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Présaturation de plusieurs signaux de solvant et
¢limination des artefacts de découplage dans la

résonance magnétique nucléaire 13C{1H}

Magn. Reson., 1, 155-164, 2020

Marine Canton, Richard Roe, Stéphane Poigny, Jean-Hugues Renault, Jean-Marc Nuzillard
Résumé

L'analyse par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire au carbone 13 découplé par protons
d'échantillons dissous dans des solvants présentant de fortes résonances multiples peut étre facilitée par la
suppression de ces résonances par présaturation multisite. L'avantage tiré de cette opération est 1'élimination
des éventuels artefacts issus des signaux de solvant dans des conditions de découplage non optimisées. La
présaturation du solvant a été mise en ceuvre sur le glycérol, le 1,2-propanediol, le 1,3-propanediol, le 1,2-
butanediol et le 1,3-butanediol avec une efficacité de résonance d'au moins 94% et une bande passante
inférieure a 50 Hz mesurée a une diminution de l'intensité du signal de 50%. La mesure expérimentale de la
largeur de bande de suppression du signal conduit a des profils de sélectivité inattendus pour les résonances a
fréquence proche. La résolution informatique des équations de Bloch pendant la pré-saturation multisite
donne un apergu de I'origine des perturbations de profil observées.

1 Introduction

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est la seule méthode spectroscopique utilisée pour 1'¢lucidation
structurale de molécules organiques qui produit des informations au niveau atomique. La RMN a ['état
liquide des protéines repose fortement sur I'observation des résonances des protons amides NH et est donc
réalisée dans un solvant principalement composé¢ d'eau 1égere. La concentration d'hydrogéne dans les

¢chantillons de protéines RMN (prés de 100 mol L} ) comparée a celle de la protéine elle-méme (1 mmol

L~! ou moins, Zheng et Price , 2010 ) a forcé les spectroscopistes RMN a créer des techniques efficaces de
suppression du signal de 1'eau ( Lee et al. , 2017 ; Chen et al. , 2017 ; Duarte et coll. , 2013 ; Gouilleux et
coll., 2017 ) . Sans eux, le signal d'eau couvrirait une large bande de signaux de haute importance
structurelle et entraverait également le fonctionnement précis des dispositifs de conversion de signal
analogique-numérique ( Mo et Raftery , 2008 ) , entrainant une réduction de la sensibilité¢ de détection. La
RMN des petites molécules bénéficie également des techniques de suppression du signal de solvant
lorsqu'elle est couplée a la chromatographie liquide dans I'étude des fluides d'intérét biologique (plasma,
urine, etc.) ou alimentaire (jus de fruits, boissons alcoolisées, etc.) ( Friedbolin , 2011 ;Kew et coll. , 2017 ) .

Un taux de rejet de signal élevé, une faible perturbation de la ligne de base et une fenétre de fréquence
d'atténuation du signal étroite définissent une technique de suppression de signal de solvant de haute qualité (
Zheng et Price , 2010 ) . Une fenétre de suppression étroite garantit que les intensités de résonances proches
de celle du solvant seront au mieux préservées. La présaturation par résonance du solvant est la plus
ancienne de ces techniques et consiste en l'application pendant le délai de relaxation d'un champ
radiofréquence (RF) de faible puissance en résonance avec le signal du solvant ( Hoult , 1976 ; Ross et al. ,
2007 ) .

La suppression du signal a plusieurs solvants est une nécessité en chromatographie liquide — résonance
magnétique nucléaire (LC-RMN) ( Parella et al. , 1998 ) et a été impliquée dans 1'étude des interactions des
solvants organiques avec les biomolécules ( Dalvit, 1998 ) . Les méthodes de suppression sont dérivées dans
ces deux cas de la séquence originale d'impulsions de sculpture d'excitation ( Hwang et Shaka , 1995 ) . Les
huit signaux produits parl'eau et 1'éthanol peuvent étre efficacement atténués par présaturation pour I'étude

des boissons alcoolisées par RMN IH ( Monakhova et al. , 2011 ) . Cependant, la présence de solvants n'est



