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Introduction

INTRODUCTION

Il'y a un siecle, en 1906, le botaniste Mickail Tswett (1872 - 1919) réalisa la premiére
séparation physique des différents constituants d’un mélange. La filtration sur une colonne de
carbonate de calcium d’une solution & base de feuilles d’épinards lui permit de mettre en
évidence une séparation des différents pigments. La chromatographie, du grec khréma
signifiant pigment et graphein pour I’écriture, venait de voir le jour. Cette technique s’est
développée en un siecle comme trés peu de technologie, au point d’étre aujourd’hui la
techniques séparative la plus utilisée dans les laboratoires. Le principe de séparation repose
sur une différence de distribution des analytes entre deux phases non miscibles. L’une d’elle
fixe est appelée phase stationnaire et I’autre, en mouvement constitue la phase mobile. Les
especes a séparer sont entrainées par la phase mobile, et peuvent étre retenues par la phase
stationnaire suivant leur affinité. Les solutés présentent donc des vitesses de déplacements
différentes ; il s’agit du phénomeéne de rétention.

Le mode de chromatographie liquide le plus utilisé est la chromatographie de partage a
polarité de phase inversée, associant une phase stationnaire hydrophobe et une phase mobile
liquide hydrophile. Il existe un nombre considérable de supports chromatographiques et il est
difficile, a priori, d’évaluer la phase la plus adaptée aux objectifs de I’analyste. Dans ce
contexte, un des moyens pour prédire les propriétés de rétention du support
chromatographique consiste a effectuer des tests dans des conditions précises pour estimer
une ou des propriétés caractéristiques de la phase stationnaire (hydrophobie, activité des
silanols résiduels...). Cependant, les mécanismes de rétention et les différentes interactions
mis en jeu font toujours I’objet de polémiques malgré les nombreux travaux publiés dans la
littérature scientifique. La rétention est due soit a un mécanisme de partage entre les deux
phases stationnaire et liquide, soit a de I’adsorption des analytes sur le support, ou encore a

une combinaison de ces deux mécanismes.

A I’issue de la seconde guerre mondiale, la résonance magnétique nucléaire (RMN) est
apparue. La caractérisation structurale d’échantillons liquides puis solides s’est développée,
au point que cette technique spectroscopique est devenue un outil de choix pour les chimistes
organiciens. Depuis une décennie environ, il est possible d’étudier des échantillons

hétérogenes grace a la combinaison de techniques utilisees en RMN du solide et du liquide.
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Introduction

La rotation a I’angle magique (magic angle spinning, MAS), utilisée a I’état solide, permet de
moyenner a zéro les interactions anisotropes présentes dans ce type d’échantillon tandis que
les séquences d’impulsions sont issues de la RMN du liquide. L’utilisation d’une sonde haute
résolution avec rotation a I’angle magique (high resolution magic angle spinning, HRMAS)
permet d’obtenir des spectres RMN présentant une résolution proche de celle obtenue en
RMN du liquide.

En RMN, le déplacement des molécules peut étre codé dans la séquence d’impulsion, a partir
de gradients de champ magnétique, puis extrait des données expérimentales pour mesurer le
coefficient d’autodiffusion. Cette technique a connu un nouvel essor lorsque Johnson a eu
I’idée de représenter les résultats sous la forme d’une carte a deux dimensions pour laquelle
une des dimensions représente le coefficient d’autodiffusion, propriété caractéristique de la
molécule et I’autre dimension les déplacements chimiques des solutés, permettant ainsi
I’obtention du spectre de chaque composé d’un mélange. La faible résolution dans la mesure
de la diffusion constitue le principal désavantage de cette technique. Une méthodologie
permettant notamment d’augmenter la résolution spectrale a été découverte et développée au
laboratoire. L’ajout d’une phase stationnaire chromatographique est utilisé pour ralentir
sélectivement les molécules d’un mélange et augmenter ainsi la différence entre les
coefficients de diffusion. Dans ce cas précis, il convient de parler plus particulierement de
coefficients de diffusion apparents (apparent diffusion coefficient, ADC). De méme, il
convient d’insister sur le fait que la technique développée au cours de ce travail de recherche
permet de réaliser des séparations spectrales : séparations observables uniquement sur I’écran
de IPordinateur et non pas au sein de [I’échantillon; a contrario des techniques
chromatographiques qui impliquent des séparations physiques et donc, le cas échéant, la
possibilité d’isoler les molécules constitutives d’un mélange. Tout au long de ce manuscrit, le
terme de « séparation » sera utilisé sans distinction dans les deux cas; le qualificatif de
« spectrale » ou « physique » étant finalement implicite selon la technique mise en ceuvre.
Plutdt que de développer des applications de cette techniqgue RMN, a savoir multiplier les
exemples de séparations de composés en mélanges, nous avons entrepris d’appréhender les
interactions qui se déroulent a I’intérieur du rotor. Cette approche a deux objectifs. Le premier
est la compréhension des interactions mises en jeu dans le rotor pour prédire les propriétés
séparatives d’une phase chromatographique. Le second porte sur la compréhension d’une
partie des phénomenes intervenant au cours du processus chromatographique et plus

particuliérement au niveau ou a proximité de la phase stationnaire.
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Dans une premiére partie consacrée a I’étude de I’art, la RMN & gradient de champ
magnétique sera abordée comme un outil dans la détermination des coefficients
d’autodiffusion. Puis nous montrerons comment la MAS permet d’obtenir des spectres de
composés en mélange présentant une bonne résolution spectrale et nous présenterons les
avancés technologiques développées pour ces applications. Ensuite, les travaux réalisés en
RMN pour caractériser les interactions a la surface d’une phase stationnaire
chromatographique seront détaillés. Comme les résultats obtenus en RMN
Chromatographique seront comparés a ceux obtenus en chromatographie liquide haute
performance (CLHP), nous nous intéresserons aux travaux réalisés principalement par
Guiochon et Miyabe sur I’utilisation des moments en chromatographie, pour estimer les
différentes diffusions mises en évidence au niveau des supports chromatographiques greffes.

Les résultats expérimentaux sont présentés dans la deuxiéme partie de ce manuscrit. Tout
d’abord, I’influence des conditions opératoires sur la mesure de I’ADC sera traitée, les
données seront ensuite présentées en fonction du parametre modifié. Ainsi, nous étudierons
dans un premier temps I’influence de la composition de la phase liquide sur la diffusion des
solutés puis le réle du support stationnaire sur le processus séparatif. Tous les résultats ainsi

obtenus seront comparés a ceux issus d’expériences menées en CLHP.
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Etude bibliographique : Introduction

1. Introduction

La CLHP a polarité de phase inversée (reversed-phase liquid chromatography, RPLC)
consiste en I’utilisation d’une phase stationnaire hydrophobe, classiqguement de la silice
greffée avec une chaine carbonée fonctionnalisée ou non, et d’une phase mobile hydrophile.
Cette méthode représente environ 80 % des analyses effectuées classiquement en laboratoire.
Malgré ce, le mécanisme de séparation fait toujours I’objet de polémiques au sein de la
communauté des chromatographistes, avec la question récurrente de savoir si la rétention est
gouvernée par du partage ou par de I’adsorption. Les études actuelles montrent que ni I’un ni
I’autre des mécanismes n’est exclusif en RPLC, la rétention résulterait plutét d’une
combinaison des deux. Le phénomeéne est d’autant plus complexe a expliquer que les supports
utilisés présentent de nombreux paramétres intervenant également dans le processus
chromatographique, comme la géométrie des particules et du pore... A I’heure actuelle, de
nombreuses publications [1-6] tentent d’expliquer la rétention et les phénoménes mis en jeu.
Pour un apercu rapide de la complexité du probleme ainsi que des nombreux travaux, il
convient de se référer a ces trois revues de littérature [7-9].

Cette étude bibliographique est consacrée a la présentation de la technique utilisée au cours
des travaux de cette thése. Nous ne developperons pas les différentes techniques
chromatographiques utilisées pour mettre en évidence les différents processus intervenant
dans la rétention, mais nous nous intéresserons a la méthode des moments pour comprendre la
rétention et a I’utilisation de la RMN, pour caractériser et appréhender les phénomeénes se
déroulant a I’interface de la phase stationnaire et de la phase mobile. La mesure des
coefficients de diffusion par RMN aura été détaillée au préalable, avant d’aborder I’étude
d’échantillons hétérogénes dans un champ magnétique en utilisant une sonde dédiée. Enfin,
nous mettrons en exergue les différentes méthodes et applications de la combinaison de la

RMN et d’une phase stationnaire chromatographique.

2. La mesure de coefficients de diffusion par RMN

Le but des paragraphes qui suivent n’est pas de réaliser une étude exhaustive des différentes
méthodes de mesure de la diffusion par RMN, ni de produire un inventaire exhaustif de toutes
les séquences d’impulsions existantes permettant d’estimer le coefficient d’autodiffusion.
Nous avons voulu principalement décrire les bases de la théorie car, les coefficients de

diffusion mesurés ne sont pas des coefficients d’autodiffusion, mais peuvent étre défini par le
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terme plus approprié de coefficients de diffusion apparents (connu également sous le terme
anglo-saxon apparent diffusion coefficient, ADC).

Depuis les premieres expériences de diffusion qui remontent a une trentaine d’années, la
littérature sur ce sujet est abondante. Les notions abordées dans les paragraphes qui suivent
peuvent étre complétées par les données de quelques ouvrages ou revues de littérature [10-
13].

2.1. L’autodiffusion

L’autodiffusion est définie, pour un liquide, comme le mouvement de translation aléatoire de
molécules ou d’ions provenant de I’énergie thermique moléculaire dans des conditions
d’équilibre thermodynamique. Ce déplacement ne doit pas étre confondu avec la diffusion
mutuelle et le phénomeéne de convection dus respectivement a des gradients de concentration
et thermique.

Le concept d’autodiffusion a été appréhendé par Brown en 1928, avec la description d’un
mouvement aléatoire des molécules, permettant leurs déplacements au cours du temps. Il

s’agit de la forme de transport de matiere fondamentale. Einstein a montré que pour des

molécules non liées en solution, dans un milieu isotrope, le déplacement moyen s d’une
molécule diffusant pendant un temps t est exprimé par :

s=+/6Dt (1)
ou D est le coefficient d’autodiffusion de la molécule. Le facteur 6 provient de I’existence de
3 degrés de liberté associés a la diffusion dans les trois dimensions. La diffusion pour des
particules non chargées et dans des conditions de dilution infinie est donnée par I’équation de
Stokes-Einstein :

KT
¢ (2)

ou f est le facteur de friction, T la température absolue et k, la constante de Boltzmann.

D=

Pour les particules sphériques, la loi de Stokes permet de relier f au rayon hydrodynamique
R, et a la viscosité dynamique 7 :

f =67nR, (3)
Ainsi, il est directement possible de relier la diffusion D au rayon hydrodynamique R, et a la

viscosité 7 des particules sphériques en combinant les équations 2 et 3 :

KgT

= 4
67nR, )

18



Etude bibliographique : La mesure de coefficients de diffusion par RMN

Cette derniére relation n’est valable que pour des particules sphériques a dilution infinie. Dans

le cas de particules non sphériques, I’expression du coefficient f doit étre modifiée et

adaptée a la forme de la molécule.

Plusieurs techniques ont été mises au point pour mesurer le coefficient d’autodiffusion. Ainsi,
les traceurs radioactifs ont été trés largement employés au début, avant de devenir
complétement obsoléete aujourd’hui. Le coefficient d’autodiffusion est déterminé a partir de
I’activité d’un isotope radioactif de la molécule étudiée. Cette méthode est particuliérement
sensible, mais présente des inconvénients: comme la nécessité d’avoir des déplacements
macroscopiques (de I’ordre du millimétre), des diffusions rapides, de synthétiser les
radiomarqueurs, de contaminer I’échantillon étudié... La spectroscopie de neutrons polarisés,
quant a elle, permet d’obtenir des corrélations a I’échelle du nanométre et de déterminer
directement la fonction de corrélation de Van Hove [14, 15]. Il s’agit d’un moyen tres
performant pour déterminer les déplacements a I’échelle microscopique de molécules ayant
des vitesses relativement élevées. Le déplacement de molécules peut étre déterminé
également par RMN, a partir d’une technique indirecte reposant sur la mesure des temps de
relaxation, dans une gamme d’échelle s’étendant de la nano a la micro seconde. La relaxation
des noyaux de spin est directement reliée aux mouvements rotationnel et linéaire de la
molécule. La relaxation majoritaire dans un liquide est le mécanisme de relaxation dipdle-
dipdle, au cours duquel ces deux types de mouvements, ainsi que la direction du vecteur
internucléaire peuvent avoir une influence sur la valeur du temps de relaxation. Cette
relaxation correspond au temps de relaxation longitudinal, ou temps de relaxation spin-réseau
Ti1. De plus, les interactions dipdle-dipdle intramoléculaires dépendent uniquement des
mouvements rotationnels, alors que les interactions intermoléculaires sont principalement
dues & des mouvements de translation. Des modeles mathématiques ont été développés pour
prendre en compte la diffusion par rotation et la diffusion par translation, pendant la durée de
la relaxation. Les mesures de temps de relaxation sont traitées pour déterminer le temps de

corrélation rotationnel d’une moléculez,. L’utilisation de I’équation de Debye permet de
relier 7, a la viscosité dynamique et au rayon hydrodynamique :

=2 ©
3k, T

Cette derniére équation permet de déterminer le coefficient d’autodiffusion a I’aide des
équations (2) et (3). Il faut souligner les inconvénients nombreux de cette technique comme la

nécessité d’un mécanisme de relaxation de I’espéce connu ou d’une différenciation des
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contributions intra- et intermoléculaires. Pour pouvoir caractériser la dynamique par une
relation temporelle simple, la molécule doit étre sphérique. De plus, cette expression du temps
de corrélation dans I’équation (5) est restreinte aux milieux homogenes. Les limitations de
cette technique dans la détermination du coefficient d’autodiffusion, ainsi que son domaine
d’application restreint n’ont pas permis son développement. A contrario, les techniques a

gradients de champ ont connu un formidable essor ces dernieres décennies.

2.2. Les gradients de champ magnétique

Contrairement a la mesure de Ty, la technique des gradients de champ magnétique a été
considérablement utilisée pour étudier I’autodiffusion par RMN, technique plus connue sous
son terme anglo-saxon pulsed gradient spin echo (PGSE). Les premieres mesures en PGSE
ont éte effectuées par Stejskal et Tanner [16, 17], au milieu des années soixante. Par la suite,
la mise au point de la RMN a Transformée de Fourier (TF) a permis de développer la RMN
PGSE qui, initialement, était une technique non résolue dans le domaine des fréquences. Le
concept de la RMN PGSE a TF a été mis en évidence par Vold et ses co-auteurs [18], tandis
que la premiére application a été décrite par James et McDonald [19]. Les enjeux analytiques
de cette technique ont été montrés par Stilbs et Moseley [20-23] & la fin des années soixante-
dix.

Il est intéressant de comparer les différentes techniques de mesures du coefficient
d’autodiffusion. Comme I’a noté Callaghan [10], I’échelle de mesure utilisée en RMN permet
d’étudier une large gamme de déplacements compris entre 0,1 et 100 um et de déterminer des
coefficients de diffusion inférieurs a ceux obtenus a partir des traceurs radioactifs ou de la
polarisation de neutrons (Tableau 1). Les performances de ces trois techniques sont présentées

dans le Tableau 1.

. Ordre de grandeur des mesures
Techniques

Temps de diffusion Déplacement moléculaire  Coefficients de diffusion
Traceurs radioactifs Du jour a la semaine Supérieur a 1000 um Supérieur 4 10° m2s™
Spectroscopie de . . g L
. Environ 10 ns Inférieur 2 0,01 um Supérieur an10™ m2.s°
neutrons polarisés
RMN PGSE De 1 41000 ms 0,1 4100 pm Entre 10™ et 10® m2.s™

Tableau 1 : Comparaison des performances de la RMN, de la spectroscopie de neutrons polarisés et des
traceurs radioactifs pour la mesure du coefficient d’autodiffusion.

2.2.1. Principes
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La diffusion est déterminée en RMN PGSE a partir de la mesure du déplacement des

molécules a deux temps distincts : t=t, et t =t; + A, t, et A étant respectivement la position

de la molécule au temps initial et le temps de diffusion. L’expérience permet, a partir de
I’atténuation de I’écho obtenue en laissant diffuser pendant A millisecondes, d’estimer la
longueur du déplacement de la molécule selon un axe, et de déterminer ainsi le coefficient
d’autodiffusion. Toutefois, aucune information concernant le déplacement effectué pendant le
temps de diffusion dans les trois dimensions ne peut étre ainsi obtenue.

Plusieurs approches théoriques existent pour expliquer le phénomene et la mesure du
coefficient de diffusion. La premiere concerne la fonction d’auto-corrélation [24] qui est une
approche reposant sur les probabilités, la deuxieme est fondée sur les équations de Bloch [25],
décrivant I’aimantation de paires des spins, tandis qu’une troisieme utilise une approche
macroscopique [11, 26]. Nous présenterons ci-dessous cette derniére approche, tandis que
I’approche probabiliste appliquée a I’étude d’un matériau en présence d’un débit sera abordée
dans le chapitre 4.3.2.1.

En théorie, les gradients pourraient étre appliqués selon n’importe quelle direction de
I’espace ; mais, classiquement, les inhomogénéités de champ magnétique représentée par le
gradient g sont crées le long de I'axe z, axe du champ magnetique statiqueB,. Les

expressions sont écrites pour un spectrometre configuré ainsi. Dans le repére

cartésien (e,, e, ,€,), nous avons :

B, = By, (6)
52650€+850g+650€=5305 )
OX oy 0z 0z

Le champ magnétique effectif E; ressenti par un spin situé a un endroit r peut étre exprimé

par la relation suivante :

Beff (= Bo +g.r (8)
Dans le cas ou un seul gradient constant est appliqué le long de I’axe z :

g=ge,
ainsi, le champ magnétique effectif subi par un spin nucléaire en fonction de ses coordonnées
sur I’axe z est exprimé par :

B (2) =B, +9.2=(B, + g.2)e, ©)
La fréquence de Larmor @ ressentie par un spin nucléaire en fonction de la valeur de z peut

étre estimeée a partir de :
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o(z) =—ny(B,+9.2) (10)
ou y représente le rapport gyromagnétique et n I’ordre de cohérence quantique considéré.

Cette équation n’est applicable que durant la période pendant laquelle le gradient est appliqué
et il apparait que lorsqu’un gradient homogéne d’amplitude connue est appliqué, il existe

alors une dépendance spatiale de la fréquence de Larmor du spin nucléaire. Le déphasage ¢

subi par un spin durant une impulsion de gradient de durée & peut étre estimé a partir de

I’équation suivante :

$(5) =Bt +7 [ g(t)z(t)dt (12)

Le premier terme de la somme exprime le déphasage du a la précession de Larmor, alors que
le second représente I’impulsion du gradient de champ magnétique.

