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t r o p  a l o u r d i r  l e s  phrases, e t  s u r t o u t  c a r  il e s t  t rPs  

d i f f i c i l e  de ne pas é c r i r e  de l a  façon don t  on p a r l e .  
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CHAPITRE 1 I 
INTRODUCTION OENERALE 





Intérêt des oligosaccharides 

L e s  glucides constituent u n e  classe d e  composés 

bio-actifs d'importance considérable. Ils s e  rencontrent dans 

la matière vivante sous des formes trés diverses allant d e  

monomères simples (tels que le glucose), d'oligoméres (lactose, 

saccharose, etc ... ) ou d e  polyméres d e  trés haut poids 

moléculaire. Bien que leur importance ait été reconnue d e  

longue date, la variété des fonctions qu'ils remplissent a étP 

trés longtemps sous-estimée. I l  était alors admis q u e  d e  

petites molécules jouaient un rôle essentiellement inter- 

médiaire par leur participation aux processus élémentaires d e  

la photosynthése et leur position clé dans les cycles 

métaboliques. Les macromolécules résultant d e  la poly- 

condensation d e  ces mono ou oligosaccharides étaient 

considérées comme des substances d e  soutien (celluloses par 

exemple) o u  d e  réserve énergétique permettant d e  régulariser la 

vie métabolique d e  la cellule. Dans cette classification d e s  

constituants d e  la matière vivante, les glucides n e  

bénéficiaient pas d e  la noblesse des protéines ou des acides 

nucléiques par exemple. 

I l  est pourtant rapidement apparu que d e  nombreux composés d e  

nature glucidique complexe intervenaient trés souvent pour 

contrôler des processus biologiques divers. De très nombreuses 

protéines subissent une maturation conduisant A la formation d e  

glycoprotéines par addition d e  segments oligosaccharidiques ; 

c'est le cas d e  plusieurs protéines plasmatiques, des lectines, 

des protéines membranaires, des facteurs d e  groupes sanguins, 

etc ... Dans ces édifices moléculaires, la particule glucidique 

joue le plus souvent le rôle d e  signal destiné A être reconnu 

par un autre élément, macromolécule ou cellule (1). 

De plus, d e  nombreux polysaccharides jouent un rôle clé dans la 

régulation des processus vitaux, en intervenant par exemple 

pour activer ou inhiber une cascade d e  réactions enzymatiques. 

L e  contrôle des phénoménes d e  coagulation par l'héparine est 

exemplaire dans c e  sens (2). La multitude d e  phénoménes 

biologiques dans lesquels des structures osidiques sont 

impliquées a donné un nouvel essor A l'analyse structurale d e  

ces composés. 



La premiére tâche que s e  sont fixés les biochimistes a été d e  

mettre en évidence la nature chimique exacte d e  ces composés. 

La situation s e  trouve compliquée par le fait que d e  nombreux 

composés actifs sont e n  fait d e  nature polymérique : un même 

polymére peut correspondre A plusieurs activités biologiques 

apparemment indépendantes et correspondant A l'expression d e  

segments spécifiques d e  la macromolécule. La situation est 

toute différente d e  celle rencontrée avec les protéines pour 

lesquelles la structure est optimisée pour u n e  activité donnée. 

Ici au contraire, une action biologique peut éventuellement 

résulter d'une irrégularité structurale difficile A détecter. 

En admettant qu'un segment actif soit isolé grâce a des 
techniques biologiques souvent trés élaborées, le probléme d e  

la détermination d e  s a  structure s e  pose d e  façon pressante. La 

nature même des unités glucidiques et leur mode d e  liaison n e  

permettent pas u n e  mise en oeuvre des mhthodes d e  séquençage 

chimiques si précieuses pour les peptides. Malgré la 

disponibilité d e  quelques procédés enzymatiques, la majorité 

des techniques d'analyse reposent sur des dégradations 

chimiques et l'analyse d e  fragments. Bien q u e  ces approches s e  

soient révélées trés efficaces, elles sont trés longues A 

mettre en oeuvre, sont destructives pour l'échantillon et n e  

peuvent pas s'appliquer si d e  trés faibles quantités sont 

disponibles, c e  qui est le plus souvent le cas. De plus, elles 

n e  permettent pas la plupart du temps une "vision" d u  composé 

dans les conditions naturelles dans lesquelles son activité 

s'exprime. 

C e  travail a pour but d e  montrer q u e  des techniques 

physico-chimiques telles que la Résonance Magnétique Nucléaire 

permettent d e  répondre i3 l'ensemble d e s  questions posées sans 

conduire A la destruction d e  l'échantillon, et d e  pousser 

l'analyse au-dela des problémes structuraux vers les problémes 

conformationnels pour la définition d e  relations structure- 

activité, base d e  la compréhension du mode d'action d e  ces 

composés. 



Apports de la RMN 

De multiples informations peuvent être extraites d'un 

spectre de RMN, aussi bien d'un point de vue statique que d'un 

point de vue dynamique. En effet, grâce 21 la qualité croissante 

des techniques d'excitation et d'observation (RMN pulsée, 

utilisation des méthodes de transformation de Fourier, ... 1 ,  

ainsi que l'amélioration constante des possibilités de réso- 

lution des signaux (augmentation des champs magnétiques, ... 1 ,  

l'étude des propriétés magnétiques des noyaux d'un composé 

fournit maintenant des renseignements de plusieurs types : 

- détermination de la structure du produit. 

Pour ceci, deux cas peuvent se présenter au départ : soit on 

connaît sa formule et il ne s'agit que d'une vérification de sa 

structure (analyse), soit on ne posséde que peu de 

renseignements , et la recherche doit aboutir A la mise en 

évidence de la nature du produit. 

- indications sur la conformation du composé en solution. 

Ce deuxiPme aspect demande obligatoirement la connaissance de 

la structure. En effet, la premiére nécessité lors de 

l'élucidation par Résonance Magnétique Nucléaire de la 

conformation en solution d'un composé est d'assigner totalement 

le spectre, c'est a dire d'attribuer chaque signal A un atome 
de la structure. 

Ces considérations ne sont évidemment valables que si l'espéce 

étudiée est suffisamment représentée dans le composé et si sa 

sensibilité aux champs magnétiques est assez grande. Toutes ces 

conditions sont heureusement remplies par le proton, c'est 

pourquoi il constitue le noyau le plus observé par RMN. L'étude 

présentée ici ne faillira pas A la rPgle, et l'accent sera mis 

sur les méthodes utilisant la RMN du proton, efficaces même si 

seulement de très petites quantités d'échantillon sont 

disponibles (dans le domaine des milligrammes). 



Pour les oligosaccharides, deux autres noyaux sont évidemment 

en quantité importante : le carbone et l'oxygéne. Ce dernier ne 

possédant pas la propriété d'être facilement observable en RMN, 

seul le carbone accompagnera le proton dans cette étude. De 

sensibilité et d'abondance isotopique bien moindres, il 

demandera de plus grandes quanti tés de produit. Son observation 

servira néanmoins d'illustration A la théorie des transferts 

d'aimantation, base de la plupart des expériences. 

Dans l'étude des sucres, deux particularités sont observées : 

Tout d'abord, la RMN du proton des oligosaccharides est 

compliquée par le fait que la plus grande partie des noyaux 

observables sont placés dans des environnements très similaires 

et que peu de dispersion spectrale est attendue pour des 

raisons de structure ( 3 ) .  

D'autre part (et paradoxalement), le travail est facilité par 

le fait que chaque unité constitue essentiellement un systéme 

de spins isolé, puisque les couplages scalaires ne s'effectuent 

pas A travers l'atome d'oxygéne joignant deux cycles. Ce qui 

est pour cela un avantage peut être aussi bien vu comme un 

inconvénient, puisque dans une expérience classique, on ne 

pourra pas établir directement de lien entre les différentes 

unités, et il faudra avoir recours A des expériences faisant 

intervenir d'autres phénoménes que le couplage scalaire. 

La plupart des études concernant des composés naturels ou 

synthétiques doivent être réalisées en solution aqueuse pour 

simuler autant que possible les conditions naturelles dans 

lesquelles l'activité biologique de ces composés s'exprime. 

Jusqu'A présent, toutes les études ont été conduites dans l'eau 

lourde afin de s'affranchir du signal de l'eau et pour cette 

raison, les informations majeures ne peuvent être obtenues que 

des protons non échangeables c'est A dire dans le cas présent, 

ceux qui sont portés par des atomes de carbone. Les signaux 

issus des OH, NH... pourtant potentiellement intéressants ne 

sont pas observables dans ces conditions. Nous verrons que 

certaines méthodes élaborées permettent toutefois d'extraire de 

précieuses informations dans l'eau légére. 



Toutefois, dans les conditions classiques d'observation 

(solution dans l'eau lourde), les seuls éléments accessibles 

sont issus des protons non labiles. 1 1  est évident que dans le 

cas de composés protégés ou d'intermédiaires de synthèse, de 

nombreuses études sont possibles en solution organique (DMSO, 

CDC13 ... et permettent l'observation des OH, NH etc... mais 

nous ne nous intéresserons dans ce travail qu'a des composés 

pour lesquels seule l'étude en solution aqueuse a un sens. 

Paramètres A déterminer dans l'étude d'oligosaccharides 

Le cas le plus difficile correspond au scénario 

suivant : 

Après de longues et laborieuses semaines de travail, un 

oligosaccharide, de préférence biologiquement actif, est isolé 

par des équipes de biochimistes. Les quantités disponibles, 

quelques milligrammes par exemple, interdisent au moins 

partiellement la mise en oeuvre de méthodes d'analyse 

destructives, et de grands espoirs sont fondés sur une analyse 

RMN pour, au moins, dégrossir le problème dans la mesure où 

l'échantillon est totalement récupérable. I l  existe trés peu de 

cas pour lesquels le composé isolé est totalement inconnu, les 

méthodes utilisées pour le séparer et l'isoler étant toujours 

informatives dans ce sens. Toutefois, il devrait être possible 

de déterminer une structure a priori sans influences 

extérieures qui peuvent fausser ou orienter des interprétations 

se révélant ultPrieurement par trop hatives. Les questions 

auxquelles on doit pouvoir répondre de façon absolue sont les 

suivantes : 

1"- Quel est l'état de pureté du composé ? 

2"- Combien d'unités osidiques entrent dans sa structure ? 

3"- Quelle est la nature de ces unités, sans présumer de leur 

place dans la chaîne oligomérique ? 



4"- Quels sont les Pventuels substituants présents sur ces 

diverses unités de base ? 

Par exemple, dans le cas des dérivés d'héparine, il est 

fondamental de savoir si des groupes sulfate , acétyle, etc... 
sont présents et il est impératif de pouvoir les localiser de 

façon totalement univoque. 

5"- Dans quel ordre ces unités sont-elles enchaînées pour 

constituer la structure oligosaccharidique ? 

6"- Quelle est la nature de la liaison glycosidique qui joint 

deux unités successives (alpha ou béta) ? 

7"- Comment peut on décrire la conformation de chacun des 

cycles osidiques? 

8"- Enfin, si des études de relation structure-conformation- 

activité sont envisagées, il sera nécessaire de mettre en 

oeuvre des méthodes permettant d'accéder A la conformation 

globale de la molécule, c'est A dire pouvoir définir une 

conformation moyenne analogue aux structures secondaires ou 

tertiaires des protéines. 