pas un probléme en spectroscopie RMN 13C car leurs raies de résonance sont trés nettes, par rapport a la
largeur de la fenétre de fréquence d'observation, et ne sont pas susceptibles de chevaucher celles d'intérét. Le

contexte de la présente étude est la caractérisation par RMN 13¢C de composés au sein d'extraits naturels (
Hubert et al. , 2014 ; Tsujimoto et al. , 2018 ;Bakiri et coll. , 2017 ) . Les extraits végétaux peuvent étre
conditionnés sous forme de produits secs ou de solutions dans divers solvants, éventuellement préparés a
partir de ressources renouvelables et pour lesquels 1'évaporation a sec peut étre impossible ou incompatible
avec l'intégrité chimique des solutés. Des alcools comme le glycérol, les propanediols, les butanediols et les
pentanediols sont utilisés pour de telles applications ( Chemat et al. , 2019 ; Shehata et al. , 2015 ) . Leurs
points d'ébullition varient de 188 a 290 o C sous pression atmosphérique. La caractérisation des solutés par

la spectroscopie RMN 13C peut étre réalisée sur des extraits ou sur des fractions obtenues par des méthodes
chromatographiques. Les fractions d'intérét peuvent également contenir une quantité importante de ces
solvants a point d'ébullition élevé.

L'acquisition des données RMN de séries d'échantillons est souvent réalisée en mode automatisation avec des
parametres d'acquisition standard. Un étalonnage précis des impulsions sur le canal RF TH est nécessaire

pour enregistrer les spectres 13C{lH} dans des conditions de découplage appropriées. La puissance optimale
des impulsions de découplage dépend de la qualité de 1'accord de la sonde et de la nature des analytes. Un
mauvais calibrage de la puissance du découpleur peut provoquer des artefacts de découplage autour des
signaux de solvant intenses, et a un moment donné, leur intensité est comparable a celle des signaux d'intérét
( Blechta et Schraml , 2015 ) .

Des artefacts de découplage analytiquement trompeurs ont été observés au cours de I'analyse par RMN 3¢
de fractions chromatographiques contenant du glycérol, méme si la sonde était automatiquement réglée avant
chaque enregistrement de spectre. L'élimination des artefacts de découplage par la réduction de leurs signaux
de glycérol parent a été obtenue par présaturation multisite, en utilisant une modulation multiple du champ
RF (Patt, 1992 ). L'avantage tiré de cette opération n'est pas seulement la réduction d'intensité des signaux
de solvant mais également 1'¢limination des éventuels artefacts qui résultent des signaux de solvant dans des
conditions de découplage non optimisées. A notre connaissance, I'élimination du signal de solvant n'a pas été

rapportée dans le cadre de la spectroscopie RMN 3¢,

L'évaluation de la méthode comprenait la détermination du profil de fréquence de l'atténuation du signal
autour des fréquences de présaturation. Les échantillons contenant du 1,2-propanediol montrent des spectres

RMN 13C avec deux raies de résonance proches, a quelques Hz 'une de I'autre, en fonction de la
concentration. Le profil de saturation correspondant a montré des caractéristiques inattendues qui nous ont
incités a étudier en détail la dynamique de spin sous-jacente par simulation numérique. L'effet d'interférence
apparent entre les impulsions de saturation rappelle celui observé pour deux impulsions de réponse uniforme
(BURP) étroitement décalées en fréquence et sélectives en bande, comme indiqué dans l'article intitulé
«Rencontres rapprochées entre impulsions douces» ( Kupce et Freeman , 1995 ). Dans cet article, Eriks
Kupce et Ray Freeman ont démontré que lorsque la différence entre les deux décalages de fréquence a le
méme ordre de grandeur que la bande passante de I'opération d'impulsion sélective, alors le profil de
fréquence de fonctionnement résultant présente un aspect chaotique.

La premicere partie de la section suivante traite des aspects théoriques simples de la présaturation. Les
résultats expérimentaux incluent 1'étude d'un échantillon de saccharose dilué dans du glycérol et montrent
que la présaturation est efficace pour découpler I'élimination des artefacts et la manipulation d'autres solvants
qui présentent jusqu'a quatre résonances telles que le 1,2-propanediol, le 1,3-propanediol, 1, 2-butanediol et
1,3-butanediol.

