual
solvent properties. It is made of globular molecules and
presents a moderately high dielectric constant (¢ = 43.4 at 300
K)*” and a high dipole moment (¢ = 4.80 D).”® Sulfolane is
completely miscible with water and other polar and aromatic
organic solvents. First produced and patented in the 1940s, it
has been used in a wide variety of industrial production
processes for aromatic solvent extraction, petroleum produc-
tion, and refining.”” 1t is also employed in polymer technology
as a solvent, plasticizer, and synthesis medium. It is a solvent of
choice for acid-catalyzed reactions at high temperatures such as
Friedel—Crafts acylations and Bischler—Napieralski condensa-
tions. It has also been used as a solvent for oxidations,
nitrations, chemical rearrangements, phosphonylations, and
condensation reactions.”® Although sulfolane presents a higher
melting point (300.5 K) than water (273 K) and DMSO-dy
(292 K), its melting point can be drastically lowered by
addition of water or DMSO-d,."" For instance, melting points
of the sulfolane/water and sulfolane/DMSO-d, solvent blends
respectively reach 256 and 238 K after adding 50% of water
and 30% of DMSO-ds by volume. This observation opens a
way to work at or below room temperature, which is especially
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appropriate for thermally unstable compounds. Spin diffusion
may therefore take place on a wide range of temperatures, from
room to subzero temperatures due to the viscosity increase of
both solvent blends upon temperature lowering.”> Never-
theless, the viscosity of the sulfolane-based solvents at room
temperature remains sufficiently low, even if pure sulfolane
reveals a higher viscosity (7 = 1029 ¢P at 303 K)** than the
ones of water (17 = 0.898 cP at 298 K) and of DMSO-d, (57 =
2.007 cP at 298 K),* so that samples are prepared and moved
into the NMR tube without any difficulty, in opposition to
highly viscous solvents such as glycerol (77 = 934 cP at 298 K)
and glycerol carbonate (i = 85.4 cP at 298 K).* Nonetheless,
the major experimental drawback of considering these
sulfolane-based solvent blends lies in the strong 'H NMR
signals of nondeuterated sulfolane and water that force their
suppression. This is easily managed via selective excitation and
detection pulses involved in a double pulsed field gradient spin
echo (DPFGSE) sequence.®® In addition, the high amount of
added DMSO-d; (compared to 10% of D,O in volume in
sulfolane/H,0/D,0 solvent blend) facilitates the use of
spectrometer tools such as automatic field-locking and
shimming, like for any other usual NMR solvent.

Due to the dielectric constant of water which is higher than
that of DMSO-d,,”” the sulfolane/water solvent blend is more
appropriate for the study of high-polarity compounds whereas
the viscous sulfolane/DMSO-d binary solvent is more adapted
to the investigation of compounds of low-polarity. Midsized
polar and lowly polar molecules necessitate a low amount of
water or DMSO-dg in sulfolane, whereas smaller or more
flexible molecules require more water or DMSO-d;; for driving
spin diffusion under temperature control from room temper-
ature to subzero temperatures.

The choice of an optimal operating temperature results from
a compromise between overall spectral resolution and intensity
of NOE cross-peaks between protons that are not nearby
enough to reveal a NOE signal in a low-viscosity medium. A
temperature decrease favors spin diffusion but alters peak
height through line widening due to a more active transverse
relaxation. Sample cooling is thus needed if the NOESY
spectrum presents positive NOE correlations (diagonal and
off-diagonal cross-peaks of opposite signs). In accordance with
the complexity of the mixtures, the analysis of '"H NMR spectra
may turn out to be impossible because of the 'H resonance
overlying. A conventional alternative solution consists in the
spreading of the spectroscopic information along an indirect
dimension that encodes chemical shifts of nuclei other than
'H.>*7** This approach to mixture analysis is exemplified in
the sulfolane/DMSO-d;; solvent blend by means of the 2D
'"H—3'P HSQC-NOESY experiment providing 'H/*'P chem-
ical shift lists for the mixture of low polarity compounds.

B EXPERIMENTAL SECTION

Chemical Reagents. DMSO-d; and D,O were bought
from Eurisotop (Gif-surYvette, France). Leu-Val, Leu-Tyr,
Gly-Tyr, and Ala-Tyr were bought from TCI Europe
(Zwijndrecht, Belgium). Sulfolane, dicyclohexyl(4-(N,N-
dimethylamino)phenyl)phosphine, and exophenyl Kwon
[2.2.1] bicyclic phosphine were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin-Fallavier, France). Allyltriphenylphosphonium
bromide and (methoxymethyl)triphenylphosphonium chloride
were purchased from Acros Organics (Geel, Belgium). All
peptides and phosphorus-based compounds had 95% or higher

https://dx.doi.org/10.1021/acs.analchem.9b05725
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purity and were dissolved at a concentration of 20 mM,
respectively, in sulfolane/H,0/D,0 (5:4:1 v/v/v) and in
sulfolane/DMSO-d, (7:3 v/v).

NMR Spectroscopy. The NMR experiments on the
dipeptide and phopshorus-based compound test mixtures
were performed on a Bruker AVIIIS00 NMR spectrometer
equipped with a S mm BBFO+ probe using the TOPSPIN
software (Rheinstetten, Germany). Gradient pulses (maximum
0.535 Tm™") were generated by a 10 A amplifier. Temperature
was controlled by a Bruker variable temperature (BV'T) unit
supplied with chilled air produced by a Bruker cooling unit.

Each dipeptide mixture spectrum was calibrated so that the
tyrosine Ha proton resonances were observed at & 7.00.
Additional NMR data acquisition and processing parameters
for Figures 1—4 and 6—8 are described in the Supporting
Information.

|HOD
Sulfolane
) " 9 | Awguisitior
s I N
8 7 8 5 & 3 2 1 ppm
. 1 2 ;o |Acqushon
) e) o . . ..

8 7 L] 5 4 3 2 1

Figure 1. 1D proton spectra and corresponding NMR pulse sequence
of Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr (20 mM) dissolved in
sulfolane/H,0/D,0 (5:4:1 v/v/v), at 258 K, at 500 MHz ('H). (a,
d) Nonselective excitation and detection. (b, ) Selective detection of
two resonance bands. The 4 ms I-BURP-2 pulses cover 1250 Hz
(dotted trapezium). The “1” and “2” labels respectively mention their
application to the high and low-field regions. (c, f) Selective excitation
of the valine amide proton doublet of Leu—Val (dotted trapezium)
using a 30 ms, 1% truncated, 180” Gaussian pulse.

B RESULTS AND DISCUSSION

Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr Mixture in
Sulfolane/H,0/D,0 (5:4:1 v/v/v). These four dipeptides do
not present any differentiation in the DOSY spectrum when
dissolved in pure water because of their comparable molecular
weight and shape (Figure S1). The use of viscous solvents such
as sulfolane/water has opened the way to other strategies than
DOSY, namely ViscY, relying on homo- and heteronuclear
NOESY-based spin diffusion experiments for mixture analysis.
The main experimental pitfall of our analytical approach is the
obligatory suppression of the intense 'H signals of sulfolane
and water (Figure la) for avoiding drastically obscure analyte
signals, since deuterated sulfolane would be too costly to
synthesize and full deuterated water would result in the
chemical exchange between the deuterium nuclei of the water
and the NH protons of the dipeptides. The elimination of
solvent signals was obtained by using selective pulses when
involved in a DPEGSE pulse sequence (Figure 1b,e, and c,f).*
The selective pulses invert the equilibrium magnetization of
the dipeptide nuclei and leave untouched the one of the
sulfolane and water nuclei. For this aim, resonance inversion in
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the two frequency bands on cither side of the sulfolane signals
was successfully achieved via two successive band-selective
pulses. The spectrum in Figure 1b demonstrates the efficiency
of solvent suppression that was obtained by band-selective
detection (see Figure le). All solute signals in the solvent
frequency band are eliminated as well. Nevertheless, this is not
an issue for the band-selective 2D NOESY experiment,
provided that at least one resonance per analyte is preserved.
This resonance can correlate with all others along the F, axis,
including those located in the solvent spectral region by taking
advantage of spin diffusion.

Since the operating temperature is a crucial parameter in
spin diffusion experiments due to its direct influence on solvent
viscosity and as a result on overall rotational correlation times

o 7% we have scarched for the optimized temperature at
which NOE cross-peaks were positive (negative NOE
enhancements, slow motion regime, see Figure S2f), well-
resolved, and as strong as possible between protons that were
not expected to be nearby enough to present a NOE in a low-
viscous medium. The optimal temperature of 258 K has been
determined via band-selective detection NOESY experiments
(see Figure 2a, Figures S2a—e: amide proton region NOESY
spectra at 298, 288, 278, 268, and 258 K and S3: full NOESY
spectrum at 258 K in the Supporting Information). The use of
viscous sulfolane/water solvent mixture clearly allows complete
intramolecular magnetization exchange by spin diffusion,
detected over distances of >14 A within all small and flexible
dipeptides. On the contrary, the NOESY spectrum acquired in
water at 298 K reveals fewer NOE cross-peaks, all of reverse
sign (positive NOE enhancements, fast motion regime, see
Figure 2b, full NOESY spectrum in Figure $4). As a result, the
grouping of proton resonances is possible under ViscY
conditions, making the individualization of the mixture
constituents possible since the chemical shift pattern of each
dipeptide is expectable. The individualization of each dipeptide
in water would have required the associated use of NOESY and
TOCSY (and COSY) experiments, depending on the well-
established resonance assignment method.*”

In band-selective detection 2D NOESY spectra, H, and Hy
proton resonances are only detected in F, because they are
suppressed in F, owing to their proximity with solvent signals.
Therefore, it seemed pertinent to record additional structural
information on mixture constituents by observing these H,, and
H, resonances in F, during signal acquisition. For this purpose,
an appropriate set of resolved proton resonances was
selectively excited by means of 1D selective-NOESY experi-
ments which are constituted of a double pulse field gradient
block for the multiplet selective excitation of the resonance of
interest followed by a mixing period (Figure 3f). The latter
includes two wideband adiabatic inversion pulses framed by
gradient pulses in order to avoid the resurgence of strong
sulfolane and water signals during the mixing time that arise
from longitudinal relaxation.”™*” This analytical approach
involving the detection of only resonances of interest may
become relevant in case of intense proton resonance overlying
particularly for complex mixtures.

Figure 3 clearly demonstrates that each dipeptide is
distinguished through spin diffusion in sulfolane/water blend
via a suitable set of selectively excited proton resonances.
Indeed, the selective excitation of the NH amide proton at &
8.23 leads to a magnetization transfer solely with the protons
of the Leu-Val dipeptide because the tyrosine H5/He proton
resonances do not exist in the 1D NOESY spectrum (Figure

https://dx.doi.org/10.1021/acs.analchemn.9bD5725
Anal. Chem. 2020, 92, 5191-519%
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Figure 2. (a) Amide proton region of band-selective detection 2D
NOESY spectrum of Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr (20
mM) dissolved in sulfolane/H,0/D,0 (5:4:1 v/v/v), mixing time
(tw) = 15, at 258 K, at 500 MHz ('H), using the pulse sequence in
part (c). (b) Amide proton region of 2D NOESY spectrum of Leu-
Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr (20 mM) dissolved in H,O/D,0
(9:1v/v), £, = 1’5, at 298 K, at 500 MHz (“H), using the noesyesgpph
pulse sequence. The red frames point out spectral regions in which
water has a major influence on the number and sign of NOE cross-

peaks.

3a). The selective excitation of the side chain H§ and Hy
protons (between 0.72 and 0.90 ppm) reveals a magnetization
transfer with all protons of the two Leu-Val and Leu-Tyr
dipeptides (Figure 3b). As compared to both 1D NOESY
spectra in Figure 3a,b, an entire proton assignment of Leu-Tyr
is produced. The selective excitation of the aromatic Hé/He
protons of Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr at 7.00 ppm shows
all the proton resonances of Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr
(Figure 3c). In order to differentiate all proton resonances
from Gly-Tyr and Ala-Tyr, one of the Ha protons at § 3.53 has
been selectively excited (Figure 3d). Figure 3d obviously
reveals the exchange of the glycine H magnetization over all
protons of Gly-Tyr because of the absence of the side chain
proton (HpBs/Pr/y1/0.) resonances of Leu-Tyr and Ala-Tyr.
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Figure 3. Multiplet selective excitation 1D *H NOESY spectra of Leu-
Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr (20 mM) dissolved in sulfolane/
H,0/D,0 (5:4:1 v/v/v) (3, b, ¢, d, and ¢), £,, = | &, at 258 K, at 500
MHz ("H). The initial selective inversion pulses excite: (a) NH(LV),
(b) H3 (LY)/H&, (LV)/Hy,(LV), (c) Hoy(LY)/Hé,(GY)/
Ho,(AY), (d) Ha(GY), and (e) Ha,(AY) proton resonances. (f)
Pulse sequence: @; = x, y, —X, —¥, I = X, —x.