Nous allons tenter de montrer que la mise en oeuvre de 

techniques RMN (essentiellement protonique) peut fournir 

suffisamment d'informations univoques pour que l'ensemble de 

ces problémes soient résolus. AprPs une rapide exploration des 

maigres apports de la RMN classique, nous montrerons que des 

approches plus élaborées permettent de lever successivement 

toutes les ambiguités et de surmonter toutes les embûches qui 

ne manqueront pas de se présenter. Enfin, pour contourner 

certains inconvénients intrinséques des approches proposées, en 

particulier en RMN bidimensionelle, des méthodes efficaces et 

rapides seront proposées et appliquées aux cas présentés dans 

ce travail. 



P r é s e n t a t i o n  du p l a n  

C e t t e  é tude a  donc pour b u t  de d é c r i r e  d i f f é r e n t e s  

expér iences en RMN haute r é s o l u t i o n ,  e t  de montrer  l e u r s  

a p p l i c a t i o n s  su r  q u a t r e  o l i gosaccha r i des  présentés dans l e  

c h a p i t r e  IP. D '  un o b j e c t i f  au dépar t  purement méthodologique, 

e l l e  e s t  complétée par des exemples conc re t s  d ' i n t é r ê t  

b i o l o g i q u e  impo r tan t .  

Tout au l ong  de c e t t e  étude,  deux méthodes d ' ana l yse  des 

expér iences de RMN son t  mises en p a r a l l é l e  , a f i n  de montrer  

l e u r  complémentar i té  ( e t  l e u r s  s i m i l i t u d e s )  ; l ' a p p r é c i a t i o n  

des deux pe rme t t ra  une compréhension p l u s  n e t t e  des phénoménes 

mesurés, comparable A l a  v i s i o n  d ' u n  o b j e t  sous deux ang les  

d i f f é r e n t s .  

A i n s i  dans un premier  temps, nous r a p p e l l e r o n s  t r é s  briPvement 

l e s  p r i n c i p e s  de l a  RMN, en u t i l i s a n t  t o u t  d 'abord  une 

d e s c r i p t i o n  c l a s s i q u e  ( c h a p i t r e  II), p u i s  un formal isme d é r i v é  

de l a  mécanique quant ique ( c h a p i t r e  XI). Ceux-ci nous 

pe rme t t ron t  par  l a  s u i t e  de t r a i t e r  l e s  séquences de deux 

maniéres d i f f é r e n t e s  en u t i l i s a n t  l a  p l u s  adaptée A chaque cas.  

Les i n s u f f i s a n c e s  des "anciennes" techniques de RMN s e r o n t  

montrées dans l e  c h a p i t r e  IP, a l o r s  que l e  c h a p i t r e  P s e r v i r a  

en quelque s o r t e  d ' i n t r o d u c t i o n  aux méthodes nouve l l es  

d ' i n v e s t i g a t i o n  par  u t i l i s a t i o n  des couplages s c a l a i r e s ,  en 

t r a i t a n t  des t r a n s f e r t s  d ' a i m a n t a t i o n  (au  sens l e  p l u s  généra l  

du terme) avec l e s  expér iences hé té ronuc léa i res  '"c - 'H A une 

dimension. Le c h a p i t r e  QI présen te ra  l e s  p r i n c i p e s  généraux des 

expér iences A deux dimensions, avant  l e u r  développement dans 

l e s  c h a p i t r e s  s u i v a n t s  : c o r r é l a t i o n s  s imp les  ( c h a p i t r e  Q Z ) ,  

m u l t i p l e s  ( c h a p i t r e  UN), e t  c o r r é l a t i o n s  v i a  l e s  cohérences 

double quantum ( c h a p i t r e  I X ) .  Ces d e r n i é r e s  nous pe rme t t ron t  

d ' i n t r o d u i r e  e t  d ' e x p l i q u e r  l e s  man ipu la t i ons  e f f ec tuées  dans 

1  'eau légPre  au c h a p i t r e  X ; dans c e t t e  p a r t i e ,  nous 

cons idèrerons auss i  l e s  méthodes d ' e x c i t a t i o n s  s é l e c t i v e s  q u i  

se ron t  u t i l e s  pour l e s  expér iences de c o r r é l a t i o n s  A une 

dimension ( c h a p i t r e  X I ) ,  pe rmet tan t  d ' o b t e n i r  des sous-spectres 

cor respondant  A des l i g n e s  ou colonnes de m a t r i c e s  2D, mais 

possédant de nombreux avantages. 

Toutes ces expér iences nous pe rme t t ron t  de déterminer  l a  

s t r u c t u r e  e t  l a  con fo rmat ion  de chaque u n i t é .  



La d e r n i é r e  p a r t i e  de ce t r a v a i l  concerne l e s  i n t e r a c t i o n s  

d i p o l a i r e s  ( c h a p i t r e  X I ,  q u i  son t  des t inées  a m e t t r e  en 

évidence des p r o x i m i t é s  e n t r e  atomes ( c h a p i t r e  Xm), e t  donc 

donner des renseignements sur  l 'enchaînement i n t e r - u n i t é  e t  l a  

conformat ion en s o l u t i o n  des composés. 
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CHAPITRE II 

INTRODUCTION A LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 





I I -  Phénomène de Résonance Magnetique Nucléaire : 

Cer ta ins  noyaux possedent un moment angu la i re  associé h 

un moment magnétique détec tab le  par RMN. En e f f e t ,  i l s  

cons t i t uen t  des charges é l ec t r i ques  en constante r o t a t i o n  

( s i m i l a i r e s  h des boucles de courant )  q u i  se comportent comme 

des d ipô les  magnétiques. 

Ces d ipô les ,  placés dans un champ magnétique in tense Bo, 

subissent  deux forces,  puisque A l a  f o i s  l e u r  moment c i né t i que  

P e t  l e u r  moment magnétique in te rv iennen t .  L ' e f f e t  r é s u l t a n t  

e s t  une précession autour de l ' a x e  de Bo (précession de 

Larmor), où l e  d i p ô l e  forme avec l e  champ magnCtique un ang le  - 

d ' au tan t  p l us  grand que l e  champ e s t  f a i b l e  ( f i g u r e  II-1). 

FIGURE II-1 
-b -+ 

4 : moment nuzgnbt igue P : momonf angutaire 



L' énerg ie  d '  i n t e r a c t i o n  e n t r e  ce  d i p ô l e  e t  l e  champ magnétique 

e s t  : 

- .  

dP + 
o r :  E = - = -  P' . m 0  

d  t 
-b - + + 

d ' o ù  : S .  w o  - . B o  

On d é f i n i t  donc un f a c t e u r  r e p r é s e n t a t i f  de chaque noyau : 

ce q u i  permet d ' é c r i r e  : 

éauat ion  de Larmor 

Le r a p p o r t  gyromagnétique peut  ê t r e  p o s i t i f  ou n é g a t i f ,  ce  q u i  

d é f i n i t  l e  sens de p récess ion  des vec teu rs  magnét i sa t ion  d ' u n  

noyau e t  l e u r  o r i e n t a t i o n  par  r a p p o r t  au champ Bo. De p lus ,  

pour un champ constant ,  l a  f réquence de précess ion des vec teu rs  

e s t  d ' a u t a n t  p l u s  grande que e s t  é levé.  

La spec t roscop ie  de Résonance Magnétique N u c l é a i r e  pu lsée 

c o n s i s t e  .A envoyer pa r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n  champ r a d i o -  

fréquence B I  une é n e r g i e  q u i  d o i t  ê t r e  absorbée par ces 

vec teurs  en précess ion.  Ceci  peut  ê t r e  v i s u a l i s é  comme un 

phénoméne de résonance, puisque l a  v i t e s s e  de r o t a t i o n  de B I  

d o i t  ê t r e  éga le  A CO, pour que l ' a b s o r p t i o n  d ' é n e r g i e  a i t  l i e u .  

4 

La d é t e c t i o n  e s t  r é a l i s é e  dans l e  p l a n  p e r p e n d i c u l a i r e  A B o  

s u i v a n t  une seu le  d i r e c t i o n  ( s i m p l e  d é t e c t i o n )  ou s u i v a n t  deux 

d i r e c t i o n s  or thogonales dans ce  même p lan  ( n o t é  xy = p l a n  

t r ansve rse ) ,  s imul tanément ou a l t e r n a t i v e m e n t  ( d é t e c t i o n  en 

quadrature,  d é t a i l l é e  u l t é r i e u r e m e n t ) .  

II-2 1 Quantification du phénomhne : 

Toutes l e s  équa t ions  données par  l a  mécanique c l a s s i q u e  

ne son t  a p p l i c a b l e s  que pour des grandeurs macroscopiques,c 'est  



A d i r e  q u ' e l l e s  concernent l e s  r ésu l t an tes  de phénoménes 

, i n d i v i d u e l s  impossib les b observer séparément. 

Pour ra isonner  sur  des vecteurs i n d i v i d u e l s ,  il e s t  nécessaire 

d ' a v o i r  recours b l a  mécanique quantique. Ce l l e - c i  ind ique que 

l e  moment c inP t ique  ( e t  donc l e  moment magnétique) e s t  

q u a n t i f i é .  De f a i t ,  l a  composante Pz de P dans l a  d i r e c t i o n  de 

Ë, ne peut prendre que des va leurs  en t i e res  ou demi-ent ieres 
h . . 

m u l t i p l e s  de - = +i : 
2% 

- Pz = m, #i (e t ,  par s u i t e  : w z  - mr7#i) 

m, e s t  Ce nom6re 9uanti9ue de sp in  e t  peut prendre (21 + 1) 

~ ~ b 0 2 4 r s .  

f sp in  nucC6aire, peut ê t r e  e n t i e r  ou deai -ent ier  se ton une 

regCe enloirique concernant Ce n u d r o  atomique e t  Ce nom6re de 

7 M J S 0  - 

E _ x g m g l g  : 

- s p i n  1 /2  : i ~ , i 3 ~ , 3 i ~ , 1 3 ~ , 1 s ~ ,  ... 
- sp in  1 : 'H,''N, ... 
- s p i n  3/2 : 2 3 ~ a ,  ... 

L 'a iman ta t ion  macroscopique q u i  en r é s u l t e  p rov i en t  d 'une 

d i s t r i b u t i o n  inéga le  des populat ions dans l e s  d i f f P r e n t s  é t a t s  

de sp in ,  e t  e l l e  e s t  f onc t i on  de l a  température. Le rappor t  des 

popu la t ions  o b é i t  A l a  l o i  de d i s t r i b u t i o n  de Boltzmann. 

Etudions p l us  en d é t a i l  l e  cas de noyaux de sp in  1 /2  ( seu l  cas 

développé dans c e t t e  étude)  : 

pz ne peut prendre que deux va leurs  d i s t i n c t e s  q u i  sont  : 

FIGURE li-2 



A 1 'équilibre, le systéme est donc constitué de deux états 

d'énergie : 

spins paralléles spins antiparalléles 

état OL état p 
Na spins Np spins 

Les niveaux a et p ne sont pas dégénérés et selon la loi de 

distribution de Boltzmann la valeur du rapport des populations 

est : 

T : tempbrature (Kedvin) 
k : facteur de Bodtzmann 

P a ,  Pp : Bnergies des Btats a et 4 

Puisque 1 ' énergie d' interaction avec Bo est : 

alors : E - Ep = - 7% B o  
a 

soit : 

Amplitude de la magnétisation 
longitudinale 

= Polarisation 

L'écart entre les deux populations dépend donc du rapport 

gyromagnétique du noyau, de l'intensité du champ Bo et de la 
température. Pour augmenter cette différence de population, on 

pourra, soit augmenter le champ, soit diminuer la température. 