2 Théorie

La saturation de la résonance en RMN se produit lorsqu'un champ RF est appliqué en continu a une
fréquence égale a la fréquence de résonance d'un noyau. La dynamique de magnétisation d'une collection de
nombreux spins isolés identiques qui constitue un échantillon macroscopique est régie par les équations de
Bloch ( Bloch , 1946 ) . Les composantes M, , M, et M, de l'aimantation macroscopique M , observées
dans le référentiel tournant, évoluent comme suit:
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ou Q est la fréquence angulaire de précession des noyaux, € est la norme du vecteur de nutation exprimée
en frequence angulaire, et (Q;y , €y ) sont les composantes de ce dernier sur les axes X et Y du cadre

rotatif. La relaxation de spin nucléaire est phénoménologiquement décrite par les deux constantes de vitesse
R, et R, définies comme les inverses des temps de relaxation longitudinale et transversale Ty et T, ,

respectivement. M, désigne la valeur de l'aimantation nucléaire a I'équilibre de 1'échantillon et intervient
dans la description de la relaxation longitudinale. Dans le cas €y = 0 d'un champ RF appliqué d'intensité

constante a la résonance, les composantes du vecteur d'aimantation tendent vers une limite stationnaire pour
laquelle

My
M = ———. ()
1+ Q4T T,

Si Q%Tng > 1 alors l'aimantation stationnaire est bien inférieure a celle d'équilibre, correspondant a une
¢galisation des populations d'état de spin induite par le champ RF, comme attendu de la saturation.

La suppression du signal de solvant en spectroscopie RMN peut étre obtenue par saturation sélective d'un ou
plusieurs signaux de solvant pendant le délai de relaxation. Cette technique est appelée présaturation car elle
précede l'excitation non sélective des résonances de 1'échantillon. La présaturation sur un seul site
estfacilement réalisé par irradiation RF en onde continue. La présaturation multisite repose sur des
impulsions laminaires a fréquences multiples décalées, une espece particuliére d'impulsion fagonnée ( Patt ,
1992 ) . Une telle impulsion mise en forme sert de module de présaturation de durée T et est appliquée de
maniére répétitive a I'échantillon de sorte que le temps d'irradiation RF global soit égal au retard de
relaxation souhaité. Un module de présaturation est constitué¢ de N impulsions élémentaires, nommées
tranches ci-apres, de durée ot telle que T = N 6t . La création d'un module nécessite la définitionde T, N, le
nombre n de sites de présaturation et la liste des décalages de fréquence 5 associé a chaque site. Les

valeurs de Q, et Q;, sont obtenues a partir de

(Q1X + fQ1y) (rj)
Q n-1
- 71 > exp (iQ3*-j6t) for 0<j <N, (3)
k=0

qui stipule que les intensités de champ RF sont également réparties entre les n sites et les phases sont
arbitrairement fixées a zéroat=20.

Les valeurs de Qiat sont calculées par rapport a une fréquence porteuse auxiliaire déterminée comme la
moyenne des décalages les plus élevés et les plus bas des signaux a présaturer. L'émission de I'impulsion de
présaturation doit prendre en compte la différence entre la fréquence auxiliaire et la fréquence réelle de
I'émetteur, ce que I'on appelle le décalage d'impulsion fagonné, comme décrit sur la figure 1 . La valeur de ot
est choisie de telle sorte que I'angle de précession le plus élevé 52|t pour le plus grand |Q5*| pendant ce
temps doit étre maintenu en dessous d'une petite valeur seuil de I'ordre de /15 . La valeur de N doit étre
aussi ¢élevée que possible et dépend de la taille de la mémoire disponible pour les impulsions mises en forme
dans le séquenceur de programmes d'impulsions. N = 50 000 a ét¢ utilisé tout au long de la présente étude.
Le produit N§t détermine la durée d'impulsion T . En variante, T peut étre choisi de telle sorte que le plus
grand angle de précession pendant dt tombe sous le seuil prédéfini pour la valeur retenue de N .
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Figure 1. Définition du décalage des impulsions en forme de présaturation dans un spectre
schématique. Les triangles noirs étroits représentent les pics de solvant. La fréquence porteuse
auxiliaire est définie comme la moyenne des fréquences de résonance du solvant la plus élevée
et la plus basse. Le décalage de I'impulsion en forme de présaturation est la différence entre la
fréquence porteuse auxiliaire et la fréquence réelle de 1'émetteur.