Another way to distinguish Gly-Tyr from Ala-Tyr has been to
selectively excite the Ha, resonance at 3.86 ppm, which
unveils a magnetization transfer exclusively with all Ala-Tyr
protons (Figure 3¢).

https://dx.doi.org/10.1021/acs.analchem.9b05725
Anal. Chem. 2020, 92, 5191-5199
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A faster cxperimental strategy than the recording of five
appropriate selective 1D NOESY spectra was to focus on the
close NH amide resonances and to resort to a I; band selective
F, decoupled 2D NOESY experiment*™™*' since they appear in
the same frequency band and they do not arise from nuclei that
are scalar coupled (see Figure 4). Only the amide protons

m— LeU-Val e LoU-Tyr s— Gly-Tyr
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Figure 4. (a) F, band selective F; decoupled 2D NOESY spectrum of
Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr (20 mM) dissolved in
sulfolane/H,0/D,0 (S:4:1 v/v/v) 4, = 1 s, at 258 K, at 500 MHz
('"H), (b) pulse sequence: @l = x, ¥, —x, —y, ¥ = %, —x. The initial
selective 1807 pulses {4, = 4 ms) had a Gaussian shape and were
applied to the four NH amide proton resonances.

provided the transverse magnetization after the initial band
selective excitation step. Afterward, the doublet amide proton
signal of each dipeptide was collapsed into a singlet of higher
intensity by means of a selective echo followed by a
nonselective echo in the middle of t;, both framed by gradient
pulses. The mixing time block, including wideband inversion
pulses for thwarting the reintroduction of sulfolane and water
signals, let spin diffusion spread along the proton network of
each molecule. As a result, carrying out this NOESY
experiment in sulfolane/water solvent blend makes it possible
to assign almost all proton resonances of Leu-Val, Leu-Tyr,
Gly-Tyr, and Ala-Tyr (except Tyr Hf' resonances hidden by
sulfolane signals) by taking advantage from spin diffusion
under viscous conditions.
Dicyclohexyl{4-(N.N-dimethylamino)phenyl) Phos-
phine, Exophenyl Kwon [2.2.1] Bicyclic Phosphine,
Allyltriphenylphosphonium Bromide and
{(Methoxymethyl)triphenylphosphonium Chloride Mix-
ture in Sulfolane/DMSOQ-d; (7:3 v/v). The simplification of
mixture analysis by means of heteronuclear chemical shift
resonance labeling has been extended to ¥'P NMR spectros-
copy. Phosphorus is a chemical element that is present in many
chemical synthesis intermediates and biological molecules of
interest. It has a natural abundance of 100% and reveals
moderate relaxation times that provide sharp lines.*” The
broad range of *'P chemical shift covers about 2000 ppm and
is thus 1 order of magnitude larger than that of carbon and 2
orders of magnitude larger than that of proton, what should
facilitate the individualization of phosphorus-containing
molecules within mixtures.”> In 2017, we reported that '°F
nuclei, similarly to "H nuclei, participated in spin diffusion
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along the molecular spin network of a difluorinated compound
in the viscous DMSO-d;/H,O solvent, at 238 K and 500 MHz
('"H).** However, unlike 'F nuclens which has a magnetogyric
ratio close to the one of 'H, the *'P nucleus reveals positive
HOE (heteronuclear NOE) that tends toward zero in the spin
diffusion limit."" As a result, phosphorus-based compounds will
never produce negative HOE when long molecular overall
correlation times are observed. A remedy to this experimental
issue is to consider 3'P nuclei as chemical shift markers and to
induce magnetization transfer along the intramolecular proton
network by means of the 2D 'H—"'P HSQC-NOESY
experiment. The same approach, with *C nuclei involved,
was first demonstrated relevant to separate mixture compo-
nents in highly viscous solvents by Simpson et al. in 2008."”
Hereby, we describe a promising approach in the individual-
ization of four mixed phosphorus-based compounds (Figure 5)
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Figure 5. Chemical structures of the four phesphorus-containing
compounds within a mixture, la: dicyclohexyl (4-(N, N-
dimethylamino)phenyl) phosphine; 1b: exophenyl Kwon [2.2.1]
bicyclic phosphing; Te: allyltriphenylphosphonium bromide; and 1d:
(methoxymethyl}triphenylphosphonium chloride.

dissolved in sulfolane/DMSO-d, (7:3 v/v) solvent blend under
spin diffusion conditions by means of homonuclear selective
1D NOESY, sclective 2D NOESY experiments, and a
heteronuclear 2D HSQC-NOESY experiment.

As for the dipeptide test mixture dissolved in water, the four
mixed phosphorus-containing compounds do not reveal any
differentiation by translational diffusion in pure DMSO-d, due
to their similar molecular mass (Figure S5). This obscrvation
prompted us to examine this mixture dissolved in a sulfolane-
based solvent blend compatible with low polarity molecules
such as the sulfolane/DMSO-d, binary solvent, The resolving
power of NOESY-based spin diffusion experiments should
allow us to individualize each mixture component. Once again,
the main experimental drawback in considering nonperdeu-
terated sulfolane solvent was the mandatory suppression of its
strong 'H signals (see the conventional 1D 'H spectrum in
Figure S6a}. The elimination of these signals was also achieved
by seclective pulses involved in an excitation sculpting block
{ Figures S6b,c).*

The impact of temperature on intramolecular spin diffusion
has been discussed in the previous section, Similarly, we have
determined the temperature that offers the best compromise
between efficient 'H spin diffusion and relevant "H and *'P

https:/dx.doiorg/10.1021 facs.analchem. 005725
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spectral resolution by means of band-selective detection 2D 'H
NOESY at 500 MHz ('H) and "H-decoupled *'P experiments
at 298, 288, 278, 268, 258, and 248 K, at 202.46 MHz (*'P).
Positive NOE enhancements (negative NOE cross-peaks, fast
motion regime) are still observed at 278 K (Figure S7). Spin
diffusion starts to be active at 268 K for all molecules. A
complete magnetization transfer along the proton network of
cach compound is clearly visible at 248 K. However,
compound la reveals too much active 7', transverse relaxation,
responsible for 3'P resonance line broadening (Figure $10).
Consequently, the optimized temperature of 258 K has been
retained for further studies because it offered efficient 'H spin
diffusion (negative NOE enhancements, positive NOE cross-
peaks, and slow motion regime) and suitable ‘H and 3'P
spectral resolution.

The band-selective detection 2D NOESY spectrum at 258 K
clearly revealed four positive NOE cross-peak patterns, each
corresponding to a single mixture component (see Figure 6
and full NOESY spectrum in Figure S8). The pattern
identification of la is guided by the distinctive aromatic
protons H 45 at 6.72 ppm (see Figure 6¢ for individual 1D 'H
spectrum of la vertically extracted from 2D NOESY). The
pattern of 1b is distinguished by means of the tropanic ring H,
at 4.45 ppm (individual 1D 'H spectrum of 1b in Figure 6d).
The proton Hy, at 5.40 ppm makes it possible to distinguish
the proton pattern of 1c (individual 1D 'H spectrum of lc in
Figure 6e). The proton resonance Hg at 5.54 ppm is a relevant
starting point for identifying the complete resonance pattern of
1d (individual 1D 'H spectrum of 1d in Figure 6f). We have
clearly observed that the sulfolane/DMSQ-d; solvent allows a
complete intramolecular magnetization transfer by spin
diffusion, detected over distances greater than 13 A within
each phosphorus-containing compound, in part because of the
stiffness of the cycloalkyl and aromatic moieties. In contrast,
when the conventional 2D NOESY spectrum is recorded in
neat DMSO-d; at 298 K, the four mixed phosphorus-based
molecules rapidly reorient and present a positive NOE regime
thus preventing spin diffusion to be observed (Figure 6b and
full NOESY spectrum in Figure S9).

Due to resonance peaks overlapping in the 1D and 2D
spectra of the four mixed phosphorus-containing compounds,
it was quite challenging to unambiguously assign each proton
resonance to a specific molecule within their mixture. The
multiplet selective excitation 1D NOESY experiment,
previously described in this work for the dipeptide test
mixture, should address this issue by grouping proton
resonances belonging to the same compound. The main
experimental pitfall regarding the reintroduction of strong 'H
nonperdeuterated sulfolane signals during the mixing time of
the NOESY block is still treated by means of wideband pulses
framed by gradient pulses.’® Choosing an suitable set of
selectively excited proton resonances allows one to obtain the
individual 1D 'H spectrum of each mixed molecule in the
viscous sulfolane/DMSO-d;; (7:3 v/v) binary solvent by taking
profit from spin diffusion. Figure 7 shows the selective
excitation 1D NOESY spectrum of each mixed phosphorus-
based compound. In particular, the individualization of la is
carried out by the selective excitation of the aromatic protons
H g5 at 6.72 ppm (Figure 7a). All proton resonances of 1b are
observed by means of the selective excitation of the tropic ring
proton H,, at 1.96 ppm. Interestingly, spin diffusion is able to
connect signals from the two aromatic moieties of 1b (Figure
7b). Sclective excitations of the ethylene protons Hy, at 5.40
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Figure 6. (a) Low-field proton region of the band-selective detection
2D NOESY spectrum of the phosphorus-based compound test
mixture (20 mM) dissolved in sulfolane/DMSO-d, (7:3 v/v), £, =15,
at 258 K, at 500 MHz (*H). *H vertical slices extracted from the 2D
"H NOESY at 6.72 ppm (c, Hyg,¢(1a), purple dotted line), at 4.48
ppm (d, H;(1b), blue dotted line), at 5.40 ppm (e, H,q(1c), green
dotted line), and at 5.54 ppm (f, Hg(1d), red dotted line). (b) Low-
field proton region of the 2D NOESY spectrum of the samc
phosphorus-based compound test mixture dissolved in neat DMSO-
dg ty =15, at 298 K, at 500 MHz ("H). The red frames correspond tc
spectral regions of interest in which DMSO-d; has a major influence
on the number and sign of observable NOE cross-peaks.

ppm and the methyl group H)y at 3.53 ppm make it possible
respectively to group together all proton resonances of lc and
1d (Figure 7¢,d).

The multiplet selective excitation 1D '"H NOESY experi-
ment has demonstrated that grouping proton resonances
belonging to the same compound within a mixture, thus

https://dx.doi.org/10.1021/acs.analchem.9bD572¢
Anal. Chem. 2020, 92, 5191-519¢
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Figure 7. Multiplet selective excitation 1D ‘Il NOESY spectra of the
phosphorus-based compound test mixture (20 mM) dissolved in
sulfolane/DMSO-d; (7:3 v/v) (3, b, ¢, and d), £, = | 5, at 258 K, at
500 MHz ("H). The initial selective inversion pulses excite: (a)
Higs(1a), (b) Hy(1b), (c) H,y(1c), and (d) H,,(1d) proton
resonances.

allowing its individualization, is possible by taking benefit from
spin diffusion. However, in the study of other more complex
mixtures, 'H spectral overlap may occur. As a result,
compounds of interest may not present resolved proton
resonances, thus preventing the use of 11> and 2D 'H selective
NOESY experiments,

In such cases, the broad chemical shift range of *'P may turn
out to be relevant. By coupling 2D HSQC and NOESY
experiments, a complete proton spectrum should be obtained
for each component within the mixture starting only from one
single phosphorus resonance in the indirect dimension.'?**7**

The 2D 'H-*'P HSQC-NOESY spectrum of the
phosphorus-based compound test mixture dissolved in
sulfolane/DMSO-d, (7:3 v/v) solvent blend recorded at 258
K is drawn in Figure 8. Under these ViscY operating
conditions, all the protons of each molecule are able to
correlate with all other protons by spin diffusion after having
marked the phosphorus chemical shift in F;. The selection of
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Figure 8.a) 2D "H—'P HSQC-NOESY spectrum of the phosphorus-
based compound test mixture (20 mM) dissolved in sulfolane/
DMSO-d; (7:3 v/v), ¢, = 1 s, at 258 K, at 500 MHz ('H).
Comparison of four P horizontal slices extracted from the 2D
'H—*1P HSQC-NOESY at -2.00 (b, b, la, purple dotted line), - 17.34
(¢, ¢, 1b, blue dotted line), 21.01 (d, d’, 1c, green dotted line), and
17.32 ppm (e, €, 1d, red dotted line) with the 1D selective NOESY
spectra (selection of, b") Hyg 5(1a), ¢’) H,,(1b), d') Hyo(lc) and ¢’)
H,,(1d) protons resonances). ** Tmpurity.

four slices through 3P resonances at —2.00 (Figure 8b, Ia,
purple row), —17.34 (Figure 8¢, 1b, blue row), 21.01 (Figure
8d, l¢, green row), and 17.32 ppm (Figure 8¢, 1d, red row)
allows one to produce, respectively, four complete proton
spectra corresponding to la, 1b, ¢, and 1d. These four spectra
are compared to the previous selective 1D NOESY spectra
(Figures 8b, b’; ¢, ¢’; d, d’; and e, ¢'), and the proton
resonance patterns are similar, as expected. As a result, we have
demonstrated the capability to individualize phosphorus-
containing compounds within a mixture by means of the 2D

'"H—*'P HSQC-NOESY experiment under viscous conditions.

B CONCLUSIONS

We have established that the use of sulfolane/water and
sulfolane/DMSO-d, as viscous binary solvents makes possible
the individualization of respectively high- and low-polarity
components within complex mixtures, by taking profit from
NMR spin diffusion.

https://dx.doi.org/10.1021/acs.analchem.9b05725
Anal. Chem. 2020, 92, 5191-519%
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The constituent individualization within the Leu-Val, Leu-
Tyr, Gly-Tyr, and Ala-Tyr mixture and within the dicyclohexyl-
(4-(N,N-dimethylamino)phenyl) phosphine, exophenyl Kwon
[2.2.1] bicyclic phosphine, allyltriphenylphosphonium bro-
mide, and (methoxymethyl)triphenylphosphonium chloride
mixture, respectively, in sulfolane/H,0/D,0 (S:4:1 v/v/v)
and sulfolane/DMSO-d, (7:3 v/v) solvents has been achieved
at 258 K by homonuclear selective 1D 'H NOESY, selective
2D 'H NOESY, and heteronuclear 2D 'H=*'P HSQC-
NOESY experiments. The latter offers a new analytical way,
never described up to now under viscous conditions, in order
to extract the individual spectrum of phosphorus-containing
compounds within mixture by taking advanta;e of the relevant
spectrum readability brought by the broad *'P chemical shift
range.

We have pointed out that viscous sulfolane-based solvents
present valuable advantages compared to previously described
highly viscous solvents such as glycerol and glycerol
carbonate,”” The spin diffusion is efficient in a wider
temperature range, compatible with thermally fragile com-
pounds, and the NMR sample preparation is easy. The viscous
sulfolane/water solvent blend is recommended for the study of
polar compounds within a mixture, whereas sulfolane/DMSO-
dg is more dedicated to the investigation of mixed low-polarity
compounds. Midsized high- and low-polarity molecules require
a low amount of water or DMSQO-d; in sulfolane, whereas
smaller or more flexible molecules necessitate more water or
DMSO-d; in sulfolane until 50% (v/v) for driving spin
diffusion from room to subzero temperatures.