I l  convient aussi de remarquer que pour un rapport 

gyromagnétique positif, il y aura plus de dipôles orientés 

parallPlement au champ que de dipôles antiparalléles. 



FIGURE 11-3 

Popudations de sp ins  nucedaires soumis à un c h a m  B O  en 

G 'absence de tout autre c h a m .  

/ G  n ' e x i s t e  aucune cohdrence de phase Pour C e s  sp ins  h 

t ' 6 ~ u i C i b r e ~  c ' e s t  h d i r e  que Ca projec t ion sur Ce PCan 

transue+se xy  de da r&suCtante da tous 86s vecteurs sp ins  

nucCdaires e s t  nuCCo. 
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La résu l tan te  de ces vecteurs peut ê t r e  d é c r i t e  par : 

FIGURE II-4 : R e ~ r é s e n t a t i o n  Dar vecteurs d0Heisenberq 

L ' e x c b s  de poputation sur un des deux niveaux e t  Ca non- 

cohdrence de phase pour Ces sp i -  imy~tique que Ce vecteur 

r&suCtant est aCig72é sebon C'axe z. 

il-3) Concepts gdnéraux : 

Lorsque l ' o n  envoie l e  champ radio-fréquence B, pendant 

un temps extrêmement cour t  ( " p u l s e " ) ,  l ' é q u i l i b r e  es t  rompu, 

car l e s  populations des deux niveaux changent, ce r ta ins  spins 

passant de l ' é t a t  a A l ' é t a t  p .  



FIGURE Ji-5 

ReprBsentat ion des popudat ions de spins nucCBaires (et 

description par vecteurs d'Heisen6erg) aprDs inrgouGsion radio-  

YrQquence Bi. 

C'est le temps d'application de l'impulsion ( d e  puissance fixe) 

qui détermine l'ampleur du déséquilibre créé, et donc 

l'orientation du vecteur aimantation résultant qui en découle. 

AprPs une telle perturbation, deux phénoménes entrent en jeu 

pour chaque noyau : 

- les populations vont retrouver leur proportion initiale, par 

l'intermédiaire des phénoménes de relaxation. Ceux-ci sont 

régis par deux paramétres, le temps d e  relaxation longitudinal 

T, et le temps de relaxation transverse T p  dont nous parlerons 

plus tard. 

- chaque vecteur magnétisation va continuer A précesser autour 



de Bo dés que B, aura d isparu  avec sa fréquence de Larmor 

propre, mais c e t t e  f o i s  sa précession sera détectable,  puisque 

l a  composante de l ' a i m a n t a t i o n  dans l e  p lan t ranverse e s t  non 

n u l  l e .  

FIGURE TI-6 

PrBcession et retour Lt C 'B~uiCibre da C 'aimanta* ion appas 

perturba& ion par un puese radiofr6~uerrce. 

Considérons l e  vecteur  magnét isat ion t ransverse M x y  tournant  

autour de l ' a x e  z avec la v i t e s s e  angu la i re  CO. 

S i  Mx,, e s t  o r i e n t é  se lon l ' a x e  x au temps t = O, sa r o t a t i o n  

peut ê t r e  d é c r i t e  par l e s  expressions : 

- - M x y  COS C O t  

- - Mx,, s i n   CO^ 

O ,  A t o u t  i n s t a n t ,  M x  e t  M y  sont l e s  composantes de l a  

magnét isat ion se lon l e s  axes x e t  y. 

Remarquons que M y  peut S t r e  é c r i t  : 
- 

"'y - '"xy coscot - 0) 



76 
où ( q u i  e s t  dans ce cas égal  A - r a d )  e s t  appelé 1 '  anale de 

2 
phase.' M x  e t  M y  correspondent aux termes r é e l s  e t  imag ina i res  

de l a  f o n c t i o n  déc r i van t  l a  r o t a t i o n  des vecteurs.  

D-3-3) Not ion de r é f é r e n t i e l  tournant  : 

Dans l e  r é f é r e n t i e l  f i x e  l e  champ B r t o u r n e  dans l e  p lan xy h 

l a  fréquence de Larmor U, . A f i n  de s i m p l i f i e r  l e s  

raisonnements, il e s t  p l u s  s imple d ' u t i l i s e r  un nouveau 

r é f é r e n t i e l  x ' y ' z ,  où x '  e t  y '  son t  des axes orthogonaux 

tournant  (au tour  de O z )  A l a  fréquence u,. Dans ce r é f é r e n t i e l  

tournant ,  l e  champ Bi e s t  s t a t i o n n a i r e ,  e t ,  de l a  même maniére, 

l e s  moments magnétiques précessant A l a  fréquence U, son t  

f i x e s .  Ceci r e v i e n t  h i g n o r e r  complétement l ' e x i s t e n c e  du champ 

B o  e t  h se débarrasser de ses e f f e t s .  

On p a r l e r a  a i n s i  par exemple de pu lse  9 0 x ,  q u i  s i g n i f i e r a  

é g a l i s a t i o n  des popu la t ions  de sp ins  créée par un champ de 

phase x dans l e  r é f é r e n t i e l  tournant.  

II-3-41 Déplacement chimiaue e t  c o u p l a ~ e  : 

S i  l e s  fréquences de t r a n s i t i o n s  pour chaque noyau répondaient 

exactement h l a  c o n d i t i o n  de Larmor, l a  Résonance Magnétique 

Nuc léa i re  n ' a p p o r t e r a i t  que de f a i b l e s  renseignements. En f a i t ,  

le champ e f f e c t i f  que s u b i t  un noyau dépend des d l e c t r o n s  

appartenant aux noyaux v o i s i n s ,  e t  on l u i  assoc ie une constante 

d 'écran  a : 

A i n s i ,  des vec teurs  sp ins  nuc léa i res ,  même d'espéce iden t ique ,  

peuvent précesser A des fréquences d i f f é r e n t e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

de l e u r  environnement. La p o s i t i o n  e f f e c t i v e  de résonance par  

r a p p o r t  h une ré fé rence permet de d é f i n i r  l e  déplacement 

chimique o : 



- Si - CurCq - ui).106 p a r t i e s  par  m i l l i o n  

- 
" ~ C P  "i 

6 :  = .106 ppm 

(Noté a u s s i  couplage i n d i r e c t  par o p p o s i t i o n  au couplage 

d i r e c t  - beaucoup p l u s  f o r t  - 21 t r a v e r s  l ' espace ,  mais ne se 

man i fes tan t  pas s u r  l e s  spec t res  de substances l i q u i d e s  

i so t ropes .  C f .  c h a p i t r e  s u r  l e  NOE. ) 

La s t r u c t u r e  m u l t i p l e  observée au n i veau  d ' u n  t ype  de noyau 

p r o v i e n t  de l ' i n t e r a c t i o n  des s p i n s  n u c l é a i r e s  par  l ' i n t e r -  

méd ia i re  des l i a i s o n s .  C e t t e  i n t e r a c t i o n  se  p r o d u i t  par  l a  

p o l a r i s a t i o n  des s p i n s  é l e c t r o n i q u e s  par  l e s  s p i n s  n u c l é a i r e s  

e t  par  l e  mouvement des é l e c t r o n s  de valence.  Ce phénomène 

i n t r a m o l é c u l a i r e  A t r a v e r s  l e s  l i a i s o n s  e x p l i q u e  que l a  

constante  de couplage observée s u r  l e  s p e c t r e  ne dépend pas de 

l a  va leu r  de Bo. Le r é s u l t a t  n e t  e s t  que l e s  s p i n s  n u c l é a i r e s  

se t ransmet ten t  une i n f o r m a t i o n  mu tue l l e  s u r  l e u r s  é t a t s  de 

sp ins .  

Considérons un systéme A deux s p i n s  1 / 2  coup lés  f a i b l emen t  

Sans couplage, l e  diagramme d ' é n e r g i e  correspondant A un t e l  

systéme e s t  représen té  s u r  l a  f i g u r e  lï-7. 

S i  on suppose que J > O (on  p o u r r a i t  f a i r e  une analyse 

i d e n t i q u e  avec J < O ) ,  on peut  montrer  que l e s  n iveaux A s p i n s  

p a r a l l é l e s  (n iveaux e t  pp)  o n t  l e u r s  énerg ies  augmentées de 
J - e t  que l e s  n iveaux a s p i n s  a n t i p a r a l l é l e s  o n t  l e u r s  énerg ies  
4 - 

J 
abaissées de -. Ce s e r a i t  l ' i n v e r s e  avec J < O, mais l e  s p e c t r e  

4 
obtenu s e r a i t  l e  même ( f i g u r e  lï-8). 



FIGURE II-7 

FIGURE II-8 

f d  W a dbsbnbrescence des é t a t s  d'énergie  du s ~ s t b m e .  



Du p o i n t  de vue v e c t o r i e l ,  chaque vec teur  s p i n  n u c l é a i r e  

. (précessant  A l a  f réquence V )  e s t  séparé en deux composantes 
J J 

q u i  t ou rnen t  A des f réquences v + - e t  v - - ( s o i t  en v i t e s s e s  
2 2 

angu la i res  : CO + IZJ e t  CO - IZJ) : 

FIGURE II-9 

Slparation des composantes d'un vecteur spin nucC6aire due au 

coupCage avec un autre noVau (on se pdace dams Ce rbY6rentied 

tournant da YrBguence v ) .  

1 
A u  bout  d ' u n  temps t = - , il y a  r e f o c a l i s a t i o n ,  c ' e s t  A d i r e  

25 
que l e s  deux vec teu rs  se r e t r o u v e n t  au même e n d r o i t .  

On comprend donc que l ' e f f e t  de p récess ion  par  couplage 

a p p a r a î t  comme une f o n c t i o n  s i n u s o ï d a l e  pour un d é t e c t e u r  p l a c é  

dans l e  p l a n  t r ansve rse  : 



Ji-3-51 Phénoménes de r e l a x a t i o n  : 

Ces phénom9nes ne sont d é c r i t s  i c i  que briévement a f i n  de 

montrer l e u r s  e f f e t s  dans l e s  expériences de R.M.N. pulsée. 

Chaque p a r t i c u l e  (noyau ou é l e c t r o n ) ,  entourée d'un grand 

nombre d ' au t r es  p a r t i c u l e s  en mouvement e t  ayant l e u r  propre 

fréquence de Larmor, p e r ç o i t  un champ e f f e c t i f  modulé par une 

composante a l é a t o i r e  e t  f l u c t u a n t e  appelée " l e  b r u i t  

magnétique". Ce l l e - c i  c o n t i e n t  une p ropor t i on  p l u s  ou moins 

grande d'éléments A l a  fréquence du noyau considéré, q u i  

permettent d ' i n d u i r e  des t r a n s i t i o n s  e t  de r é t a b l i r  l ' é q u i l i b r e  

de Boltzmann. 