La simulation d'un ensemble de profils de saturation comme celui de la figure 2 nécessite tout d'abord la
creation d'une table de N valeurs de Qyy et de €y selon I'Eq. (3 ). Les fréquences de décalage de resonance

du noyau Q2 © sont ensuite sélectionnées de manicre répétitive pour le calcul de 1'effet de présaturation a

partir d'un ensemble de valeurs linéairement espacées entre un minimum et un maximum. A partir d'un
vecteur d'aimantation dans sa position d'équilibre, on évalue 1'action qu'il subit de la série de modules de
présaturation. La fréquence de décalage et la quantité finale d'aimantation longitudinale M, sont imprimés

dans un fichier informatique de sorte qu'un graphique de M, (Q2y'2 7 ) puisse étre dessiné pour l'ensemble
choisi de valeurs de €. L'action d'un module de présaturation est déterminée par l'action de la série de ses

tranches constitutives. L'action de chaque tranche d'impulsion fagonnée doit étre calculée par résolution du

systéme d'équations de Bloch (équation 1 ) sur la durée 6t , méme si une méthode différente a été suivie,
comme expliqué ci-apres.
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Figure 2. Profils de saturation pour la présaturation sur deux sites, a Q%21 pour Q%3%/27=0, 2,
4,6, 810, 20,40 Hz, correspondant aux traces a a h . Les temps de relaxation Ty et T, sont

tous deux €gaux a 0,5 s . Le retard de relaxation dure 5 s pendant lesquelles 10 modules de
présaturation de 0,5 s chacun sont appliqués. Chaque module est composé de 50000 tranches,
pour lesquelles les valeurs €1 et €1y sont calculees avec €1/21=50 Hz .

Des solutions exactes des équations de Bloch ont été rapportées, mais présentent un certain degré de
complexité ( Canet et al. , 1994 ; Madhu et Kumar , 1995 ) . Ils prennent en compte simultanément les
processus de précession d'aimantation, de nutation et de relaxation. L'approche suivie ici utilise une solution



approximative facile a mettre en ceuvre. Elle repose sur I'observation que I'évolution de 1'aimantation induite
par la relaxation seule est lente par rapport a celle induite par la précession et la nutation simultanées.
L'évolution de M uniquement sous précession et nutation reprend a une rotation a fréquence angulaire Q eff,

la norme du vecteur Qeff(QIX,Qly,QO) lorsqu'ils sont signalés dans le cadre de référence rotatif. L'axe de
rotation est défini par le vecteur unitaire u=Q°T/Q°T. Pour des calculs pratiques, il faut exprimer les éléments
de la matrice de rotation R, g dans laquelle 6 = QT 3t et u(ug, uy, u.).

Xy y-z
uc, uyu, u
0 -u, u,
+sin@ | u, 0 -u, (4)
Uy, Uy 0

La relaxation seule est prise en compte par la transformation suivante de M .
(Mery' MZ)
- (Mxe“'??‘st,Mye_H?&,qu +(M, - qu)e—ﬁ’wéf) (5)

L'évolution de M pendant une tranche de temps de durée ot est simplement calculée par 'application
successive de transformations de rotation et de relaxation. L'approximation qui consiste a alterner rotation et
relaxation au lieu de les considérer simultanément s'améliore lorsque ot tend vers zéro. Un intervalle de
temps ot donné peut étre divisé en deux (ou plus) parties et le remplacement de la rotation(ot)-relaxation(dt)
par deux rotations(6t2)-relaxation(6t2) consécutifs fournit un moyen d'évaluer I'erreur induite par la
méthode de calcul proposée.