Un schéma de I’aimantation aprés une impulsion de gradient a été proposé par Johnson [12].
L’echantillon est découpé en fine couche perpendiculaire a z de telle sorte que I’aimantation
est représentée par un ruban. Les épaisseurs des couches sont suffisamment fines pour avoir
un champ parfaitement homogene et suffisamment épaisses pour couvrir une quantité
significative de spins nucléaires. Chaque couche est ensuite associée a un vecteur
d’aimantation représentant ainsi ses coordonnées z. L’expérience commence par une

impulsion non sélective a 90° basculant tous les vecteurs dans le plan xy. L’application d’un

gradient va induire la rotation du ruban sous forme d’une hélice dont la hauteur A peut étre
estimee a partir de la relation (12) :

_27[_2_7[

=——= (12)
ygé q
ol g représente I’aire de I’impulsion de gradient exprimée en m™:
q=y9o (13)

Cette représentation de I’aimantation longitudinale peut étre utilisée pour toutes les séquences
(Figure 1).

2.2.2. Les différentes séquences d’impulsions
La technique PGSE est sensible aux mouvements moléculaires, qu’ils soient aléatoires
(mouvement Brownien), ou cohérents (flux d a des convections thermique ou de gradient de
concentrations). Il est donc important, lors de I’analyse des données, de considérer que
I’enregistrement peut contenir des informations sur les différents types de diffusion. Pour

supprimer la convection, il est possible d’utiliser soit des gradients selon les axes X ou vy,

soit des séquences d’impulsions spécifiques [12].
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Dans la séquence d’impulsions, il est nécessaire de :
e Refocaliser I’aimantation. Ce qui est réalisé grace a I’écho de spin ou a I’écho stimulé.
e Connaitre la position spatiale des spins. Ce qui est effectué a partir d’au moins deux
impulsions de gradients, la premiere servant & encoder et la seconde a décoder le
déplacement des noyaux.
Les principaux avantages de cette technique résident dans le fait que I’aire des impulsions de
gradients peut étre contr6lée indépendamment du temps d’écho et que le signal est enregistré
alors que les gradients ne fonctionnent pas (évitant ainsi une inhomogénéité du champ
magnétique). A contrario, les impulsions entrainent des inconvénients comme la mise en
marche et I’extinction rapide des gradients, la production de forces mecaniques, le chauffage
par effet Joule, ou la production de courants de Foucault. Pelta [27] a présenté des travaux sur
différentes séquences d’impulsions pour mesurer la diffusion et a commenté les avantages et
inconvénients de chacune des techniques grace a I’étude d’une molécule présentant un

systéeme complexe de couplage.

2.2.2.1. L’écho de spin
La séquence de I’écho de spin (spin echo, SE) est schématisée en Figure 1. L’amplitude du
signal RMN mesuré lors de I’écho peut étre exprimee, dans le cas d’un mélange isotrope, par

I’équation :

S(2r)=M, exp[—?j exp {—DqZ(A —gﬂ (14)

2
ou M, represente I’amplitude de I’aimantation en absence de gradients et q est relatif a I’aire

de I’impulsion utilisée.
Le terme % est un terme correctif applicable pour les formes de gradient rectangulaires.

L utilisation d’autres formes donne lieu a I’application de facteurs correctifs spécifiques [28].
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Figure 1 : Séquence d'impulsions de I'écho de spin et représentation de I'aimantation sous la forme de
ruban comme décrite par Johnson [12].

La RMN PGSE permet également d’étudier la diffusion de solutés au sein des milieux dans
lesquels la diffusion n’est pas libre dans les trois dimensions, soit des milieux restreints. Le
terme de diffusion anisotropique est alors employé pour mettre en exergue des déplacements
non proportionnels dans les différentes directions de I’espace, dépendant habituellement de la

structure et de I’organisation du matériau étudié. L’expression du signal dans les expériences

PGSE selon I’axe des gradients ne dépendra plus de g°’D mais de gf)g ol D est un tenseur

cartésien. Ainsi, en fonction de I’axe dans lesquels les gradients de champ magnétique sont
appliqués, il est possible d’étudier les éléments non diagonaux de ce tenseur d’autodiffusion.
Par exemple, dans le cas d’une symétrie cylindrique, le signal peut alors s’exprimer par une

somme (équation (15)) :

S =exp(-7*6°g*AD,,, )Jl'exp [—yzﬁzng(DW ~D,, )% }dx (15)
0

ou D et D, represente les diffusions respectivement perpendiculaire et parallele a I’axe

r r

de direction moléculaire. Pour des systemes avec une symétrie de dimension 2 (une bicouche

par exemple), il est possible d’exprimer I’atténuation de I’écho gréace a I’équation (15) avec
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une diffusion perpendiculaire a I’axe du mouvement moléculaire qui est largement supérieure

a celle qui est paralléle :

1
S =exp(-7*6°g*AD,, )J'exp[—;/252g2A(Dper ) xz}dx (16)
0
Avec un systeme de dimension 1, comme pour une diffusion canalisée dans des tuyaux, alors

la diffusion dans le sens du mouvement est majoritaire et le signal s’exprime alors par

I’équation suivante :
1
S= Iexp[—yzézngmex2 ]dx (17)
0

Ainsi, en fonction de I’allure de la droite d’atténuation de I’écho, il est possible de déterminer

le type de diffusion dans des milieux anisotropes.

2.2.2.2.  L’écho stimulé (STE)
L’echo stimulé (stimulated echo, STE) représenté sur la Figure 2 a été introduit par Tanner
[29] pour étudier les systemes dans lesquels la relaxation spin-réseau est largement supérieure
a la relaxation transversale (T,>T,). Dans de tels systtmes, Hahn [30] a montré que
I’utilisation de I’écho de spin n’était pas appropriée et que trois impulsions a 90° étaient
optimales. Cette situation se retrouve classiquement dans des milieux visqueux, lorsqu’il
existe un couplage quadripolaire, ou lors de I’étude d’échantillons présentant un rapport
surface par volume élevé. Tanner [29] avait précisé que cette séquence n’était pas forcément

supérieure a I’écho de spin, mais plutét complémentaire.

Gz
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Figure 2 : Séquence de I'écho stimulé d’apres Tanner [29].
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Dans cette séquence, I’atténuation du signal RMN peut s’écrire :

o )] 3] o s3]

L amplitude du signal enregistré est divisée par un facteur deux. En effet, lors de la deuxieme

impulsion & 90°, seule la composante y de I’aimantation est basculée sur I’axe z. L’autre

partie du signal est detruite par des gradients appropriés, ou un cyclage de phase adéquat. Une
perte de sensibilité est donc attendue dans cette séquence. En réalité, si la condition 27 <<T
est vérifiée, alors I’aimantation est principalement longitudinale durant la séquence

d’impulsions et la relaxation est majoritairement de la relaxation spin-réseau T, ; ce qui

compense largement la perte de 50 % du signal enregistré [12]. Cette séquence présente un
inconvénient majeur. Le fait d’enregistrer le signal rapidement apreés la derniére impulsion de
gradient entraine une distorsion du début de la FID, a cause de I’inhomogénéité du champ
magnétique et par conséquent, des déformations spectrales dans le domaine des frégquences.
Comme I’amplitude de I’écho en absence de gradient dépend des déplacements chimiques, il

s’avere nécessaire d’éliminer cette valeur lors du traitement des données [31].

2.2.2.3.  Gradients bipolaires et suppression des courants de Foucault

A I’heure actuelle, cette séquence est certainement la plus utilisée dans le cadre de I’étude du
déplacement des molécules. La séquence initiale a été proposée par Wu [32] et appelée
bipolar pulse longitudinal eddy current delay (BPP-LED). Son principe repose sur les échos
stimulés auxquels sont ajoutés des gradients bipolaires et un délai d’élimination des courants
de Foucault dans le but d’éliminer les artéfacts provenant des impulsions de gradients.

Le meilleur moyen d’éviter la formation des courants de Foucault est d’éviter de les produire.
Pour cela, des moyens technologiques peuvent étre mis en ceuvre, comme le blindage actif qui
consiste a enrouler des bobines de gradients autour des bobines créant I’inhomogénéité du
champ magnétique, mais en sens contraire de maniére a engendrer un champ magnétique dans
la direction opposée au premier. La forme du gradient a également une forte influence sur la
production de courants parasites. En effet, I’allumage et I’extinction rapide des bobines créent
des courants relativement importants. Pour amoindrir leur intensité, I’utilisation de gradient
avec une forme sinusoidale est optimale, mais présente toutefois I’inconvénient de diminuer
I’aire et donc la force des gradients.

En complément, des astuces peuvent également étre apportées a la séquence d’impulsion.

Deux impulsions de duree g séparée par une impulsion radiofréquence (RF) de 180°,
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peuvent remplacer une impulsion de gradient de longueur ¢ . L’impulsion RF permet de
retourner I’ordre de cohérence des spins et de leur faire ainsi ressentir la somme des deux
impulsions de gradients, tout en compensant les courants de Foucault créés par chacune des
impulsions [33]. Un délai peut également étre ajouté pour supprimer les courants parasites a la
fin de la séquence, en ajoutant deux impulsions a 90°. La premiere impulsion sert & conserver
I’aimantation selon I’axe z, pendant que les courants de Foucault se dissipent ; la seconde

permet de repositionner I’aimantation dans I’axe xy, pour pouvoir détecter le signal. Gibbs et

Johnson [34] ont été les premiers a expérimenter cette technique.

Wu [32] a combiné I’utilisation de gradients bipolaires (bipolar pulse, BPP) et I’ajout d’un
délai a la fin de la séquence (longitudinal eddy current delai, LED) dans une séquence. Dans
la sequence utilisée (Figure 3), deux impulsions de gradients supplémentaires (homospoil
gradients) sont ajoutées lorsque I’aimantation du signal se trouve suivant I’axe z, pour

éliminer toute aimantation transversale résiduelle, due a des imperfections des impulsions.

Bipolar pulse
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Figure 3 : Séquence combinant des impulsions de gradients sinusoidaux bipolaires avec un délai avant
I’enregistrement du signal et deux impulsions de gradient pour favoriser la suppression des courants de
Foucault. Séquence BPP-LED [32].

2.2.3. Traitement des données
La maniere usuelle de traiter les données d’expériences PGSE est d’employer la méthode
connue sous le terme de diffusion-ordered spectroscopy (DOSY), mise au point par Johnson

[12]. Cette méthode a connu un tel engouement, qu’aujourd’hui il n’est pas rare d’employer
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abusivement le terme DOSY (qui n’est qu’un traitement des données) a la place de PGSE (qui
est I’expérience en elle-méme) pour désigner la mesure de la diffusion.

Dans les études en RMN 2D de routine, un hamiltonien de spin est représenté dans chacune
des dimensions permettant ainsi de mettre en évidence les corrélations entre les noyaux. Pour
analyser des mélanges, une représentation a deux dimensions avec dans I’une d’elle une
grandeur caractéristique d’une molécule permettrait d’obtenir alors le spectre RMN 1D, pour
chaque espece contenue dans le mélange. La combinaison d’une séquence d’impulsion
permettant de mesurer la diffusion suivie du traitement des données DOSY conduit a
I’obtention de cette carte 2D avec, dans une dimension, les déplacements chimiques et dans la

seconde, les coefficients de diffusion.

2.2.3.1.  Diffusion-ordered spectroscopy
L’expérience PGSE permet d’enregistrer une série de spectre RMN avec des valeurs
d’intensité de gradient spécifiques et connues. La difficulté du traitement réside dans une
inversion adaptée des données. Morris et Johnson [35] ont décrit les données enregistrées par

I’équation suivante :
1(a,V,,) Z A, (v, )exp[-D,A'q?] (19)
ou A, (vm) est I’intensité du spectre RMN 1D de la nieme espece diffusant lorsque le gradient

est faible, mais différent de zéro [31], D, est le coefficient de diffusion associé et A" est le

temps de diffusion réduit defini selon :

A'=A-g, (20)
avec A le temps de diffusion et &, un facteur de correction dépendant de la forme des
impulsions de gradients.

Nous pouvons considérer deux types d’échantillons : soit le systeme est décrit par un petit
nombre de valeur de n (cas discret), soit il est caractérisé par des valeurs continues du
coefficient de diffusion (cas continu).

Dans le cas d’un échantillon discret, I’analyse DOSY permet de calculer une liste de fonctions
gaussiennes normalisées avec des positions au centre et des intensités égales, respectivement

aux coefficients de diffusion et aux amplitudes des especes :

F(D,V):ZAJ. (v)G, (D) (21)
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oo
—exp| — =
2710, o

avec : G = (22)

ou o; est I’écart type donné par le programme de traitement. Cette methode est acceptée pour

la construction des cartes DOSY et les fabricants de spectrométres incluent dans leurs
logiciels ce type de programme de traitement des données.
Pour les échantillons continus, comme des polymeéres, I’atténuation d’une fréquence n’est plus

décrite par I’équation (19) mais par la suivante :

0

1(s) :J'a(/l)exp(—is)d/l (23)
dans laquelle le changement ore variable ci-dessous a été réalisé :

A=D(A-6¢) et s =02 (24)
Plus genéralement, I’équation (23) donne :

I(q,vm):jR(Tl,Tz)a(D,vm)exp[—DA'q2]dD (25)

ou R(Tl,Tz) prend en considération la relaxation du spin pendant les intervalles dans la
séquence de pulsation et a(D) est la distribution de masse des coefficients de diffusion D. Si

les temps de relaxation ne sont pas corrélés avec la diffusion, alors le terme R(Tl,Tz) peut

étre remplacé par une constante et la distribution de la diffusion enregistrée. Le programme
CONTIN [36] a été le premier mis au point pour I’analyse des échantillons présentant une

distribution de diffusion.

2.2.3.2.  Autres méthodes d’exploitation des résultats

Il existe d’autres méthodes pour appréhender la transformée de Laplace et notamment via
I’entropie maximale. Cette approche a été exploitée par Delsuc et Mallivian [37] dans le
logiciel GIFA.

Stilbs [38] a proposé un traitement simultané de toutes les lignes de la matrice a deux
dimensions de I’expérience PGSE, connu sous I’abréviation CORE (component resolved
NMR). Le programme cherche a optimiser le coefficient de diffusion, et ce tout en traitant
I’intensité des composantes dans le domaine des fréquences.

Antalek [39] a appliqué le schéma de Kubista [40] permettant le traitement des données
corrélées a la mesure de la diffusion par RMN. Cette approche connue sous I’acronyme
DECRA (direct exponential component resolution algorithm) est utilisee pour étudier des

mélanges complexes [41], des polymeres [42], ainsi que pour réaliser de I’imagerie [43].
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Les travaux récents de Mandelshtam [44] ont permis d’augmenter la résolution dans la
dimension de la diffusion a I’aide d’un algorithme basée sur I’inverse regularized resolve
transform (iRRT). Cette technigue est en pleine expansion aujourd’hui [45].

Dans le domaine de I’analyse de données d’autres méthodes existent, comme celle basée sur
la diagonalisation de Hankel [46], développée par Mouro [47] ; mais elles sont beaucoup
moins utilisées. Pour plus de détails, il convient de consulter la revue de Huo [48] ou la these
de doctorat de Pierre Thureau [49] consacrée, en partie, a la comparaison de différentes

méthodes de traitement du signal, a leurs avantages ainsi qu’a leurs inconvénients.

Le probléme lors de I’étude d’un échantillon hétérogene, et plus particulierement en présence
de phase chromatographique, réside dans I’élargissement des pics RMN du a I’anisotropie du
milieu. L’étude des noyaux 'H demande alors I’utilisation d’une sonde combinant les
technologies de la RMN du liquide et de la RMN du solide. Dans le chapitre suivant, nous
présenterons les aspects théoriques, technologiques et les applications pratiques développés

avec un appareillage de HRMAS.

3. La RMN d’échantillons hétérogenes

La mise au point et le développement de la RMN HRMAS a permis d’étendre les domaines
d’applications de la RMN aux échantillons hétérogenes. Il est alors devenu possible d’étudier
des matrices complexes comme des molécules synthétisées sur supports, des phases
mouillées, des cellules biologiques, des produits agroalimentaires bruts...

En RMN du liquide, les interactions anisotropes présentes dans un échantillon hétérogéne ne
permettent pas d’obtenir une bonne résolution dans le spectre *H (& cause de I’élargissement
de la largeur des raies) et il est donc difficile de caractériser de tels mélanges. D’autre part, en
RMN du solide, la MAS ne suffit pas pour obtenir la résolution spectrale escomptée, a cause
d’interactions de couplages dipolaires trop importantes. L’utilisation d’une sonde congue
spécifiquement permet I’étude des gels. Ce cas couvre le domaine de la RMN HRMAS, dont
la qualité des résolutions approche celle obtenue en RMN du liquide.

Dans les paragraphes qui suivent, nous nous intéresserons dans un premier temps aux
différentes interactions induisant I’augmentation de la largeur des raies lorsque les

échantillons ne sont pas a I’état liquide. Ensuite, nous décrirons les spécificités d’une sonde
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HRMAS et les problemes engendrés par la MAS. Pour terminer, nous donnerons quelques

exemples d’applications de cette technique.

3.1. Interactions magnétiques en milieu anisotrope
L’isotropie est définie pour une espéce comme I’invariance de ses propriétés dans toutes les
directions de I’espace. En RMN, cette définition s’applique aux interactions observées, c'est-
a-dire subies par les spins nucléaires. Une espéce isotrope doit répondre aux deux conditions
suivantes. Les mouvements moléculaires doivent étre rapides par rapport aux variations de
toutes les interactions ressenties par les spins nucléaires lors de la réorientation et la méme
probabilité d’orientation des spins doit exister.
Ces deux conditions sont réunies généralement a I’état liquide. A I’inverse, si une des deux
conditions n’est pas remplie, il s’agit d’un cas d’anisotropie qui concerne les matrices
suivantes :

e Les solides, car ils ne présentent généralement ni des mouvements moléculaires

rapides, ni la méme probabilité d’orientation.
e Les espéces présentant une orientation spécifique (comme les cristaux liquides) ou une
orientation privilégiée (comme les cellules).

e Les mélanges hétérogénes qui ne satisfont pas la premiere condition.
L anisotropie du milieu se traduit par un élargissement de la largeur des raies dans le spectre
RMN entrainant une perte de resolution, mais également d’informations. Les interactions
subies par un systéeme de spin dans un champ magnétique intense sont de deux types: les
interactions Zeeman, dépendant du champ magnétique externe et les interactions de spins
internes dues a I’échantillon (interactions dipdle-dip6le, de déplacement chimique, de
couplage...). Elles s’expriment sous la forme d’un Hamiltonien total qui est la somme des

Hamiltoniens de toutes les interactions :

~ e~~~ ~

H=H,+Hy+H_ +H +H_ (26)

ol H est I’Hamiltonien total, ﬁj I’Hamiltonien de Zeeman, H\D I’Hamiltonien dipolaire,

o~

ﬁ; I’Hamiltonien de déplacement chimique, IfI\J I’Hamiltonien de couplage J et HQ

I’Hamiltonien quadripolaire.
Les deux derniéres interactions ne participent que trés faiblement a I’élargissement de la
largeur des raies spectrales, a la différence des interactions Zeeman, de couplage dipolaire et

de I’anisotropie de déplacement chimique.
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3.1.1. Susceptibilité magnétique et échantillons hétérogénes
L’aimantation M ressentie par une substance isotrope non ferromagnétique dans un champ

magnétique H—0 uniforme dépend de sa susceptibilité magnétique y :

M = yH, (27)

Il devient alors possible d’exprimer I’induction du champ magnétique E; a I’intérieur d’un

échantillon en fonction de la susceptibilité magnétique :

B, =(M +Hy) 1y = (1+ 7) 1, H, (28)
avec u, la perméabilité de I’air. Il apparait que la valeur du champ magnétique principal est
fonction de la susceptibilité magnétique de I’échantillon. Dans I’analyse de mélanges
hétérogeénes, cette valeur n’est pas uniforme et constante. Le produit analysé peut étre assimilé
a des distributions differentes des géomeétries, des volumes et des domaines. La contribution

au champ magnétique ressentie provenant de la susceptibilité magnétique est donc :

dr
AH =(?—acj;(VHo (29)
ou y, représente la susceptibilit¢ magnétique de volume et ¢, est un facteur numérique

dépendant de la forme de I’échantillon.
La variation de susceptibilité magnétique induit des déplacements dans les fréquences de
résonance des noyaux, d’ou une distribution dans les déplacements chimiques, se traduisant
par un élargissement des largeurs de raies. Nous pouvons estimer cette variation, dans le cas
d’un échantillon isotrope en rotation par la relation proposee par Wooten :
_AH [_ ary, (3K, —ﬂ[scoszel} )
H, 3 2

ou k, est un facteur géométrique et & I’angle entre le champ magneétique principal et I’axe de

Ay

rotation de I’échantillon.