E l l e  r é g i t  l a  décroissance de l a  composante t ransverse de 

l ' a iman ta t i on ,  donc du s i gna l  mesuré au cours du temps. E l l e  

e s t  i n f l uencée  par de nombreux phénoménes : 

- l a  premiére c o n t r i b u t i o n  ( l a  p l u s  impor tante)  e s t  due A des 

i n t e r a c t i o n s  d i r e c t e s  e n t r e  sp ins  ( f l i p - f l o p )  ; c ' e s t  pourquoi 

T z  e s t  auss i  appelée r e l a x a t i o n  spin-spin.  Lo rs  du processus de 

f l i p - f l o p ,  deux sp ins  de nombre quantique d i f f P r e n t  

s'échangent ( f i g u r e  II-11). 

FIGURE II-l& 



Il n ' y  a cependant aucune cohérence de phase en t r e  l e s  

d i r e c t i o n s  i n i t i a l e s  e t  f i n a l e s  de l ' u n  ou l ' a u t r e  sp in.  Cela 

condui t  donc A un déphasage de l a  magnét isat ion dans l e  p lan  

transverse M x y  (mais aucunement A une v a r i a t i o n  de 

l ' a iman ta t i on  l o n g i t u d i n a l e  M Z  , puisque l e s  popu la t ions  des 

niveaux ne sont  pas mod i f iées) .  

- Une au t re  c o n t r i b u t i o n  a T, e s t  l ' inhomogénéi té  du champ Bo. 

En e f f e t ,  ce paramétre en t ra îne  une d i s p a r i t é  au n iveau des 

sp ins  précessant aprés impulsion, e t  donc une d im inu t ion  de M x y  

r ésu l t an te  par rappor t  au cas i d é a l  oh Bo e s t  t o u t  a f a i t  

constant. 

- ~ - k i - - l = n q i k u d i - ~ - T ~  : (spin-réseau) 

E l l e  r é g i t  l e  r e t o u r  A l ' é q u i l i b r e  de l ' a iman ta t i on  

l ong i t ud i na l e  aprés une pe r tu rba t ion ,  e t  e s t  provoquée par une 

évacuation de 1 ' excés d 'énerg ie  par i n t e r a c t i o n  avec 

1 ' environnement. 

F I G U R E  II-12 

Hbcanisae de r e t a r a t  i o n  spin-roseau . 



Lors de c e  processus, il n'y a lA encore pas conservation de la 

phase entre les positions de départ et d'arrivée, c e  qui 

implique que Ti contribue également A diminuer l'aimantation 

transverse M 
X Y '  

Ainsi, on comprend que Ti ne peut pas être plus court que T 2 , .  

et que la relaxation longitudinale apparait comme une des 

composantes de la relaxation transverse. Pour la RMN haute 

résolution sur des liquides, il n'y a pas de processus de 

relaxation spécifique A T2, donc Ti = T2, A condition que Bo 

soit parfaitement homogéne. 

- 4  Détection : 

Ji-4-1) Principe : 

L e  schéma classique de la réception est le suivant : 

Le signal est détecté au moyen d'une (ou plusieurs) bobine et 

apparait sous forme de force électromotrice qui est amplifiée 

ensuite et démodulée par la fréquence de la porteuse. Un filtre 

passe-bas est alors appliqué pour éliminer les composantes 

précessant des fréquences trop éloignées, c e  qui impliquerait 

des contraintes d'échantillonnage trop sévéres. En effet, le 

signal analogique (continu) est converti en signal digital 

(discret), automatiquement échantillonné en fonction du 

théoréme de Nyquist. Ce théoréme énonce que pour représenter 

correctement une fonction sinusoïdale, il faut l'échantillonner 

(relever ses valeurs) au moins deux fois par période. 

Ainsi, toute raie située A une fréquence v i  par rapport A la 

porteuse C u o )  ne pourra Ftre correctement définie en position 

et en phase que si elle est digitalisée au moins deux fois par 
L 

période, soit par intervalles de temps de maximum. 
l u i  - u,,J 

Dans le cas contraire, elle apparaitrait A une fréquence de 

repliement (calculable), avec une phase non linéaire par 

rapport aux raies correctes. 



En r a i s o n  d e s  phénoménes  d é c r i t s  précédernrnen t ( p r é c e s s i o n  d e  

Larmor  e t  r e l a x a t i o n )  q u i  a g i s s e n t  s u r  les v e c t e u r s  

m a g n é t i s a t i o n s  t r a n s v e r s e s ,  le s i g n a l  r é c u p é r é  p a r  le  d é t e c t e u r  

( " F r e e  I n d u c t i o n  D e c a y "  = F I D )  a u r a  p o u r  f o r m e  : 

- r é s o n n a n t  e x a c t e m e n t  A l a  f r é q u e n c e  n o m i n a l e  v 0  d u  p u l s e  : 

La p r é c e s s i o n  a p p a r e n t e  d u  v e c t e u r  d a n s  l e  r é f é r e n t i e l  t o u r n a n t  

est n u l l e  e t  l ' é v o l u t i o n  d u  s i g n a l  est d u e  u n i q u e m e n t  A l a  

r e l a x a t i o n  t r a n s v e r s e  : 

FREE INDUCTION DECAY 

temps 

FIGURE a-13 

- r é s o n n a n t  A u n e  f r é q u e n c e  v i  d i f f é r e n t e  d e  v o  : 

FREE INDUCTION DECAY 

0.0 - 
0.s - 
0.4 - 
0.3 - 
0.2 - - - 

w - 
temps 

-0.. * 

FIGURE II-14 



S i  l e  pu lse couvre une gamme de fréquence assez l a r g e  ( c e l l e - c i  
2 

e s t  égale A - Hz, oh t p  e s t  l a  durée du pu lse) ,  tous l e s  
t p  

noyaux d 'une même espéce sont  e x c i t é s  :- 

FREE INDUCTION DECAY 

temps 

1 \w 
l l TRANSFORHP1TION 

DE FOURIER 

FIGURE II-15 

Modes de dCtect ion : 

.\i! LLE 3 

a )  Détec t ion  simple : 

Si la fréquence de l a  porteuse e s t  comprise dans l a  gamme de 

fréquence des noyaux i r r a d i é s ,  l a  dé tec t ion  s imple ne permet 

pas de d i f f é r e n c i e r  l e s  vecteurs précessant h ( v 0  - v i )  e t  A 

< v ,  + v ~ ) ,  s o i t ,  aprés démodulation, - v i  e t  v i .  

Détec t ion  unique selon l ' a x e  x ( seu le  l a  composante en x des 

vecteurs e s t  détectée)  : 



MEME FID POUR LES DEUX .VECTEURS 

FIGURE II-16 

Ains i ,  aprés t rans format ion  de Fou r i e r  du FID, pour un noyau 

précessant a U, , on récupére un spect re  erroné contenant en 

p l us  un s i g n a l  image symétrique de U, par rappor t  h U, 

(rappelons que l a  transformée de Fou r i e r  d'une f onc t i on  r é e l l e  

e s t  une f onc t i on  p a i r e ) .  

FIGURE II-17 

P z e w G e  de signaux obtenus par d 4 t e c t t o n  s i w C e  quand G e  

spectre  e s t  s i t u b  de part e t  d 'au t re  de da porteuse.  

T r a i t s  pCeins : p ics  normaux point idCIs : pics  images 

Pour s ' a f f r a n c h i r  de ce probléme, il e s t  nécessaire que tous 

l e s  vecteurs précessent p lus  v i t e  (ou moins v i t e )  que l e  

r é f é r e n t i e l ,  c ' e s t  h d i r e  que l ' i m p u l s i o n  s o i t  placée a l ' u n e  

ou l ' a u t r e  ex t rémi té  du spectre.  



FIGURE II-18 

S u ~ ~ r e s s i o n  des pics $muges en dé~taçant Ga porteuse une 

extrbaitd du spectre. 

Ce mode de dé tec t i on  présente t o u t e f o i s  de nombreux 

inconvénients  : 

- l ' i m p u l s i o n  d o i t  c o u v r i r  deux f o i s  l a  gamme spectra le,  ce q u i  

peut poser des probltkmes pour disposer d'une puissance 

s u f f i s a n t e  au n iveau de l 'émet teur .  

- l e  b r u i t  de l a  p a r t i e  gauche es t  contenue dans l e  FID, ce q u i  

en t ra îne  une d im inu t ion  du rappor t  s i g n a l / b r u i t  ( S I N )  

- l e  dd tec teur  d o i t  échan t i l l onner  l e  FID a une fréquence deux 

f o i s  supér ieure A c e l l e  q u i  s e r a i t  s u f f i s a n t e  s i  l ' i m p u l s i o n  

é t a i t  au cen t re  du spectre.  

b) Ddtec t ion  en quadrature : 

Cet te  technique r e v i e n t  h considérer  deux détec teurs  

orthogonaux c o l l e c t a n t  l ' i n f o r m a t i o n  spec t ra le  sirnultanement, 

r é a l i s a n t  l a  récep t ion  des p o i n t s  rPe l s  e t  des p o i n t s  

imag ina i res  du FID. Q ins i  l a  t rans format ion  de Four ie r  d 'une 

t e l l e  f onc t i on  complexe f o u r n i r a  l e  spec t re  de p a r t  e t  d ' a u t r e  

de U, : 



FIGURE n-lq 
D i e r c t  Son  rn qucrdraturœ. 

Dans le systéme NICOLET, les valeurs réelles et les valeurs 

imaginaires sont stock&ar respectivement dans la premi&ra et 

dans la seconde moitib des fichiers. 

Une autre solution, employée par BRUKER, revient A décaler une 

fois sur deux la phase du récepteur et A échantillonner 

successivement les deux canaux, les points impairs 

correspondant au canal A r é e l ,  les points pairs au canal B 

(imaginaire). 

Rvantages da la detaction en quadrature : 

- Le rapport B/N est mu1 tiplib par fi (donc la gain de temps 
est de 2) puisqu'il n'y a pas repliement du bruit comme en 

ddtection $impie, et 'qu'il y a non-coh&rence du bruit dans 

les deux canaux. 

- Rdpartition plus uniforme et optimisation de la puissance du 

pulser. 

- L'bchantillonnage s'effectue A une fr&quence deux fois 

moindre qu'en ddtection simple, puisque la gamma A couvrir, 

; d9 l'oftset (frSquhnte de la porteuse) au pic le plus 

élofgn+ est divisde gar 2. 

La ddtection an quadrature#'peut toutefois g+nbrar des anomalies 

dues h des petites variations des caPact&ristiques des canaux 

d'échantillonnage: 



- inéquiva lence de ga in  des deux canaux : 

La non-compensation des d i f f é rences  de s e n s i b i l i t é  des deux 

canaux peut en t ra îne r  l ' a p p a r i t i o n  de p e t i t s  p i c s  images 

pa ras i tes  : 

FIGURE a-20 

Probdhao d'in6quivaCe72ce de g a i n  pour Ces deux canaux de 

rbcep t  i o n  de Ca quadrature . 

Un s imple systCme b deux phases ( O  e t  90') pour l e  récepteur  

diminue d 'un  fac teu r  2 l ' e r r e u r  d 'ampl i tude due A c e t t e  

d i f f é rence  de gain.  