Une approche identique a la résolution de 1'équation de Bloch a été utilisée pour 'optimisation des BURP en
présence de relaxation, conduisant a la conception d'impulsions avec une silhouette largement insensible aux
processus de relaxation (SLURP), pour lesquelles les détails de calcul sous-jacents n'ont pas été rapportés (
Nuzillard et Freeman , 1994 ) . L'action de la relaxation sur les profils de domaine fréquentiel des BURP a
été recalculée en utilisant des solutions exactes des équations de Bloch et les résultats étaient visuellement
identiques a ceux dérivés du traitement approximatif ( Canet et al. , 1994 ) .

3 Résultats

L'effet indésirable sur les spectres RMN BCdela présence de glycérol a des concentrations €élevées a été
reproduit par l'analyse d'une solution de saccharose (29 mM) dans du diméthylsulfoxyde perdeutéré (DMSO-
d 6 ) auquel du glycérol (3,62 M) a été ajouté. Cet échantillon constitue une bonne approximation d'un cas
réel, car les extraits de plantes préparés industriellement sont souvent livrés sous forme de solutions dans des
solvants a haut point d'ébullition comme le glycérol, a des concentrations de métabolites proches ou
inférieures a celle du saccharose dans notre préparation modele.

La figure 3a présente le spectre RMN 13C du saccharose dans du glycérol et sa comparaison avec le spectre
RMN !3C du seul saccharose dans DMSO-dg. Le spectre sur la Fig. 3c montre le signal résiduel du DMSO-
dg et les 12 pics a partir du saccharose, avec ceux de 6 73,13 et & 73,15 pas bien résolus. Le glycérol a

clairement introduit des signaux inattendus dans les spectres, certains avec des phases anormales, mais
d'autres qui peuvent étre considérés comme authentiques, créant ainsi une confusion dans 'analyse
d'échantillons inconnus. Le glycérol introduit également des pics qui proviennent de composés coté



production présents a des concentrations trés faibles mais détectables. Une origine possible des signaux
d'artefact a d'abord été recherchée dans une possible saturation du récepteur du spectrométre ou un probléme
lié a l'intermodulation; la modification du gain du récepteur n'a pas influencé leur position et leur phase, de
sorte que cette hypothese n'a pas ét¢ examinée plus avant ( Marshall et Verdun , 1990 ) . Le gain du récepteur
a été réglé a sa valeur maximale dans toutes les expériences suivantes.
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Figure 3 (a) Spectre RMN BCcduD (+) - saccharose (24 mM) et du glycérol (3,6 M) dans du
DMSO-dg . Le signe «*» indique les artefacts de découplage. Le signe «#» indique un signal

provenant d'un composé mineur contenu dans le glycérol biosourcé. (b) Analyse du méme
¢chantillon qu'en (a) mais avec plusieurs présaturation des signaux glycérol. Les inserts encadrés
montrent des apercus des spectres dessinés a pleine échelle verticale. Dans le spectre (a), les pics
de résonance du DMSO-dg (les plus a droite) sont beaucoup plus petits que ceux du glycérol

tandis que dans (b)ces derniers sont a peine visibles, démontrant ainsi l'efficacité de I'élimination

des pics de résonance du glycérol. (¢) Spectre RMN BCcduD (+) - saccharose (24 mM) dans du
DMSO-dg . Toutes les acquisitions ont nécessité 1'enregistrement de 128 scans précédés de 8

scans factices.

Le découplage hétéronucléaire a large bande constitue une autre source d'artefacts dans les spectres RMN
Bc {H}. Un ajustement approprié de la puissance dans le canal TH est nécessaire pour l'enregistrement

d'un spectre B¢ optimal, sans artefact avec découplage d'impulsions composite WALTZ-16 ( Shaka et al. ,
1983 ) . De légers changements dans la puissance RF de découplage ont entrainé des changements de



position et de phase d'artefacts. Les signaux les plus forts étant de loin ceux du glycérol, leur réduction de I'
intensité introduit l'intensité de 1' artefact de découplage au- dessous du niveau de bruit comme le montre la
Fig. 3b. De toute évidence, un meilleur étalonnage des impulsions RF dans le canal du découpleur réduirait
¢galement, voire éliminerait, les artefacts de découplage. Aucune tentative n'a été entreprise pour étudier
d'autres programmes de découplage. L'enregistrement d'une série d'échantillons en mode automatisé avec un
passeur d'échantillons ne favorise pas 1'étalonnage d'une impulsion RF de découpleur sur une base
¢chantillon a échantillon, de sorte que I'étude d'une forte réduction du signal a été entreprise. La réduction du