3.1.2. L’interaction dipolaire
A I’échelle atomique, la séparation des noyaux dans la matiere condensée est importante.
Malgré ce, le moment magnétique associé a chaque dip6le exerce une influence importante
sur le moment magnéetique du noyau voisin ; ce sont les interactions dipolaires. Elles peuvent

s’exprimer pour un ensemble de paires de noyaux par I’Hamiltonien suivant :

ﬁ; :%§7i7jhﬁj3 [ﬂ-f}—3(ﬂ-ﬁj)(f}-ﬁj)ﬁ;2J (31)
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dans lequel r est la distance entre les deux noyaux i et j tandis que I représente le vecteur
opérateur donné par :

I=Ti+1,j+1k (32)
L’ensemble de la somme doit étre écrite de telle sorte que chaque paire de spins ne soit en
interaction qu’une seule fois. En simplifiant le probléeme a I’étude d’une seule paire i et j,

I’équation (32) peut s’écrire :

. XX ny sz I i
H D; = Ii .D.Ij = |: I [ Iiy Iiz:| Dyx DW Dyz I Iy (33)
D D, |1

X 7y 2z

~
~

La matrice D est un tenseur de rang deux. Cet Hamiltonien a une forte influence dans les
systemes de spins nucléaires et, pour des protons, la force d’interaction est aux environs des
100 kHz en considérant une distance d’approximativement 1,5 A entre les deux noyaux.

Dans un champ magnétique fort, nous pouvons négliger la partie non seculaire du couplage et

écrire I’Hamiltonien dipolaire pour des noyaux homonucléaire i et j :

— 273 _ PN
H'L’,:—Zirhdij(%j(m -l (34)

iz " jz
ou S est I’angle entre le vecteur rejoignant les deux noyaux et le champ magnétique statique

§0 etou d; représente le couplage direct dipolaire qui s’écrit selon le formalisme :
_ ﬂo7i7jh
' 8z

Les interactions dipolaires dépendent donc de la distance entre les noyaux et de I’orientation

(35)

des spins par rapport au champ magnétique.

3.1.3. L’anisotropie de déplacement chimique
L application d’un champ magnétique §0 n’est pas percue de la méme maniere par tous les

noyaux. Cet effet est connu sous le nom de déplacement chimique causé par des précessions
de Larmor légerement différentes dans la matiere et caractéristiques de I’environnement
chimique du spin. L’échelle des déplacements chimiques dépend du noyau étudié et est de
I’ordre de quelques dizaines de ppm pour le *H, tandis quelle peut atteindre quelques
centaines de ppm en *C ou ?°Si. Dans des environnements anisotropes, I’effet de blindage des

électrons peut avoir un caractére tensoriel, qui reflete la possibilité de la génération d’un
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champ magnétique local, du & un mouvement rotationnel des orbitales moléculaires selon un

axe différent de celui de B, . L’Hamiltonien de spin s’écrit alors :

— —

He =—1+5¢B, (36)
ou S est le tenseur d’écran d’ordre deux suivant :

O O-xy Oy

S=y|lo, o, © (37)

vy yz

O O-zy O,

Lorsque la rotation est isotrope, il reste un Hamiltonien de déplacement chimique résiduel qui

est:

— ~

He =—0,0,1

(38)
z
avec o; le déplacement chimique isotrope donné par la somme de la diagonale du tenseur

d’écran g(% to, +azz). Dans le cas d’un solide, la partie séculaire de I’Hamiltonien de

déplacement chimique affecte les différents niveaux d’énergie et nous avons la relation

suivante :

o~ P

Ho = —o,m,l, —%(3cos2ﬂ—1)(aZZ e ary (39)

z

ou g est I’angle entre I’axe du champ magnetique principal B, et le systeme d’axes principal

du tenseur d’écran. Le terme additionnel dans I’équation (39) représente I’anisotropie de

déplacement chimique.

3.1.4. Larotation a I’angle magique

Dans le cas ou I’échantillon est placé en rotation autour d’un angle & par rapport au champ
magnétique statique B, et en se plagant dans le cas ideal d’une vitesse infinie permettant de
ne conserver gque la partie indépendante du temps dans les expressions des Hamiltoniens, les

différentes interactions présentées ci-avant vont s’exprimer pour la susceptibilité magnétique

par I’équation (30), pour I’Hamiltonien d’interaction dipolaire par I’équation ci-dessous :

—~ 217 o~ o~ 20 _
Hg:—2ﬁhdij(%j(3l I —lrlk)(%j (40)

iz " jz
et pour I’Hamiltonien de déplacement chimique :

— —~

20 _ ~
He = —o.m,1, —%(30052,8—1)(022 —ai)(wj% L (41)
Les Hamiltoniens exprimés par les équations (30), (40) et (41) ont le facteur (3c052¢9—1) en

commun. Aussi, un choix astucieux de la valeur de @ associée a une vitesse de rotation
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suffisante permettra de moyenner a zéro ces interactions et de réduire I’élargissement des

raies spectrales. Une rotation autour d’un angle de 54°44” (soit 54,7°), par rapport au champ

magnetique statique B, (Figure 4) va annuler le terme (3c0526?—1) et donc I’anisotropie pour

les principales interactions responsables de I’augmentation de la largeur spectrale. Les
premiers résultats obtenus en RMN MAS ont été présentés en 1960 au congres de Pise par E.
Raymond Andrew. Les qualités spectrales obtenues étaient tellement inattendues que le
scientifique C.J. Gorter a parlé des propriétés magiques de cet angle, ce qui fut a I’origine de

son nom d’« angle magique ».

Figure 4 : Représentation d’un rotor a I’angle magique (MAS) sur le plan xz lorsque le champ magnétique
statique est aligné sur I’axe z.

3.2. Les spécificités de la sonde HRMAS
Bien que la rotation a I’angle magique permette d’augmenter la résolution spectrale, elle ne
suffit pas pour obtenir une résolution suffisante pour le noyau *H [50]. Les constructeurs ont
donc été obligés de créer des sondes spécifiques pour I’étude des gels. Un tel materiel permet
alors d’avoisiner une qualité de spectre obtenue en RMN liquide. Différentes innovations

technologiques ont été apportees a la sonde HRMAS pour augmenter ses performances.
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3.2.1. Les technologies des fournisseurs :

Varian a éte le premier a proposer une sonde haute résolution avec MAS : la Nanoprobe [51].
L’echantillon est placé dans un capillaire pour limiter les variations de susceptibilité
magnétique, puis il est mis en rotation a I’angle magique. L’avantage de cette technique réside
dans le faible co(t des tubes (a la différence de celui d’un rotor), ainsi que dans la possibilité
d’un examen visuel de I’échantillon.

Doty Scientific [52, 53] a proposé une sonde tournant a I’angle magique capable d’étudier
aussi bien des solides, que des gels. Cette sonde n’est donc pas dédiée a I’étude RMN
d’échantillons hétérogenes. De plus, I’échantillon est placé dans une cellule qui doit étre
introduite dans le rotor. Ainsi, le nombre de rotors est limité, ce qui est un avantage non
négligeable compte tenu de leur prix.

Bruker Biospin a développé une sonde dédiée a la HRMAS qui a été utilisée au cours de ces
travaux. Les échantillons sont introduits dans un rotor de 4 mm identique a ceux utilisés en
RMN du solide. Le rotor est introduit dans la sonde via le stator qui, sous une impulsion d’air
comprimé, va basculer a I’angle magique. Cet angle peut étre réglé par I’utilisateur et il
convient donc de le vérifier périodiquement. La bobine de RF (émission et réception) est elle
aussi située sur le stator ce qui la rend mobile en méme temps que I’échantillon. L’avantage
réside dans le fait que I’échantillon reste toujours paralléle a cette bobine, méme si les
experiences ne sont pas realisees parfaitement a I’angle magique (a cause d’un déréglage au
cours du temps, par exemple). Les fortes contraintes subies par la bobine a cause des
nombreux basculements et de la rotation de I’échantillon nécessitent qu’elle ait une forme de
solénoide. Ce type de bobine est moins sensible et présente une moins bonne homogénéité
que les bobines d’Helmontz, utilisée en RMN haute résolution des liquides, mais elle est
mécaniquement plus résistante. La sonde posséde trois canaux de RF pour étudier les noyaux
'H, 2H et ¥C. Le canal *H est généralement utilisé pour réaliser le verrouillage
champ/fréquence, stabilisant le champ magnétique au cours du temps. La sonde contient
également une bobine pour réaliser des gradients de champ magnétique (paragraphe 3.2.3),
ainsi qu’un thermocouple pour mesurer la température et une résistance pour chauffer

I’échantillon dans la sonde.

3.2.2. L’homogénéité du champ magnétique
Tout comme en liquide, I’homogeénéité du champ magnétique lors des expériences en
HRMAS conditionne la résolution et la forme du pic. Des bobines annexes (ou shims) sont
présentes dans le spectrométre et I’intensité du champ magnétique qu’elles produisent est
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réglable par I’utilisateur. Toutefois, la disposition spatiale et I’orientation des bobines sont
optimisees pour la RMN a I’etat liquide. Le réglage, ainsi que la sensibilité de chaque shim
sont spécifiques a chacune des deux techniques. Des travaux [54] ont été realises pour
exprimer I’influence de chaque bobine, lorsque I’échantillon est orienté a I’angle magique.

Le Tableau 2 présente les correspondances entre les shims orientés le long de I’angle magique
(BM*) si le stator est positionné dans le plan xz, et ceux dans le repére du laboratoire (B**®),
qui, pratiguement, sont ceux réglables directement a I’aide d’une console. Les inhomogénéités

du champ statigue B, peuvent étre corrigées jusqu’au troisieme ordre. De plus, les

inhomogéneités isométriques (ou radiales) par rapport a I’axe de rotation n’ont pas besoin
d’étre corrigées, car elles sont moyennées a zéro par la rotation. En considérant le faible
volume du rotor, le réglage de I’hnomogénéité du champ ne devrait étre réalisé qu’a partir des

H MAS MAS MAS ) H 4 A~ Er
shims B™, B~ et B,;”. Ce n’est pas le cas en pratique et un reglage specifique des
bobines B-*°
(x-r?)

et obtenir ainsi une forme de raie gaussienne.

: BZLfB et BZLE*EZ_YZ) est indispensable pour corriger des perturbations externes

Le réglage de I’homogénéité du champ magnétique prend en compte de nombreux
parametres. Piotto [55] a réccemment montré que le volume de liquide dans le rotor, la position

de I’insert, et la nature du materiau du rotor influencaient la qualité du réglage.
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Premier ordre Qs :iBLAB_QBLAB
Z \/§ z \/§ X
BMAS_iBLAB_QBLAB
X _\/§ X \/§ Z
BYMAS — BYLAB
Deuxiéme ordre BZMZAS _ B(L:in) ) \EBZLQB
BgMAs :_1 BLAB +£ B LAB _QBLAB
ZX 3 ZX 6 72 6 (XZ—YZ)
BMAS:iBLAB_ﬁBLAB
Y \/é Y \/§ XY
MAS _ 2\/5 LAB 1 LAB 2 LAB
P =g BT3B 3B
gMAS :iBLAB+£BLAB
XY \/§ XY \/é zZY
Troisieme ordre 2 1 5 5
BMsAs __ BL;AB - Bwe, 2 LABZ o BL/:B
z 3/3 ? \/gzx \/gz(va) 3\/6x

B 2y — 3 2 3
Z%X 3\/5 z 2 7 6\/§ X
BMAS _ 10\/5 BLAB

72y 3 XYZ

MAS — 1 LAB \/E BLAB
Z(X2-Y?) 3\/5 z 3\/5 X
BMAS _ 1 BLAB \/E BLAB \/E BLAB
XYz __§ XYz +E 72y _E Y3
BMAS _ \/E BLAB+ 1 BLAB+2\/§ BLAB
x3 T 3\/5 73 2\/§ 72X \/§ z(x?-y?
1 1
MAS LAB LAB LAB
B = 2V2By; +2 B +2 By
Tableau 2 : Correspondance entre les shims HRMAS et ceux en RMN a I'état liquide lorsque le stator est
dans le plan XZ .

+ B 2B

5 B LAB

643 *

>+

Des réglages appropries de I’homogénéité du champ magnétique, la conception d’une sonde
spéciale pour I’étude haute résolution d’échantillons hétérogenes et la rotation a I’angle
magique permettent d’obtenir des spectres présentant une résolution proche de celle obtenue

avec des liquides (Figure 5)
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Figure 5 : Spectre RMN d’un mélange de 3,5-dichlorophénol, n-heptane et d’éthanol (a) en RMN liquide,
puis en présence de silice (b) avec une sonde RMN liquide et (c) en *H HRMAS RMN. Le pic large du
spectre (c) est du aux silanols non mobile de la phase stationnaire.

3.2.3. Les gradients de champ magnétique

L ajout d’une bobine de gradient sur la sonde HRMAS est indispensable pour réaliser les
mesures de diffusion, mais également et principalement pour sélectionner les chemins de
cohérence et diminuer ainsi la durée des expériences. L’ajout de cette bobine permet
d’effectuer les mémes expériences qu’en RMN du liquide et d’avoir, donc, la méme portée
pour la détermination structurale.

L utilisation des impulsions de gradients pour mesurer le coefficient de diffusion a été décrite
dans des paragraphes précédents, en considérant des conditions ou les bobines produisaient un
gradient de champ magnétique uniquement selon I’axe z, parallele au champ magnétique

statique B, . L’application d’un tel gradient a un rotor tournant selon I’angle magique induit le

déplacement des spins a travers divers plans d’intensité de gradients, car I’axe de rotation
n’est plus paralléle a I’orientation des gradients (Figure 6). Les spins nucléaires vont ressentir
une moyenne du champ de gradient. Il faut alors synchroniser les gradients avec la vitesse de
rotation, ce qui est impossible a réaliser, a cause des oscillations périodiques des gradients de
champ magnétique.

La solution technologique proposée par Bruker Biospin pour pouvoir employer des gradients,
tout en faisant tourner I’échantillon, consiste a fixer la bobine sur le stator, obligeant celle-ci a
pivoter simultanément lors du basculement de I’échantillon a I’angle magique. Ainsi, les
isoplans du gradient deviennent perpendiculaires a I’axe de rotation, et les impulsions de
gradients de champ magnétique ressenties par les spins ne sont plus modulées en fonction du
temps et dépendent uniquement de la position du spin dans le rotor [56]. En fait, les gradients
sont basculés dans le repére de I’axe de rotation.

Ainsi, la sonde utilisée présente une bobine de gradient qui bascule simultanément avec le

rotor, permettant ainsi d’exploiter tout le panel des séquences proposées en RMN du liquide.
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a b C

X X - X

Figure 6 : Gradients ressenties par les spins lorsque (a) la bobine de gradient et I’échantillon sont
paralléles a I'axe Z , (b) I'échantillon est en rotation a I'angle magique et la bobine de gradient est
parallele a I’axe z et (c) la bobine et I'échantillon sont orientés a I'angle magique.

Une autre alternative existe pour réaliser des expériences RMN PGSE avec une sonde MAS.
Elle consiste en I’utilisation d’un systeme de gradients de micro-imagerie, externes a la sonde
[57], permettant d’obtenir des gradients plus élevés et donc, de mesurer des coefficients de
diffusion plus faibles. Cette technique présenterait des avantages par rapport a I’utilisation de
bobines classiques enroulées autour du stator. Elle minimiserait les artéfacts sur les propriétés
de la bobine de RF. Il est également possible d’ajouter un systeme de refroidissement
permettant de générer des gradients plus importants, tout en conservant la linéarité des aires
des gradients. De plus, aucune force de torsion ne serait causée par les courants éleveés
introduits dans la bobine des gradients. Cependant, ce systeme a été mis en place dans un seul
laboratoire et n’est pas commercialisé, notamment a cause de son codt prohibitif, rendant son

utilisation anecdotique.

3.3. Quelques exemples d’applications de la RMN HRMAS
La RMN HRMAS est aujourd’hui utilisée dans des domaines aussi divers que la synthése sur
support, I’agroalimentaire, la biologie ou encore la caractérisation d’interactions entre un
support solide et un liquide. Les paragraphes qui suivent traitent d’une présentation, non
exhaustive, des applications développées. Les travaux combinant la RMN HRMAS avec une

phase chromatographique seront abordés ultérieurement.

3.3.1. La synthese sur support solide
Le concept de la synthese sur support solide introduit par Merrifield [58] est couramment
utilisé pour la production de bio-polymeéres, de petites molécules organiques ou en chimie

combinatoire. L’étape consommatrice de temps dans cette approche est la caractérisation du
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produit synthétisé, car I’analyse en continue de la réaction est impossible. Ainsi, les
techniques de suivi des synthéses classiques comme la chromatographie sur couche mince
(CCM) ou la RMN ne sont pas utilisables. C’est pour répondre a ce besoin que les premieres
études en RMN haute résolution du *H avec la MAS ont été réalisées en 1994 [51]. La sonde
spécialement congue pour ce type d’échantillon hétérogéne a permis d’obtenir une largeur de
raie de 8 Hz. Keifer [59] a montré que I’élargissement des raies spectrales était principalement
du a la structure du support (une résine en I’occurrence) et plus particulierement a la mobilité
des groupements fixés dessus.

La RMN HRMAS, permettant un gain de temps considérable dans cette approche de la
synthese, a été largement utilisée pour caractériser les produits des réactions sur support. La
littérature est abondante sur ce sujet et plusieurs revues [60-63] couvrent I’ensemble des

travaux réalisés.

3.3.2. Le domaine biomédical

Les regnes animal et végétal sont des milieux hétérogénes combinant des structures solides
« mouillées » par un liquide, comme par exemple les cellules. Il est donc possible, en utilisant
une vitesse de rotation modérée, pour éviter tout effet de centrifugation, d’étudier des tissus
sans les dégrader, et ce sans nécessiter une étape préalable de traitement de I’échantillon.