- non o r t hogona l i t é  des récepteurs : 

(ou décalage de phase non p a r f a i t )  

.Ceci peut en t r a îne r  l a  encore l ' a p p a r i t i o n  de p i c s  pa ras i tes  : 



FIGURE 11-21 

P r o b d B m e  de n o n - o r t A o . g o n a d i t é  des  deux d6tocteurs f a u s s a n t  C a  

quadrat ur s  - 
Pour éliminer ce problème, une alternance (0-180.) de la phase 

du pulse et des récepteurs est utilisable : 

detec teur / 

FIGURE II-22 

C o r r e c t  ions du p r o b d O n r e  de non-ort h o g o n a d  i t& . 
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Gain d 'un fac teu r  2. 

A i n s i  un cyc lage u t i l i s a n t  l e s  quat re  phases (0,90,180 e t  270.1 

permet de diminuer l e s  e r reu rs  dues au gain e t  A l a  

non-or thogonal i t8  des dCtecteurs par  un fac teu r  8. Ce systéme 

e s t  l e  systPme CYCLOPS : 

Ouvrages utilisks : 

pulse 

x 

Y 

- X  

-y 

- R. K. H a r r i s  : 

" Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy " 

Pitman Pub l i sh ing  (1983) 

récepteur  

+A +B 

-B +A 

-A -B 

+B -A 

- R. R. Erns t ,  G. Bodenhausen e t  A. Wokaun : 

" P r i n c i p l e s  o f  nuc lear  magnetic resonance 

i n  one and two dimensions " 
Clarendon Press - Oxford (1987) 

- E. Fukushima, S. B. W. Roeder : 

" Experimental Pulse NMR " 
Addison - Wesley Pub l i sh ing  Company, Inc .  (1981) 

- D. Shaw : 

" Four ie r  Transform N.M.R. Spectroscopy " 
E l sev i e r  Science Pub l isher  B.V. (1984) 





CHAPITRE Ill 

FORMALISME QUANTIQUE 





m-1 Introduction : 

Ce c h a p i t r e  peut  sembler de pr ime abord hermét ique A 

q u i  n ' e s t  pas f a m i l i a r i s é  avec l a  mécanique quant ique e t  l e s  

c a l c u l s  d ' opé ra teu rs .  C e t t e  v o i e  e s t  néanmoins nécessa i re  pour  

comprendre e t  r ep résen te r  cor rectement  l e s  e f f e t s  des séquences 

de pu lses  s u r  des systémes de sp ins ,  dans quelque c o n d i t i o n  que 

ce s o i t .  En e f f e t ,  l a  mécanique c lass ique ,  fondée sur une 

i n t e r p r é t a t i o n  de phénoménes macroscopiques, ne permet pas de 

d é c r i r e  tous  l e s  événements p r o d u i t s  su r  des s p i n s  i n d i v i d u e l s .  

Par exemple, s i  l ' o n  peut  rep résen te r  l ' a c t i o n  d ' un  pu lse  90" 

su r  un vec teur  magnét isat ion,  q u ' i l  s o i t  a l i g n é  se lon z 

(cor respondant  A une d i f f é r e n c e  de p o p u l a t i o n ) ,  ou dans le p l a n  

xy (cor respondant  A une e x c i t a t i o n )  par  un schéma c lass ique ,  

c e c i  d e v i e n t  imposs ib le  dés l o r s  q u ' i l  s ' a g i t  d 'une t r a n s i t i o n  

m u l t i p l e  quantum ( r e l i a n t  l e s  é t a t s  a r o ~  e t  pp d 'un  systéme A 

deux s p i n s  par  exemple). De l a  mgme maniére, l a  d e s c r i p t i o n  des  

e f f e t s  d ' u n  p u l s e  d i f f é r e n t  de 90" ou 180" su r  l a  forme e t  

l ' i n t e n s i t é  des r a i e s  d ' un  m u l t i p l e t  d e v i e n d r a i t  t r é s  complexe 

par c e t t e  méthode. 

E x p l i c i t o n s  t r é s  succinctement l e  formal isme q u i  va s u i v r e  : 

S i  l ' o n  mesure une grandeur physique $, un é t a t  de c e  systéme 

e s t  d é c r i t  pa r  un vec teur  appelé k e t  19) (son vec teur  conjugué 

e s t  < < p l  nommé b r a ) .  Il se m o d i f i e  par  l ' a c t i o n  d ' u n  opéra teur  B 

q u i  t rans fo rme ce vec teur  en un a u t r e  vec teur  19' > par l a  

t r a n s f o r m a t i o n  B 19) = 19' ). 

L ' é v o l u t i o n  avec l e  temps d ' u n  systéme macroscopique (don t  on 

ne peu t  donner avec c e r t i t u d e  l a  p o s i t i o n  e t  l e  mouvement de 

chaque élément)  e s t  d é c r i t e  par  l ' a c t i o n  d ' u n  Hami l ton ien.  C e  

d e r n i e r  e s t  un opéra teur  q u i  i n t e r v i e n t  par  l ' é q u a t i o n  de 

Schrodinger s u r  un vec teur  r e p r é s e n t a t i f  auss i  p r é c i s  que 

p o s s i b l e  de l a  d i s t r i b u t i o n  du systPme, nommé f o n c t i o n  d'onde. 

Ce c h a p i t r e  a  é t é  i n s p i r é  des t ravaux de M. Goldman (1) e t  de 

O. W .  S ~ r e n s e n  ( 2 ) .  



III-2 1 Matrice densité : 

Considérons par exemple un systéme formé de N spins 

1 / 2 .  Selon les régles de la mécanique quantique, un état de ce 

systéme caractérisant les propriétés de chacun de ces N spins 

doit comporter des vecteurs de la forme : 1 . s i ,  c2,. . . , .sN> où 
chaque a i  peut être + ou - ( + 1 / 2  ou - 1 / 2  pour le nombre 

quantique de spin 1. 

Le nombre de composants, donc la dimension de la base, est 

ainsi énorme, et il est impensable de manier un tel espace, 

voire même d'arriver A connaître les vecteurs individuels, 

puisque de toute façon le principe d'incertitude d'Heisenberg 

et le fondement même de la mécanique quantique ( "  l'observation 

perturbe la mesure " 1  interdisent d'envisager une méthode 

d'observation précise d'un tel systéme microscopique. 

On utilise alors une approche statistique dans laquelle on ne 

précise que la distribution des probabilités qu'un spin donné 

soit dans un état quelconque du systéme. Cette démarche est 

analogue a ce qui se fait en mécanique et thermodynamique 

statistique, et elle est justifiée par le fait que, pour la 

plupart des grandeurs macroscopiques, la fluctuation 

statistique autour de leur valeur moyenne est trés faible. 

Dans un état I+> bien déterminé, la moyenne d'une grandeur 

physique B d'opérateur B est égale A <+IBI+>. 

Pour un ensemble statistique de kets distribués selon la loi de 

probabilités +(+) ,  cette moyenne devient : 

i pu i s9ue  C 1 i .>tHi 1 = i t h -  de  c d â t u r e )  
i 

On définit un opérateur u tel que : 



qui est l'o~érateur densité. 

Ainsi l'équation [3] devient : 

(B) = Trace (Bu 

Toute l'information statistique sur le systéme est contenue 

dans l'opérateur a, puisque l'on peut obtenir non seulement la 

valeur moyenne de la grandeur B mais aussi la distribution de 

probabilité de ses valeurs possibles. 

lu-3 Equation d'évolution d e  l'opérateur densité : 

En considérant 1'Hamiltonien dont les valeurs propres 

sont des fréquences, l'équation de Schrodinger s'écrit alors : 

et, pour le bra conjugué : 

d 
donc, - I + > < + l  = I $ > < + I  + 1+><$1 

d t 

E~uation de Liouville-Von Neumann 



L'Hamiltonien inclut les termes de déplacement chimique, de 

couplage, et d'interaction avec des champs radiofréquences 

dépendant du temps. I l  peut être rendu indépendant du temps 

dans un intervalle fini si l'on choisit un repére mobile 

adéquat. 

On pourra alors écrire : 

=(t) = e - i H t  O(O) e i H t  

et donc u(t+ti+tz) = eiHZt2e - i H i t l  u(t) eiHitleiHZt2 Cl1 1 

(Rappedons Que c e s  équat ions sont v a t a b t e s  uniquement s i  H, Hi, 

Hz sont inciSpendants du temps.  ) 

On a ainsi décomposé l'évolution de 1'Hamiltonien principal 

dans le temps en transformations unitaires, caractérisées par 

des propagateurs e i H k t k ,  dans lesquels les Hamiltoniens Hk sont 

invariables : 

Ayant l'évolution de l'opérateur densitP dans le temps, les 

composantes M x  et M y  de la magnétisation observable seront 

obtenues 21 partir des relations de trace (cf. équation [b]) : 

O& N = nombre de noyaux par uni t6  de votunreJ e t  

en  sommant sur tous  des s p i n s  b 

d'un i so tope  par t icudier  (I3c, 'H, ... 1 -  

F x  et F y  sont des opérateurs observables indépendants du temps, 

donc d'aprés l'équation [ll] : 



On a ainsi rendu l'opérateur dépendant du temps, c e  qui permet 

d e  retrouver la représentation d'Heisenberg, où, par analogie 

avec l'équation [Il], l'évolution est décrite par : 

lu-4 Formalisme des opérateurs produits : 1 

Pour résoudre les équations [Il] et [13] , on doit 

exprimer l'opérateur densité comme une combinaison linéaire 

d'opérateurs de base B5 : 

- u - x OU 9 OU z ; k : i d e x  du no&/au (pour des d i y / é r s n c i e r )  

N = monebre to tad  de noyaux dans Ge sgstBme de sp ins  

a - - i pour noyau g e t  aSk = O Pour C e s  N - 9 r e s t a n t s  

Q = rz.uTRbre d 'op4ra teurs  a 2 s p i n  dans 8 'opérateur  produi t .  

Un système A N spins est décrit par 4N opérateurs produits. l 
l 

gxgmglg : recensement des 16 opérateurs produits B, pour un 

système A 2 spins. 



I k z  : magnétisation longitudinale du spin I k  
I k x  : magnétisation transverse (en phase) selon x 

I k y  : magnétisation transverse (en phase) selon y 

FIGURE m-i 

Aepr&santation drs op&rateurs h un spin par Cas vectaurs 

d'Heisenôer9 et popudat ions (pour z) ou transitions ( x  ou 9 )  

correspo&antes 



2 I k Z I l z  : magnét isat ion l o n g i t u d i n a l e  d ' o r d r e  2 

2 I k X I l z  : magnétisat ion t ransverse x de I k  

en ant iphase par r a p p o r t  A 1 ,. 
2IkyIlZ : magnét isat ion t ransverse y de 1, 

en ant iphase par r a p p o r t  A 1,. 

2IkXIlx, 21kYIlY, 21kxIIy, 21kyIlx : opérateurs  formant l e s  

cohérences h O e t  2 quanta. 

2 0  2 c 1 k x 1 a x  - lkyl,y): 

NON REPRESENTABLE PAR 

VECiEURS D'HEISENBERG 

NON REPRESENTABLE P M  

VECTEURS D'HEISENBERG 

FIGURE Xi-2 

Prentpdes d 'op6rateurs d: deux spins freprbsentat i ~ n  

d 'Heisenberg et diagrammes d 'dnergies ) . 