signal du glycérol en RMN 13¢ a été obtenue par présaturation. Comme observé sur la Fig. 3 b, ce qui réduit
l'intensité des signaux de solvants en double pré - saturation enlevé des artefacts de découplage, et les
signaux observés seulement ont été soulevées a partir des composés présents dans 1'échantillon. Cette
procédure était réalisée sur plus de 30 échantillons d'extraits naturels dilués dans du glycérol. La
caractérisation de la présaturation du signal du glycérol a ensuite été entreprise au moyen d'un échantillon
constitué uniquement de glycérol dans le DMSO-dg . L'étude s'est appuyée sur la séquence d'impulsions de la

figure 4 , qui est une adaptation simple de zgpg de la bibliothéque TopSpin, dans laquelle la présaturation est
mise en ceuvre comme I'émission répétée d'une impulsion en forme de RF. Le programme de phase minimale
en deux étapes garantit que les pics sont tous phasés de la méme manicére et que leur hauteur est
proportionnelle a la quantité d'aimantation longitudinale présente a la fin de la période de présaturation. Le

glycérol, C3HgOj5 , ne produit que deux signaux RMN 13C par symétrie, situés en & A 63,7etdg 73,1 . Pré-

saturation par onde continue a un seul site, A ou B, dans les deux cas pour résultat une réduction de I'
intensité du signal de 99% , tandis que pré - saturation simultanée sur les sites A et B a provoqué une
atténuation meilleure que 97%, comme le montre la Fig. 5 .

m/2(¢1)

130 Presat. Acq.(or)
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Figure 4. Séquence d'impulsions pour l'enregistrement de spectres 3¢ { 'H } avec amélioration
de la sensibilité par transfert de magnétisation par effet Overhauser nucléaire a partir de noyaux

H et avec présaturation des résonances de solvant. Le programme de phase minimale est

¢1=0r=(0,m).
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Figure 5. Présaturation du glycérol dans le DMSO-dg . (a) Spectre RMN 13C du glycérol. Les
signaux des sites A et B sont situés en 4 63,7 et dg 73,1 . (b) Effet de la présaturation unique

au site B. (c) Effet de la présaturation simultanée aux sites A et B. Les modules de présaturation
durent T =1 s et sont appliqués avec une intensité¢ maximale Q;/2 n de 11,7 Hz . Toutes les

acquisitions ont nécessité l'enregistrement de 8 scans précédés de 4 scans factices.

Des profils de saturation expérimentaux ont été mesurés afin d'évaluer la largeur de la bande de fréquence
concernée par l'atténuation du signal. Dans ce but, le décalage de fréquence de 1'impulsion de présaturation a
¢été vari¢ par pas de 1 Hz autour de la valeur qui correspond a 1'application de champ RF en résonance. La
largeur de bande de présaturation est définie par l'intervalle de décalages de fréquence dans lequel 1'intensité
du signal est réduite d'au moins 50%. Le profil du signal de la position A en glycérol présentait une forme de
cloche dont la pleine largeur a mi-hauteur était de 15 Hz pour Q,/2n=11,7 Hz , ce qui représente une largeur

de bande de 0,1 ppm a 151 MHz (fig. 6 ). Une largeur similaire, 0,09 ppm,a été mesuré pour la présaturation
au site B. Les profils sont ceux attendus pour une présaturation multisite de deux résonances tres largement
séparées, comme celles du glycérol, avec une différence de position du pic de 9,43 ppm (soit 1424 Hz ). De
telles zones étroites d'atténuation du signal sont compatibles avec l'identification pratique des composés
dissous.
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Figure 6. Mesure de la largeur de l'intervalle de fréquence pour lequel la présaturation entraine
une diminution d'au moins 50% de l'intensité du signal A (& 63,7 ) en modifiant la fréquence
auxiliaire par pas de 1 Hz de -50 Hza +50 Hz.