Future investigations in the field of mixture analysis
following the ViscY approach will cover the study of other
polar and apolar mixtures made of small-sized compounds for
assessing spin diffusion power of viscous sulfolane-based binary
solvents.
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Additional NMR data acquisition and processing parameters for Figure 1 ->4 and 6 -> 8:

Figure 1. 1D proton spectra (16 scans) and corresponding NMR pulse sequence of the dipeptide test mixture: Leu-
Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr (20 mM) dissolved in sulfolane/H:0/D:0 (5:4:1 v/v/v), at 258 K, at 500 MHz (*H).
G1:G2 =70:30. The FIDs (32k points, spectral width = 5000 Hz) were processed with LB = 0.3 Hz and zero-filled to
64k points. a, d) Non-selective excitation and detection. b, e) Selective detection of two resonance bands. The 4
ms |-BURP-2 pulses cover 1250 Hz (dotted trapezium). The “1” and “2” labels respectively indicate their
application to the high and low chemical shift regions. c, f} Selective excitation of the valine amide proton doublet

of Leu-Val (dotted trapezium) using a 30 ms, 1% truncated, 180° Gaussian pulse.

Figure 2. a) Amide proton region of band-selective detection 2D NOESY spectrum of dipeptide test mixture (20
mM) dissolved in sulfolane/H:0/D;0 (5:4:1 v/v/v), at 258 K, at 500 MHz (*H). Data matrix was recorded in States-
TPPI mode; its size was 512 x 4k with 8 scans per FID, a 1.5 s relaxation delay and a 1 s mixing time (t»), resulting
in a 202.82 min recording time (expt). Shaped pulses and gradient pulses were identical to those in Figures 1b
and le in SI. The NOESY part of the sequence was adapted from the noesyph pulse sequence. The spectral width
was 5000 Hz in both dimensions. G1: G2 = 70: 30. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted sine
bell function (SSB = 2) before zero filling to a 1k x 4k size. b) Amide proton region of 2D NOESY spectrum of the
same dipeptide test mixture (20 mM) dissolved in H,O/D,0 (9:1v/v), at pH =5.0, t,, = 15, at 298 K, at 500 MHz
(*H). Spectrum b) was recorded and processed with the same parameters as those in 2a using the noesyesgpph
pulse sequence, resulting in a 171.02 min recording time (expt). A pair of 2 ms rectangular shaped inversion pulses
was applied on the water signal resonance. The length of the water suppression gradient pulses was 1 ms and
their intensity 31% for the first pair and 11% for the second pair. The red frames correspond to spectral regions

of interest in which water as solvent has a major effect on the number and sign of observable NOESY cross peaks.
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Figure 3. Multiplet selective excitation 1D *H NOESY spectra of the dipeptide test mixture (20 mM) dissolved in
sulfolane/H,0/D,0 (5:4:1v/v/v) (a, b,c,dand e), tn =15, at 258 K, at 500 MHz (*H). The initial selective excitation
was achieved by a 1% truncated 180° Gaussian pulse. G1:G2 = 70:30. WURST wideband adiabatic inversion pulses,
62 = 1.5 ms, starting within t, at 0.33 and 0.83 t,, with G3:G4:G5 = 40:-60:50. Gradient pulse length was 1 ms. d =
200 ps. Relaxation delay was 2.0 s. The FIDs (8k points, spectral width 5000 Hz) were multiplied by an exponential
function (LB = 0.3} before zero-filled to 64k points. The initial selective inversion pulses excite: a) the NHy(LV)
proton resonance (81 = 30 ms, 6k scans, experiment time (expt) = 400.02 min); b) the H&(LY)/H&(LV)/Hyv(LV)
proton resonances (81 = 6 ms, 1k scans, expt = 65.85 min); c) the H&y(LY)/H&+(GY)/H&v(AY) proton resonances (61
=12.5 ms, 1k scans, expt = 64.07 min); d) the Hag(GY) proton resonance (61 =40 ms, 4k scans, expt = 268.47 min);
e) the Ha(AY) proton resonance (81 = 70 ms, 4k scans, expt = 272.20 min). f) Pulse sequence: @:=x, y, X, -y, { =

X, X.

Figure 4. a) F; band selective F; decoupled 2D NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (20 mM) dissolved
in sulfolane/H,0/D,0 (5:4:1 v/v/v), at 258 K, at 500 MHz (*H), (256 scans per t; value, expt = 495.42 min, t, =1 s).
b) Pulse sequence: @1 =x, y, -x, -y, ) = x, -x. The initial selective 180° pulses (61 = 4 ms) had a Gaussian shape and
were applied to the four NH amide proton resonances. G1:G2 = 70:30. The following refocusing pulse was also
applied to the NH protons and was a RE-BURP (&2 = 30 ms). G3:G4 = 80:23. WURST wideband adiabatic inversion
pulses, 83 = 1.5 ms, start within t,, at 0.33 and 0.83 t,, with G5:G6:G7 = 40:-60:50. Gradient pulse length was 1 ms.
d = 200 ps. Relaxation delay was 1 s. Data matrix was acquired in the States-TPPI mode, its size was 48 x 4k.
Spectral widths were 5000 Hz in F> and 240 Hz in F;. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted

sine bell function (SSB = 2) before zero filling to a 128 x 2k size.

Figure 6. a) Low-field proton region of the band-selective detection 2D NOESY spectrum of the phosphorus-based
compound test mixture (1a, 1b, 1c, and 1d, 20 mM) dissolved in sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), using the pulse
sequence in Figure 2c, at 258 K, at 500 MHz (*H). Data matrix was recorded in States-TPPI mode; its size was 730
x 4k with 8 scans per FID, a 1.5 s relaxation delay and a 1 s mixing time (ty,), resulting in a 289.88 min recording
time (expt). Shaped pulses and gradient pulses were identical to those in Figure 2a in SI. The NOESY part of the
sequence was adapted from the noesyph pulse sequence. The spectral width was 5000 Hz in both dimensions.
G1:G2 = 70:30. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted sine bell function (SSB = 2} before zero
filling to a 1k x 4k size. *H vertical slices extracted from the 2D *H NOESY at 6.72 ppm (c, 1a, Hig1s, purple dotted
line), at 4.45 ppm (d, 1b, Hs, blue dotted line), at 5.40 ppm (e, 1c, Hio, green dotted line), and at 5.54 ppm (f, 1d,
Hg, red dotted line). b) Low-field proton region of the 2D NOESY spectrum of the same phosphorus-based
compounds test mixture dissolved in neat DMSO-ds, at 298 K, at 500 MHz (*H). Spectrum b) was recorded and

processed with the same parameters as those in 6a using the noesygpphpp pulse sequence, resulting in
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291.48min recording time (expt). The red frames correspond to spectral regions of interest in which DMSO-d; as

solvent has a major effect on the number and sign of observable NOESY cross peaks.

Figure 7. Multiplet selective excitation 1D *H NOESY spectra of the phosphorus-based compound test mixture (1a,
1b, 1cand 1d, 20 mM) dissolved in sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v) (a, b, c and d), at 258 K, t = 15, at 500 MHz (*H).
Pulse sequence: @1 =x, y, -x, -y, Y = x, -x (Figure 3f). The initial selective excitation was achieved by a 1% truncated
180° Gaussian pulse. G1:G2 = 70:30. WURST wideband adiabatic inversion pulses, 8; = 1.5 ms, starting within t,
at 0.33 and 0.83 t,, with G3: G4: G5 = 40:-60: 50. Gradient pulse length was 1 ms. d = 200 ps. Relaxation delay was
2 5. The FIDs (8k points, spectral width 5000 Hz) were multiplied by an exponential function (LB = 0.3) on before
zero filling to 64 k points. The initial selective inversion pulses excite: a) the Hig 1z (1a) proton resonances (61 = 40
ms, 4k scans, experiment time (expt) = 267.30 min); b) the Hz. (1b) proton resonances (81 = 40 ms, 4k scans, expt
= 267.30 min); c) the Hip (1c) proton resonance (61 = 30 ms, 4k scans, expt = 265.93 min); d) the Hyo (1d) proton

resonance (61 = 25 ms, 4k scans, expt = 265.25 min).

Figure 8. a) 2D *H-*'P HSQC-NOESY spectrum of the phosphorus-based compounds test mixture (1a, 1b, 1c and
1d, 20 mM) dissolved in sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), using the hsqcetgpno pulse sequence, at 258 K, at 500 MHz
(*H). Data matrix was recorded in Echo-Antiecho mode; its size was 128 x 2k with 256 scans per FID, a 1.5 s
relaxation delay and a 1 s mixing time (), resulting in a 1518.5 min recording time. The spectral widths were
respectively 5000 Hz in 'H dimension and 21382.46 Hz in 3P dimension. Data matrix was multiplied in both
dimensions by a shifted sine bell function (SSB = 2} before zero filling to a 1k x 4k size. Comparison of four 3P
horizontal slices extracted from the 2D H-3'P HSQC-NOESY at - 2.00 (b, b’, 1a, purple dotted line), - 17.34 (c, ¢/,
1b, blue dotted line), 21.01 (d, d’, 1c, green dotted line), and 17.32 ppm (e, €', 1d, red dotted line) with the 1D
selective NOESY spectra (selection of, b’) the Hig 15 proton resonances of 1a, c’) the Ha, proton resonances of 1b,

d’) the Hyp proton resonance of 1c and e’} the Hio proton resonance of 1d).
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Figure S1. 2D *H DOSY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 20 mM,
dissolved in H,O/D:0 (9:1 v/v), at pH = 5.0, at 298 K, at 500 MHz ('H). Data were acquired by means of the
stebpgp1s19 pulse sequence. The diffusion time (4) was 50 ms and the gradient pulse length (&) was 2 ms. The
size of the raw data set was 32 x 8 192, with 16 scans per FID, and a 1.5 s relaxation delay, resulting in a 20.52
min recording time. The gradient intensity values were equally spaced from 2% to 95%. Water suppression was
achieved by a 3-9-19 pulse sequence with 1 ms gradient pulses of - 20% intensity (WATERGATE). The DOSY
spectrum was calculated using the Bruker TOPSPIN Software. Inverse Laplace transformation in the indirectly
detected dimension was carried out by means of the MaxEnt algorithm. Log (D) was calculated with D expressed

in (um)?/s.
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Figure S2. a-e) Amide proton region of band-selective detection 2D NOESY spectra of the dipeptide test mixture

(Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr)}, 20 mM, sulfolane/H,0/D,0 (5:4:1 v/v/v), at a) 298 K, b} 288 K, c) 278 K, d)

268 K and e) 258 K, at 500 MHz (*H). The red frames correspond to spectral regions of interest in which

temperature variations show a major effect on signal intensity. See caption of Figure 2a in Sl for the acquisition

and processing parameters. f) Plots of NOE cross-peak volume observed with temperature of Hav(LV), Hou(LY)

Ha's(GY) and Haa(AY) proton resonances of the dipeptide test mixture (polynomial regression of order 2).

Figure S2 a-e) reports evolution of amide proton NOESY cross peaks upon sample temperature modification. The

spectra reveal expected intra-molecular correlations but also present some magnetization transfer between labile

dipeptide amide protons and sulfolane protons. Ambient and lower temperatures (298 K, 288 K, 278 K, 268 K and

258 K) have been tested in sulfolane/water binary solvent. The NH magnetization reaches the tyrosine He protons
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at 258 K and not at all at 268 K. Consequently, all following NMR spectra in sulfolane/water solvent blend have
been recorded at 258 K, being the optimal temperature at which the NOESY spectrum of the dipeptide test
mixture presents correlations from the amide proton resonance of each dipeptide to all proton resonances of the
same dipeptide without significant signal broadening.

Figure 52f depicts negative NOE enhancements of each mixed dipeptide with temperature, namely from 278 K to

258 K.
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Figure S3. Band-selective detection 2D H NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-
Tyr and Ala-Tyr), 20 mM, dissolved in sulfolane/H,0/D;0 (5:4:1: v/v/v), at 258 K, at 500 MHz (*H). See caption of

Figure 2ain Sl for the NMR acquisition and processing parameters.
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Phosphorus-based compound structures:

1a: Dicyclohexyl(4-N,N-dimethylamino)phenyl) phosphine

1H and 3!P chemical shifts in
sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), at 258 K, at

500 MHz (*H)

la: N° 6 H (ppm) & 3P (ppm)
Hza132 0.85 -
4, Hea,sa 0.95 -
5 Haia11a 1.05 -
2 Hsa 122 1.18 -
6 1 Hsa 104 1.28 -
15 13 Hap,13p 1.52 -
16 7 8 12 Hap11p 1.59 -
21 14 Hip,126 1.62 -
HaC v 19 9 11 Hsb,10 1.72 -
N20 18 10 Heb,9b 1.76 -
H3é Hys 1.83 -
22 Hai2 2.94 -
His,18 6.72
His,19 7.24 -
Pz - -2.00
1b: Exo-phenyl Kwon [2.2.1] bicyclic phosphine
H and *'P chemical shifts in
sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), at 258 K,
at 500 MHz (H)
1b: N° 4 H (ppm) 8 3P (ppm)
Hza 1.04 -
Ha 1.16 -
H2a 1.96 -
. 15314 [ Hap 2.23 -
19 17 B\N/ 2 Ha 242 -
4 " He 2.89 -
FALF NN 12 Hss 3.19
HyC~ 20 Hsp 3.25 -
# 9 11 Hs 4,45 -
10 Hu 7.28 -
Ho10,12,13 7.34 -
Has 21 7.46 -
Has 2 7.74 -
Py - -17.34
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1c: Allyltriphenylphosphonium bromide

1H and P chemical shifts in

sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), at 258 K, at

500 MHz (*H)

4
5 3
6 2
13 12 7
11 Br- 2
N
14 P? X
15 16 U 2
18
19 21
20

1c: N° 6 H (ppm) & 3P (ppm)
Hs 451 -
Hio 5.40 -
Hs 5.75 -
Hz356 7.79 -
Hi2,13,15,16 7.79 -
Has, 19,21,22 7.79 -
Ha 7.92 -
Hia 7.92 -
Hazo 7.92 -
P, - 21.01