Dans un systPme A 3 spins, on aura aussi : 

I I  4 1 k ~  l z  m z  : magnétisation transverse x en antiphase 
par rapport A 1,  et A Im. 

4 1 k x I  : cohérence 2 spins en antiphase par rapport A Im. 

4 1 k ~ 1  IZ'IIIZ : magnétisation longitudinale d'ordre 3. 
I I  4 1 k x  l x  m x  : cohérence A 3 spins. 

F I G U R E  IU-3 

Dicrgrammes d'6norgio sur CesqueCs son) reprbse~ztées Cos 

f ~ a n s i t  ions corres~ondant  aux ruCt iPCof s f &=, Zf tz e t  

f f ( tous do jr69uonco C r  m s  



La cohérence 2 spins en antiphase comprend des transitions A 

O et 2 quanta (notées OQ et 2 Q )  avec des multiplets de 

composantes en opposition de phase dépendant de la polarisation 

I m z  du spin "passif" 1 ,. 

Remarque : on parle de "magnétisation" uniquement pour les 

transitions A 1Q observables, et de "cohérence" pour la 

magnétisation transverse et pour la cohérence multiple quantum. 

Les effets de précession libre et des pulses radiofréquence 

sont donc décrits par des séquences de transformations du 

type : 

OZ( @ B ~  = <nkr  ) / k Z  pour prbcession par dhptace-nt chimique, 

@Br = c n ~ ~ ~ ) 2 f ~ ~ 2 ~ ~  POUF QwoCut ion par coupCa9e,@Br = pour 

P U ~ S ~  radioYrbquence d'angde ,0 seCon C u 

Les phases relatives des différents pics d'un signal peuvent 

être retrouvées A partir des opérateurs produits. On utilise 

pour cela (par exemple) une procédure dans laquelle on définit 

un paramétre a i j  : 

i j : coupCage entre i et J' 

Y ,Y : rapports 9~ronuzgnQt i ~ u e s  

Lorsqu'un spectre est "mu1 tiplié" par c e  paramètre, cela 

signifie que les phases de toutes les raies sont : 

- changées de 180" quand a i j  = -1 

- inchangées quand a i  = 1. 



FIGURE a-4 

Construction du nutt iptet 4 2  t / ,z  (dbtscteur supposb sur x 1 .  
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a-5 1 Evolut ion  des o p é r a t e u r s  p r o d u i t s  : 

Rappelons la formule d e  llHamiltonien dynamique d e  2 

spins 1/2 faiblement couplés non perturbés, lorsque l'on 

néglige les phénoménes d e  relaxation : 

q u e  l'on peut réécrire en termes d'opérateurs produits B,. Les 

termes d e  cette équation commutent, donc l'évolution causée par 

les termes individuels d e  1'Hamiltonien imperturbé peuvent être 

traités séparément en ordre arbitraire. Ainsi on peut traiter 

les problPmes ( l e s  séquences complétes) en "cascades" d e  termes 

d e  déplacements chimiques et d e  "cascades" d e  termes de 

couplages, par analogie aux cascades d e  pulses. 

magnétisation en antiphase : 



r. + + r. 

c c c c  

Y Y Y Y  
C C C C  

m A A h  
X X X X  
r. + r .  r. 

u n u u  
X X X X  
Y Y Y Y  

U U H n  

X X X X  
+ r . r . +  

n  u  u  u  
X X X X  
r x x x  

w n n n  
V V V V  

C C C  
a 1 0  
13 3 U 
91 u 
ln ln 
ln al 
O O + '  
n L .4 

91 L 



a-5-2) C o u ~ l a a e s  sp in -sp in  : (pendant une durSe r )  

Ceci  correspond A l a  convers ion de magnét i sa t ion  en phase en 

magnét i sa t ion  ant iphase.  S i  on démarre en ant iphase,  

l ' é v o l u t i o n  sous couplage s c a l a i r e  génére de l a  magnét i sa t ion  

en phase : 

L ' é v o l u t i o n  des cohérences m u l t i p l e  quantum n ' e s t  pas a f f e c t é e  

par  l e  couplage e n t r e  deux noyaux appar tenant  A l a  t r a n s i t i o n .  

Par exemple : 

mais l e s  s t r u c t u r e s  de m u l t i p l e t s  dans l e s  spec t res  m u l t i p l e  

quantum r é s u l t e n t  des s p i n s  p a s s i f s  ; a i n s i ,  pour une cohérence 

pQC, le couplage e f f e c t i f  avec un s p i n  p a s s i f  I m  e s t  d é f i n i  

par  : 

J e f f  = C Ci mkJkm , où b m k  = fl se lon  l a  v a r i a t i o n  du nombre 
k 

quantum de 1 On a a l o r s  : 



N-5-31 Pulses : 

A )  magnét i sa t ion  an t i phase  : 

C ' e s t  l e  passage de l ' o p p o s i t i o n  des vec teu rs  magnét i sa t ion  du 

s p i n  k A l ' o p p o s i t i o n  des vec teu rs  du s p i n  1. 

Cas général  ( ang le  quelconque) : 

L 

b, 2 1 k ~ 1 1 ~  ' - 2 1 k ~ 1 ~ y s  ce  q u i  correspond a une 

t rans fo rma t i on  en cohérence A 2 sp ins .  

Cas généra l  : 

B )  Opérateurs de 2QC : 

Comparées aux t r a n s i t i o n s  a l Q ,  l e s  cohérences double quantum 

son t  deux f o i s  p l u s  sens ib les  aux p u l s e s  e t  aux inhomogénéités 

de champ : 
aF z 

(pQC3 - e - p @ ( p ~ ~ )  



L'effet d'un pulse d'angle p et de phase 9 peut être calcul& 

par décomposition en trois étapes séparées : 

( p h a s e  dQfirrie conv~s 8 s  d6pGacenzent  p a r t i r  de G ' a x e  x Vers 

Pour un pulse d'angle p ,  de phase @ et d'angle de tilt 8 par 

rapport a l'axe z ,  la transformation des opérateurs densitP est 

décomposable en cinq parties : 

Ceci permet de traiter l'effet d'un pulse sur un noyau éloigné 

de la fréquence centrale. L'offset est exprimée sous forme 

d'angle 8 calculé en fonction du champ effectif reçu par c e  

noyau. 
n 

Notons qu'A la résonance Cvi = >, 8 = - O  v o  -Y 

% les pulses sélectifs agissent sur les pics individuels, avec 



1 TB, 1 < 12nJ 1 < AR, et peuvent être décrits par combinaisons 

linéaires d'opérateurs produits. Dans un systéme de deux spins 

couplés, un des composants du doublet du spin Ik est égal a 
C I k x ?  2 1 k X I l Z >  : 

I t x  ML 

FIGURE a-5 

Ainsi la transformation créée par un pulse sélectif sur une des 

raies du multiplet selon l'axe u et d'angle p s'écrira : 

On peut appliquer le même raisonnement pour d'autres types de 

multiplets. 

t Pour les pulses semi-sélectifs, c'est A dire ceux qui 

touchent toutes les raies du multiplet d'un spin donné 

uniformément, il suffit d'appliquer les opérateurs classiques 

(évidemment A celles-ci uniquement) en tenant compte de l'effet 

de l'offset (différence de fréquence avec le pulse) par la 

correction d'angle de tilt, comme nous venons de le voir. 
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lü-6 1 Aspects pratiques des calculs deopCrateurs densité : 

Expériences d'écho de spin : 

(séquence T/2 - 180' - ~ / 2 )  

Hétéronucléaire : 

(pulse 180' applique uniquement au noyau 1 )  

FIGURE IU-6 

Pcho de s p i n  ABtbronuctBaire- 

En utilisant les rggles liées aux operateurs exponentiels, en 

l'occurence celle qui concerne les pulses 180° : 

(si Bk est la composante d'un opérateur agissant sur k )  

on voit que ceci est équivalent A : 



2/ Homonuc 1  é a i r e  : 

( 1  e t  S sont  deux noyaux de même espéce) 

FIGURE a-7 
Pcho de s p i n  honwnucCBaire. 

équiva lent  : 

e f f e t  da Cou~Cage comrerv4. 

On v é r i f i e  que dans l e s  deux cas, l ' e f f e t  de précession par 

déplacement chimique sur  l e  noyau q u i  s u b i t  l ' é c h o  de sp i n  e s t  

supprimé. 

III-7 1 Cyclage d e  phase : 

( pour sé lec t i onner  l e s  types de t r a n s i t i o n s )  

De nombreuses séquences de pulses u t i l i s e n t  des cyc les  

de phase pour sé lec t i onner  l e s  cohérences voulues. Un exemple 

important en e s t  l a  spectroscopie m u l t i p l e  quantum, où l e  f a i t  



que l e s  cohérences A p  quanta a i e n t  une s e n s i b i l i t h  p f o i s  p l us  

grande aux e f f e t s  de pulse e t  d' inhomogénéité de champ que l e s  

10 permet d 'env isager  un moyen de séparat ion e n t r e  l e s  deux 

phénoménes. D é t a i l l o n s  une séquence d ' e x c i t a t i o n  des cohérences 

m u l t i p l e  quantum pa i res  : 

S o i t  U* un propagateur (séquence de pulses)  schématisé par : 

FIGURE Il-8 

où tous  l e s  pulses on t  l a  même phase A l ' i n t é r i e u r  d 'une 

expérience, mais oh l a  phase v a r i e  d'une expérience A l ' a u t r e .  

%* 2 -4Fz 2 
O r  - Pquivaut A - - - , donc en transformant 

l e s  termes de l ' é q u a t i o n  précédente : 

S i  d o  représente l ' é q u i l i b r e  thermique, l e  premier "pulse"  

( r o t a t i o n )  se lon z n ' a  aucun e f f e t ,  e t  on v o i t  que, dans 

l ' a n a l y s e  d 'expér iences i n c l u a n t  des cyc les  de phase, il e s t  

s u f f i s a n t  de c a l c u l e r  l ' é v o l u t i o n  sous U* - pour une seu le  

va leur  de 9 - e t  ensu i te  d 'app l i que r  des pulses z pour 

conna î t re  l ' é v o l u t i o n  pour d ' au t r es  va leurs  de 4.  



&@yqug : s i  une séquence de pu l ses  c o n s t i t u a n t  un propagateur 

U t r a n s f é r e  des cohérences A p quanta en cohérences A p '  

quanta, sa s e n s i b i l i t é  au changement de phase peut  ê t r e  

exprimée par  : 

-bF, " X  bF z 
(pQC) - - - (p'QC) 

équ i va len t  21 : 

ce q u i  donne un f a c t e u r  de phase de e - i < ~ '  - P ' * =  e-iAP* 

d'où : 
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CHAPITRE 132 I 
LIMITATIONS DES EXPERIENCES A UNE DIMENSION CLASSIQUES 





In-1) Présentation des composés étudiés dans c e  travail : 

Les performances de la RMN et des nouvelles approches 

décrites dans c e  travail seront illustrées par des applications 

A quelques oligo-saccharides naturels ou synthétiques dérivés 

de 1 ' héparine. 

Ce polymére naturel possPde plusieurs propriétés biologiques 

importantes et la compréhension des mécanismes régissant ses 

activités passe par la détermination des séquences corres- 

pondant A l'expression de l'une ou l'autre de chacune de 

celles-ci. 