La puissance des impulsions RF de présaturation influence I'aimantation longitudinale résiduelle en
résonance et donc l'intensité du signal résiduel. Cette puissance doit étre suffisamment faible pour maintenir
la bande de présaturation suffisamment étroite et suffisamment élevée pour obtenir une suppression de signal
utile. Cinq expériences (non représentées) ont été réalisées en réduisant la puissance de l'intensité des
impulsions RF de 58,7 4 5,9 Hz . L'intensité des deux signaux résiduels était similaire: 1'atténuation du signal
était toujours d'au moins 95%. Sur la base de ce résultat, une intensité de 11,7 Hz a été retenue pour les
impulsions de présaturation dans tous les enregistrements spectraux ultérieurs.

Tableau 1. Caractéristiques de présaturation obtenues sur les solvants lourds sélectionnés. Le
signe «*» indique une perturbation du profil de présaturation due a des résonances a fréquence

proche.

Matrix Chemical  Attenuation  Bandwidth
shift
{ppm) () {Hz}

Glycerol 63.66 97 15
T30 a7 14
20,36 95 20

1.2-Propanediol 67.83 Q5 42
67.89 a5 4a*

L3-Propanediol 36.24 o 36
58.72 99 23
10.47 08 5

1.2-Butanediol 26,68 99 5
06,13 99 11
7313 99 6
24.32 o8 10

1.3-Butanediol 42.40 98 10
SE.80 a8 11
64.20 Q6 12

La présaturation a sites multiples a été étendue a d'autres solvants lourds utilisés comme agents d'extraction
de produits naturels: 1,2-propanediol, 1,3-propanediol, 1,2-butanediol et 1,3-butanediol. Pour tout sauf le
1,2-propanediol, la présaturation a réduit l'intensité du signal du solvant d'au moins 94%. Une présaturation a
¢galement été effectuée sur des échantillons contenant du saccharose et chacun des solvants lourds
mentionnés ci-dessus. Les spectres enregistrés avec et sans présaturation ainsi que les données RMN brutes
correspondantes sont disponibles pour téléchargement. Comme prévu, la présaturation a entrainé une forte
diminution des signaux ciblés et I'élimination des artefacts de découplage. Le tableau 1 résume les résultats



obtenus pour chaque solvant lourd, concernant I'atténuation du signal et la largeur de bande d'atténuation du
signal.
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Figure 7. Profil de présaturation dans la région de deux carbones oxygénés pour le 1,2-
propanediol. Un focus est effectué entre 0 et -20 Hz pour rendre la partie ondulée du profil plus
visible.

L'élimination des résonances 1°C du 1,2-propanediol a conduit a un profil de présaturation inattendu dans la
région de deux carbones oxygénés, en raison de leurs valeurs de déplacement chimique tres proches, 67,8 et
67,9 ppm, comme le montre la figure 7 . Le profil montrait des caractéristiques irréguliéres déroutantes qui
ont motivé la réalisation d'un travail de simulation numérique. Dans ce cas 8Q%3Y/2n=10 Hz. Le profil simulé
sur la Fig. 2 f, correspondant a un décalage de 10 Hz, présente des similitudes avec celui expérimentale
comme indiqué dans la Fig. 7 cadre de zoom. En effet, un effet ondulé est également observeé a =20 Hz de
décalage autour de la résonance. Ce phénoméene génere une bande passante pour les deux signaux proches du
1,2-propanediol ( & 63,8 ) supérieure a celle du signal isolé ( & 20,4 ), respectivement 46 et 20 Hz .
Cependant, puisque 46 Hz correspond a 0,3 ppm sur notre spectromeétre, ce résultat est toujours acceptable.

La suppression du signal de solvant a été automatisée pour les cing solvants étudiés au moyen de scripts
informatiques écrits en langage C. La création de I'impulsion mise en forme du module de présaturation a été

réalisée en enregistrant d'abord un spectre B3¢ { H } avec la séquence d'impulsions zgpg (en notant les
fréquences de résonance du solvant par sélection de pic de spectre), en calculant la fréquences Q% /2 et le
décalage d'impulsion formé, et générer le fichier de définition de forme d'onde RF correspondant.