Dés le développement de la RMN *H HRMAS, la compréhension du vivant a été appréhendée
a partir de I’étude des mouvements de peptides dans la bicouche locale [64]. Le nombre
d’études RMN appliquées a la biologie a explosé depuis le début du vingt et unieme siécle.
Nous pouvons citer des travaux sur les muscles [65] ou la lentille de I’ceil [66] du lapin ; sur le
profil biochimique des testicules [67] de rats mais aussi sur le rein [68, 69], le foie [70-74], le
cceur [75], le plasma [71], I’'urine [72], les intestins [76], la lentille de I’ceil [77] ou le cerveau
[78] de cet animal et sur des tissus bovin [79].

Cette approche permet également de s’intéresser aux pathologies humaines. Ainsi, Cheng [80]
a caracterisé les cellules du cerveau humain dans le cas de la maladie d’Alzheimer. D autres
études ont consisté a étudier les adipocytes [81, 82], la prostate [83-85], les cellules sanguines
[86], ou le foie [87]. L’inconvénient majeur de cette technique réside dans son domaine
d’application ex vivo. Il est donc nécessaire de prélever les tissus avant de les analyser,
opération délicate et pouvant étre douloureuse.

Les applications abordées ci-avant s’intéressaient principalement a la caractérisation et a la
mise en évidence des molécules contenues dans I’échantillon. Deux nouveaux axes de

recherche ont été récemment développés selon une approche dynamique, ouvrant ainsi de
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nombreux champs d’applications. Tout d’abord, Lucas [88] a utilisé la HRMAS pour étudier
la variation de la concentration d’acide benzoique administrée a un rat, dans le cadre de
I’étude de la biodisponibilité de ce principe actif et de sa distribution dans les tissus. Il est
également possible de s’intéresser aux cancers en caractérisant des tumeurs mélanomes [84,
89-91], ou le type et la quantité d’acides gras contenus dans des cellules malignes [92].
Griffin [93] a ainsi prouvé qu’il était possible d’utiliser la RMN HRMAS pour étudier le
processus biologique qui entraine une forte augmentation des acides gras polyinsaturés dans

certaines tumeurs cancéreuses.

3.3.3. L’agroalimentaire
Depuis quelques années, un petit nombre d’équipes s’intéresse a I’analyse de produits
alimentaires par RMN HRMAS. Ce type de matrice contient aussi bien des parties solides,
que des phases liquides. L’analyse d’une portion d’un produit alimentaire permet de
caracteériser le lot et de prouver une éventuelle dégradation ou une fraude sur la marchandise.
L avantage de la RMN réside dans la préparation de I’échantillon, qui ne demande que I’ajout
d’un solvant deutérié au produit brut, évitant ainsi tout risque de pollution et I’utilisation de
protocoles complexes. A I’heure actuelle, le nombre d’exemples dans la littérature est faible.
Le changement de la composition de la pulpe de mangue au cours de son vieillissement [94,
95] a pu étre étudié grace a cette technique, ainsi que la composition de la pulpe de tomates
suivant la variété [96], ou la réticulation de la cutine dans ce méme fruit [97]. L’attribution
des signaux RMN dans la gélatine [98] a permis de prouver la présence de dix neuf acides
aminés. L’équipe italienne de Sacco a caractérisé des produits comme le blé [99], la farine
[100] et le pain [100].
Il convient également de citer les travaux réalisé au sein de notre laboratoire par Laetitia
Shintu, qui, au cours de sa thése de doctorat [101], a attribué les signaux RMN du Parmigiano
Reggiano [102]. A I’aide d’une approche chimiométrique des marqueurs caractérisant la
durée d’affinage du fromage [103] ont pu étre mis en évidence. Cette méthode a été
également appliquée a de I’emmental et a de la viande séchée pour en déterminer la région de
fabrication [101].

3.3.4. Mesure de la diffusion avec une sonde HRMAS
La mobilité d’especes peut étre mesurée avec un telle sonde toutefois, cette technique n’a
encore été que trés peu utilisée. Les exemples dans la littérature scientifique sont peu

nombreux et limités a la mesure de diffusion dans des tissus. Les premiers travaux ont été
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réalisés par I’équipe de Cory [104], qui a exprimé des ADC de métabolites dans certaines
cellules. Par la suite, il a été possible de différencier I’eau intra- et extracellulaire dans les
testicules de rats, par la mesure de coefficients de diffusion [73]. Dans cette méme
publication, les acides gras produits par des rats, suite a I’ingestion d’une alimentation a base
d’acide orotique, ont été mis en évidence en s’aidant des mesures de diffusion. Les travaux de
Pampel [105] ont montré que la mobilité d’un anticancéreux dans une phase cristal-liquide
cubique mimait correctement la cinétique de libération d’un principe actif. En 2003, deux
équipes ont publié sur la faisabilité de mesurer une diffusion pour des molécules situés aux
environs d’une membrane [106, 107]. Enfin, la RMN PGSE peut également permettre de
confirmer des hypotheses émises a partir d’autres résultats RMN, et particulierement de la
nuclear overhauser effect spectroscopy (NOESY). Il a en effet été possible de confirmer la
pénétration des flavonoides dans un lipide, plutdt que des interactions avec la surface de celui-
ci [108].

La RMN HRMAS est utilisée principalement dans deux domaines : la recherche biomedicale
et la chimie sur support. Les applications dans le domaine de I’agroalimentaire sont en cours
de développement. L’application de gradients sur les sondes a surtout été utilisée pour
diminuer le temps d’acquisition des expériences, en favorisant un chemin de cohérence et en
diminuant le bruit T;, cependant la mesure d’ADC reste trés peu décrite.

Un autre type d’échantillon poly-phasique d’intérét en RMN HRMAS est le mélange d’une
phase stationnaire chromatographique avec des solutés. Il devient alors possible de
caractériser les interactions support/soluté. La RMN Chromatographique utilise la rotation a
I’angle magique pour obtenir des spectres RMN exploitables et la mesure de coefficients de
diffusion pour étudier les interactions entre les analytes et les différentes phases en présence

au sein du rotor.

4. L’utilisation de la RMN pour appréhender la chromatographie

Depuis I’apparition de la CLHP a la fin des annees soixante-dix, cette technique a connu un
essor incroyable, au point de devenir aujourd’hui, tres certainement, la technique la plus
utilisée en routine dans les laboratoires. Malgré ce fort développement, la compréhension des

interactions entre le soluté et la phase stationnaire en RPLC reste I’objet de controverse.
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Les supports chromatographiques sont caractérisés par des analyses structurales grace a la
spectroscopie infrarouge, Raman, fluorescence des rayons X par exemple. En complément,
des tests chromatographiques, réalisés avec des solutés et des phases mobiles précises,
permettent alors d’appréhender les propriétés du support, c'est-a-dire ses capacités de
séparation.

L’ apparition de la RMN a I’état solide a permis d’obtenir des informations structurales
précises sur la phase seche comme la variété et la quantité des especes présentes sur le support
aprés un greffage, tandis que la RMN HRMAS, qui utilise de la phase en suspension, est
appropriée a I’étude de la dynamique des ligands. Nous proposons, dans les paragraphes ci-
apres, un etat de I’art et de montrer, comment la RMN permet, a la fois de caractériser les
phases stationnaires, mais aussi d’observer une partie des interactions gouvernant la rétention
en CLHP.

4.1. La caractérisation de phase par RMN du solide

La caractérisation des phases chromatographiques greffées est réalisée par RMN du solide.
Cet outil permet d’observer la structure de la phase synthétisée (aspect qualitatif), mais
également, dans certains cas, de pouvoir quantifier le greffage. Les noyaux étudiés
classiquement sont le **C, qui apporte les informations sur la chaine organique et le *°Si, qui
permet de connaitre I’organisation de la silice greffée. En raison de I’anisotropie magnetique
de I’échantillon du a son état solide, il est nécessaire de travailler avec une MAS pour
augmenter la résolution spectrale. De plus, étant donné la faible abondance isotopique des
noyaux étudiés (respectivement aux alentours de 1 et 5%), il est nécessaire de transférer
I’aimantation des *H, qui ont une trés forte abondance naturelle, vers les noyaux d’intéréts,
pour obtenir un rapport signal sur bruit élevé, et ce pour une durée d’expérience limitée. Il
s’agit de la polarisation croisée (cross polarisation, CP). Les premiers travaux de
caractérisation de phases chromatographiques ont été réalisés par Maciel et Sindorf [109, 110]
au début des années quatre-vingt. L’étude des déplacements chimiques permet de determiner
ou de confirmer les structures présentes dans les différents noyaux étudiés (Figure 7). La
mesure de grandeurs de temps (comme la durée de la constante de CP) caractérise la
dynamique du support. Ainsi, en RMN du #Si, il est possible d’estimer le taux de greffage, le
niveau de polymérisation, la stabilité des silanols du support stationnaire. La notation utilisée
pour les noyaux de 2°Si dépend de son degré de fonctionnalisation. Un silane mono-
fonctionnalisé sera noté M, un di-fonctionnalisé D... les notations M, D, T et Q sont
accompagnées d’un indice se rapporte au nombre de liaisons Si-O-Si.
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La RMN du *3C, en plus d’apporter de I’information sur la nature de la phase greffée, peut
estimer la mobilité, I’organisation, ou I’homogenéité des chaines fixées sur la silice.
L’utilisation de séquences 2D permet de révéler, également, des informations sur le
comportement dynamique de chacune des conformations du greffon [111].

Cependant, la RMN a I’état solide de phases chromatographiques a été beaucoup plus utilisée
pour confirmer le greffage et obtenir ainsi des informations structurales sur la phase créee,
que pour étudier la dynamique du systéeme. L’inconvénient majeur dans cette derniére
application est sa limitation a une phase solide, en absence de solvant et il est donc impossible
de reproduire des conditions expérimentales voisines de celles de la CLHP.

—
C

py

Figure 7 : Spectres RMN CP/MAS des noyaux 2°Si et **C d'une phase greffée par un éther de cholestérol
(travail interne au laboratoire, non publig).

4.2. La HRMAS pour une mise en évidence des interactions
Les sondes classiques utilisées en RMN du solide ne permettent pas I’étude des *H d’autant

plus que les ségquences a mettre en ceuvre nécessitent des réglages complexes et précis pour un
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gain faible. A la fin des années quatre-vingt-dix, aucun résultat significatif n’avait été obtenu
sur des phases chromatographiques en RMN *H, comme le souligne Albert [111] dans sa
revue de littérature.

Lors de I’étude en HRMAS, I’expérience est réalisée en présence d’un solvant ; la phase est
donc en suspension dans le liquide, reproduisant alors des conditions chromatographiques :
soit une phase mouillée par un solvant et ainsi, la possibilité d’observer une variation dans
I’organisation des greffons selon la nature de la phase. La premiere attribution spectrale des
signaux des *H d’une phase chromatographique en suspension dans un solvant deutéri¢, ainsi
que les valeurs de couplages, a été réalisée en 2000, a I’aide de séquences 2D classiques
[112]. Au cours de ces travaux, ces auteurs ont mis en exergue les avantages des mesures d’un
support en suspension et I’utilisation possible de toutes les méthodes provenant de la RMN
liquide, ouvrant ainsi un large domaine d’exploitation pour I’étude des phases
chromatographiques. Malgré cet optimisme, les travaux sont restés peu nombreux. Les
interactions existant entre une phase octadecylsylilée (ODS) provenant d’une cartouche
d’extraction sur phase solide (solid phase extraction, SPE) et I’eau ont été étudiées [113]. Les
auteurs, a partir de I’aspect du spectre *H, de la largeur des raies et de la mesure des temps de
relaxation, ont montré la coexistence : de molécules d’eau « libre » caractérisées par une
faible largeur de raie, de molécules d’eau associées aux silanols résiduels du support avec une
largeur de raie de I’ordre de 45 Hz et enfin, de I’eau piégée plus fortement par la phase, c'est-
a-dire se déplacant entre les greffons. Lors de travaux plus récents, ces mémes auteurs ont
étudié les interactions entre une silice greffée de type SPE et un analyte modele adsorbé : le p-
xylene [114].

Albert [115-117] a caractérisé les interactions entre des phases chirales en suspension et des
énantiomeres et prédit leur pouvoir de séparation en utilisant la HRMAS. Des mesures
NOESY ont permis de mettre en évidence des interactions entre ‘H proches ou des
interactions de type ligand-recepteur. Ainsi, une molécule de faible poids moléculaire aura un
effet NOE (Nuclear Overhauser Effect) positif, tandis que I’effet NOE d’une macromolécule
sera négatif. Lorsqu’il existe des interactions entre le soluté et la phase (macromolécule), le
temps de corrélation du soluté va devenir identique a celui de la macromolécule et par
conséquent, négatif. Cet effet est transféré aux pics croises NOE associés a la molécule, d’ou
I’appellation usuelle de transfert d’effet NOE (trNOE). Cet effet est détectable méme en
présence d’un fort excés de phase solide et dépend de la distance entre le soluté et le support,
permettant d’obtenir des informations sur la géométrie de la liaison. Ces travaux traitent de

I’étude de différents sélecteurs asymétriques pour discriminer des énantioméres et ce, avec
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des solvants de différentes compositions. Les principaux résultats montrent que la force des
interactions dépend du solvant utilisé ; I’eau donne des contacts plus forts que I’acétonitrile
(ACN) tandis qu’un mélange ACN/Eau, 90/10, v/v va minimiser les interactions qui existent
pour les deux énantiomeres, mais qui sont plus fortes pour I’un des deux, d’aprés I’intensité
du signal NOE négatif. La CLHP confirme la force des interactions observées en RMN.
L’enantiomére interagissant le plus fortement avec la phase en RMN sera le dernier élué en
chromatographie.

Un dernier travail référencé est celui présenté par Ihara [118], qui a comparé en fonction de la
température le comportement de trois phases stationnaires: deux supports greffées ODS
mono- ou dimériques et une polyoctadécylacrylate. La mesure des intensités des pics du
méthyle permet, aprés une normalisation des valeurs, de déterminer le pourcentage de
groupement ODS avec une mobilité proche de celle mesurée a I’état liquide. Ce pourcentage
varie considérablement en fonction de la température pour la phase a base d’acrylate, tandis
qu’il reste quasiment constant pour les deux autres phases stationnaires. Il est donc possible
de distinguer le type de mobilité des greffons comme étant proche d’un solide ou proche d’un
liquide.

4.3. Des impulsions de gradients et des mesures de diffusions pour caractériser les
interactions support/liquide

Les impulsions de gradients permettent de pouvoir encoder le déplacement des molécules

pour ensuite calculer soit des ADC, soit des probabilités de déplacements moyens. De

nombreuses études ont été réalisées sur des matériaux poreux. Dans le cadre de I’analyse des

résultats obtenus lors de I’étude de matériaux chromatographiques, il nous a semblé pertinent

de regrouper les travaux en fonction de la représentation des résultats: une image du

déplacement, des longueurs de déplacements ou des coefficients de diffusion.

4.3.1. L’imagerie du processus chromatographique

Le principe de la technique consiste a appliquer des gradients de champ magnétique
permettant d’obtenir des fréquences de Larmor proportionnelles a la force du gradient et a la
dimension de I’objet. La dérivation du signal enregistré permet alors d’obtenir la distribution
de la densité structurale de I’objet qui correspond, ici, a une densité locale des spins
nucléaires. La direction des gradients permet de choisir la dimension a imager.

Une phase chromatographique, tassée dans un contenant non magnétique, est introduite a
I’intérieur d’un champ magnétique. L’appareillage est capable de produire des gradients selon
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les trois axes orthogonaux pour produire des images dans chacune des dimensions. Pour
diminuer le temps de relaxation des *H et pouvoir ainsi enregistrer une image, il est nécessaire
d’ajouter un agent de contraste, le plus souvent, un complexe de Gadolidium.

Les premieres études ont été réalisées a la fin des années quatre-vingt [119, 120] ou
notamment, I’influence du pH sur la forme des bandes fut montrée [121]. En CLHP, le
composé est injecté ponctuellement et le soluté se présente alors dans la colonne comme une
bande de largeur variable. Au cours de I’analyse, la dilution de ces molécules dans la phase
mobile entraine I’augmentation de la largeur de cette bande. Sur une colonne ODS, a un pH
de 6, les bandes observées sur I’image sont compactes, de forme constante le long de la
colonne et légérement incurvees. A I’inverse, a un pH de 7, une forte trainée est observee
suivie d’un partage incomplet du ligand, une partie de la bande restant fixée sur la colonne.
Une bande idéale aurait la forme d’un disque uniforme caractéristique d’une diffusion
homogéne sur toute la section de la colonne. Des parameétres inhérents a la conception de la
colonne et aux conditions opératoires (tassement de la phase, gradients de température...)
rendent I’observation de telles bandes impossibles. Toutefois, les conditions ideales sont
approchées au pH le plus faible.

En 1995, Guiochon et Albert [122, 123] ont publié d’importants travaux traitant de
I’application de cette technique a I’investigation des phénomenes liés a I’introduction d’une
bande d’échantillon au sein de la colonne. Il a ainsi été possible d’observer, in situ et en temps
réel, la migration de la bande tout au long de la colonne. En réalisant les expériences dans des
conditions chromatographiques non optimales (fritté partiellement bouché, injection
problématique...), ces auteurs ont ainsi pu montrer que le garnissage de la colonne était
homogeéne, ce qui n’était pas le cas avec d’autres techniques, mais aussi I’influence de la
qualité de la séparation sur le profil de la bande. L'obstruction du fritté en téte de colonne ne
permet pas au soluté de pénétrer de la méme maniére dans la colonne en fonction de sa
position sur la section d’entrée. Les auteurs soulignent également I’importance de filtrer
toutes les solutions et phases mobiles avant qu’elles ne soient utilisées en CLHP. De plus, la
direction du flux ne peut pas étre inversée dans une colonne. En effet, la consolidation du
tassement est un processus lent qui aboutit a une densité plus importante a I’entrée, qu’en
sortie de colonne et un sens contraire de débit peut entrainer la formation de trou, ou de zones
locales, ou la permeabilité varie. L’imagerie par résonance magnétique (IRM) a permis de
montrer que la séparation au cceur de la colonne était de bien meilleure qualité que ne le
reflétait I’enregistrement réalisé a I’aide d’un détecteur en sortie de colonne. Il est important

de noter que la fixation d’ion Gd** & la surface de la silice entraine un double mécanisme de
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rétention des ions se chélatant au métal, avec une rétention plus importante sur la phase
saturée en métal (interactions électrostatiques), que sur de la silice classique. Il a été possible
de désaturer cette phase en créant un flux contenant un chélatant formant un complexe moins
retenu sur la phase que le métal seul.

Plus récemment, des travaux ont été menés en étudiant des complexes de gadolidium par IRM
couplé a une détection par un détecteur a barrette de diodes [124]. Ainsi, I’imagerie a éte
combinée avec des grandeurs chromatographiques dans des conditions isocratiques, mais
aussi de gradient de concentration de I’éluant permettant d’obtenir I’image du déplacement de
I’analyte au cours du temps.

La nécessité d’utiliser un agent de contraste, inhérent a cette méthode, pour diminuer le temps
de relaxation des *H, présente deux inconvénients. Cet agent est généralement un complexe a
base de gadolinium, dont le ligand organique est retenu selon un mécanisme
chromatographique a phase inverse de paire d’ions, différent de la RPLC classique. En outre,
d’un point de vue expérimental, se pose le probléme de la variation non linéaire du signal, qui
n’est pas proportionnel a la concentration en gadolinium. Au-dela d’une concentration
d’environ 1 mM, cette réponse diminue quand la concentration en gadolinium augmente et
au-dela de 6 mM elle est plus faible qu’en I’absence de gadolinium. La seule possibilité pour

pallier ce probléme consiste & minimiser les quantités d’échantillons injectées.