Les deux fonctions principales de l'héparine sont le contrôle 

des processus d e  coagulation (par l'intermédiaire de la 

fixation de certains segments de c e  polymére sur l'anti- 

thrombine II) et la régulation de certains phénoménes de 

croissance. De nombreux travaux ont été consacrés A la mise en 

évidence des oligo-saccharides limites capables de remplir 

l'une ou l'autre de ces fonctions. 

La strucGre de base de l'héparine est un disaccharide dont la 

structure est représentée ci-dessous : 

FIGURE In-1 

Structure de 6as0 de G 'h&~arine. 



Elle correspond A un enchaînement : 

acide (1 -, 4)-O-(a-L-idopyranosyluronic 2-sulfate) -- 
(1 -4 4)-(2-déoxy-2-sulfamino-0~-D-g1ucopyranosyl &sulfate) 

mais en réalité d e  nombreuses irrégularités existent et peuvent 

être fondamentales pour l'expression d e  certaines activités 

biologiques. La mise en évidence d e s  oligoméres limites 

possédant une activité biologique donnée passe par l'isolement 

d e  fragments d'héparine aprés dépolymérisation partielle par 

voie chimique, la séparation d e  ces fragments, la recherche d e  

leurs éventuelles activités et enfin la détermination d e  la 

structure exacte des molécules isolées. 

Les composés utilisés dans c e  travail sont représentés sur la 

figure In-2 et ont é t é  fournis par l'Institut CHOAY. 

L e  tétrasaccharide Ti est un composé synthétique comportant 

quelques unités d e  base d e  l'héparine, et qui a été utilisé 

pour la mise au point d e  la plupart d e s  expériences originales 

décrites dans c e  travail. 

L e  pentasaccharide Pi a été mis en évidence comme étant la 

partie active d u  site d'interaction d e  l'héparine avec 

l'antithrombine Ill (1). Le pentasaccharide Pz n'en diffPre que 

par la méthylation d e  l'acide glucuronique, et est totalement 

inactif. L'hexasaccharide H I  a été décrit par certains auteurs 

( 2 )  comme actif, en désaccord avec les observations effectuées 

par l'Institut CHOAY ; u n e  étude R M N  intensive a été nécessaire 

pour confirmer la structure ( 3 ) .  

Dans la description des résultats successifs conduisant A la 

caractérisation compléte d e  ces oligosaccharides, nous 

considérerons toujours q u e  les structures sont déjA connues 

afin d e  simplifier la présentation des résultats. 



CH, oS4' 

NHSO; OH NHSO; O34' NHSO; 

0%' NHSO; 

cou - 

O 

O S G  NHSO,' OH NHCOCH, OH NHSO; 

FIGURE IQ-2 

Cowas6s ut i8is&s dans cette étude. 

Pour des raisons de cohbrence, 8a noaencCature des unités 

est identique cette des artic8es d&crivanf ces ~roduits. 



IP-2) Spectres proton : 

Considérons A t i t r e  d'exemple l e  spec t re  RMN protonique 

du pentasaccharide P i  q u i  a  é t é  présenté précédemment. Ce 

spec t re  e s t  montré su r  l a  f i g u r e  IP-3. 

CH20SG C G  CH20SOJ Chos0i 

~ o * O ~ ~ O ~ O C H J  
HO 

NHSOJ OH NHSO; O-- NHSO; 

4.5 
PPM 

FIGURE IP-3 

Spectre ' H  du pontasaccharide P I  da- DzO à 500 M H z .  

La premiére observa t ion  majeure q u i  peut ê t r e  f a i t e  e s t  que 

1 'ensemble du spec t re  e s t  l o c a l i s é  sur  un domaine s p e c t r a l  t r é s  

r e s t r e i n t  (moins de 3 ppm) e t  que seu le  l a  rég ion  s i t u é e  A 

champ f a i b l e  semble réso lue  (de 4.5 h 6 ppm). E l l e  c o n t i e n t  en 

e f f e t  essent ie l lement  des protons anoméres (p ro tons  1) q u i  sont  

débl indés par  l e  f a i t  que contra i rement  A tous l e s  au t res ,  i l s  
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sont portés par d e s  carbones d e  type acétalique. Cette 

particularité est extrêmement importante e t  sera utilisée comme 

point d e  départ pour l'immense majorité d e s  méthodes que n o u s  

mettrons en oeuvre par la suite. En dehors d e  cette portion 

claire du spectre, la région 3 - 4.5 ppm est trés confuse même 

s'il apparait qu'elle contient en fait une trés grande quantité 

d e  signaux individuellement bien résolus. Dans le c a s  d u  

composé présenté ici, tous les protons non labiles et non 

anomériques sont effectivement situés dans c e  domaine spectral. 

I l  faut d e  plus souligner q u e  c e  spectre a été enregistré A 500 

MHz et sur un pentasaccharide. L e s  spectres obtenus 21 d e s  

champs inférieurs ou avec des composés plus complexes peuvent 

donc rapidement devenir inextricables, a u  moins a u  premier 

abord. 

Nous devons garder A l'esprit le fait qu'une étude compléte 

d'un oligosaccharide "inconnu" doit permettre la détermination 

univoque d e  tous les déplacements chimiques, couplages 

scalaires et dipolaires qui sont nécessaires pour établir s a  

structure et s a  conformation en solution. 

Voyons dans un premier temps c e  q u e  les méthodes classiques d e  

la RMN peuvent apporter comme information : 

III-3) Techniques de découplage : 1 
L'une d e s  approches les plus simples pour mener a bien 

l'analyse d'un spectre protonique consiste A irradier 

successivement les signaux correspondant &I d e s  protons isolés I 
(sur le spectre) afin d e  mettre e n  évidence par la suppression I 

l 
des couplages scalaires la fréquence d e  résonance d e s  protons l 

voisins. Ceci est bien sûr faisable dans le c a s  présent puisque 

nous avons vu q u e  les protons anomériques sont isolés sur l e  

spectre. On peut donc envisager d'irradier successivement les 

protons 1 pour localiser les protons 2 e t  espérer pouvoir 

poursuivre même a u  dela c e  type d e  démarche. La figure In-4 

montre les résultats obtenus avec le pentasaccharide P i  qui e s t  t 
1 

tout A fait représentatif d e  la situation rencontrée 1 
quotidiennement avec c e  type d e  composés. i 





I l  est parfaitement clair que l'irradiation des protons f i y r  et 

A: par exemple permet d e  localiser parfaitement les protons A;' 

et A: et d e  mesurer les couplages 2-3. Toutefois, ceci 

représente la fin du voyage, car ces protons mis e n  évidence 

sont pratiquement superposés et une irradiation spécifique d e  

6 ou d e  A: est impossible techniquement. L' irradiation 

ponctuelle de ces signaux est inconcevable car i l s  sont trop 

proches, et, s i  deux solutions sont théoriquement envisageables 

A priori, elles s'écroulent d'elles-mêmes d é s  qu'il s'agit d e  

les mettre en oeuvre : 

- par le canal d e  découplage, l'envoi d'un pulse de trés faible 

puissance (de maniére A c e  qu'il n e  couvre q u e  quelques 

hertz) n e  permettra pas d'arriver A l'état d e  saturation pour 

le proton irradié, et donc n'empêchera pas les transferts 

d'aimantation entre celui-ci et les noyaux voisins. 

- par le canal principal, la durée d'un pulse qui n e  couvrirait 

que quelques hertz serait beaucoup trop longue et 

entrainerait des distorsions sur tout le spectre, rendant 

ininterprétables les transformations occasionnées par c e  

"découplage particulier". L'utilisation d e  pulses sélectifs 

sera développée ultérieurement. 

Toute tentative d e  perturbation sur le massif contenant c e s  

deux signaux (voir figure Ia-4c) se traduit donc par deux 

réponses distinctes mais il est bien sûr impossible d'attribuer 

c e s  réponses A 1 'un ou 1 'autre des protons ou A:. Dans c e s  

conditions, l'ambiguïté n e  pouvant être levée, l'analyse e s t  

totalement inefficace et si des différences importantes 

existent entre ces deux unités , elles n e  pourront pas ê t r e  

mises en évidence par suite d u  caractére partiel d e  la 

détermination d e  structure. Cette situation est extremement 

fréquente dans le domaine des oligo-saccharides, car, alors q u e  

les protons anomériques trés sensibles aux différences 

d'environnement sont souvent séparés, les protons 2 sont a u  

contraire trPs peu affectés par des variations parfois 

importantes d e  la nature des substituants des carbones 2. Ceci 

est bien sûr particuliPrement critique quand, comme dans le c a s  

des oligosaccharides dérivés d e  l'héparine, le nombre d e  types 

d'unités possibles est relativement limité. 



I l  est donc clair que les méthodes d e  routine n e  sont 

pas utilisables pour mettre en évidence la structure compléte 

d e  composés d e  c e  type. Toute analyse partielle pouvant 

conduire A des résultats grossiérement faux, il convient d e  

rester très prudent quant aux informations qui peuvent être 

déduites d e  ces méthodes. On pourrait penser qu'en raison du 

caractPre particulier d e s  protons anomériques isolés sur le 

spectre, u n e  inspection superficielle d e  c e  dernier permettrait 

d e  dénombrer au moins les unités constitutives. Ceci constitue 

bien sûr u n e  information précieuse, mais en 1 'absence d'autres 

méthodes, le spectre RMN seul n e  permet même pas d'extraire cet 

élément avec certitude pour les raisons suivantes : 

- La nature des unités osidiques impose que, dans la majorité 

des cas, le proton anomérique apparaisse sous forme d'un 

doublet puisqu'en principe il n'est couplé scalairement qu'a 

un seul proton. Toutefois, c'est aussi le c a s  des protons 5 

des acides uroniques (cf 1 s  et G s  par exemple); De plus la 

proximité du groupe carboxyle peut induire un déblindage 

suffisant pour faire apparaître les signaux correspondants 

dans la région "anomérique". 

- L a  nature de la liaison glycosidique exerce une considérable 

influence sur le déplacement des protons anomériques : 

ainsi, u n e  liaison d e  type béta (sur un sucre d e  la série Dl 

conduit A d es protons anomériques situés dans la région 

4.5-4.8 ppm qui peuvent être enfouis sous des signaux 

provenant d e  protons non anomériques. Ils peuvent toutefois 

être reconnus par la valeur importante d u  couplage 1-2 

comparé A c e  qui est observé pour la liaison d e  type alpha 

dans les mêmes séries. 

I l  peut être utile aussi d e  faire varier les conditions 

expérimentales telles q u e  pH, température, force ionique ... 
pour obtenir quelques renseignements supplémentaires sur 

l'identité des signaux observés. Par exemple, une méthode pour 

reconnaître le proton 5 d'une unité uronique (qui apparaît donc 

comme un doublet, et A fréquence pas forcément établie) est de 

faire varier le pH d e  la solution ; le proton 5, prés du groupe 

carboxylique, subit un effet d e  déplacement beaucoup plus grand 

que le proton 1 ( A  pH 7, le signal d e  1s se trouve prés d e  

l'eau ; pH < pK, il s e  déplace vers les champs faibles). 