4 Expériences

Des solutions de glycérol, 1,2-propanediol, 1,3-propanediol, 1,2-butanediol et 1,3-butanediol ont été
préparées en ajoutant 200 mg de chacun a 0,6 mL de DMSO- dg . Cela correspond a des échantillons a forte

concentration: 3,62 M pour le glycérol, 4,38 M pour les propanediols et 3,70 M pour les butanediols. Le
1,2-propanediol et le D (+) - saccharose ont été¢ achetés aupres de VWR. Le 1,3-propanediol et le 1,3-
butanediol ont été achetés aupres d'Alfa Aesar. Le 1,2-butanediol a été acheté aupres de Sigma Aldrich.
L'échantillon contenant du D (+) - saccharose (29 mM ) et du glycérol dans 0,6 mL de DMSO-dg a été

laiss€ une nuit a température ambiante pour obtenir une solution homogeéne.

Toutes les expériences ont été effectuées a 298 K sur un spectrometre Bruker Avance AVIII-600 (Karlsruhe,
Allemagne) équipé d'une cryosonde optimisée pour 'H détection et refroidi avec 'H, 13C et 2 H bobines et

préamplificateurs. Les spectres RMN 13C ont été acquis a 150,91 MHz , avec une largeur spectrale de 36
kHz et un enregistrement de points de données complexes de 32 K, résultant en un temps d'acquisition FID



de 0,91 s. La longueur d'impulsion d'excitation était de 13,7 us et le délai de relaxation était de 3 s. Les
spectres ont été référencés pour un signal central de DMSO-dg a 6 39,52.

Le code source informatique utilisé dans la présente étude a été écrit en langage C; il s'appuyait sur la
bibliothéque libxml2 pour la lecture du fichier de données d'entrée (cela peut étre une surcharge pour une
telle tiche, certes) et sur la bibliothéque libsimul pour le calcul des matrices de rotation au moyen de 1'Eq. (
4 ), comme programme¢ pour la conception d'impulsions SLURP. Le fichier d'archive libsimul contient
¢galement une preuve d'Eq. (4 ). Le code informatique des simulations de saturation est disponible sur
GitHub; son installation a été testée avec Cygwin sous Windows 10 mais devrait étre réalisée facilement sur
toute autre plate-forme fournissant un compilateur en langage C et des outils de type UNIX.

5 Conclusions

Le présent travail propose une méthode de saturation d'intenses résonances de solvants en spectroscopie

RMN 13C, telles que celles intervenant lors de 'analyse d'extraits de plantes complexes préparés dans des
solvants a haut point d'ébullition. La réduction du signal de ces solvants a été obtenue avec succes en
utilisant la technique de présaturation multisite.

La simulation numérique nous a donc permis de comprendre 1'origine d'un profil de présaturation inattendu
li¢ a la saturation des résonances de fréquences proches, méme si elle ne prend en compte ni les défauts
instrumentaux tels que les inhomogénéités des champs By et B , ni la relaxation incompléte entre les

enregistrements de signaux transitoires. L'évolution de l'aimantation de I'échantillon a été déterminée par
l'utilisation d'une simple approximation pour la résolution des équations de Bloch qui pourraient trouver des
applications dans d'autres contextes. Cette approche offre des perspectives dans la suppression du signal

d'autres matrices d'échantillons naturels et dans I'analyse quantitative RMN 13C d'extraits dilués dans des
solvants a point d'ébullition élevé.

Disponibilité du code et des données.

Le code source de PresatSimul est disponible sur https://github.com/nuzillard/PresatSimul (dernier accés: 30
juin 2020) ( Nuzillard , 2020 b ) . Le code source de libsimul est disponible sur
https://github.com/nuzillard/Libsimul (dernier acces: 30 juin 2020) ( Nuzillard , 2020 a ) . Les fichiers de
données, la séquence d'impulsions et le script a partir desquels les Fig. 3 et 5 ont été obtenus et une figure
supplémentaire et la Iégende peuvent étre téléchargées sur https://doi.org/10.5281/zenodo.3635970 ( Canton
etal., 2020).
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