4.3.2. Ladistribution de déplacement moléculaire moyen
Le traitement des données des expériences de RMN PGSE peut également étre réalisé selon
une approche probabilistique. Les résultats sont alors exprimés en fonction de la probabilité
du déplacement moyen effectué par les molécules durant le temps de diffusion A. Ce type
d’exploitation des résultats a été utilisé pour appréhender par RMN le déplacement de solutés

a I’intérieur d’une colonne chromatographique.

4.3.2.1. Principes

Le propagateur moyen E(R,A) obtenu par les impulsions de gradients en RMN donne la

probabilité pour n’importe quelle molécule du fluide, indépendamment de sa position initiale

r,, de subir un déplacement dynamique le long de I’axe selon lequel sont appliqués les

gradients de R=r—r,, pendant une durée A. Ce propagateur E(R,A) est la moyenne
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spatiale de P(r/r,A), qui représente la probabilité conditionnelle qu’une molécule,

initialement localisée a r,, migre au point r durant le temps A :
P(R,A)=[p(1,)P(r/r,A)dr, (42)

ou p(l’o) est la densité normalisée des positions initiales des spins. L’application

d’impulsions de gradients dans une direction permet de déterminer le propagateur moyen
selon cet axe. Pour cela, la relation de Fourier avec I’amplitude normalisée d’écho E(g,5,A)
est utilisée dans le cas d’une expérience idéale, avec une impulsion de gradient d’amplitude

g, de durée & . Cette amplitude est associée au propagateur E(R,A) selon :

%zﬁmwem(iwgﬂ)d R (43)

avec S(0,5,A) I’écho en absence d’impulsion de gradient. Le vecteur d’espace g est défini

E(9.6,A)=

par I’aire des gradients (équation (13)). Ce formalisme représente la réciprocité de I’espace de
déplacement dynamique R . L’équation (43) peut alors s’écrire :

“(0)-5G )

Dans le cas d’études portant sur une colonne chromatographique, la dispersion des particules

JE(R,A)exp(ian-R)d R (44)

de fluide dans un cylindre peut étre estimée, a partir d’une distribution du propagateur moyen,

sous la forme d’une gaussienne qui est fortement reliée a la dispersion axiale ou radiale durant

le temps A :
= 1 -R?
P(R,A)= ex 45
( ) \/27r0'2 p{ 20° j )
o’ = 2Disp,,,A (46)

ol o est la moyenne au carré des déplacements des spins durant I’intervalle A dans la

direction des impulsions de gradients et Disp,, le coefficient de dispersion apparent, cette
notation permettant d’éviter la confusion avec le coefficient de diffusion D.

En appliquant un débit dans un tube, et donc une vitesse moyenne u qui se rajoute a la

dispersion, nous avons :
P(R.A) L (R-ua)
yA)= ex -
/4= Disp,, A P 4Disp,,,A

Dans ces conditions, E(q,A) prend la forme d’une fonction oscillatoire de q dépendant de

(47)

I’orientation du gradient g, de la direction du flux u modulée par la décroissance de
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I’enveloppe gaussienne. La transformée de Fourier de I’espace complexe q F{E(q,A)}

correspond a une gaussienne centree sur u etaun écart type de /2 Disp,,,A .

E(q,A) :exp[—47rq2DispappA+i27rqﬁA} (48)

2

1 -R
TP
JA7Disp,, A 4Disp,,,A

Finalement, la convolution avec la fonction de Dirac o, (notée ainsi pour éviter une

FIE(0,4)= J@&D(R—GA) (49)

confusion avec o, la durée des impulsions de gradients) détermine la position de la

gaussienne le long de I’axe selon lequel les gradients sont appliqués. Il est alors possible
d’extraire u et Disp,,, du profil du pic. Dans le cas de gradients perpendiculaires a I’axe du

flux, la distribution de probabilité de déplacement est centrée autour d’un déplacement nul,
tandis que pour des gradients paralleles, la distribution est déplacée d’une valeur finie en

concordance avec le paramétre UA .

4.3.2.2. Exploitation de la méthode
En 1995, les premiers travaux ont montré qu’il était possible de déterminer rapidement les
coefficients de dispersions axiale et radiale dans une colonne chromatographique par RMN
[125] et de suivre leurs variations en fonction de la vitesse réduite. Par la suite, les études

[126, 127] ont exploité le calcul et la représentation du propagateur E(R,A) en fonction de la

distance de déplacement R ; la courbe ainsi obtenue caractérise la population des molécules
qui se sont éloignées d’une distance R par rapport a leur point initial, selon I’axe
d’application des gradients. Des gradients dans I’axe du flux vont permettre d’obtenir une
dispersion longitudinale, tandis que des impulsions perpendiculaires au débit engendrent une
dispersion radiale.

L’étude de la dispersion longitudinale montre une répartition selon deux courbes gaussiennes.
En I’absence de debit, une seule courbe est observée, dont le déplacement est centré sur zéro,
indiquant la stagnation de I’ensemble des molécules dans la colonne. Lorsque le debit
augmente, deux populations se distinguent : I’'une centrée sur un déplacement nul et I’autre
avec une valeur différente de zéro, représentant les molécules entrainées par le flux. L aire de
la phase stagnante diminue progressivement lorsque le débit augmente, tandis que I’aire des
molécules se déplacant augmente et présente une forte largeur soit, une dispersion importante.
Le ratio des aires de chacune des populations permet de mesurer le pourcentage des molécules

dans la phase stagnante pendant la durée d’observation A. Pour une méme colonne, si A
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augmente, la fraction éluée par la phase mobile sera modifiée pour atteindre une valeur plus

importante. De la méme maniére, si A reste constant et que seul le diametre des particules est

augmenté, alors la fraction stagnante devient plus importante. En augmentant le produit UuA,
par augmentation du débit et diminution du diamétre de la colonne, il est possible d’arriver a
séparer totalement les deux fonctions gaussiennes. Il semblerait que la discrimination des
populations a partir de leurs déplacements augmente lorsque le débit devient important.

Dans le cas de gradients perpendiculaires a I’axe de la colonne, la représentation graphique est
toujours centrée sur zero, quelle que soit la valeur de A. Seule la dispersion du pic augmente
avec A ce qui montre que le deplacement perpendiculairement au débit devient plus
important. Ce coefficient de dispersion radiale est d’un ordre de grandeur plus faible que celui
mesuré parallélement au débit.

La mesure de I’écart type de la fonction permet d’obtenir le coefficient de dispersion dans les
espaces extra- et intraparticulaires pour respectivement les molécules se déplacant et les
molécules stagnantes. D’autre part, la mesure, ou le calcul par équation du coefficient de
diffusion du liquide, permet d’estimer le facteur de tortuosité et la porosité totale du systéme a
I’aide de I’équation (50) :

Tintra dp ’ 2 dp
Ae :H 7 avec ( <Rintra>)A_A :7 (50)

Le temps caractéristique d’échange A, pour qu’une molécule quitte la particule poreuse de

diametre moyen d peut étre estimé [128] en supposant un déplacement d’une distance de

7” du milieu du pore jusqu’a la surface de la particule, a partir du facteur de tortuosité

intraparticulaire z. et de la taille moyenne, et ce pour des particules de forme sphérique.

intra

Dans le cas ou le temps d’observation A est inférieur au temps d’échange A, alors le

coefficient de diffusion intraparticulaire peut étre estimé par :

2
( <Rintra>) = (2DintraA) (51)
A<Aq

La valeur mesurée est indépendante de A. Tallarek et collaborateurs ont également montré
que le facteur de tortuosité dans un réseau intraparticulaire non organisé est plus élevé que
dans des particules organisées. Dans des réseaux meésoporeux, la convection forcée
intraparticulaire, ainsi que la diffusion intraparticulaire, participent au transport du fluide.
Dans ce dernier cas, nous pouvons parler de « chromatographie de perfusion » comme définie
par Liapis et McCoy [129], car la vitesse a I’intérieur des particules n’est pas nulle.
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La disparition du déplacement centré sur zéro observée lorsque A augmente, permet
d’assimiler ce probléme a la diffusion d’un soluté de I’extérieur vers I’intérieur d’une
particule poreuse sphérique, la sphere étant tantdt remplie et tantét vide. Ainsi, il devient
possible de modéliser les données de transfert de matiére a partir de I’équation suivante, dans
le cas d’une colonne chromatographique avec une distribution de taille de particule finie
[128] :

2
Anira (A) _ 26 iizj'“ exp| — o —Hp 22 Dint;aA drp
Antra (0) O, V2 m N 7h=0 O-p\/E rp
(52)
ou A,,. estla quantitt moyenne de substance diffusante immobile dans la sphere au temps
choisi, u, et o, sont respectivement la moyenne et I’écart type du rayon des particules (selon

une répartition gaussienne) et r, le rayon de la sphere. De plus, I’épaisseur de la couche

stagnante a la surface des particules &, peut étre estimée a partir du nombre de Peclet (pour

film
des valeurs supérieures a 50) Pe et de © une fonction de la porosité extraparticulaire d’apres
I’équation suivante :
d p
Ofn =——— (53)

film
QPe s
Ainsi, il a été montré que I’épaisseur de la couche immobile de solvant diminue lorsque le

débit augmente.

Une autre représentation originale des résultats, a partir des coefficients de dispersion, est de

calculer la hauteur réduite d’un plateau axial ou radial [130], comme en CLHP, a partir des
relations suivantes :

ha:iaof

d, oz

_ 100/
dp 0z

et h, (54)

dans lesquelles h, et h, représente respectivement la hauteur réduite d’un plateau théorique le

long de la colonne et perpendiculairement a la direction du flux. Ces grandeurs sont
insensibles a la distribution locale de la vitesse de I’éluant, car les mesures sont effectuées sur
une courte péeriode de temps. Les auteurs ont alors comparé les equations (de Knox, de
Giddings, de Giddings généralisée, de van Deemter, d’Huber et d’Horvath) utilisées en CLHP
pour calculer ces hauteurs de plateaux et déterminer quelles expressions décrivaient le mieux
les phénomenes observés obtenues en RMN PGSE en fonction de la gamme de vitesse réduite
étudiée.
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Cette approche permet d’estimer quantitativement des résistances au transfert de matiére dans
une colonne chromatographique tassée, entre la phase stagnante et le flux de phase mobile,
ainsi que le processus d’échange entre les deux phases. Enfin, en combinant les impulsions de
gradients avec des méthodes d’imagerie, la colonne pourrait étre représentée par ses
coefficients de dispersions axiale ou radiale, durant le processus séparatif.

4.3.3. Ladiffusion en HRMAS

La derniére approche des phénomenes chromatographiques concerne [I’utilisation de la
HRMAS avec la mesure de coefficients de diffusion.

Lors des travaux mettant en évidence les interactions entre une phase SPE et le p-xyléne [114]
aprés une procédure d’activation du support par le méthanol et I’eau, la mesure des ADC a
permis de confirmer I’attribution spectrale. Ainsi, le xyléne « libre » a un coefficient de
diffusion presque deux fois plus élevé que le xyléne présentant des interactions avec la phase
et donc un mouvement de translation plus restreint que la forme « libre ». L’ADC de I’eau a
un caractere biexponentiel signifiant la présence de deux types d’eau. La premiere diffusion
est proche de la valeur obtenue en absence de phase et pourrait donc étre de I’eau non retenue
par le support, tandis que la seconde, cing fois plus lente, serait de I’eau piégée par la phase
chromatographique. A partir des données utilisées pour mesurer I’ADC, la proportion de
chaque type d’eau est estimée : 85% pour I’eau interagissant peu et 15% pour I’eau retenue
par le support.

Le premier exemple de separation d’un mélange en RMN PGSE a I’aide d’une phase
chromatographique a été réalisé au laboratoire. La diffusion de mélanges en présence et en
absence de phase a été comparée [131]. Ainsi, les solutés (naphtaléne, éthanol et dec-1-ene)
contenus dans une solution d’éthanol deutérié ne sont pas séparés par leur ADC, comme
I’illustre la représentation DOSY des résultats (Figure 8a). A I’inverse, en présence d’une
phase chromatographique ODS, le naphtaléne est fortement retenu, le dec-1-ene un peu
moins, tandis que I’éthanol possede la diffusion la plus rapide (Figure 8b). Des résultats
similaires sont obtenus avec un autre mélange et en présence de silice. Cette étude a montré
qu’il était possible de ralentir sélectivement, a I’aide d’une phase chromatographique, des
molécules diffusant avec un méme ordre de grandeur.

Dans ces deux approches, le mélange hetérogéne de la phase stationnaire et du liquide
implique I’utilisation d’une sonde *H HRMAS, pour augmenter la résolution du spectre *H en

moyennant a zéro I’anisotropie de I’échantillon grace a la rotation a I’angle magique.

54



Etude bibliographique : L’utilisation de la RMN pour appréhender la chromatographie

Log D (m#/s) d Log D (m#/s) b
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Figure 8 : Cartes DOSY d'un mélange naphtaléne, éthanol et dec-1-éne (a) sans phase chromatographique
et (b) en présence d'une phase greffée ODS.

Les travaux réalisees en RMN pour appréhender les interactions entre un support
chromatographique et les solutés ne sont pas nombreux et sont principalement le fruit du
travail d’une ou deux équipes uniquement.

Les éetudes, développées au cours de ce travail de thése, nécessitent une connaissance des
différentes théories développées en CLHP pour expliciter les différents mécanismes mis en

jeu.

5. Les moments pour une compréhension de la chromatographie liquide

haute performance a polarité de phase inverséee
La littérature est prolixe en études portant sur la compréhension des mécanismes de rétention
par CLHP. Nous nous sommes intéresses plus particulierement a I’approche développée par
Guiochon et Miyabe reposant sur I’analyse des moments. En effet, cette approche tient
compte des différents types de diffusion impliqués dans le phénomeéne de la rétention. De
plus, ces travaux sont riches en données expérimentales qui peuvent étre reliées aux

phénomeénes décrits dans cette these.
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5.1. La théorie
Le premier moment d’un pic chromatographique est caractéristique de sa position sur le
chromatogramme et est relatif a la thermodynamique de I’équilibre de la phase. 1l s’exprime

par I’équation ci-dessous [132] :

fe(ydt

e [OLE "L (59)
avec Sy=¢ +(1—5)(5p + ppK) (56)

ou C(t) est la fonction d’élution ou le profil de concentration du soluté dans la colonne en
fonction du temps t, | est la longueur de la colonne chromatographique, u, est la vitesse
linéaire de la phase mobile, ¢ est la porosité externe, ¢, et p  sont respectivement la

porosité intraparticulaire et la densité du matériau poreux, tandis que K est la constante
d’équilibre d’adsorption. En combinant les équations (55) et (56), il est possible d’obtenir la
valeur de la constante K

I
A o__ 5K 57
1=r 1, Py (57)
I
t,=—|e+(l-¢)e¢ 58
o=y Lo+ -2)e] (58)
La variation de /11—_'[0 en fonction de 1 est une droite, a partir de laquelle il est possible de
- U,

déduire la valeur de K.

Le second moment caractérise la largeur de la distribution de concentration. Il est donc
représentatif de la dispersion, ainsi que des cinétiques de transfert de matiére entre les deux
phases. Il est défini comme suit :

: 22
Hy = 0 @ =u_(5ax +5f +5d) (59)
fc(t)at ’
0
avec O = Dlszpa 57 (60)
u0
;
S :(1—5)j(5p+ppK)2 (61)
f
rpz 2
S, =(1—g)15D (2, +P,K) (62)
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et Disp, le coefficient de dispersion axiale, r, le rayon moyen de la particule de silice, k; est
le coefficient de transfert de matiére du fluide vers la particule, D, est la diffusion
intraparticulaire et &, est obtenue a partir de I’équation (56).

I est possible d’extraire la diffusion de surface D,, qui représente la migration des molécules

a la surface de la phase stationnaire, a partir de I’équation (61). Cette contribution est calculée
a partir du moment du second ordre, en soustrayant les contributions des autres processus de
transfert de matiére se déroulant en CLHP. Comme les autres sources de transfert de matiére

sont de moindre importance que la diffusion de surface, une perte importante de précision sur

la mesure est constatée. Guiochon défini la grandeur H' par :

Ho#e 2 DI (63)
2, Uy
. . 0 S
ou H, est H, :5—02+5—:; (64)

. . - R A . . 1
La dispersion longitudinale peut étre déduite de la pente de la droite H = f (—J , alors que la
uO

valeur de la diffusion intraparticulaire est obtenue a partir des équations (59) a (62) en
éliminant la contribution du transfert de matiere du fluide vers la particule a la largeur du pic,

grace a I’expression de H,. Dans I’équation (61), k, est estimé en utilisant I’équation de

Wilson et Geankoplis [133], incluant les nombres adimensionnels de Reynolds, Schmidt et

Sherwood. Pour exprimer la diffusion moléculaire D, , c'est-a-dire la diffusion des solutés

dans la phase liquide, qui intervient dans les deux nombres adimensionnels de Schmidt et
Sherwood, il existe différentes équations en fonction du mélange de solvants utilisé.
L’équation de Wilke-Chang [134] est appliquée pour des mélanges a base de méthanol ou
d’éthanol et d’eau, celle de Perkins-Geankoplis [135] est adaptée aux melanges d’ACN et
d’eau et celle de Hayduk-Laudie [136] lorsque le soluté est dissous dans de I’eau.

La diffusion dans le pore D, soit la diffusion moléculaire dans la solution stagnante
remplissant le pore, peut étre estimée a partir de D, , de la porosité intraparticulaire ¢ et de

k le facteur de tortuosité :

SP
P K2
La valeur de D, peut étre extraite a partir de la relation suivante :

D D, (65)

D, =D, + p,KD, (66)
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De plus, la relation entre D, et la température T est classiquement exprimée par une équation

d’Arrhenius, permettant alors d’exprimer I’énergie d’activation E; :

-E
D. =D, ex s 67
-0.0(E) @)

ou D,, est un terme constant appelé le facteur de frequence et R est la constante des gaz

parfaits. Cette énergie est souvent corrélée a la chaleur d’adsorption du soluté sur la phase

stationnaire Q,, et un paramétre empirique ¢, classiquement inférieur a 1 :
Es =, (_Qst) (68)

D, = D, exp{%} (69)

Les molécules adsorbées ont besoin d’acquérir une certaine énergie (E,) pour migrer et
franchir ainsi la barriére énergétique qui existe entre deux sites d’adsorption. Cette valeur peut

étre inférieure a la chaleur d’adsorption (-Q, ), car les molécules n’ont pas besoin d’étre

totalement désorbées de la surface pour migrer, d’ou la valeur inférieure a 1 du facteur « . La
diffusion de surface se déroule donc dans le champ potentiel d’adsorption du support.

De plus, a partir de I’approche des moments, il est possible d’appréhender la valeur du
nombre de plateaux théoriques, le coefficient de dispersion axiale... Pour une revue de
littérature compléte sur la mesure des moments et les grandeurs mesurables par cette

approche, il convient de se reporter a la référence [137].