1d: (Methoxymethyl}triphenylphosphonium chloride

IH and *P chemical shifts in

sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), at 258 K, at

500 MHz (*H)

183

4 ld: N‘ 6 1H (ppm} 631P (ppm]
° 3 Hao 3.53 -
6 Hs 5.54 -
2
812 W Ha356 7.79 -
. cr O :
14 v P?\/ 9 10 Hiz2,13,15,16 7.79
17 8 His19,21,22 7.79 -
15 16 -
® Hy 7.95 -
19 21 Hia 7.95 -
20 Hzo 7.95 -
P, - 17.32
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Figure S5. 2D H DOSY spectrum of the phosphorus-based compound test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20 mM,
dissolved in neat DMSO-ds, at 298 K, at 500 MHz (*H). Data were acquired by means of the ledbpgp2s pulse
sequence. The diffusion time (4) was 70 ms and the gradient pulse length () was 1.9 ms. The size of the raw data
set was 32 x 16 384, with 8 scans per FID, and a 15 s relaxation delay, resulting in a 72.95 min recording time. The
gradient intensity values were equally spaced from 2% to 95%. The DOSY spectrum was calculated using the
Bruker TOPSPIN Software. Inverse Laplace transformation in the indirectly detected dimension was carried out

by means of the MaxEnt algorithm. Log (D) was calculated with D expressed in (um)?/s.
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Figure S6. 1D proton spectra (16 scans) of the phosphorus-based compound test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20
mM, dissolved in sulfolane/DMSO-d;s (7:3 v/v), at 258 K, at 500 MHz (*H) and corresponding NMR pulse sequence.
G1:G2 = 70:30. The FIDs (32k points, spectral width = 5000 Hz) were processed with LB = 0.3 Hz and zero-filled to
64k points. a, d) Non-selective excitation and detection. b, e} Selective detection of two resonance bands. The 4
ms |-BURP-2 pulses cover 1250 Hz (dotted trapezium). The “1” and “2” labels respectively indicate their
application to two successive low-field proton regions. c, f) Selective excitation of the aromatic His1s protons of

1a (dotted trapezium) using a 55 ms, 1% truncated, 180° Gaussian pulse.
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Figure S7. Low-field proton region of band-selective detection 2D NOESY spectra of the phosphorus-based
compound test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20 mM, dissolved in sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), at a) 288 K, b) 278
K, c) 268 K, d) 258 K, and e} 248 K, at 500 MHz (*H). The red frames correspond to spectral regions of interest in
which temperature changes present a major effect on signal intensity. See caption of Figure 6a in Sl for the
acquisition and processing parameters.

Figure S7 reports evolution of proton NOESY cross peaks upon sample temperature alteration. The spectra reveal
the expected intra-molecular correlations but also present some magnetization transfer between phosphorus-
based compound protons and sulfolane protons. Ambient and lower temperatures (288 K, 278 K, 268 K, 258 K
and 248 K) have been tested in sulfolane/DMSO-ds. Efficient spin diffusion all over mixture components is only
observed at 258 and 248 K. Nonetheless, at 248 K, overall spectral resolution (especially compound 1a} is
damaged due to active transverse relaxation inducing peak broadening. Consequently, all following NMR spectra
in sulfolane/DMSO-ds have been recorded at 258 K, being the optimal temperature at which the NOESY spectrum
of the phosphorus-based compound test mixture shows correlations between all proton resonances of each

compound without signal broadening.
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Figure S8. Band-selective detection 2D *H NOESY spectrum of the phosphorus-based compound test mixture (1a,
1b, 1c and 1d), 20 mM, dissolved in sulfolane/DMSO-ds (7:3 v/v), at 258 K, at 500 MHz (*H). See caption of Figure

6a in Sl for the NMR acquisition and processing parameters.
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Figure 59, 2D 'H NOESY spectrum of the phosphorus-based compound test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20 mM,

dissolved in neat DMSO-ds, at 298 K, at 500 MHz (*H). See caption of Figure 6b in Sl for the NMR acquisition and

processing parameters.
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Figure $10. 1D P spectra (64 scans) of the phosphorus-based compound test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20 mM,
ata) 298K, b) 288 K, c) 278 K, d) 268 K, e) 258 K and f) 248 K, dissolved in sulfolane/DMSO-d;s (7:3 v/v), at 202.46
MHz (3'P), using the zgpg pulse sequence. The FIDs (64k points, spectral width = 8 500 Hz) were processed with
LB =1 Hz and zero-filled to 128k points. ** Impurity.
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The choice of the temperature range from 248 to 298 K has been guided by capability to observe efficient *H spin
diffusion and relevant *H and 3!P spectral resolution by means of band-selective detection 2D NOESY spectra at
500 MHz (*H) (see Figure 57 in Sl) and *H-decoupled 3!P experiments, at 202.46 MHz (*P). Spin diffusion starts to
be active at 268 K for all phosphorus-containing compounds. A full magnetization exchange along proton network
of each compound is clearly noticeable at 248 K. Nonetheless, at this temperature the compound 1a reveals too

much active T»transverse relaxation, responsible for 3P peak-line broadening.
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CHAPITRE C : “ViscY NMR EXPERIMENTS IN PHOSPORIC ACID AS VISCOUS
SOLVENT FOR THE INDIVIDUALIZATION OF SMALL MOLECULES WITHIN
MIXTURES BY SPIN DIFFUSION”

1. Introduction

Le probleme de I'analyse des mélanges de petites molécules a suscité ces dernieres années une
recherche active de solutions efficaces et pratiques. Les domaines d'application incluent I'étude des
mélanges de métabolites et des milieux réactionnels chimiques. La complexité des mélanges est un
facteur déterminant pour le succes de la caractérisation des composants des mélanges, qui est souvent
I'objectif principal de telles études. L'analyse des mélanges est souvent limitée a l'identification et a la
guantification de composés connus. Les techniques usuelles pour la détermination de la structure de
composés inconnus impliquent le couplage de méthodes de séparation physique et spectroscopiques,
telles que la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a la RMN (LC-SPE-NMR)
ou/et la spectrométrie de masse (LC-MS), approches qui ne sont pas dénuées de limitations. La
séparation physique par chromatographie analytique nécessite bien souvent la recherche des
conditions appropriées a travers différents essais et erreurs, un processus qui a un colt en
équipement, en temps de développement de la méthode, en quantité de solvants et en colonnes.
Lorsque la séparation physique n'apporte pas de solution satisfaisante a un probléme donné, la
spectroscopie de RMN doit étre réalisée sur les mélanges. Pouvoir regrouper efficacement les pics de
RMN selon les composés dont ils sont issus, réduirait la nécessité d’'une séparation chromatographique
et faciliterait ainsi considérablement I'étude des mélanges de produits naturels et synthétiques. La
détermination de la structure de composés dans des mélanges par RMN, sans effectuer de séparation
physique, reste a ce jour d'usage restreint, méme si des méthodes dédiées ont été rapportées dans la
littérature.

Dans ce contexte, les expériences RMN ViscY ont apporté une valeur ajoutée pour I'étude
structurale de mélanges complexes. ViscY est un nom collectif pour les expériences de RMN qui tirent
profit de la diffusion de spin dans des solvants tres visqueux pour l'individualisation des spectres de
RMN des composants de mélange de petites molécules. Selon la théorie de la microviscosité de Gierer
et Wirtz, 2@ |a valeur du temps de corrélation moléculaire global t. d'un composé en solution dépend
de la viscosité du milieu. Par conséquent, lorsque la viscosité du milieu augmente suffisamment, la
vitesse de rotation des molécules de petites et moyennes tailles est ralentie, de sorte que I'échange
d'aimantation par la relaxation croisée longitudinale devient trés efficace et favorise ainsi la diffusion
de spin. En conséquence, les molécules présentent un régime de NOE négatif et leurs résonances
peuvent étre regroupées selon leur capacité a partager l'aimantation par diffusion de spin
intramoléculaire. Les résonances des noyaux *H au sein d'une méme molécule peuvent corréler entre-
elles au moyen d’un spectre NOESY 2D, donnant ainsi accés aux spectres de RMN H individuels des
composants du mélange. Ce sujet a été exploré a différentes reprises au cours des quatre derniéres
décennies : I'idée initiale a été mise en ceuvre par Williamson M.-P. et al en 1981 * en utilisant du
CTFEP, un solvant polymere perfluoré. En 2008, Simpson et al. ont introduit pour la premiére fois
I'utilisation du CTFEP pour I'analyse des mélanges. * et ont utilisé I'eau surfondue pour moduler la
dynamique de spin de petits métabolites en 2012. *> Notre équipe de recherche a publié en 2011, 2016,
2017, 2019 et 2020 des articles portant sur l'utilisation de solvants visqueux pour la création des
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conditions de diffusion de spin 'H et *°F et I'utilisation de noyaux **C et *'P comme marqueurs de
déplacements chimiques. 46487273

Dans ce contexte, le présent travail se concentre sur I'évaluation de deux milieux visqueux qui ont été
préparés a partir d'acide orthophosphorique (85%) par dilution avec du D,O ou DMSO-dg, fournissant
ainsi des mélanges de solvants avec des polarités légerement différentes dans lesquelles les
expériences de RMN liquide peuvent étre réalisées facilement. Deux mélanges ont été utilisés, un
mélange de quatre dipeptides et un mélange de quatre composés contenant du phosphore de faible
polarité.

Les parametres physico-chimiques de I'acide phosphorique (85%) sont détaillés dans la partie Il :
Matériels et Méthodes — 1. La diffusion de spin en milieu visqueux.
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The analysis of small molecules within complex mixtures is a particularly difficult task when dealing with
the study of metabolite mixtures or chemical reaction media. This issue has fostered in recent years an
active search for effective and practical solutions. In this context, the ViscY NMR approach has been
recently proposed. ViscY collectively designates the NMR experiments that take advantage of spin
diffusion in highly viscous solvents or solvent blends for the individualization of the NMR spectra of small
molecule mixture components. Two viscous media were prepared from ortho-phosphoric acid (85%)
solution by dilution with either DO or DMSO-ds, thus providing solvent blends with slightly different
polarities in which all liquid-state NMR experiments can be carried out easily. Two mixtures, one of four
structurally close dipeptides and one of four low-polarity phosphorus-containing compounds, were used
for the method assessment, using ViscY experiments such as homonuclear selective 1D and 2D "H
NOESY experiments, heteronuclear 2D *H-**N/*H-*P HSQC-NOESY and *H-C/*H-"*N/*H-*'P NOAH
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Introduction

Liquid-state NMR spectroscopy plays a key role in the structure
elucidation of unknown organic compounds, provided that
sample purity is fair to excellent. Real-life situations may pre-
clude resorting to purification methods and force to analyse
mixtures, For instance, the substances produced by chemical
synthesis often contain starting materials, by-products, and
the desired end product. Also, the natural or biotechnological
extracts may contain several hundred organic molecules. In
this context, simultaneous purification and NMR spectroscopy
through LC-SPE-NMR or LC-SPE-MS/NMR coupling strategies
may be carried out." " The physical separation of mixture con-
stituents may be helpful but is not always practical. Moreover,
chromatography cannot be applied to highly reactive mole-
cules, is unappealing if crucial molecular associations are shat-
tered by separation and maybe simply too time-consuming
and therefore too expensive to employ. Consequently, using
NMR without prior physical separation may turn out to be
relevant.

The study of mixtures by liquid-state NMR mainly focuses
on the identification and quantification of already known

Université de Reims Champagne-Ardenne, CNRS, ICMR UMR 7312, 51097 Reims,
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molecules. Determining their structures may be demanding in
case of accidental strong peak overlap. Being able to assign
each resonance to a specific compound should limit the neces-
sity of chromatographic separation, help scientists analyse
unknown compounds within mixtures, and thus significantly
improve the efficiency of synthetic and natural product chem-
istry. So far, NMR spectroscopy has been considered for
mixture analysis in a reduced number of ways: (i) the transla-
tional diffusion coefficient in solution (D) is a molecular prop-
erty and describes its mobility. The individual 1D NMR spee-
trum of each mixture component can be extracted by consider-
ing D as a discriminating factor, using the 2D DOSY
method.” * Nonetheless, D values are only weakly discriminat-
ing, even if experimental techniques may improve their resol-
ving power in special cases (adjunction of a chromatographic
solid phase, interaction of the molecules of interest with
soluble polymers, lanthanide shift reagents, or micelles).”™*
(ii) Multi-quantum spectroscopy coupled (or not) with broad-
band homonuclear decoupling/pure shift NMR, ultrafast data
acquisition, sparse sampling, and tensor decomposition
methods may all help separate the spectra of molecules within
mixtures.'®™? (iii) The use of viscous solvents under appropri-
ate conditions slows down the tumbling rate of small and mid-
sized molecules in solution,*® so that the longitudinal cross-
relaxation regime induces spin diffusion over the entire mole-
cular spin networks. Therefore, the resonances of different
species may be distinguished according to their ability to

I'his journal is © The Royal Society of Chemistry 2027
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share magnetization through intramolecular spin diffusion.
All "H resonances from each molecule may correlate together
in a 2D NOESY spectrum, making it possible to individualize
the "H NMR spectrum of each mixture constituent. In 2008,
Simpson and co-workers first published the use of a high-vis-
cosity solvent, the chlorotrifluorocthylene polymer, for organic
mixture analysis by means of 1D and 2D NOESY spec-
troscopy.” The same team reported in 2012 the use of super-
cooled water in narrow capillaries to manipulate the rotational
dynamics of small molecules for identifying mixed small
metabolites.*” Lameiras et al. published original results for
mixture analysis by NMR spectroscopy using glycerol and gly-
cerol carbonate (in 2011),”° DMSO/glycerol (in 2016),*> DMSO/
water (in 2017),* sucrose solution and agarose gel (in 2019),*"
and sulfolane-based solvents (in 2020)*" as viscous solvents for
'H and '°F spin diffusion promotion. In 2020, Lameiras and
co-workers introduced the term ViscY for NMR methods in
which Viscous solvents promote the mixture component indivi-
dualization by NMR spin diffusion spectroscopy.*®

To date, the investigation of high- and low-polarity mole-
cules within mixtures has been only carried out in a few
viscous solvents. In this context, two viscous media were pre-
pared from ortho-phosphoric acid (85%) by dilution with
either D,O or DMSO-dg, thus providing solvent blends with
slightly different polarities. For the method assessment, two
mixtures, one of four structurally close dipeptides and one of
four low-polarity phosphorus-containing compounds, were
studied by ViscY experiments, including homonuclear selective
1D and 2D 'H NOESY experiments, heteronuclear 2D
'H-N/'H-*'P  HSQG-NOESY and 'H-"c/'H-'"N/'H-*'P
NOAH experiments.