La triste conclusion d e  c e  paragraphe concernant l'analyse 

sommaire d'un spectre protonique est que l'on n e  peut obtenir 

que des informations trPs précaires par cette méthode. Dans la 

mesure où peu d e  renseignements sont disponibles sur la 

structure du composé étudié, des méthodes plus élaborées sont 

indispensables. En particulier dans le domaine concernant 

l'établissement d e  relations structure-conformation-activité, 

il serait tr&s dangereux d e  se limiter A une Ptude aussi 

sommaire et équivoque pour établir d e  façon crédible d e s  

structures moléculaires dans le domaine des oligo-saccharides. 

I l  faut toutefois reconnaître q u e  l'analyse superficielle garde 

tout son sens pour la détermination d e  la pureté d'un composé 

d e  c e  type. D e  faibles quantités d e  contaminants peuvent être 

mises en évidence et dosées par RMN d u  proton en raison d e  la 

grande sensibilité intrinséque d e  cette technique, si 

l'observation est effectuée a champ trés PlevP. 

III-4) Apports d e  la RMN classique d u  I3c : 

Nous avons vu précédemment que la RMN classique d u  

proton n e  permettait même pas d e  déterminer avec u n e  absolue 

certitude le nombre d'unités constitutives d'un oligosaccharide 

inconnu. Ceci est dû au fait q u e  les protons anomériques sont 

trop sensibles A d es variations d'environnement très grandes 

qui peuvent fausser les estimations. Cette importante 

information doit toutefois pouvoir être obtenue par la RMN d u  

I3C (4). Les carbones d e  type acétalique (Ci) donnent des raies 

I3C dans une région caractPristique du spectre (vers 100 ppm) 

qui n e  correspond en général pas A d'autres types d'atomes d e  

carbone que l'on rencontre classiquement dans les oligo- 

saccharides. Ceci est montré sur la figure In-5 d a n s  laquelle 

les cinq carbones anomériques sont parfaitement visualisés, n e  

laissant pas d e  doute sur la taille d e  cet oligomére. 
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FIGURE IQ-5 

Spectre I 3 C  du pentasaccharide PI. 

L a  r6gion contenant Ces signaux des carborryCes e s t  excCue. 

Cependant, l a  s i t u a t i o n  n ' e s t  pas t ou j ou r s  auss i  c l a i r e  : un 

au t r e  exemple e s t  montré sur l a  f i g u r e  I3l-6 concernant l 'hexa-  

sacc har ide H 1. 

FIGURE IZZ-6 

Spectre 3~ do C 'hexasaccharide // 1 . 



Ce spectre semble indiquer la présence de sept unités, ce qui 

s'avérera faux ultérieurement. 

Nous verrons dans la suite de ce mémoire qu'une confirmation du 

nombre d'unités du composé plus probante que par ces spectres 

carbone est apportée par les expériences de corrélation 

hétéronucléaires. I l  est toutefois de toute premiére importance 

de noter que ces mesures ne sont possibles que si des quantités 

importantes de matériel sont disponibles (dans le domaine de 

20-50 mg pour des composés de cette taille). Cette condition 

n'est pas toujours remplie quand on s'adresse A des composés 

naturels, et la grande majorité des méthodes présentées 

ultérieurement sera ciblée sur les techniques de RMN protonique 

dont la sensibilité est trPs supérieure. Les approches 

utilisant le 13C ne seront que des confirmations éventuelles, 

et il est évident que la RMN du proton doit pouvoir fournir la 

totalité des données permettant la construction de la structure 

moléculaire et ne laisser strictement aucun doute. 

-1- -1- _'- -'- -'- 
I I I , ,  
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CHAPITRE P 

TRANSFERTS D'AIMANTATION l 





Q-1 Introduction : 

Dans le chapitre , nous avons vu que plusieurs 

paramétres intervenaient lors de la précession du moment 

magnétique d'un noyau de spin 1/2 : outre le déplacement 

chimique, qui induit des différences de vitesse de rotation 

entre les spins, les phénomènes de relaxation et de couplage 

agissent. Pour des liquides en RMN haute résolution, le premier 

phénoméne, dû aux interactions dipolaires entre les différents 

spins et aux interactions avec le milieu, est de l'ordre de la 

seconde, car il fait intervenir des échanges thermiques (les 

processus n'étant jamais réellement adiabatiques). I l  sera 

traité dans les chapitres Xït et suivants. 

Le second phénoméne, beaucoup plus rapide, car provenant de 

mouvements électroniques, est A la base de nombreuses 

expériences et sera développé dans ce chapitre, d'un côté par 

la méthode des vecteurs d'Heisenberg et de l'autre par les 

calculs d'opérateurs densité. Cet effet d'interaction scalaire 

est utilisé dans la plupart des expériences de RMN 

multipulsées, qu'elles soient A une ou deux dimensions, pour 

véhiculer une information d'un noyau a un autre, par 

l'intermédiaire des liaisons, et la connaissance de son 

principe est fondamentale pour la compréhension et la 

réalisation de toutes les sPquences modernes. 

Au sein même de ce chapitre, seules des expériences 

hétéronucléaires où une partie de l'aimantation d'un noyau X 

passe sur un noyau A d'une autre espèce seront étudiées, car 

leur cas est plus facilement analysable par les vecteurs 

d'Heisenberg (1). En effet, on ne décrira que les expgriences 

d'éditions de spectres comme applications des transferts de 

polarisation, c'est A dire que pour illustrer le principe de 

base qui est l'inversion sélective de population, on détaillera 

les séquences hétéronucléaires qui permettent de sélectionner 

les noyaux en fonction du nombre de noyaux de l'autre espéce 

qui leur sont liés. 



Q-2 Théorie : 

Nous allons d'abord étudier les transferts de 

polarisation sur un systéme particulier A 2 spins 1/2 : C-H, 

puis nous généraliserons A un systéme AX. 

Il-2-11 Cas du svstPme C-H : 

Les spectres classiques (sans découplage) seront les suivants : 

FIGURE Q-1 

Spectres 1 3 ~  et ' H  pr6visibdes pour une paire - 'H (sans 

autre coupdago ) en abondance nat uredde . 

La sensibilité d'un noyau étant directement fonction d e  son 

rapport gyromagnétique, les satellites du spectre proton seront 

théoriquement quatre fois plus facilement détectables que le 

doublet en I 3 c  , mais ils seront masqués par le grand pic ( d û  

aux protons liés A un '*c qui sont presque cent fois plus 

nombreux que les protons liés A un (abondance naturelle I3c 

= 1.1%)). C e  grand pic va saturer la mémoire de l'ordinateur et 

les satellites peuvent être pris pour du bruit de fond puisque 

leur stockage n'est fait que sur quelques bits uniquement. 

On retrouve le diagramme d'énergie de la figure II-8 avec les 

populations particuliéres du proton et du carbone 13 : 



FIGURE Q-2 

Dia~ramme d '9nergie Pour un syst&me CH. 

On d é f i n i t  pour chaque noyau l a  f r a c t i o n  de  s p i n s  en excPs : 

N a - N p  TB,% 
P = - - -  d ' a p r é s  l e  c h a p i t r e  ïï. 

N 2 k T  

C e c i  permet de  v é r i f i e r  que p 
( l H > =  4p ( I 3 c >  (pu isque  rH = 4 r c )  

e t  l e  diagramme d ' é n e r g i e  peu t  ê t r e  é c r i t  comme s u i t  : 

FIGURE Q-3 

NormaCisat ion : fa somme des popufat ions est 69ate à 4. 



Rappelons que l a  v i t e s s e  de précess ion des s p i n s  X e s t  auss i  

d i rec tement  p r o p o r t i o n n e l l e  A r x ,  e t  on peu t  é c r i r e  : 

7 x v x  I n t e n s i t é ,  - = k- = k '  

TA v 
A I n tens i t é ,  

On v é r i f i e  s u r  l e  diagramme que l ' i n t e n s i t é  des t r a n s i t i o n s  I 3 c  
e s t  égale A un q u a r t  de c e l l e  des t r a n s i t i o n s  p ro ton .  

S i ,  dans l e  s p e c t r e  p ro ton ,  on i r r a d i e  un des deux s a t e l l i t e s  

par  un pu l se  de 180" : 

FIGURE Q-4 

/rradiation s4Cective d'un sateCCite 'H - I 3 c .  

Cela r e v i e n t  a i n v e r s e r  l e s  p o p u l a t i o n s  au n i veau  des p ro tons  

l i é s  a un é t a t  de s p i n  p a r t i c u l i e r  du ' "c ,  ce q u i  donne s u r  l e  

diagramme d ' é n e r g i e  : 

FIGURE 22-5 

Diagramme d 'hnergie apres inversion des niveau= 2 et 4 



soit, pour le spectre I 3 c  : 

FIGURE P-6 

Spectre carbone rSsuCtant. Les intensitds des raies sont 

cadcudBss h partir des diYYSrences de poputations I - 2 et 
3 - 4. 

Le total en valeur absolue des intensités est de l b p ,  alors 

qu'au départ on avait 4p, donc on a obtenu un gain en 

sensibilité. La seule différence est que la phase est 

détruite ; une partie de la magnétisation du noyau proton a été 

transférée sur le carbone. 

52-2-21 Cas ~énéral : 

A  1 Systéme A X  : 

L'inversion sélective de population (SPI) sur un tel systéme 

pour le noyau X ,  donnera lieu au diagramme d'énergie suivant : 



SPI u 

FIGURE P-7 

effet de t'inversion s4dective de popudation sur te diagramme 

d'Qnergie d'un syst&no A X -  

~ C P ,  - P x >  7 x 
gain = = 1 - -  

2pA ='A 

gain = = 1 + -  
2pA TA 

- d'une maniére générale, quand deux noyaux A et X sont 

couplés, toute variation des populations de spins sur le 

noyau X va affecter le noyau A, et réciproquement. Du point 

de vue physique, cela revient h considérer que le champ 

magnétique local dû au noyau voisin est changé. 

- il n'y a pas de variation de déplacement chimique dans ce 

cas, car la densité électronique est inchangée quel que soit 

l'état de spin du noyau voisin. 

- si on irradie les deux satellites X : 



FIGURE Q-8 

Cela ne change r i e n  pour l e s  t r a n s l t i o n s  A .  En f a i t ,  

l ' i n v e r s i o n  s é l e c t i v e  de popu la t ion  sur  X r e v i e n t  d changer l e s  

populat ions de départ  ou d ' a r r i v é e  des t r a n s i t i o n s  A ,  e t  donc 

l ' i n t e n s i t é  des ra ies .  S i  on inverse  tou tes  l e s  populat ions X,  

on change A l a  f o i s  l e s  populat ions de dépar t  e t  d ' a r r i v é e  de 

l a  même quan t i t é ,  ce q u i  n ' a  aucun e f f e t  sur  4 ; a i n s i  pour 

pa rven i r  A un t r a n s f e r t  de magn8t isat ion de X sur  A ,  il f a u t  

a r r i v e r ,  dans l e  modele v e c t o r i e l  d'Heisenberg, d l a  

s i t u a t i o n  : 

FIGURE 12-9 

fnversion séCective des =pins X ,  

Aai Ag : PoPuCations (Btats ac et (6) du spin A. 

Xa (x,) : .xcas de PoPuCaf ion X Ci40 d A= (A@). 
















































































































































































































































































































































































































































