5.2. Les résultats
La diffusion de surface est un processus de transfert de matiére des molécules adsorbées, alors
qu’elles restent dans cet etat adsorbé. Au sein des matériaux poreux, le transfert de matiére est
une contribution a la fois du transfert de matiere dans le pore et de la diffusion de surface. Les
résultats ci-aprés sont un condensé des travaux essentiellement réalisés par Miyabe et
Guiochon [138-143].

Il existe une relation linéaire entre le facteur de fréquence D,, et I’énergie d’activation de la
diffusion de surface E_, prouvant ainsi qu’il y a un effet de compensation enthalpie-entropie
dans les conditions expérimentales de la RPLC. De plus, la relation entre D, et la constante

d’équilibre d’adsorption K est linéaire. Ces observations suggerent un mécanisme de
diffusion a la surface du support identique dans différentes conditions chromatographiques.

La nature du mécanisme semble indépendante de la force de rétention, car les données sont
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toujours linéaires, et ce indépendamment de la nature chimique du soluté, du modifiant ou de
la composition de la phase mobile, de la longueur ou de la densité des greffons a la surface de
la phase stationnaire. Les valeurs de la rétention et de la diffusion dépendent des conditions
chromatographiques, mais leurs influences sur les parameétres d’équilibre et de cinétique sont
corrélées linéairement, quel que soit le systtme chromatographique étudié. Le facteur K
augmente pour une série homologue lorsque la longueur de la chaine carbonée augmente.
L’increment est plus important lorsque le support présente une chaine greffée longue, ou que
la densité du greffage est plus grande. Les différences dans les interactions stériques, comme
le suggere Tchapla [144, 145], serait & I’origine du phénomeéne. En présence d’une phase
greffée methyle, il ne peut exister que des interactions planaires, alors qu’avec une chaine
carbonée plus longue, les molécules peuvent pénétrer dans le maillage des greffons.

La diffusion dans le pore D, est environ un ordre de grandeur plus faible que la diffusion

intraparticulaire. La migration s’effectue donc principalement dans une zone proche des
greffons par un mécanisme de diffusion de surface a partir de I’équation (66). Le mouvement
des molécules adsorbées dans les pores est limité par des effets hydrodynamiques et par
I’adsorption des molécules a la surface.

Le processus entrainant la diffusion de surface peut étre subdivisé en plusieurs étapes
élémentaires. Tout d’abord, il y a formation d’une cavité dans la couche adsorbée de solvant
par désorption de molécules d’éluant. La taille de cette lacune doit représenter le tiers ou la
moitié de la taille du soluté en adsorption. La création de cette lacune est un processus trés
énergétique. Dans un second temps, se produit le transfert de la molécule a analyser de son
site d’adsorption vers celui qui vient d’étre créé. Deux types d’interactions peuvent se
produire a cet instant: la solvatation de I’échantillon par le solvant ou I’adsorption de
I’échantillon sur la phase stationnaire. Enfin, I’espace laissé vacant est a son tour comblé par
la phase éluante. Ainsi, il est possible d’exprimer I’énergie de diffusion de surface a partir de
la décomposition des étapes :

E, =E, +E; (70)

avec E; et E; les énergies nécessaires respectivement pour créer la lacune et générer le

déplacement d’un site a I’autre. La valeur de E; est d’environ un ordre de grandeur supérieur

acelle de E;. Les parametres influengant la formation de la cavité a la surface de I’adsorbant

sont I’hydrophobie des ligands et la taille des solutés, tandis que le processus de saut est
influencé par I’aire hydrophobe de la surface du support (qui diminue lors de I’adsorption),
mais également par la taille du soluté.
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Suite a I’observation de la dépendance de la diffusion de surface a la température, qui est
identique a celle de la diffusion moléculaire a la température, les auteurs ont voulu relier les
deux phénomeénes. Lorsque la chaleur d’adsorption est nulle, la diffusion de surface
s’approche de la diffusion moléculaire. La diffusion a la surface peut alors étre considérée
comme une diffusion dans le liquide, restreinte par les interactions d’adsorption ; c'est-a-dire

une diffusion se déroulant dans le champ potentiel d’adsorption du support. Ainsi, D, peut

s’exprimer sous la forme :

D, =D, exp [%j (71)

ol p, est une grandeur inférieure a 1. Cette approche permet d’expliquer deux aberrations
dont principalement, la corrélation entre D, et D, pour des solutés faiblement retenus. En
effet, dans ce cas la, I’énergie de formation des lacunes ne peut pas étre négligée et la
diffusion de surface doit étre exprimée de la maniéere suivante pour obtenir des valeurs
numériques comparables des différentes diffusions :

D, =D, eXF{_Eh ‘Rﬂ;(‘Q“)} (72)

Cette théorie met en exergue la présence de trois contributions a I’énergie d’activation : la

désorption partielle, la fabrication de la cavité et le saut d’un site a I’autre. Les deux premiers
processus sont importants et doivent étre pris en compte lors de la discussion d’un mécanisme

de diffusion de surface d’un point de vue thermodynamique.

Dans cette revue de littérature, nous avons décrit I’ensemble des moyens technologiques qui
vont étre mis en ceuvre pour réaliser les expériences de RMN Chromatographique ainsi que
les techniques qui ont été développées pour appréhender les interactions entre une phase
stationnaire chromatographique et la phase liquide.

La méthode utilisée dans ce mémoire consiste a ajouter un support chromatographique a un
mélange liquide pour diminuer sélectivement le coefficient de diffusion de chaque soluté.
L’ ajout de la phase solide est responsable de I’anisotropie et donc d’une dégradation de la
qualité spectrale. Pour résoudre ce probleme, I’échantillon a été mis en rotation a un angle
précis et connu par rapport au champ magnétique statique : I’angle magique. Comme la RMN
Chromatographique a été utilisée pour appréhender les interactions a proximité du support

stationnaire, nous avons décrit les travaux réalises en RMN qui avait cette méme finalité.
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Nous nous sommes également intéressés a I’approche des moments en CLHP pour mesurer
des coefficients de diffusion dans différents états adsorbés des solutés.

L’ensemble des chapitres précédents avait pour finalit¢é d’introduire la RMN
Chromatographique en tant qu’outil pour comprendre une partie des interactions entre un

support chromatographique et une phase liquide.
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1. Matériels

1.1. RMN HRMAS
Le spectrometre utilisé dans le cadre des travaux exposés dans cette thése est commercialisé
par Bruker Biospin (Wissembourg, France) et possede une fréquence de résonance de 400
MHz pour les noyaux 'H. L’appareillage est un modéle Avance 400. La sonde HRMAS
posséde trois canaux permettant d’étudier les noyaux *H et **C tandis que le canal du 2H sert &
verrouiller le champ/frequence (lock). Elle est équipée d’un thermocouple pour mesurer la
température, ainsi que d’une résistance chauffante. Pour réaliser les mesures de diffusion, la
sonde comporte une bobine de gradient capable de produire des gradients de 55 G.cm™ au
maximum, alignés selon I’axe de I’angle magique. Les rotors utilisés ont un diametre de 4 mm
et un volume de 12 ou 50 pL. Le rotor est fermé a chaque extrémité par un insert
hémispherique, celui du haut possedant un orifice de faible diamétre pour libérer le surplus
d’échantillon. Cet orifice est ensuite fermé a I’aide d’une vis et un bouchon a ailette est ajouté
permettant ainsi la rotation du rotor a partir d’un flux d’air comprimé (Figure 9). Les
expériences, sauf indication contraire dans le texte, sont réalisées avec un rotor de 50 pL, a

une vitesse de rotation de 4000 Hz et une température de 303°K.

Espace  Cavité
inférieur sphérique  Bouchon

Rotor en ZrO: Espace Vis
supérieur

Figure 9 : Schéma d'un rotor.

Le traitement des données est réalisé a partir d’une console Silicon Graphics et a I’aide du

logiciel fourni par le constructeur : XWinNMR v3.2.

1.2. Chromatographie
L appareillage utilisé est composé d’une pompe L-6000 (Merck), d’un détecteur UV-visible
Jasco UV-975 et d’un intégrateur D-2500 (Merck). La vanne d’injection (Rhéodyne 772i) est
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équipée d’une boucle d’injection de 10 pL. Les colonnes utilisées sont une Lichrospher100®
C18 250*4 mm (5 pm) et une Lichrocart60O® Si 250*4 mm (5 pm) fabriquées par Merck
(Darmstadt, Allemagne). Le débit a été fixé & 1,0 mL.min™. Les composés aromatiques sont

détectés a une longueur d’onde de 254 nm, avec une sensibilité de 0,01.

1.3. Phases chromatographiques, solvants et solutés
Pour les études en RMN, les supports stationnaires utilisés sont conditionnés en vrac. Les
phases chromatographiques poreuses utilisées proviennent de chez Merck. Il s’agit de support
Lichrospher100® Si (5 pum), Lichrospher300® Si (10 pm), Lichrospherl00® C18 (5 um) et
de Lichrospherl00® C18e (5 um) —post-greffé—. Les phases non poreuses (vierge et
greffée) ont été gracieusement fournies par le Docteur Frank Steiner et ont été fabriquées par

Micra. Les principales caractéristiques physico-chimiques de ces supports sont résumées dans

le Tableau 3

Phase Phase

100A Support  Support  Suport de

Phase non T s o
Nom OoDS de silice de silice silice non
100A ODS poreuse

post- ODS 100A  300A  poreux

greffé
Fournisseur Merck Merck MICRA Merck Merck  MICRA
Phase OoDS ODSe OoDS Silice Silice Silice
Taille des particules (um) 5 5 1,5 5 10 1,5
Taille du pore (A)* 100 100 S.0. 100 300 S.0.
Surface spécifique (m2.gY) 350 350 2 400 80 2
Surface a I’intérieur du
rotor (m2) 8,75 8,75 0,10 10,00 2,00 0,10

Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques des phases chromatographiques utilisées.
1'S.0. est pour Sans Objet.

Les solvants deutériés proviennent de chez Eurisotope (Saint-Aubin, France). Tous les autres
produits ont été fournis par VWR International (Fontenay sous-bois, France). Les solvants
sont de qualité pour la CLHP.

Pour les expériences en RMN, le mélange composé de naphtaléne d’éthanol et de dec-1-ene
dans de I’éthanol-d6 est préparé a partir de 6,5 mg de naphtaléne, mélangés a 20 pL de dec-1-
ene, 10 pL d’éthanol et 200 pL d’éthanol-d6.
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La série homologue des aromatiques est composée d’un mélange de benzéne (90,0 g.L™?), de
naphtaléne (9,0 g.L™") et d’anthracéne (1,6 g.L™) dans des solvants protonés ou deutériés, en
proportions variables.

Les études avec la serie homologue des cétones sont réalisées en étudiant les solutés un par un
dans le rotor. La superposition des pics en RMN rend impossible I’étude en mélange de ces
trois cétones. Chaque échantillon est prépare en prélevant 10 pL de la cetone auxquels 100 pL
du mélange de solvants deutériés de composition précise sont ajoutés.

Lors de I’étude de I’influence de la rotation sur le coefficient de diffusion en absence de
phase, I’échantillon utilisé contenait 2 mM de sulfate de cuivre dans de I’eau lourde pour
diminuer le temps de relaxation des *H de I’eau résiduelle.

Concernant les expériences en CLHP, seule la série des aromatiques a été étudiée. Les
concentrations ont été diminuées et I’échantillon est composé de benzéne (770.10° g.L™), de
naphtaléne (90.10° g.L™) et d’anthracéne (5.10° g.L™), dissous dans la phase mobile
constituée d’un mélange ACN/eau.

2. Méthodes

2.1. Préparation de I’échantillon RMN

En absence de phase chromatographique, 55 pL du mélange a étudier sont introduits dans le
rotor qui est ensuite obturé par I’insert. Le surplus de liquide est éliminé a I’aide d’un papier
absorbant, puis le rotor est fermé a I’aide de la vis et du bouchon.

Pour les mesures en présence de phase chromatographique, la phase est introduite dans le
rotor, puis tassée jusqu’a environ la moitié du volume du rotor. Ensuite, 10 L de mélange
sont ajoutés, puis le volume du rotor est compléte avec de la phase, sans la tasser. La mise en
place de I’insert permet de compacter la phase, sur la partie supérieure. L exces de solide est
éliminé, avec précaution, a I’aide d’un jet d’air comprimé, puis le rotor est fermé. Les rotors

peuvent contenir environ 25 mg de support poreux et environ 50 mg de support non poreux.

2.2. Réalisation d’une expérience RMN PGSE
Avant de procéder a I’expérience de la mesure du coefficient de diffusion, la force des
gradients, caractérisée par la durée de I’impulsion ¢ et le temps de diffusion A, est calibrée.

Les données sont exploitables pour une atténuation du signal comprise entre 1 et 10 %, entre
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I’expérience réalisée avec le gradient le plus faible et celle effectuée avec le gradient le plus
important. Deux expériences sont donc mises en ceuvre au préalable: I'une avec le
pourcentage de gradient le plus faible (généralement 2 % de la puissance maximale) et I’autre
avec celui le plus intense (95 %), dans le but de déterminer les valeurs optimales de & et A.
Pour limiter les courants de Foucault, toutes les impulsions de gradients ont une forme
sinusoidale. L’ordre de grandeur des différents délais et impulsions utilisés est donnée dans le
Tableau 4. La séquence d’impulsion utilisée est la BPP-LED représentée sur la Figure 3.

La mesure du coefficient de diffusion est effectuée a partir d’une série de spectres obtenue
dans des conditions ou seule I’intensité des gradients varie. Cette intensité est exprimée en
pourcentage de la puissance maximale des gradients. Chaque valeur du pourcentage est
déterminée a partir d’une liste créée avant I’expérience. Nous avons utilisés des variations
logarithmiques lorsque la décroissance du signal était rapide, une liste quadratique pour
étudier des points avec des valeurs élevées d’inhomogénéité de champ magnétique et une
rampe linéaire dans tous les autres cas. Classiquement, nos expériences comprenaient 16
pourcentages différents de gradients (parfois 32) et pour chaque intensité, 16 ou 32

acquisitions ont éeté réalisées.

Notation  Ordre de

Catégorie des paramétres Description des paramétres constructeur® grandeur?
Impulsions radiofréquences Puissance de la RF pll 1dB
Impulsion 90° pl 5us
Impulsion 180° p2 10 pus
Grandeurs permettant d'augmenter la Durée de la LED d21 5ms
qualité des spectres Impulsion des spoil gradients pl9 1ms

gpz7 -13,17%

Intensité spoil gradients gpz8 -17.13%

Diffusion Diffusion rapide Impulsion des gradients p30 500 ps
(Benzéne, cétones, ) o

Diffusion modérée Impulsion des gradients p30 1200 ps

(Naphtaléne) ~10° mz.s™ Durée de diffusion d20 200 ms

Diffusion lente Impulsion des gradients p30 2200 ps
(Anthracene, greffons) ] L

~10" m2gt Durée de diffusion d20 800 ms

Tableau 4 : Ordre de grandeur des impulsions et des délais utilisés dans la séquence BPP-LED.
! ]a notation p est utilisée pour des impulsions tandis que d représente des délais, ? les impulsions sont
exprimées en s et les délais en ms
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2.3. Traitement des données
Une fois le spectre acquis, la TF et la correction de la phase réalisée, tous les pics
correspondant a des entités dont la diffusion sera mesurée sont marqués et intégrés. 1l est alors
possible de représenter I’intensité ou I’aire des pics, en fonction de I’aire des impulsions de
gradients. Nous obtenons un graphe avec 16 (ou 32) points qu’il est possible d’interpoler a
partir de I’équation suivante, si, et seulement si, un seul coefficient de diffusion correspond au

pic étudié :

=1, exp{—D(ﬁgy)z (A—gﬂ (73)
Dans cette équation, | est I’intensite ou I’aire mesurée pour chaque valeur de gradient, 1 est

I’intensité ou I’aire en absence de gradient. Tous les autres termes, a I’exception de D le
coefficient de diffusion, sont des parameétres connus qui dépendent soit de I’expérience (o, A

et g), soit des propriétés du spin (). Ainsi, la régression passant par tous les points de la

0

représentation In[llj: f(9°) permet d’obtenir I’ADC a partir de la pente de la droite

(Figure 10).

In (1/10)
0,0

-0,5
-1,0 |
-1,5 1
2,0 -
2,5
-3,0 1
3,5 1

'4,0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
g2 (g:G.cm'l)

|
Figure 10 : Exemple de représentation de la droite In [I—j =f (gz) obtenu a partir du pic de la
0

butanone dans un mélange de solvant deutérié ACN/Eau, 90/10, v/v. Les points représentent les valeurs
expérimentales et la droite est obtenue a partir de la meilleure régression mono-exponentielle (en
n’estimant la présence d’une seule diffusion dans la décroissance).

Pour tracer une carte DOSY (Figure 11), le nombre de points dans la dimension de la

diffusion est augmenté a 128, puis le calcul selon le modele présenté dans I’étude
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bibliographique (paragraphe 2.2.3.1) est realisé. La durée du calcul varie de I’ordre de

quelques secondes a la minute.

Log D
(m2/s)

-10.0 =
A -H- - - - -

Diffusion
diminue -—-H--

= -9.0 =
Molécules

moins mobiles - = .. _ — ..._

80 = |
10.0 5.0 0.0 o (ppm)

Déplacements chimiques

Figure 11 : Formalisme utilisé dans le présent manuscrit pour les représentations DOSY. Sur la Figure,
guatre molécules sont contenues dans le mélange.
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Résultats et discussion : Introduction

1. Introduction

Le mécanisme de rétention en RPLC fait toujours I’objet de polémique et diverses théories
ont été développées. Horvath [9], dans une revue de littérature, a détaillé les différents
principes de rétention supposés et les méthodes d’interactions entre les solutés et le support
chromatographique. La RMN est une alternative de choix pour étudier les interactions entre
une phase stationnaire chromatographique et des solutés. En effet, le développement de la
RMN des gels et de I’imagerie a permis des études dynamiques des phénomeénes de rétention
et d’approcher ainsi, les conditions expérimentales de la CLHP.

Une technique non exploitée dans ce domaine est la mesure du coefficient de diffusion et
I’étude du ralentissement sélectif des solutés en présence de phase chromatographique. Le
laboratoire a profité des avanceées technologiques de la RMN permettant I utilisation
d’aimants & haut champ magnétique, d’une sonde *H HRMAS, ainsi que d’impulsions de
gradients pour mesurer des coefficients de diffusion dans un milieu hétérogene. La
banalisation du traitement des données d’une expérience de diffusion et sa représentation par
une carte 2D ont contribué a I’avancement de ces travaux de recherche.

L’objectif de cette thése a consisté a exploiter la méthode mise au point au laboratoire [131]
pour mettre en évidence les interactions se produisant dans le rotor et a comparer les résultats
obtenus en HRMAS a ceux issus de la chromatographie, et ce dans le but d’appréhender la
compréhension des interactions a I’interphase entre le solide et le liquide, au niveau des
supports de CLHP disponible commercialement. Cette étude se place dans la continuité de
travaux qui impliquent la RMN pour explorer la rétention chromatographique, et ce tout en
développant une méthodologie originale, qui consiste a mélanger de la phase stationnaire avec
des solutés et a étudier la variation des coefficients de diffusion apparents, créée par I’ajout du

support.