Orthophosphoric acid (H3;PO,), also named phosphoric
acid, is a weak mineral triacid. It plays an important role in in-
organic chemistry and biochemistry. About 90% of its pro-
duction is engaged in the industry of fertilizers. At room temp-
erature, pure phosphoric acid is a erystalline solid. It is usually
sold as a colourless syrup of 85% concentration in water. This
liquid is miscible with polar solvents such as alcohol, water,
and most non-polar solvents.*” Phosphoric acid (85%) solution
presents a melting point around 299 K.** Its melting point can
be reduced by the addition of more water or DMSO-dg. By the
way, melting points of phosphoric acid (85%) solution respect-
ively reached 248 K and 258 K after the addition of 20% of
water and 30% of DMSO-ds by volume. This property enabled
us to prepare liquid-state NMR samples at or below room
temperature, which is particularly suitable for molecules of
poor thermal stability. As a result, spin diffusion may occur at
a wide temperature range, from room to negative Celsius temp-
eratures owing to the viscosity increase of both solvent blends
upon temperature decrease.’ However, the viscosity of the
phosphoric acid-based blends at room temperature stays rela-
tively low, even though phosphoric acid (85% in water) pre-
sents a viscosity of 37.59 cP at 298 K*? (for comparison, faer
=0.898 ¢P and fpmso- = 2.003 ¢P at 25 °C)" As a consequence,
NMR sample tubes can be prepared without any issues, con-
trary to highly viscous solvents such as glycerol (i = 934 ¢P at

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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298 K)*' Furthermore, the weak triacidity of phosphoric acid
solutions (pK, = 2.148, 7.198, and 12.319 at 298 K) makes its
use compatible with most of the small molecules without the
risk of altering them. However, considering these phosphoric
acid-based solvents forces the suppression of the strong 'H
NMR signal of water, a requirement that it is casily fulfilled by
the excitation sculpting sequence.”” In addition, the high
amount of the added DMSO-d,, and D,O easily enables auto-
matic field-locking and shimming, like for any other common
NMR solvent. Nonetheless, the major disadvantage of using
phosphoric acid solutions is the formation of salts that may
disturb the matching of the spectrometer probe head, which
requires care when handling a cryoprobe. As a result, the dur-
ation of pulses may be longer than that measured in usual
organic deuterated solvents. Owing to the higher dielectric
constant of water compared to DMSO-d,"* the phosphoric
acid (85%)/D,0O mixture is more suitable for the investigation
of high-polarity molecules while the binary phosphoric acid
(85%)/DMSO-ds mixture is more appropriate for the study of
low-polarity compounds. Medium-sized compounds require a
low amount of water or DMSO-d, in phosphoric acid (85%)
solutions whereas smaller or more flexible compounds
necessitate more water or DMSO-d,, for driving spin diffusion
from room temperature to negative Celsius temperatures.

The criterion for optimal temperature selection is a compro-
mise between the overall spectral resolution and the intensity
of NOESY cross-peaks between nuclei that are not nearby to
reveal an NOE signal that would be absent in a low-viscosity
solution. A temperature reduction enhances spin diffusion but
also reduces the peak height through line broadening due to a
more active transverse relaxation, Sample cooling is therefore
required if the NOESY spectrum shows positive NOE responses
(diagonal and off-diagonal peaks of opposite signs). Following
the complexity of the mixtures, the analysis of "H NMR spectra
may become intractable owing to 'H resonance overlapping. A
conventional remedy to this involves the spreading of the spec-
troscopic information along a second dimension that encodes
chemical shifts of nuclei other than protons.*>”**% This
approach to NMR mixture analysis is illustrated in phosphoric
acid (85%)/D,0 solution using 2D "H-'*N HSQC-NOESY and
'H-""C/'"H-""N NOAH experiments and in phosphoric acid
(85%)/DMSO-d, solution using 2D "H-*'P HSQC-NOESY and
'H-*'P NOAH experiments offering *H/°C/*°N and 'H/*'P
chemical shifts of respectively every mixed high- and low-
polarity molecule.

Results and discussion

Leu-val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr mixtures in phosphoric
acid (85%)/D,0 (8: 2, v/v) solution

These dipeptides when dissolved in pure water are not discri-
minated according to their translational diffusion behaviour,
owing to their comparable molecular weight and shape
(Fig. S1 in the ESI%). In this context, we have considered the
resolving power of homo- and heteronuclear NOESY-based
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spin diffusion experiments in viscous phosphoric acid solu-
tions to offer a working alternative to the DOSY experiment.

An experimental issue of handling phosphoric acid solution
is the mandatory suppression of its strong residual 'H water
signal (see Tig. S2at) to fully benefit from the high dynamic
range of the NMR spectrometer receiver since the deuterated
phosphoric acid solution is quite expensive and the chemical
exchange between the solvent deuterium nuclei and dipeptide
amide protons may occur. Nonetheless, the suppression of the
HOD signal is easily achieved by using an excitation sculpting
sequence (Fig. S2bt)."?

Since temperature is a crucial parameter to observe spin
diffusion because it is related to solvent viscosity and therefore
to overall rotational correlation times 7,*™"" we have deter-
mined the optimal temperature at which the NOE cross-peaks
were positive (negative NOE cnhancements, slow motion
regime), well-resolved, and as intense as possible between
nuclei (not close enough to display an NOE in a low viscosity
solvent). The optimized temperature of 288 K has been chosen
by recording NOESY experiments with water suppression by
excitation sculpting (see Fig. 1a; amide proton region NOESY
spectra at 298, 288 and 278 K in Fig. S3 and full NOESY spec-
trum at 288 K in Fig. S4 in the ESIY).

The use of an aqueous phosphoric acid solution enables a
thorough intramolecular magnetization transfer through spin
diffusion, observed over distances of >14 A within each small
and flexible dipeptide in the NOESY spectrum at 288 K,
whereas in water at 298 K the NOESY spectrum reveals fewer
NOESY cross-peaks and of opposite sign (positive NOE
enhancements, fast motion regime, see Fig. 1b; full NOESY
spectrum in Fig. S5 of ESIT). As a result, under ViscY con-
ditions, the compound by compound clustering of proton
resonances is achieved, making possible the individualization
of each mixture component since the chemical shift pattern of
each dipeptide is predictable. The individualization of the four
dipeptides in water would have necessitated the concomitant
use of J-coupling and dipolar-coupling 'H NMR experiments
such as COSY/TOCSY and NOESY, following the usual peptide
resonance assignment method."®

For complex mixture investigations, detecting only the reso-
nances of interest during signal acquisition may deliver
additional structural information by preventing proton reso-
nance overlapping. Selectively exciting a suitable set of proton
resonances in 1D selective NOESY experiments exemplifies
this approach.

In the 1D sclective NOESY experiment, a single spin is
excited, and its magnetization is further flipped to bring it to the
z-axis where it can spread by spin diffusion along with the mole-
cular proton network. The 1D selective NOESY pulse sequence
starts with a multiplet selective excitation block (Fig. 2e).***
Two wideband inversion pulses have been included during the
mixing time. Their positions have been adjusted to circumvent
the resurgence of the strong water signal during the acquisition
time that comes from longitudinal relaxation."”

The 1D selective NOESY spectra in Fig. 2 show that each
dipeptide is discriminated by spin diffusion in phosphoric

5318 | Analyst, 2021,146, 5316-5325
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Fig. 1 Amide proton region of 2D NOESY spectra of the dipeptide test
mixture (20 mM), mixing time (t,) = 1 s, at 500 MHz (*H), dissolved (a) in
phosphoric acid (85%)/D,0 (8: 2, v/v) solution, at 288 K, (b} dissolved in
H>0/D,0 (9:1, viv), at 298 K. The red frames correspond to spectral
regions of interest in which water as a solvent has a major effect on the
number and sign of observable NOESY cross-peaks.

acid (85%)/D,0 (8:2, v/v) solution at 288 K, using a suitable
set of selectively excited proton resonances. Incidentally, the
selective excitation of the NH amide proton at 7.55 ppm dis-
closes a magnetization exchange solely with the protons of the
Leu-Val dipeptide, even with the terminal ammonium protons
NH;" of leucine (Fig. 2a) due to the acidity of the medium
allowing to sufficiently slow down the chemical exchange with
water. The selective excitation of the side chain H8 and Hy
protons (between 0.65 and 0.95 ppm) reveals a magnetization
exchange with all protons of the two Leu-Val and Leu-Tyr
dipeptides (even with the terminal ammonium protons NH;"
of both leucines) (Fig. 2b). By comparison with the 1D NOESY
spectra in Fig. 2a and b, a full proton assignment of Leu-Tyr is
achievable. The selective excitation of the aromatic H5 protons
of Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr presents all proton resonances
of Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr (including the terminal
ammonium protons NH;' of alanine and glycine) (Fig. 2c).
The complete individual 'H spectrum of Gly-Tyr is obtained
after selectively exciting the Hu proton at 4.57 ppm (Fig. 2d).
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Fig. 2 Multiplet selective excitation 1D *H NOESY spectra of the dipep-
tide test mixture (20 mM} dissolved in phosphoric acid (85%)/D,0 (8: 2,
viv) solution (a, b, ¢, d, 288 K), t,, = 1 s, at 500 MHz (*H). The initial selec-
tive inversion pulses excite (a) the NHy(LV) proton resonance; (b) the
H8 (LY)/H3 (LV)/Hyy(LV) proton resonances; (c) the H3y(LY)/H8y(GY)/
H&v(AY) proton resonances; and (d) the Hay{GY) proton resonance. (e)
Pulse sequence: ¢ = X, ¥, =X, =¥, y/ = X, —=X.

Another way to discriminate each mixed dipeptide, by
detecting only resonances of interest during signal acquisition,
has been to resort to only one selective NOESY experiment,
namely an F; band selective F; decoupled 2D NOESY
experiment.”™"’ Amide NH resonances have been the initial
source of magnetization after the initial band selective exci-
tation step since their resonances are close in frequency and
they are not scalarly coupled together (Fig. 3). The mixing time
block, including wideband inversion pulses to avoid the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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Fig. 3 (a) F, band selective F, decoupled 2D *H NOESY spectrum of the
dipeptide test mixture (20 mM) in phosphoric acid (85%)/D,0 (8 2, v/v)
solution, at 288 K, at 500 MHz (*H), t,, = 1 s. (b} Pulse sequence: ¢; = x,
Y, =X, =Y, ¢ = X, —x. The initial selective 180° pulses had a Gaussian
shape and were applied to the four NH amide proton resonances.

reappearance of the HOD signal, allowed spin diffusion to
extend throughout the proton network of each dipeptide.
Carrying out this latter experiment in phosphoric acid solution
allows the assignment of all proton resonances of Leu-Val,
Leu-1yr, Gly-Tyr and Ala-Tyr under ViscY conditions.

It may happen in more complex mixtures that the resolved
proton resonances of the components of interest are not
revealed due to too severe spectral overlap. In such cases, the
larger chemical shift dispersion of N nuclei may turn out to
be useful. By coupling the HSQC and NOESY experiments, an
entire proton spectrum should be recorded for a molecule,
starting only from a single nitrogen resonance. Along this way,
the 2D '"H-'°N HSQC-NOESY spectrum of the dipeptide test
mixture, recorded at 288 K, in phosphoric acid (85%)/D,0
(8:2, viv) solution unveils that all protons of cach dipeptide
within the mixture correlate with all other protons (except all
terminal ammonium protons NH;' for a sensitivity issue) after
having marked the nitrogen chemical shift in Fy under ViscY
conditions (Fig. 4).

Another alternative way to individualize ecach dipeptide
within the mixture has been also to focus on the NOAH-5
BMSCN supersequence allowing in a row, with only one re-
cycling delay, the acquisition of 'H-'*C HMBC (B), '"H-'°N
HMQC (M), 'H-*C HSQC (S), 'H-'H COSY (C) and 'H-'H
NOESY (N) spectra under ViscY conditions (Fig. $6 in the
ESIT).* In addition to the full assignment of every proton reso-
nance of mixed Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr, thanks
to the active spin diffusion occurring during the mixing time
of the NOESY experiment, heteronuclear 'H-**C and 'H-"*N

J-scalar correlations are also obtained (in particular, all nitro-

gen chemical shifts of terminal ammonium groups NH;").
This additional information obtained by a single NMR experi-
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Fig.4 2D 'H-'"N HSQC-NOESY spectrum of the dipeptide test
mixture (50 mM) dissolved in phosphoric acid (85%)/D,0 (8: 2, v/v) solu-
tion, tm = 15, at 288 K, at 600 MHz (*H).

ment in a shorter time may prove to be relevant in the case of
strong 'H resonance overlapping in the study of complex
mixtures,

Dicyclohexyl(4-(N, N-dimethylamino)phenyl) phosphine,
exophenyl Kwon [2.2.1] bicyclic phosphine, allyltriphenyl-
phosphonium bromide and (methoxymethyl )triphenyl-
phosphonium chloride mixture in phosphoric acid
(85%)/DMSO-d; (7 : 3, v/v) solution

The simplification of small molecule mixture analysis has
been extended to *'P NMR spectroscopy using heteronuclear
chemical shift resonance labelling. Phosphorus is common in
synthetic intermediates and biological compounds. 1t has a
100% natural abundance and presents sharp NMR peaks.*' Its
chemical shift range covers about 2000 ppm, which facilitates
the individualization of phosphorus-containing compounds in
mixtures.”> In the slow tumbling limit, unlike *°F and 'H
nuclei that reveal negative NOEs and HOEs, *'P nuclei show

dzo 18 1a 1 35
H;, 4 4
22
5 3 5 3
6 2
B 42
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14 e
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18— 17 5
18 S
19 21
20 2
e 1d

Fig. 5 Chemical structures of the four phosphorus-containing com-
pounds within the mixture. 1la: dicyclohexyl (4-(N,N-dimethylamino)
phenyl) phosphine, 1b: exophenyl Kwon [2.2.1] bicyclic phosphine, 1c:
allyltriphenylphosphonium bromide and 1d: {(methoxymethyl)triphenyl-
phosphonium chloride.
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only positive HOEs that tend towards zero with slower tum-
bling owing to the particular value of its magnetogyric ratio.™
A workaround to this experimental issue is to consider *'P
nuclei as chemical shift markers and to induce magnetization
exchange along the intramolecular proton network using the
21> 'H-*'P HSQC-NOESY experiment under ViscY conditions.
We report here the individualization of four mixed phos-
phorus-containing compounds dissolved in the phosphoric
acid (85%)/DMSO-ds (7:3, vi/v) solvent blend under spin
diffusion conditions by homonuclear selective 1D and 2D 'H
NOESY experiments, heteronuclear 2D "H="'P HSQC-NOESY
and "H-*'P NOAH experiments.

Like the dipeptides dissolved in pure water, the four phos-
phorus-containing molecules (Fig. 5) do not present any differ-
entiation by translational diffusion in pure DMSO-ds, owing to
their similar molecular weight (Fig. S7 in the ESIT). This obser-
vation led us to assess phosphoric acid (85%) mixed with
DMSQO-d,, in the individualization of these four low-polarity
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Fig. 6 2D ‘H NOESY spectra of the phosphorus-containing compound
test mixture (20 mM), mixing time (t,,) = 0.5 s, at 298 K, at 500 MHz (*H):
(a) dissolved in phosphoric acid (85%)/DMSO-dg (7 : 3, v/v) solution and
(b} dissolved in neat DMSO-ds.
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molecules by taking advantage of the resolving power of
NOESY-based spin diffusion experiments. Proton NMR in
phosphoric acid (85%)/DMSO-d,, (7 : 3, v/v) solution forces the
elimination of its strong residual H,O signal. This water signal
suppression has been easily accomplished using the excitation
sculpting sequence (Fig. S8b in the ESIT).*?

The effect of temperature on intramolecular spin diffusion
has been already discussed in the preceding section. Likewise,
we have established the optimal temperature that gives the
best compromise between the efficient "H spin diffusion and
spectral resolution by using 2D 'H NOESY experiments with
water suppression by excitation sculpting, at 500 MHz ('H) and
at 308, 298, and 288 K. Spin diffusion is already active at 308 K
for all molecules (Fig. 89 in the ESI¥). Nonetheless, a full mag-
netization exchange along the proton network of every mole-
cule is visible at 298 K. At 288 K, full spin diffusion is efficient
but spectral resolution is a bit damaged due to more active T,

— 12 1D —1C — 1d
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H

15, 1BH‘5“ﬂ

4 3 2 1 ppm
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6 5 4 3 2 1 ppm
H H
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Fig. 7 Multiplet selective excitation 1D 'H NOESY spectra of the phos-
phorus-containing compound test mixture (20 mM) dissolved in phos-
phoric acid (85%)/DMSO-dg (7 : 3, v/v) solution (a, b, cand d), t,, = 0.5 5,
at 298 K, 500 MHz (*H). The initial selective inversion pulses excite (a)
Hys 16(1a), (b) Hs(1b), (€) He(lc) and (d} Hiolld) proton resonances.
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transverse relaxation, responsible for 'H resonance line broad-
ening (Fig. S9 in ESIf). As a result, the optimal temperature of
298 K has been chosen for the following NMR studies because
it offered efficient 'H spin diffusion (negative NOE enhance-
ments, positive NOE cross-peaks, slow tumbling regime) and
suitable 'H spectral resolution,

The 2D NOESY spectrum at 298 K discloses four positive
NOE cross-peak patterns, each corresponding to a single
mixture component (Fig. 6a and Fig. $10 in the ESIT). The
pattern identification of la is driven by the distinctive aro-
matic protons Hys ¢ at 7.67 ppm (Fig. 6a, purple pattern). The
pattern of 1b is identified by means of the tropanic ring
proton Hy at 4.29 ppm (Fig. 6a, blue pattern). The proton H, at
5.36 ppm helps distinguish the proton pattern of 1¢ (Fig. 6a,
red pattern). The proton resonance Hy, at 3.21 ppm is a rele-
vant starting point for recognizing the complete resonance
pattern of 1d (Fig. 6a, green pattern). As a result, the use of
phosphoric acid (85%)/DMSO-d, binary solvent enables an
entire intramolecular magnetization exchange within every
mixed phosphorus-containing compound by spin diffusion,
observed over distances greater than 13 A, in part due to the
rigidity of the cycloalkyl and aromatic parts. In contrast, when
the conventional 2D NOESY spectrum is acquired in pure
DMSO-dg at 298 K, the four mixed phosphorus-containing
compounds quickly reorient and reveal negative NOE cross-
peaks (positive NOE enhancements, fast motion regime) thus
avoiding spin diffusion being detected (Fig. 6b and Fig. S11 in
the ESIt).

It is not casy to unambiguously assign each proton reso-
nance to each specific compound within the mixture due to
resonance peak overlaps, particularly in the proton 1D and 2D
spectra from 0.6 to 2.6 and from 7.1 to 7.8 ppm. The multiplet
selective excitation 1D NOESY experiment,*®*” formerly

ppm
H...oH
I H H
S il 12.1
o % -l s * H, H‘ * :«_ra 20
Bai - - 5,100 =
o s i, e ] oo
Hy Hyg o 19
“P:- H‘:‘t"bﬂﬂ H?‘z i HGbQ/; 7. .’f- "30
H'/'h.‘,):'\-‘H)a 3
53,108
- 40
- 50
R
) IH, ., 822 60
MPH) //HH . H] H:'u HZL’ HQd H7d
H \Hm.“ Hy, Ho Hy Hy
T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Fig. 8 (a) 2D *H-3'P HSQC-NOESY spectrum of the phosphorus-con-
taining compound test mixture (20 mM) dissolved in phosphoric acid
(85%)/DMSO-dg (7 : 3, v/v) solution, t,, = 0.5 s, at 298 K, 500 MHz (*H). *
Impurity.
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described in the context of dipeptide mixture analysis,
addresses this pitfall by clustering proton resonances belong-
ing to the same molecule. The resurgence of the strong ‘H
water signal during the mixing time of the NOESY block is still
prevented by wideband inversion pulses enclosed in gradient
pulse pairs.”” Choosing an appropriate sct of sclectively
excited proton resonances enables the acquisition of the indi-
vidual 1D *H spectrum of every mixed compound by taking
benefit from spin diffusion under ViscY conditions (Fig. 7). In
particular, the individualization of 1a is achieved by the selec-
tive excitation of the aromatic protons Hi;,¢ at 7.67 ppm
(Fig. 7a). All proton resonances of 1b are detected by means of
the selective excitation of the tropanic ring proton H; at
4.29 ppm. By the way, spin diffusion is sufficiently active to
correlate proton signals from the two aromatic groups
(Fig. 7b). Sclective excitations of the cthylene protons Hg at
5.36 ppm and the methyl group proton Hy, at 3.21 ppm

— 12— 1D w—1C m—1d
a)
, ppm
i Hae20 Hacgaisinz
Pl A g, B ¢ Ho
— t 121 T } ‘
‘ : £ 20
3P /‘ —‘H:a,w,m.wn 2 }-T
3|p'c H, 1420 13533151021 »
13
H‘s__:lm,m T
40
E 50

Fig. 9 (a) 2D *H-3'P HMBC, (b) *H-3%P HSQC, (c) *H-*H COSY and (d) *H-*H NOESY (t,,

Analyst

respectively group together all proton resonances of 1c and 1d
(Fig. 7c and d).

The selective excitation of resolved proton resonances has
permitted individualizing each mixture component by taking
advantage of spin diffusion under ViscY -conditions.
Nonetheless, in the investigation of more complex phos-
phorus-containing mixtures, the isolated proton resonances of
the molecules of interest may not be revealed due to severe *H
spectral overlap, thus preventing the use of selective 1D and
2D 'H NOESY experiments. A remedy may be to take advantage
of the broad chemical shift range of *'P. By coupling 2D HSQC
and NOESY experiments, a complete proton spectrum should
be obtained for each component within the mixture starting
only from one single phosphorus resonance in the indirect
dimension.?***7#%% The 2D "H-*'P HSQC-NOESY spectrum of
the phosphorus-containing compound test mixture dissolved
in phosphoric acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v) solution,

b)
ppm
#‘P\r:
—_—— H
ﬁ‘P!r ..-\? Hzr, 16.18,22 = E20
3'P|; 3513151921
& H;m 1618 30
40
E50

Eaiir

2

1 ppm

0.5 s) spectra using the NOAH-4 BSCN sequence of

phosphorus-containing compound test mixture (50 mM) dissolved in phosphoric acid (85%)/DMSO-dj (7 : 3, v/v) solution, at 298 K, at 500 MHz (*H).

* Impurity.
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recorded at 298 K, shows that all protons of ecach molecule can
correlate with all other protons by spin diffusion after having
marked the phosphorous chemical shift in F, (Fig. 8). As a
result, the capability to individualize phosphorous-containing
compounds within the mixture is achievable by using the 2D
'H-*'P HSQC-NOESY experiment under ViscY conditions, even
if CSSF*' or GEMSTONE™ experiments may be a pertinent
alternative to reach the required resolution in traditional NMR
solvents.

Another alternative way for the individualization of each
mixed phosphorus-containing molecule has been also to con-
centrate on the NOAH-4 BSCN supersequence to acquire, con-
secutively, with only one recycling delay, *H-*'P HMBC (B),
'H-*'P HSQC (8), '"H-'H COSY (C) and 'H-'H NOESY (N)
spectra under ViscY conditions (Fig. 9).°° The full assignment
of the proton resonances of cach mixed compound is reach-
able by taking benefit from the active spin diffusion acting
during the mixing time of the NOESY experiment, even though
the signal/noise ratio is somewhat reduced compared to that
of the NOESY spectrum acquired alone due to signal loss by
transverse relaxation. Furthermore, multiple bond j-scalar
'"H-"H and "H-""P correlations are additionally observed allow-
ing access to all *H and *'P chemical shifts. This supplemen-
tary information trapped in a single NMR experiment, in
complement with the HSQC-NOESY experiment, in a reduced
time may turn out to be significant in the case of strong 'H
resonance overlapping in the study of complex mixtures of
unknown molecules.

Experimental
Chemical reagents

DMSO-d, and D,0O were purchased from Eurisotop (Gif-sur-
Yvette, France). Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr were pur-
chased from TCI Europe (Zwijndrecht, Belgium). Dicyclohexyl
(4-(N,N-dimcthylamino)phenyl)phosphine, exophenyl  Kwon
[2.2.1] bicyclic phosphine and phosphoric acid (85%, wiw)
were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). Allyl triphenylphosphonium bromide and (methox-
yme-thyljtriphenylphosphonium chloride were purchased
from Acros Organics (Geel, Belgium). All peptides and phos-
phorus-containing compounds had 95% or higher purity and
were dissolved at a concentration from 20 to 50 mM respect-
ively in phosphoric acid (85%)/D,0O (8:2, v/v) and phosphoric
acid (85%)/DMSO-d,, (7:3, v/v) solutions without exothermic
reactions.

NMR spectroscopy

NMR experiments on the dipeptide and phosphorus-contain-
ing compound test mixtures were carried out on Bruker Avance
AVIII500 and AVIII6O0 NMR spectrometers respectively
equipped with a 5 mm BBFO + probe and a 5 mm TCI cryop-
robe using TOPSPIN software (Rheinstetten, Germany).
Gradient pulses (respectively maximum 0.535 Tm™" and 0.613
Tm™") were generated by a 10 A amplifier, Sample temperature

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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was controlled by a Bruker variable temperature (BVT) unit
supplied with chilled air produced by a Bruker cooling unit.

All spectra of the dipeptide mixtures were referenced so
that the tyrosine Ha proton and Ca carbon resonances respect-
ively appeared at 7.00 and 132.00 ppm.

All spectra of phosphorus-containing compounds were
referenced so that the residual proton signal of DMSO-ds was
observed at 2.50 ppm and the phosphorus signal of H;PO, was
observed at 0.00 ppm. Additional NMR data acquisition and
processing parameters for Fig. 1-4 and 6-9 are reported in the
ESLt

Conclusions

The use of phosphoric acid (85%) mixed with D,O or DMSO-d,
as viscous binary solvents has been reported for the first time
for the individualization of respectively high- and low-polarity
components within complex mixtures, by taking benefit from
NMR spin diffusion, under ViscY conditions, at the usual mag-
netic field strengths.

The component individualization of the Leu-Val, Leu-Tyr,
Gly-Tyr and Ala-Tyr mixture and the dicyclohexyl(4-(N,N-di-
methylamino)phenyl) phosphine, exophenyl Kwon [2.2.1]
bicyclic phosphine, allyltriphenylphosphonium bromide and
(methoxymethyl)triphenylphosphonium chloride mixture has
been respectively carried out, at 288 K, in phosphoric acid
(85%)/D,0 (8:2, v/v) solution using homonuclear selective 1D
'H NOESY, selective 2D '"H NOESY and heteronuclear 2D
'H-""N HSQC-NOESY and '"H-"’C/"H-'"°N NOAH experiments
and at 298 K in phosphoric acid (85%)/DMSO-d, solution
using homonuclear selective 1D "H NOESY, selective 2D 'H
NOESY and heteronuclear 2D ‘H-*'P HSQC-NOESY and
'H-*'P NOAH experiments.

The viscous phosphoric acid-based solvents reveal significant
benefits compared to previously described viscous solvents such
as glycerol, glycerol carbonate or agarose gel.*™*' The spin
diffusion is active over a large temperature range, compatible
with heat-sensitive molecules, and the preparation of NMR
sample tubes is simple. The viscous phosphoric acid (85%)/
water solution blend is rather suitable for the investigation of
high-polarity molecules, whereas phosphoric acid (85%)/DMSO-
dy, solution is rather recommended for the study of low-polarity
compounds. Medium-sized, high- and low-polarity compounds
necessitate a low concentration of water or DMSO-d;; in phos-
phoric acid (85%), whereas smaller or more flexible compounds
demand more water or DMSO-d; in phosphoric acid (85%) until
50% (v/v) for driving spin diffusion from room to negative
Celsius temperatures, under ViscY conditions. However, phos-
phoric acid (85%) solutions may interact with or alter fragile
chemical compounds preventing NMR analysis and they may
unsettle the probe matching when using a cryoprobe.