2. Optimisation des conditions operatoires

A cause de l'originalité de la technique utilisée au cours des travaux presentés dans ce
manuscrit, il s’est avéré nécessaire, dans un premier temps, d’optimiser le traitement de
I’échantillon pour déterminer les meilleures conditions expérimentales. De plus, comme peu
de travaux ont été réalisés en combinant la MAS et la mesure de diffusion, il était opportun
d’étudier I’influence de certains parametres, comme notamment la vitesse de rotation, sur la

mesure de la diffusion.
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2.1. Préparation de I’échantillon
La maitrise de la préparation de I’échantillon conditionne la répétabilité des résultats. Une
étude précise des facteurs pouvant modifier le processus de diffusion est nécessaire. Nous
avons donc envisage d’étudier I’influence de tous les parametres intervenant au cours du

traitement de I’échantillon en terme de répétabilité des mesures des ADC.

2.1.1. Volume de liquide dans le rotor

Le rotor est rempli d’un mélange de phase stationnaire solide, avec une phase liquide. En
premiére approximation, le ralentissement des solutés, dans des conditions d’équilibre, devrait
dépendre du ratio liquide/solide. Nous avons donc étudié I’évolution de la qualité de la
séparation en fonction de la quantité du mélange liquide en présence de phase stationnaire
ODS poreuse. Ce travail a été le premier réalisé. Le mélange choisi comporte du naphtaléne,
du dec-1-ene et de I’éthanol. C’est ainsi qu’avait eté décrit le premier exemple de séparation
de composés a I’aide de cette technique [131]. Les cartes DOSY, en fonction du volume de
liquide dans le rotor, sont présentées sur la Figure 12.

Il apparait clairement qu’un volume de liquide trop important nuit a la résolution, dans la
dimension de la diffusion. Lorsque le volume de solution introduit dans le rotor augmente, le
nombre de contacts entre le naphtalene et la phase diminue, ce qui se traduit par une
augmentation de I’ADC, soit une tache se déplacant vers le bas de la carte DOSY. L’éthanol,
qui est le soluté le plus rapide, présente un ADC qui ralentit quand le ratio liquide/solide est
augmenté. Cette observation peut s’expliquer par un changement de rhéologie de
I’échantillon, dont la texture devient pateuse.

Nous avons choisi d’introduire dans le rotor un volume de 10 pL de phase liquide. En effet,
c’est pour ce volume que la résolution dans la dimension de la diffusion est la meilleure, tout
en conservant un rapport signal/bruit élevé, pour un faible nombre d’acquisition (seize

acquisitions pour chaque spectre *H).
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Log ADC {m?/s) d b
-10.0 ]D
-9.0 4 @
'BD T L T L T T T T T L T T L T T T T T T T L
80 6.0 4.0 20 80 6.0 4.0 20 8.0 6.0 4.0 2.0 0.0 ppm

=

Log ADC (m?/s) d e f

Y ] p—

90 -
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Figure 12 : Influence du volume de liquide sur la résolution dans la dimension de la diffusion. Mélange de
naphtalene, dec-1-éne et d’éthanol dans de I’éthanol-d6 (a) sans phase stationnaire, en présence de
support ODS et de (b) 5 pL, (c) 10 uL, (d) 15 pL, (e) 20 pL et (f) 25 uL de liquide.

2.1.2. Durée entre la préparation de I’échantillon et la mesure
En CLHP, il est préconise de laisser s’équilibrer le systeme chromatographique pour obtenir
une séparation optimale et répétable. Ce temps est nécessaire pour obtenir une bonne
organisation du support sur toute la longueur de la colonne. Cette durée dépend du type de
phase stationnaire, de I’éluant et du debit. Pour nous affranchir d’une éventuelle influence de
I’intervalle de temps entre la préparation de I’échantillon et la mesure de I’ADC, la diffusion
pour une méme préparation a été mesurée sur une période couvrant plusieurs heures. Les
résultats obtenus sont présentés pour deux compositions du mélange ACN/Eau, 100/0 et
80/20, v/v (Figure 13). L’ADC du benzéne et du naphtaléne, représentant ainsi une diffusion
sur des échelles différant entre elles d’un ordre de grandeur, est constant au cours du temps.
Les variations observées sont dues a I’erreur sur la mesure de la diffusion. A la différence de
la CLHP, il n’est donc pas nécessaire de laisser « équilibrer » le mélange en RMN. Le temps
consacré a la préparation de I’échantillon et de la mesure de I’ADC, soit la mise en rotation,
suivie du réglage de I’homogénéité du champ et des différentes durées d’impulsions,

n’influence pas la répétabilité des mesures.
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Figure 13 : Influence de la durée de préparation sur la mesure de I'"ADC des solutés de la série homologue

aromatique en présence de la phase stationnaire ODS. (a) avec de I’ACN et (b) avec un mélange ACN/Eau,

80/20, v/v. Les valeurs des ADC du benzéne se réferent a I’échelle de gauche et ceux du naphtaléne a celle
de droite.

2.1.3. Concentration des solutés
Pour des raisons de solubilité, les analytes n’ont pas pu étre étudiés dans les mémes
concentrations. Dans le cas des composés aromatiques, le benzéne est 45 fois plus concentré
que I’anthracéne. Pour mettre en évidence un éventuel effet de la concentration sur I’ADC,
nous avons étudié la diffusion du benzene dans un mélange de solvant deutérié ACN/Eau,
80/20, v/v (Figure 14). La valeur moyenne de I’ADC du benzéne est de 8,43.10°m? s, tandis
que le coefficient de variation, estimé sur I’ensemble des concentrations, est de 10 %. La
variation de la diffusion de ce soluté sur la gamme de concentration étudiée n’est pas
significative. Cette palette de concentrations couvre une gamme s’etendant sur deux ordres de
grandeurs, représentative des mélanges étudiés. Il est donc raisonnable de négliger I’influence

de la concentration sur la mesure de la diffusion des analytes dans les conditions décrites.

ADC (m?/s)

1,0E-08 | . .
8OE00 |** ¢ o

6,0E-09 |
4,0E-09 1

2,0E-09

0,0E+00 T T T T T

0 20 40 60 80 100
Concentration (ug.uL™)

Figure 14 : Etude de la variation de I’ADC du benzéne en fonction de sa concentration dans un mélange
deutérié d’ACN/Eau, 80/20, v/v avec un support poreux ODS.
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Des études ont également été realisées sur deux supports de silice non greffés qui différent par
le diamétre moyen de pores : 100 ou 300A. Nous avons comparé la diffusion du benzéne a la
méme concentration que le naphtaléne et inversement (Figure 15). Pour pouvoir dissoudre la
guantité nécessaire de naphtalene, le cyclohexane a été utilisé comme solvant. Dans ce cas, les
conditions expérimentales sont proches de celles de la chromatographique liquide en phase

normale (normal phase liquid chromatography, NPLC).

ADC (m?/s)

1.0E-7
B Silice 100A
@ Silice 300A

1.0E-8

1.0E-9 -

1.0E-10 T T -
90.0 g/L 9.09/L 9.09/L 90.0 g/L
Benzéne Naphtaléne

Figure 15 : Mesures des ADC du benzéne et du naphtaléne dans le cyclohexane & 90,0 ou 9,0 g.L™ sur de la
silice de diamétre moyen de pores de 100 et 300A.

Que ce soit pour le benzéne ou pour le naphtaléne, et pour les deux concentrations auxquelles
nous avons réalisés I’expérience, I’ADC n’est pas modifie. Il n’est pas sensible a un
changement de concentration d’un facteur 10 dans les conditions choisies.

Ces résultats confirment qu’il n’y a aucun effet notoire de la concentration sur la diffusion,
sur une gamme de concentrations pouvant s’étendre sur deux ordres de grandeurs environ en

RMN Chromatographique.

2.1.4. Nature du solvant
En RMN, il est d’usage d’employer des solvants deutériés. L absence de *H dans le solvant

permet de s’affranchir du signal de cette espece et d’éviter ainsi la présence d’un pic large et
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intense. Toutefois, en CLHP, les solvants deutériés ne sont pas utilisés en raison de leurs
colts prohibitifs. Dans le cadre du développement du couplage CLHP/RMN, de nouvelles
méthodes d’acquisition RMN ont été mises au point et il est maintenant possible d’employer
des solvants protonés lors du couplage de ces deux techniques.

Il a été montré [146, 147] que la RPLC permettait de séparer des isotopomeres et que la
différence des temps de rétentions mesurée provenait d’une variation des interactions
intermoléculaires entre la phase stationnaire et les solutés. Toutefois, a notre connaissance,
cette différence de force dans les interactions n’a jamais été attribuée et n’est toujours pas
expliquée. Le rble de la nature de I’isotope de I’hydrogéne du solvant sur le processus
separatif a été investigue. Nous avons ainsi mesure I’ADC des solutés suivant que le solvant
était protoné ou deutérié. La Figure 16 montre les résultats obtenus sur la série homologue
aromatique pour trois compositions de solvants différentes. Quel que soit I’isotope du solvant,
I’ADC des solutés demeure identique, ce qui confirme qu’en RMN Chromatographique, la
nature de la phase mobile n’influe pas sur les interactions entre la phase stationnaire et les
analytes. La méme approche sera décrite ultérieurement (paragraphe 3.1.2 de ce chapitre)
pour évaluer I’influence de chaque isotope non radioactif de I’hydrogéne sur le comportement

des greffons.

ADC (m?2/s)
1,0E-08 - B 100% ACN
F2 100% ACN-d3
m 90% ACN
@ 90% ACN-d3
0 80% ACN
108091 00 80% ACN-d3
1,0E-10 4
i % 7 | % |

Benzéne Naphthaléne Anthracéne

Figure 16 : Influence de I’isotope du solvant sur I’ADC des solutés. Trois compositions de solvants ont été
étudiées. L’échelle de I’ADC est logarithmique.
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2.2. Influence des parametres MAS
Le peu d’études realisees en combinant une MAS et une mesure de coefficient de diffusion
n’aborde pas I’influence des parameétres due a la rotation. Pour s’affranchir d’éventuelles
erreurs d’interprétation & cause de cette rotation, nous avons étudié I’influence de deux
parametres propres a I’utilisation de la sonde HRMAS : la vitesse de rotation de I’échantillon
et le volume du rotor.

2.2.1. Vitesse de rotation

Pour pouvoir exploiter les spectres RMN des mélanges chromatographiques, nous avons
montré qu’il était nécessaire que I’échantillon tourne suivant un angle de 54,7° par rapport au
champ magnétique statique. Cependant, cette rotation peut entrainer un effet de centrifugation
de I’échantillon et avoir une incidence sur les mesures de diffusion enregistrée.

La Figure 17 représente I’ADC a différentes vitesses de rotation, lorsque le rotor contient la
série homologue aromatique (benzéne, naphtaléne et anthracéne), avec une phase liquide
composé d’ACN/eau, 80/20, v/v et en présence de phase chromatographique ODS. De 2000 a
5000 Hz, I’ADC ne varie pas et la valeur mesurée est constante, aussi bien pour le benzéne
(avec une valeur moyenne de 5,7.10°m?s™ et un coefficient de variation de moins de 5 %)
que pour I’eau qui présente une diffusion de 1,7.10°m%s™. La valeur & 1000 Hz est
legérement plus élevée et semble se démarquer des autres mesures. Cependant, a cette vitesse
de rotation, la résolution spectrale est faible et la présence de bandes de rotation complique
I’analyse. Les pics du benzéne et du naphtaléne se recouvrent en partie, rendant la mesure
incertaine. Comme I’ADC ne varie pas sur I’ensemble des vitesses étudiées, le choix d’une
fréquence de 4000 Hz s’est imposé, car elle permet d’obtenir la plus faible largeur des raies et
d’éviter ainsi la présence de bandes de rotation dans le spectre RMN 1D. Des résultats
similaires ont été obtenus avec les autres analytes.

Les mémes expériences ont été réalisées en absence de phase. Le travail originel consistant a
quantifier la puissance maximale des gradients en fonction de la vitesse de rotation,
I’échantillon utilisé est de I’eau contenant du sulfate de cuivre, a une concentration de 2 mM,
afin de diminuer le temps de relaxation des *H du solvant. Pour des vitesses de rotation
variant de 1000 & 5000 Hz, le coefficient de diffusion moyen de I’eau est de 2,1.10° m?s™
(avec un coefficient de variation, établi sur I’ensemble des vitesses, de 6 %). Nous pouvons
considérer, sur la gamme de vitesse de rotation étudiée, que la fréquence de rotation du rotor

n’a pas d’influence sur I’ADC mesuré en présence ou en absence de phase. Comme nous
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souhaitons comparer ces données avec celles obtenues en présence de phase, I’échantillon

liquide sera mis en rotation a la méme vitesse que I’échantillon hétérogéne soit 4000 Hz.
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0,0E+00 ‘

0 1000 2000 3000 4000 5000
Vitesse de rotation (Hz)

Figure 17 : Influence de la vitesse de rotation sur I'’ADC mesuré en présence de phase chromatographique.
Le mélange étudié est composé de la série homologue aromatique dans un solvant ACN/Eau, 80/20, v/v.

2.2.2. Volume du rotor

Les rotors utilisés en HRMAS se caractérisent par des volumes spécifiques. Il est nécessaire
de remplir totalement le rotor et d’éviter la présence de bulles d’air qui pourraient engendrer
une susceptibilité du champ magnétique, dégradant alors la résolution spectrale. Nous
disposons au laboratoire de rotors de 12 ou 50 pL. Ceux de 12 pL ont une capacité
insuffisante pour les études en présence de phase chromatographique. En effet, le volume de
liquide qui pourrait étre introduit est trop faible pour qu’un signal puisse étre enregistré. En
revanche, pour étudier la diffusion des solutés dans le liquide seul, les deux volumes de rotors
conviennent. Il est donc nécessaire de mesurer I’ADC des especes en fonction du volume du
rotor. Les différents essais mis en ceuvre sont décrits dans le Tableau 5.

La diffusion est de trois a douze fois plus lente avec un rotor de 12 pL, qu’avec le rotor de 50
uL. A la suite de cette constatation, nous avons décidé, pour pouvoir comparer tous les
résultats, d’employer uniquement des rotors de 50 puL. Aucune investigation n’a été menée
pour déterminer les causes de cette différence, mais nous pouvons émettre quelques

hypotheses. Tout d’abord, le volume actif du rotor étant plus faible, il est possible que
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I’homogénéité des gradients le long du rotor ne soit pas parfaite, entrainant une erreur sur les
mesures. Cette hypothese est peu réaliste, car les décroissances sont exploitables et la
régression des points présente un facteur de corrélation élevé. L’hypothése la plus probable
consiste en une différenciation dans les forces centrifuges s’exercant au niveau du rotor, se

traduisant alors par un impact sur I’ADC.

] o ADC (m*.s™) selon le volume du rotor
Mélange étudié

12 uL 50 pL

10 pL de benzéne dans Benzéne 4,4.107 15,2.10°
100 pL d’ACN Acétonitrile 5,5.10°° 17,8.10°

10 pL de benzéne dans Benzéne 1,2.10° 8,3.10°°
100 pL d’hexadécane Hexadécane 0,6.10° 7,2.10°

Tableau 5 : Influence du volume du rotor sur les ADC du mélange.

L’ etude des conditions opératoires et I’influence de certains parametres nous ont amené a
établir un protocole strict de préparation des échantillons, de maniére a obtenir des résultats
reproductibles et a pouvoir comparer les données obtenues dans les différentes études. Ainsi,
toutes les expériences ont été réalisées avec un rotor de 50 L, en rotation a 4000 Hz. Les
échantillons hétérogenes contiennent 10 pL de phase liquide. De plus, comme la température
a une influence sur la diffusion (équation (2)), toutes les expériences ont été réalisées a
303°K.

3. Influence des propriétés du mélange liquide

En CLHP, la qualité de la séparation dépend du support chromatographique et de I’éluant
choisi pour réaliser la séparation. Dans les paragraphes qui suivent, nous nous sommes
intéressés principalement a I’influence des parametres liés a la phase liquide introduite dans le
rotor sur la valeur des ADC. Nous avons choisi pour réaliser cette étude, un support
conventionnel trés répandu en RPLC : un support de silice greffé ODS présentant un diameétre

de pore moyen de 100A.

3.1. Etude des greffons
Le greffage d’une chaine carbonée sur la silice permet de modifier le mécanisme de rétention
et de proceder en RPLC. Le modifiant organique et la phase mobile dans son ensemble
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participe a I’organisation du greffon. La phase peut étre comparée [7] & une barriere de
piquets lorsqu’elle est déployée verticalement sans molécule liquide a I’intérieur du support, a
une organisation de type broussaille lorsque le soluté s’insére dans les greffons et a une meule
de foin lorsque les molécules sont immergées dans le support. Une combinaison de ces trois
représentations est également envisageable, quand les chaines ne sont pas totalement rigides
et interagissent avec les solutés et le solvant.

Les greffons jouent un role important dans le processus de rétention en CLHP. Nous nous
sommes donc intéressés a la variation de leur ADC dans différents mélanges de solvants pour
mettre en évidence leur mobilité et I’évolution de la structure de la phase stationnaire. Dans
les paragraphes qui suivent, les ADC des greffons ont été mesurés soit uniquement en

présence de solvant, soit avec la série homologue aromatique.

3.1.1. Etude du spectre RMN 1D
La phase greffée employée se caractérise par deux signaux aux environ de 1 ppm (Figure 18),
qui correspondent aux protons des groupements méthylénes du greffon pour le signal le plus
déblindé et au méthyle terminal pour le signal avec la fréquence la plus élevee. La largeur de
raie spectrale est plus importante pour le support que pour les solutés. En effet, comme les
greffons sont moins mobiles que les solutés, la largeur des raies, proportionnelle au temps de

relaxation T,, est initialement plus importante pour cette espéce. Le moyennage des

interactions anisotropes est par conseéquent, moins performant pour la phase que pour les

analytes.
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Acétonitrile
CH: de la chaine

a:?rle greffée

CHs de la chaine
alkyle greffée

Naphtalene
Benzene

Anthracéne

I I I ) I I I I I ll:)prrl‘I
88 84 80 76 72

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ppm

Figure 18 : Spectre RMN *H HRMAS de la phase chromatographique ODS poreuse et des solutés de la
série homologue aromatique dissout dans de I'"ACN.

La mesure de I’ADC de la phase présente une décroissance multiexponentielle du signal
(Figure 19) caractéristique de I’existence de plusieurs coefficients de diffusion. La meilleure
correspondance entre les données expérimentales et I’équation (73) est obtenue lorsque les
données sont traitées comme une décroissance biexponentielle. La présence de deux ADC est
observée pour les deux signaux du support. Le pourcentage de chaque diffusion est déterminé
a I’aide de la droite de régression. Pour la phase stationnaire, la composante rapide est
majoritaire en contribuant pour plus de 80 % a la régression.