Upcoming studies involving the ViscY approach will deal
with the study of other polar and apolar mixtures composed of
small-sized molecules for assessing the spin diffusion power
in viscous phosphoric acid-based solutions.
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Additional NMR data acquisition and processing parameters for Fig. 1 -> 4 and Fig. 6 ->9:

Fig. 1 a) Amide proton region of 2D NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and
Ala-Tyr), 20 mM, dissolved in phosphoric acid (85%)/D.0 (8:2, v/v) solution, at 288 K, at 500 MHz (*H) using the
noesyesgpph pulse sequence. Data matrix was recorded in States-TPP| mode; its size was 512 x 4k with 8 scans
per FID, a 1.5 s relaxation delay and a 1 s mixing time (), resulting in a 183.32 min recording time (expt). The
spectral width was 5000 Hz in both dimensions. G1: G2 = 70: 30. Data matrix was multiplied in both dimensions
by a shifted squared sine bell function (SSB = 2) before zero filling to a 1k x 4k size. A pair of 2 ms rectangular
shaped inversion pulses was applied on the water signal resonance. The length of the water suppression gradient
pulses was 1 ms and their intensity 31% for the first pair and 11% for the second pair. b) Amide proton region of
2D NOESY spectrum of the same dipeptide test mixture (20 mM) dissolved in H,0/D,0 (9:1 v/v), at pH = 5.0, tm =
1s,at298 K, at 500 MHz (*H). Spectrum b) was recorded and processed with the same parameters as those in 1a
using the same noesyesgpph pulse sequence, resulting in a 171.02 min recording time (expt). The red frames
correspond to spectral regions of interest in which water as solvent has a major effect on the number and sign of

observable NOESY cross peaks.

Fig. 2 Multiplet selective excitation 1D 'H NOESY spectra of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr
and Ala-Tyr), 20 mM, dissolved in phosphoric acid (85%)/D,0 (8:2, v/v) solution (a, b, ¢, and d), ty, =15, at 288 K,
at 500 MHz (*H). The initial selective excitation was achieved by a 1% truncated 180° Gaussian pulse. G1:G2 =
70:30. WURST wideband adiabatic inversion pulses, 8; = 1.5 ms, starting within t, at 0.33 and 0.83 t,, with
G3:G4:G5 = 40:-60:50. Gradient pulse length was 1 ms. d = 200 ps. Relaxation delay was 2.0 s. The FIDs (8k points,
spectral width 5000 Hz) were multiplied by an exponential function (LB = 0.3) before zero-filled to 64k points. The
initial selective inversion pulses excite: a) the NHy(LV) proton resonance (61 = 40 ms, 8k scans, experiment time
(expt) = 425.07 min); b) the H&.(LY)/H&(LV)/Hyw{LV) proton resonances (81 = 8 ms, 1k scans, expt = 51.85 min}; c)
the H&y(LY)/HSEy(GY)/HEy(AY) proton resonances (8: = 20 ms, 1k scans, expt = 52.27 min); d) the Hag(GY) proton

resonance (6; = 40 ms, 4k scans, expt = 211.20 min); e) Pulse sequence: @; =X, y, -X, -y, ¥ =x, -x.

Fig. 3 a) F; band selective F; decoupled 2D NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-
Tyr and Ala-Tyr), 20 mM, dissolved in phosphoric acid (85%)/D.0 (8:2, v/v) solution, at 288 K, at 500 MHz (*H),
(256 scans per t; value, expt = 832.60 min, t,= 1s). b) Pulse sequence: @; =X, y, -X, -y,  =x, -x. The initial selective
180° pulses (61 = 12 ms) had a Gaussian shape and were applied to the four NH amide proton resonances. G1:G2

=70:30. The following refocusing pulse was also applied to the NH protons and was a RE-BURP (62 =30 ms). G3:G4
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=80:23. WURST wideband adiabaticinversion pulses, 63 = 1.5 ms, start within t,, at 0.33 and 0.83 t,, with G5:G6:G7
=40:-60:50. Gradient pulse length was 1 ms. d = 200 ps. Relaxation delay was 1.5 s. Data matrix was acquired in
the States-TPPI mode, its size was 64 x 4k. Spectral widths were 5000 Hz in F; and 240 Hz in F;. Data matrix was
multiplied in both dimensions by a shifted squared sine bell function (5SB = 2} before zero filling to a 128 x 2k

size.

Fig. 4 a) 2D 'H->N HSQC-NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 20
mM, dissolved in phosphoric acid (85%)/D:0 (8:2, v/v) solution, at 288 K, at 600 MHz (*H}, using the hsgcetgpno
pulse sequence. Data matrix was recorded in Echo-Antiecho mode; its size was 256 x 2k with 200 scans per FID,
a 1.5 s relaxation delay and a 1 s mixing time (t»), resulting in a 2158.07 min recording time. The spectral widths
were respectively 6010 Hz in *H dimension and 1825 Hz in *N dimension. Data matrix was multiplied in both

dimensions by a shifted squared sine bell function (SSB = 2) before zero filling to a 1k x 2k size.

Fig. 6 a) 2D 'H NOESY spectrum of the phosphorus-containing compound test mixture (20 mM), at 298 K, at 500
MHz (*H} using the noesyesgpph pulse sequence, dissolved in phosphoric acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/V) solution.
Data matrix was recorded in States-TPPl mode; its size was 512 x 4k with 8 scans per FID, a 1.5 s relaxation delay
and a 0.5 s mixing time (tn), resulting in a 170.92 min recording time (expt). The spectral width was 4500 Hz in
both dimensions. G1: G2 = 70: 30. Data matrix was multiplied in both dimensions by a shifted squared sine bell
function (SSB = 2) before zero filling to a 1k x 4k size. A pair of 2 ms rectangular shaped inversion pulses was
applied on the water signal resonance. The length of the water suppression gradient pulses was 1 ms and their
intensity 31% for the first pair and 11% for the second pair. b) 2D *H NOESY spectrum of the same phosphorus-
containing compound test mixture (20 mM), mixing time (t») = 0.5 s, at 500 MHz (*H) using the noesygpphpp
pulse sequence, dissolved in neat DMSO-ds. Spectrum b) was recorded and processed with the same parameters

as those in 6a, resulting in a 145.74 min recording time (expt).

Fig. 7 Multiplet selective excitation 1D H NOESY spectra of the phosphorus-containing compound test mixture
(1a, 1b, 1c and 1d, 20 mM) dissolved in phosphoric acid (85%)/DMSO-ds (7:3 v/v) solution (a, b, c and d), at 298
K, tm = 0.5 5, at 500 MHz (*H). Pulse sequence: @1 =x, ¥, -, -y, Y = x, -x (Fig. 2e). The initial selective excitation
was achieved by a 1% truncated 180° Gaussian pulse. G1:G2 = 70:30. WURST wideband adiabatic inversion pulses,
82 = 1.5 ms, starting within t,, at 0.33 and 0.83 t,, with G3: G4: G5 = 40:-60: 50. Gradient pulse length was 1 ms. d
=200 ps. Relaxation delay was 2 s. The FIDs (4k points, spectral width 5000 Hz, zero filling 64 k points). The initial

selective inversion pulses excite: a) the His (1a) proton resonances (61 =40 ms, 4k scans, experiment time (expt)
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= 234.67 min}; b) the Hs (1b) proton resonance (&: = 10 ms, 2k scans, expt = 115.27 min); c) the Hs (1c) proton
resonance (6 = 20 ms, 2k scans, expt = 115.93 min); d) the Hy (1d) proton resonance (8, = 40 ms, 2k scans, expt

=117.33 min).

Fig. 8 a) 2D H-*P HSQC-NOESY spectrum of the phosphorus-containing compound test mixture (20 mM)
dissolved in phosphoric acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v) solution, using the hsgcetgpno pulse sequence, at 298 K,
at 500 MHz (*H). Data matrix was recorded in Echo-Antiecho mode; its size was 256 x 2k with 64 scans per FID, a
1.5 s relaxation delay and a 0.5 s mixing time (t»), resulting in a 692.97 min recording time. The spectral widths
were respectively 4500 Hz in *H dimension and 12148 Hz in 3P dimension. Data matrix was multiplied in both

dimensions by a shifted squared sine bell function (SSB = 2} before zero filling to a 1k x 4k size. * Impurity.

Fig. 9 a) 2D H-3P HMBC, b) H-31P HSQC, c) *H-'H COSY and d) H-H NOESY (t. = 0.5 s) spectra using the NOAH-4
BSCN sequence of phosphorus-containing compound test mixture (50 mM) dissolved in phosphoric acid
(85%)/DMS0O-ds (7:3, v/v) solution, at 298 K, at 500 MHz (*H). Data matrix was recorded in Echo-Antiecho mode;
its size was 2k x 2k with 120 scans per FID and 512 t;-increments per module, a 1.5 s relaxation delay, resulting
in a 3833.97 min recording time. The spectral widths were respectively 4500 Hz in 'H dimension and 12148 Hz in
31p dimension. After splitting, matrix was multiplied in both dimensions by a shifted squared sine bell function

(SSB = 0 or 2) before zero filling to a 1k x 4k size. * Impurity.
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Fig. S1 2D H DOSY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 20 mM,
dissolved in H,0/D,0 (9:1 v/v), at pH = 5.0, at 298 K, at 500 MHz (H). Data were acquired by means of the
stebpgp1s19 pulse sequence. The diffusion time (4) was 50 ms and the gradient pulse length (§) was 2 ms. The
size of the raw data set was 32 x 8 192, with 16 scans per FID, and a 1.5 s relaxation delay, resulting in a 20.52
min recording time. The gradient intensity values were equally spaced from 2% to 95%. Water suppression was
achieved by a 3-9-19 pulse sequence with 1 ms gradient pulses of - 20% intensity (WATERGATE). The DOSY
spectrum was calculated using the Bruker TOPSPIN Software. Inverse Laplace transformation in the indirectly
detected dimension was carried out by means of the MaxEnt algorithm. Log (D) was calculated with D expressed

in (um)?/s.
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Fig. S2 1D 'H spectra (8 scans) and corresponding NMR pulse sequence of the dipeptide test mixture (Leu-Val,
Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr)}, 20 mM, dissolved in phosphoric acid (85%)/D:0 (8:2, v/v) solution, at 288 K, at 500
MHz (*H). G1:G2 = 70:30. The FIDs (32k points, spectral width = 5000 Hz) were zero-filled to 64k points. a, d} Non-
selective excitation and detection. b, e) Water suppression by excitation sculpting sequence using a pair of 2 ms
rectangular shaped inversion pulses applied on the water signal resonance. The length of the gradient pulses was
1 ms and their intensity 31% for the first pair and 11% for the second pair. c, f) Selective excitation of the valine

amide proton doublet of Leu-Val (dotted trapezium) using a 40 ms, 1% truncated, 180° Gaussian pulse.
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Fig. S3 a-c) Amide proton region of 2D NOESY spectra of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and
Ala-Tyr), 20 mM, dissolved in phosphoric acid (85%)/D.0 (8:2, v/v) solution, mixing time (t,) = 1 s, at 500 MHz
(*H)} using the noesyesgpph pulse sequence, at a) 298 K, b) 288 K, and c) 278 K. See caption of Fig. 1a in ESI for the
acquisition and processing parameters. d) Plots of the NOE cross-peak volume observed with temperature of
Hay(GY), HAL(LY), HBA(AY) and Hay(LV) proton resonances of the dipeptide test mixture (polynomial regression of
order 2).
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Fig. S3a-c reports the evolution of amide proton NOESY cross-peaks upon sample temperature modification.
Ambient and lower temperatures (298 K, 288 K, and 278 K) have been chosen in phosphoric acid (85%)/water
binary solvent. The NH magnetization reaches the tyrosine H. protons at 278 K and 288 K and hardly at 298 K,
nonetheless line broadening is too active at 278 K due to transverse relaxation. Consequently, all following NMR
spectra in phosphoric acid (85%)/water solution have been carried out at 288 K, being the optimal temperature
at which the NOESY spectrum of the dipeptide test mixture presents correlations from the amide proton

resonance of each dipeptide to all proton resonances of the same dipeptide without significant signal broadening.
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Fig. S4 2D 'H NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 20 mM,
dissolved in phosphoric acid (85%)/D20 (8:2, v/v) solution, mixing time (tm) = 15, at 288 K, at 500 MHz (*H). See

caption of Fig. 1a in ESI for the NMR acquisition and processing parameters.
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Fig. S5 2D H NOESY spectrum of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr), 20 mM,
dissolved in H,0/D.0 (9:1 v/v), at pH = 5.0, mixing time (tn) = 1 5, at 298 K, at 500 MHz (*H). See caption of Fig. 1b

in ESI for the NMR acquisition and processing parameters.
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Fig. S6 a) 2D 'H-3C HMBC, b) H->N HMQC, c) *H-1*C HSQC, d) 'H-1H COSY and e) H-H NOESY (t,, = 1 s) spectra
using the NOAH-5 BMSCN sequence of the dipeptide test mixture (Leu-Val, Leu-Tyr, Gly-Tyr and Ala-Tyr}, 50 mM,
dissolved in phosphoric acid (85%)/D>0 (8:2, v/v) solution, at 288 K, at 600 MHz ('H). Data matrix was recorded
in Echo-Antiecho mode; its size was 2.5k x 2k with 80 scans per FID and 512 t;-increments per module, a 1.5 s
relaxation delay, resulting in a 2030.73 min recording time. The spectral widths were respectively 6010 Hz in *H

dimension and 27166 Hz/6264 Hz in 3C/*N dimension. After splitting, matrix was multiplied in both dimensions

by a shifted squared sine bell function (S55B = 0 or 2) before zero filling to a 1k x 4k size.
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Phosphorus-containing compound structures:

1a: Dicyclohexyl(4-N,N-dimethylamino)phenyl) phosphine

1H and 3P chemical shifts in Phospho

ric

Acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v), at 298 K,

at 500 MHz (H)

la: N° S H (ppm) 8 3P (ppm)
[T 0.87 -
5 H3a,12a 1.02 -
5 [T 1.04 -
2 Hasa11a 1.05 -
6 ] Hsa 100 1.11 -
15 13 Hap 136 1.34 -
16 7 8 12 Hab,11b 1.46 -
21 14 Hap,126 1.49 -
H3C\N 17 s s i Hsb.100 1.50 -
20 18 10 Heb,op 173 -
Haé Hig 2.46 -
22 Ha22 3.02 -
His,18 7.61
His 19 7.67 -
P7 - 28.36
1b: Exo-phenyl Kwon [2.2.1] bicyclic phosphine
IH and *'P chemical shifts in
Phosphoric Acid (85%)/DMSO-ds (7:3,
v/v), at 298 K, at 500 MHz (1H)
1b: N° & H (ppm) &3P (ppm)
H7a 1.18 -
Hs 1.35 -
Hza 1.90 B
i 15(@14 [ Has 2.10 -
16 N e Hab 2.25 -
&% o He 2.85 i
ALF N 12 Hs, 3.14 -
H3C~ 20 ™5 Hsb 3.59 -
# g 11 Hs 4.29 -
10 Hig21 7.16 -
Hu 7.32 -
His 22 7.42 -
Ho 13 7.43 -
Hio 12 7.45
Py - 63.64
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1c: Allyltriphenylphosphonium bromide

1H and 3!P chemical shifts in Phosphoric
Acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v), at 298 K,
at 500 MHz (*H)
1c:N° & 'H (ppm) 4 3'P (ppm)
Hs 3.66 -
4 Hio 5.03 -
° s Hs 5.36 .
Hae 7.32 -
Hiz,16 7.32 -
Has,22 7.32 -
Hss 7.41 -
Hiz,s 7.41 -
Hais,21 7.41 -
e = 2! Ha 7.55 -
Hia 7.55 -
Hzo 7.55 -
Py - 2041

1d: (Methoxymethyl)triphenylphosphonium chloride

1H and 3!P chemical shifts in Phasphoric
Acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v), at 298 K,
at 500 MHz (*H)

1d: N° 8 H (ppm) 8 31P (ppm)
H]o 3.21 -
A Hg 4.79 -
5 3
Hze 7.32 -
6
2 -
13 12 > I H]z_]s 7.32
(‘ : O H]g 22 7.32 -
14 P 9 10 :
(. ?\g/ Hss 7.42 -
15 TI% 22 Hais,1s 7.42 -
H19,z1 7.42 -
1 7 Ha 7.58 -
20
Hia 7.58 -
HZO 7.58 -
P, - 16.71
S15

218



1a 1b fc —1d

Ao
Hgs oo [ 5( :
@

1
L B
H,.,. H omso| s }.,\5 B
2 615 TH H iy :
Log(D)um?/s L T J | e AT
IELF:Q b .—1a 1B
1.5 ke A
| 1 e &EJ.H( ‘; .

2.0_5 D~ 257 pm?*/s ) @
s W |
| I 2

3.0

3.5

9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

Fig. S7 2D H DOSY spectrum of the phosphorus-containing compound test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20 mM,
dissolved in neat DMSO-ds, at 298 K, at 500 MHz (*H). Data were acquired by means of the ledbpgp2s pulse
sequence. The diffusion time (A) was 70 ms and the gradient pulse length (&) was 1.9 ms. The size of the raw data
set was 32 x 16k, with 8 scans per FID, and a 15 s relaxation delay, resulting in a 72.95 min recording time. The
gradient intensity values were equally spaced from 2% to 95%. The DOSY spectrum was calculated using the
Bruker TOPSPIN Software. Inverse Laplace transformation in the indirectly detected dimension was carried out

by means of the MaxEnt algorithm. Log (D) was calculated with D expressed in (um)?/s.
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Fig. S8 1D H spectra (8 scans) and corresponding NMR pulse sequence of the phosphorus-containing compound
test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20 mM, dissolved in phosphoric acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v) solution, at 298
K, at 500 MHz (*H). G1:G2 = 70:30. The FIDs (32k points, spectral width = 5000 Hz) were zero-filled to 64k points.
a, d) Non-selective excitation and detection. b, e) Water suppression by excitation sculpting sequence using a pair
of 2 ms rectangular shaped inversion pulses applied on the water signal resonance. The length of the gradient
pulses was 1 ms and their intensity 31% for the first pair and 11% for the second pair. ¢, f) Selective excitation of

the proton H3 of 1b (dotted trapezium) using a 10 ms, 1% truncated, 180° Gaussian pulse.
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c) 288 K, at 500 MHz (*H) using the noesyesgpph pulse sequence.

Fig. S9 reports the evolution of proton NOESY cross-peaks upon sample temperature change. Full spin diffusion
over each mixture component is only observed at 298 K. Nonetheless, at 288 K, efficient spin diffusion is still
observed but the spectral resolution is damaged due to active transverse relaxation inducing peak broadening.
Consequently, all ViscY NMR experiments in phosphoric acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v) solution have been carried
out at 298 K, being the optimal temperature at which the NOESY spectrum of every phosphorus-containing

compound within mixture present correlations between all proton resonances of each compound without signal

broadening.
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Fig. S10 2D *H NOESY spectrum of the phosphorus-containing compound test mixture (1a, 1b, 1cand 1d), 20 mM,
dissolved in phosphoric acid (85%)/DMSO-ds (7:3, v/v) solution, mixing time (t») = 0.5 s, at 298 K, at 500 MHz (*H)
using the noesyesgpph pulse sequence. See caption of Fig. 6a in ESI for the NMR acquisition and processing

parameters.
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Fig. 511 2D *H NOESY spectrum of the phosphorus-containing compound test mixture (1a, 1b, 1c and 1d), 20 mM,
dissolved in neat DMSO-ds, mixing time (tm) = 0.5 s, at 298 K, at 500 MHz (*H) using the noesygpphpp pulse

sequence. See caption of Fig. 6b in ESI for the NMR acquisition and processing parameters.
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CHAPITRE D : LE SUIVI REACTIONNEL « IN-SITU » DANS UN TUBE DE RMN

1. Introduction

Cette section traite du suivi « in-situ » des réactions chimiques par RMN. Un milieu de réaction
chimique organique est un mélange complexe de réactifs, de produits finaux, d'intermédiaires de
réaction, de solvants et éventuellement de catalyseurs. L’analyse rapide de tels mélanges complexes
dont la composition évolue au cours du temps représente un défi considérable avec des enjeux a la
fois pour les secteurs industriels et académiques. Une telle investigation est motivée par la
compréhension des mécanismes impliqués pour la formation des produits finaux, qui passe bien
souvent par la formation d’un ou de plusieurs intermédiaires. Sa difficulté devient encore plus grande
lorsqu’il s’agit d’identifier un intermédiaire dont la durée de vie est beaucoup trop courte pour étre
détecté par les méthodes analytiques conventionnelles. La spectroscopie de RMN constitue une
alternative pour résoudre ce probleme. Depuis plus de 20 ans, la communauté scientifique propose
des outils instrumentaux de plus en plus sophistiqués pour I'étude du suivi réactionnel par RMN. Si la
majorité des propositions fait appel a la surveillance de la réaction « in-situ » dans des tubes de RMN
« standards », d’autres utilisent le mode « on-line » qui nécessite la présence de sondes spécifiques ou
de tubes de RMN « personnalisés ». Ces approches ont pour but d’effectuer des études cinétiques de
réactions organiques pour la recherche des intermédiaires parfois instables et pratiquement
indécelables par les méthodes analytiques conventionnelles.

L'une des approches la plus connue date de 2014, elle a nécessité la conception d’un « tube a
écoulement » ou plus communément appelé « flow-tube ». 2°* La mise en place d’une telle
instrumentation n’est pas forcément aisée pour un expérimentateur novice et peut étre assez
colteuse. L'approche la plus simple consiste a utiliser un tube de RMN « standard ».

Notre approche est une extension de nos précédents résultats obtenus en analyse de mélange par
RMN et mettant en jeu le phénomene de « diffusion de spin ». Comme mentionné a plusieurs reprises,
cet effet est visible dans un spectre NOESY, qui est généralement enregistré pour détecter I'échange
d'aimantation de spin longitudinale par le NOE résultant de l'interaction dipolaire entre les noyaux
proches. L'échange d'aimantation par le NOE peut s'étendre a I'ensemble des noyaux 'H au sein d'une
molécule si les mouvements de rotation moléculaire sont « suffisamment ralentis », correspondant a
un régime ol le caractére aléatoire des mouvements moléculaires est décrit par des temps de
corrélation « longs ». Dans ce cas, un spectre de RMN NOESY 2D 'H-'H corréle deux a deux tous les
déplacements chimiques de RMN de chaque molécule séparément, permettant ainsi d'analyser un
mélange complexe sans aucune séparation physique de ses constituants. La rotation lente est obtenue
pour les petites molécules en les diluant dans un solvant visqueux. Comme expliqué dans le chapitre C
de la partie Ill, la stratégie résultante d'analyse de mélange par RMN a été nommée « ViscY » pour «
Viscosity-enhanced spectroscopY ». '* La mise en place d'une expérience ViscY est généralement
réalisée sans recourir a un dispositif particulier, de sorte qu'une sonde de RMN « standard » peut étre
utilisée pour le suivi des réactions « in-situ », contrairement a la majorité des autres approches « rapid-
injection » ou « on-line » par RMN.

Dans ce contexte, |'utilisation des solvants visqueux offre une toute nouvelle possibilité d’analyser
les mélanges complexes de composition variable au cours du temps dans un tube de RMN. Parvenir a
ralentir suffisamment la vitesse de rotation moléculaire des composés en mélange permet de controler
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la dynamique réactionnelle a chaque instant et de regrouper les pics de RMN selon les composés dont
ils sont issus via la diffusion de spin.

Le glycérol a été retenu pour la mise en place d'une premiere expérience de preuve de concept car
c'est un solvant trés visqueux (n = 934 cP a 298 K) 2° qui est également un solvant de réactions
chimiques. De plus, il est facilement disponible, bon marché, non toxique, ininflammable,
biodégradable, hautement polaire, recyclable et respectueux de I'environnement (solvant vert). Dans
ce contexte, nous avons choisi de nous concentrer sur les résultats proposés par Kumar et al., 37 sur
la synthése de dérivés 3-substitués de la 4-hydroxycoumarine et de la 4-hydroxypyrone (4a) par C-
alkylation de dérivés 4-hydroxycoumarine (1a) et de dérivés de 4-hydroxypyrone (2a) via des méthides
o-quinone (0-QM) formés « in-situ » dans du glycérol a température ambiante (Figure 98). 3’
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Figure 98. Réaction entre (1a) 4-hydroxycoumarine, (2a) 4-hydroxypyrone et (3a) le N,N-dimethyl-m-toluidine, dans du glycérol, a 298 K,
conduisant au produit final (4). Reproduite de la réf. 37

Dans ces travaux, les auteurs démontrent que les rendements obtenus avec le glycérol surpassent
ceux obtenus avec I'eau ou avec des solvants organiques courants.

La stratégie de suivi de la réaction est réalisée par I'enregistrement de plusieurs séries de spectres
issues d’expériences conventionnelles 1D 'H et 3C et 2D COSY *H-'H, NOESY *H-'H, HSQC 'H-'3C, HMBC
'H-13C, ainsi que par des expériences NOESY 1D sélectives pour l'identification des composants du
mélange réactionnel et |'extraction des données cinétiques de la réaction.

Dans un premier temps, nous avons effectué une « phase exploratoire » qui a consisté a tester une
série de solvants deutérés non visqueux compatibles avec la réaction organique a 298 K, pour identifier
tous les produits directement dans le milieu réactionnel. Dans un second temps, nous avons cherché
les conditions nécessaires pour optimiser le rendement de la réaction étudiée. Il nous a alors semblé
innovant d’envisager un suivi réactionnel en milieux visqueux, ce qui n’avait pas encore été effectué.
Nous avons décidé d’utiliser un solvant binaire visqueux DMSO-ds/H,0, déja mis en ceuvre
précédemment par Lameiras et Nuzillard, *® pour isoler les spectres individuels des composés présents
directement dans le milieu réactionnel, en considérant une température compatible avec la synthése
organique. Ces travaux feront I'objet d’une publication scientifique.
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2. Les solvants comme catalyseurs de la réaction
2.1.Contexte

En 2012, Kumar et al. ont développé un protocole dans lequel différents réactifs ont été envisagés
pour accéder au rendement le plus élevé (Figure 98). 37 En condition stcechiométrique, 1 mmol de
chaque réactif a été mélangée dans différents solvants tels que I'eau, le DMSO et le glycérol.
L'ensemble des spectres ont ensuite été acquis dans du CDCls.

Le rendement le plus élevé, de 95%, a été obtenu par réaction entre de la 4-hydroxycoumarine (1a),
dubenzaldéhyde (2a) et de la N, N-diméthyl-m-toluidine (3a) dans du glycérol a température ambiante.
Le mélange réactionnel a été agité a température ambiante pendant 3 h. Aucun sous-produit n’a été
signalé dans cet article.

Kumar et al. ont rapporté que le produit final attendu (4a) se distingue en RMN du H par la
présence d’un singulet a 5,89 ppm correspondant a I'atome d’hydrogéne central, faisant la jonction
entre les trois groupements dérivés de coumarine, de benzaldéhyde et de toluidine (Figure 99).
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Figure 99. Spectre de RMN H du produit final isolé (4a) dissous dans du CDCls, a 300 MHz, a 298 K. Reproduite de la réf. 37

Le rendement décrit est excellent et la réaction répond a nos critéres puisqu’elle est lente et se
déroule a température ambiante en milieu visqueux. Ces conditions opératoires sont propices a une
diffusion de spin de qualité.

2.2. Le solvant binaire glycérol/DMSO-ds

La surveillance de la réaction dans un tube de RMN peut étre faite de différentes maniéres. Quelles
que soient les approches décrites dans la littérature, le facteur limitant est le temps qui s’écoule entre
le début de la réaction, c’est-a-dire lorsque les réactifs sont mis en mélange, jusqu’au début de
I"acquisition des données spectroscop