L’explication de cette multi-exponentialité est relativement complexe. Dans un premier
temps, nous avons supposé que la diffusion rapide était due a des greffons « mouillés » et la
diffusion lente a des greffons peu mobiles sur un support totalement sec. Pour Vvérifier cette
hypothese, nous avons utilisé de la silice ODS, préalablement séchée plusieurs jours a I’étuve
a 150°C et de la phase greffée fortement mouillée par I’ajout d’une quantité importante de
solvant. Les décroissances enregistrées pour les chaines alkyles auraient du étre mono-
exponentielles ou se caractériser par des pourcentages pour chagque composante variant
significativement par rapport aux conditions optimales de préparation de I’échantillon. En

pratique, quel que soit le traitement du support, I’allure des décroissances reste inchangée. Les
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différentes diffusions mesurées pourraient alors représenter la mobilité des greffons extra- et
intraparticulaires. Nous reviendrons ultérieurement sur cette hypothése (paragraphe 4.2.2).

a.u.
1.0 i YADC rapide
1 2,22.10'm?/s
0.8 §d
1 81%
06 39
I ADC lent
04 4 | 8,18.10 'm2/s
1% o
0.2 - \rfﬁ 1%
. "0 T0e—a__o -
00+ S~
5.0 15.0 250 G/cm

Figure 19 : Décroissance du signal RMN de la phase stationnaire en fonction de I'aire des gradients en
présence d’un mélange composé d’ACN/Eau, 90/10, v/v. La décroissance est multi-exponentielle.

3.1.2. Isotope du solvant

Nous avons montré précédemment (paragraphe 2.1.4 de ce chapitre) qu’il était possible
d’utiliser indifferemment des solvants protonés ou deutériés pour étudier la diffusion des
solutés. Nous avons supposé que I’organisation de la phase stationnaire chromatographique et
plus particulierement celle des greffons, est identique quelque soit I’isotopomere utilisé. Nous
avons donc estimé la mobilité des greffons avec les deux types de solvants, a différentes
compositions. En utilisant de I’ACN deutérié, les ADC mesurés sont de 1,2.10™ m?s™ et de
2,3.10"° m?s, respectivement pour la partie non mobile et mobile des chaines alkyles. Dans
le cas de I’ACN protoné, I’ADC est environ huit fois plus important pour la composante lente
(9,5.10™* m%s™), alors que les greffons les plus mobiles sont seize fois plus rapides qu’avec
les solvants deutériés (3,7.10° m?.s™).

Contrairement a ce que nous attendions, les mesures des ADC varient significativement d’un
isotope & I’autre. Deux organisations différentes du support coexisteraient probablement a
cause d’une variation de la solvatation des greffons. Cette différentiation dans I’organisation
du support n’a pas d’incidence sur I’ADC des solutes.

Récemment, Tchapla [148] a étudié la rétention de solutés en RPLC en fonction des isotopes
utilisés comme phase mobile. 1l a montré que le facteur de rétention augmentait,
indépendamment du modifiant organique, lorsque I’eau était substitué par de I’eau lourde,
mais que la sélectivité restait constante. Ces travaux montrent qu’il existe un effet isotopique
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secondaire. En RMN, cet effet isotopique ne semble pas intervenir dans le ralentissement des
ADC des analytes, comme leur coefficient de diffusion reste constant, quel que soit I’isotope
utilisé. En revanche, cet effet est mis en évidence au niveau de la caractérisation de
I’organisation du support stationnaire.

La mobilité des greffons n’intervient donc pas dans le processus séparatif de la RMN
Chromatographique et il est possible d’utiliser indifferemment des solvants deutériés ou

protonés.

3.1.3. Composition du solvant

Pour étudier la gamme compléte des compositions du mélange de solvant (de 100/0 a 0/100,
ACN/eau, v/v), aucun soluté n’est introduit dans le mélange. La Figure 20 représente les ADC
rapide et lent en fonction de la composition volumique en ACN dans le mélange liquide.
L’ADC est mesuré pour les deux pics de la phase chromatographique, correspondant aux ‘H
des CH, a 1,2 ppm et des CH3 a 0,8 ppm, et la régression réalisée est biexponentielle pour
chacun des pics. Que ce soit pour le signal a 1,2 ppm ou pour celui a 0,8 ppm, les valeurs des
ADC mesurées sont voisines. Concernant la diffusion rapide, les ADC diminuent lorsque le
pourcentage en eau augmente. Cette décroissance s’effectue par palier. Lorsque le solvant est
riche en ACN, la mobilité des greffons diminue jusqu’a une composition de 80 % de
modifiant organique, puis reste stable jusqu’a 60 % d’ACN. Si le mélange contient au moins
50 % d’eau, la mobilité de la chaine est constante et Iégérement inférieure a celle mesuree
avec 60 % d’ACN. Le pourcentage des espéeces diffusant rapidement, lorsque les résultats sont
traités en imposant deux ADC, est constant pour toutes les compositions de la phase liquide.
Pour la diffusion lente des greffons, la mobilité n’évolue pas, qu’il s’agisse d’ACN pur, ou
d’un melange comportant une fraction volumique de plus de 40 % d’ACN. Pour des
pourcentages de modifiant organique inférieur, la mobilité augmente fortement, lorsque la
teneur en eau augmente. Alors que sur la gamme couvrant 60 % du domaine de composition
de la phase liquide, aucune variation de la mobilité des greffons n’a éte observee en terme de
mesures de I’ADC. Suite a I’augmentation de 70 a 100 % de la fraction volumique en eau,
I’ADC varie de plus de 140 %. Les variations des deux diffusions, rapide et lente, sont
antagonistes : I’ADC rapide diminue lorsque la composition de la phase liquide est enrichie
en eau et I’ADC lent augmente, lorsque la teneur en eau est élevée.

En se référant aux données de la diffusion rapide, nous pouvons supposer suivre I’évolution
du déploiement des greffons, en fonction de la composition du liquide. Une composition riche

en modifiant organique va entrainer une vaste surface de contact des chaines alkyles avec le
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liquide, alors que I’ajout d’eau est responsable du repliement des greffons sur eux-mémes,
diminuant ainsi leur mobilité et les surfaces de contact : les greffons s’effondrent. Cependant,
le caractére opposé des deux diffusions n’est pour I’instant pas explicable, tout comme
I’évolution de la mobilité de la partie lente, lorsque le pourcentage d’eau augmente.

De plus, nous pouvons estimer, lors de la mesure de I’ADC, le pourcentage de chaque
diffusion. Toutes les décroissances de la phase ont éte traitées avec deux diffusions (Figure
20c). 1l apparait que, quel que soit la composition du solvant, le pourcentage de la composante
rapide reste constant aux alentours de 80 %. Cette absence de variation s’explique par
I’existence de deux types de greffons a la surface du support, dont la proportion ne varie pas
en fonction des conditions expérimentales.

3,0E-09 - ADC (ms) a 50E-10 - ADC (ms) b

2,56-09 soe10
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Figure 20 : ADC des chaines greffées en fonction de la teneur en modifiant organique. (a) partie la plus
mobile, (b) faibles coefficients de diffusion et (c) représente le pourcentage de la composante rapide de
I’ADC dans la décroissance.

3.1.4. Modifiant organique
Un vaste choix de modifiants organiques est offert au chromatographiste en RPLC, en
fonction de la force éluante desirée. Classiquement, I’analyste utilise soit I’ACN, soit le
méthanol (MeOH). L’organisation de la phase stationnaire n’est pas similaire pour des
fractions volumiques identiques suivant le modifiant organique. L’ACN a été substitué par du
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MeOH, pour comparer les mobilités des greffons, en fonction du modifiant organique et de sa
proportion dans la phase liquide. La Figure 21 presente I’évolution des ADC en fonction de la
composition de la phase liquide, avec I’alcool comme modifiant organique.

La diffusion rapide diminue avec I’augmentation d’eau en présence de MeOH, jusgqu’a une
composition d’environ 50 %. Des que I’échantillon est composé d’eau pour plus de sa moitie,
la mobilité des greffons n’évolue pas. Nous obtenons un profil global, ainsi qu’une échelle de
diffusion semblables a ceux obtenus avec de I’ACN. A I’inverse, le comportement des chaines
peu mobiles ne peut pas étre comparé avec les résultats obtenus précédemment. En effet,
jusqu’a une composition de 60 % en modifiant organique, la diffusion reste faible et
constante, mais a 50 % une forte augmentation de la mobilité survient, pour diminuer trés
lentement et rester a un niveau éleve. Avec le MeOH, la variation est plus brusque que pour
I’ACN, mais moins importante.

Le pourcentage de la composante rapide de I’ADC dans la régression des données (Figure
21c) présente un léger saut lorsque la phase mobile est composé pour moitié d’eau.
Cependant, nous sommes toujours dans le méme ordre de grandeur de pourcentage, supérieur
a 75 %.

3,0E-08 | ADC (m*s) 5,0E-10 | ADC (m?/s)
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Figure 21 : ADC des chaines greffées en fonction de la teneur en MeOH. (a) partie la plus mabile, (b)
faibles coefficients de diffusion et (c) représente le pourcentage de la composante rapide de I’ADC dans la
décroissance.
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La mobilité de la chaine alkyle greffée sur le support chromatographique peut donc étre
estimée en RMN PGSE. La décroissance résultant de I’expérience met en exergue un
comportement multi-exponentiel et les meilleurs résultats sont obtenus en utilisant une
relation avec deux coefficients de diffusion. Nous avons ainsi montré I’influence des isotopes
sur I’organisation des greffons, bien qu’elle n’intervienne pas au niveau de I’ADC des soluteés.
L’enrichissement en eau de la phase liquide entraine des variations dans I’organisation de la
phase et I’organisation des greffons varie selon le modifiant organique utilisé.

La mobilité des greffons est mise en évidence en RMN PGSE et il est donc possible
d’investiguer leurs organisations en fonction de ces différents parametres. Par contre, étant
donnée la difficulté a se procurer des supports stationnaires (du fait de leur codt) et I’ampleur
des travaux a entreprendre dans ce domaine, nous avons jugé plus pertinent de nous consacrer
aux possibilités de séparation d’un mélange de solutés plutdt que de tenter de comparer les
performances d’un large panel de supports.

3.2. Diffusion des solutés

L’ADC des solutés est un moyen d’estimer le gain de résolution obtenu dans la dimension de
la diffusion, ainsi que la séparation des solutés realisés par la RMN Chromatographique. Il
s’agit d’une observation directe de I’effet de I’ajout de la phase stationnaire [131]. Nous nous
sommes donc intéresses dans les paragraphes qui suivent a étudier I’influence des parametres
« chromatographiques ».

Les travaux présentés dans ce paragraphe ont été publié dans le journal Analytical Chemistry
[149]. Les expériences ont eté realisees avec deux series homologues (aromatiques et cétones)
avec des phases liquides composées de mélange d’ACN et d’eau en différentes proportions.
La superposition des pics de I’ACN (1,94 ppm) et du groupement méthyle des cétones (2,15
ppm), du a la présence de la phase chromatographique, ne permet pas I’utilisation de solvant
protoné avec ces analytes (Figure 22). De plus, I’eélargissement des pics RMN en présence de
support diminue la résolution du spectre et rend impossible I’étude simultanée de I’ADC de
toutes les cétones.

Ces séries homologues ont été choisies car, d’un point de vue chromatographique, leur
comportement, en fonction des conditions expérimentales, est bien connu. De plus, en RMN,
la série des aromatiques peut étre étudiée en melange, car la résolution des différents signaux
est suffisante (plusieurs dizaines de hertz) et donc, la superposition des pics en présence de
phase chromatographique est faible. Les déplacements chimiques des aromatiques se situent
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dans une échelle différente de toutes les autres molécules présentent dans le mélange
(solvants, greffons). Pour pouvoir mettre en evidence I’influence de I’hydrophobie des
analytes, la seconde série homologue devait présenter une variation de motifs différente des
groupements ajoutés. Dans cet objectif, le choix le plus judicieux a été la série des cétones,
car ces molécules présentent un spectre RMN avec un nombre restreint de pic dont les
déplacements chimiques varient sensiblement gréace a la présence de la fonction cétone.

a b
ACN + satellites 13C Phase

ACN chromatographique
CHs des graphiq
cétones =
?anc*
e
k Cétones
w/
| I\ | | T Ir | T I/I T I | I | | I I L] T I L] T
26 24 K?G 1.8 1) 14 1. 10 08 ppm 2B 24 22 20 18 16 14 12 10 08 ppm

Pentan-2-one

Figure 22 : Comparaison des spectres *H d’un mélange équivolumique des trois cétones dans de I’ACN (a)
sans support et (b) en présence de phase chromatographique.

3.2.1. Influence de la phase stationnaire
L’influence de I’ajout d’une phase chromatographique sur I’amélioration de la résolution est
indéniable en RMN PGSE. Les cartes DOSY ci-apres (Figure 23 et Figure 24) montrent les
résultats obtenus pour la série homologue des aromatiques, avec deux compositions de phase

liquide différentes.
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Figure 23 : Carte 2D *H DOSY pour la série aromatique dissoute dans I'’ACN. (a) en absence de phase
stationnaire et (b) en présence du support ODS poreux.
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Figure 24 : Carte 2D *H DOSY pour la série aromatique dans un mélange de solvants composé de 80/20,
ACN/eau, v/v. (a) en absence de phase stationnaire et (b) en présence du support ODS poreux.

Le benzene est le composé le plus rapide tandis que le naphtaléne présente plus d’interactions
avec le support. L’anthracéne reste fortement fixé sur la phase, avec une mobilité voisine de
celle des greffons. L’ACN est relativement mobile et la mesure de deux ADC pour I’eau
indique deux comportements. Le premier ADC (2,3.10° m?.s™) est voisin de celui de I’eau
libre, c'est-a-dire de I’eau non retenue par le support, alors que la seconde diffusion est
environ sept fois plus lente (3,1.10™° m%s™) et correspond & I’eau piégée par les greffons. Ces

deux populations d’eau sur une phase greffée avaient été observées préalablement en RMN
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par Lindon et collaborateurs [114]. Ces résultats sont en accord avec les théories développées
en RPLC qui décrivent un déploiement des greffons en présence d’eau et une solvatation des
chaines alkyles par une partie de la phase aqueuse du solvant.

Pour la série homologue des cétones, les mesures de diffusion sont réalisées avec un seul
soluté dans le rotor et les cartes DOSY sont superposées apres le traitement des données.

Dans I’exemple présenté ci-apres (Figure 25), nous avons utilise I’ACN deutérié comme

solvant.
LogD a LogD b
(m/s) ] (mars) ]
9.5 95
»0 207 Pentan-2
entan-Z-one
] ] N “ -
85 8.5 % al ﬂ B
] Butanone —— & ﬁ @
-8.07 Pentan-2-one & I 1 . I -8.0- ‘
] Butanone r 1 It ] Acétone
Acétone ? 1
75 75
T3l 30 0 25 20 15 10 05 ppm T3 T30 25 20 15 10 05 ppm

Figure 25 : Carte 2D *H DOSY des cétones dans de I’ACN-d3 (a) en absence de support et (b) avec la
phase stationnaire ODS. Chaque cétone est étudiée séparément puis les cartes 2D sont superposées.

Dans ce nouvel exemple, la séparation par les ADC en présence de support poreux est
possible, tandis qu’en absence de celui-ci la résolution n’est pas suffisante dans la dimension
de la diffusion. Cependant, les résultats sont beaucoup moins spectaculaires qu’avec les
solutés aromatiques, les écarts entre les coefficients de diffusion étant plus faibles.

Dans la série homologue des cétones, les solutés varient par le nombre de groupements
méthyles, tandis que pour la série des aromatiques, c’est le nombre de cycle qui est
incrémenté. Le caractere hydrophobe d’un méthyle est plus faible que celui d’un cycle
aromatique. Ces résultats sont en accord avec la RPLC ou de meilleures résolution et
sélectivité sont obtenues pour les solutés aromatiques que pour la série homologue des

cétones & de méme composition de phase liquide.
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3.2.2. Variation de la composition de la phase liquide

Nous avons fait varier la fraction volumique du modifiant organique au sein du mélange
hydro-organique pour la série homologue des composés aromatiques et celle des cétones
respectivement de 100 % a 75 % et de 100 % a 60 %. Ces gammes de composition sont
différentes a cause des limites de solubilité de la série aromatique et du fait qu’en RPLC, pour
la série des cétones, un pourcentage d’eau plus important est necessaire pour obtenir une
séparation.

La Figure 26 représente les résultats obtenus pour les deux séries homologues, étudiées en

absence de phase chromatographique.
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Figure 26 : Variation de I’ADC des solutés en fonction de la composition de la phase liquide, en absence de
phase chromatographique. (a) avec la série des aromatique et (b) avec celle des cétones.

L’evolution est identique pour tous les solutés. Lorsque le pourcentage d’eau augmente, la
diffusion diminue. Pour un méme soluté et dans la gamme de composition choisie, I’ADC
varie d’un facteur d’environ 1,5 pour les composés cycliques, de 2,6 pour I’acétone et aux
alentours de 3,5 pour les deux autres cétones. Cette constatation est en accord avec I’équation
(4) de Stokes-Einstein. L’ajout d’eau augmente la viscosité de la solution et donc, en
considérant le rayon hydrodynamique constant, la diffusion du soluté diminue.

En présence de phase chromatographique (Figure 27), les ADC, et donc la mobilité des
solutés, augmente lorsque le pourcentage d’eau augmente. L’évolution est inversée par
rapport a celle observée en absence de support. La discrimination importante des ADC avec la
série homologue aromatique contraint a représenter les résultats a I’aide d’une échelle
double : une pour le benzene, composé le plus rapide et I’autre pour le naphtaléne et
I’anthracene. Alors que les ADC du benzéne et du naphtaléene augmentent, I’ADC de
I’anthracéne, soluté le moins mobile, présente une trés faible variation. L’influence de la

proportion en eau semble donc diminuer, lorsque soit le nombre de cycles, soit I’hydrophobie
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des analytes augmentent. Nous remarquons également le comportement différent des ADC
avec de I’ACN pur en utilisant la série des cétones. Pour cette composition de la phase

liquide, ce point possede une diffusion élevée qui diminue pour ré-augmenter par la suite.
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Figure 27 : Evolution des ADC en fonction de la composition du solvant en présence de la phase ODS
poreuse (a) avec la série aromatique et (b) avec les cétones. Pour les composés cycliques, I’échelle de
gauche se reporte au benzene et celle de droite aux deux autres solutés aromatiques.

L’ ajout de la phase stationnaire a la phase liquide entraine la formation de différentes zones
avec des mobilités spécifiques. Les analytes utilisés permettent de « sonder » ces différents
environnements, en fonction de leur accessibilité. Ainsi, I’ajout d’eau déploie les greffons (ce
qui est confirmé par le caractére biexponentiel de ce solvant) avec dans le méme temps, un
nouvel environnement liquide. L’ADC de I’ACN diminue également lorsque I’eau est ajoutée,
montrant ainsi I’augmentation des interactions de la phase liquide avec la silice. Les solutés
vont peupler les différentes couches a la surface du support en fonction de leurs affinités
relatives et de leurs tailles. Une estimation de la limite supérieure de la mobilité de ces
couches est accessible a partir de I’ADC de la partie mobile des greffons.

Il est également possible que la présence d’une phase stationnaire modifie complétement la
diffusion en terme de phénomeéne physique. D’aprés les données en RPLC de la littérature
[150], seule la diffusion intraparticulaire, qui est une diffusion combinant la diffusion dans le
pore et la diffusion a la surface de la couche adsorbée, se caractérise par une méme variation
des mobilités, lorsque la phase mobile est modifiée. Nous devons donc envisager la possibilité
d’observer principalement ce type de diffusion.

Nous avons présenté les résultats obtenus en termes d’ADC sous la forme d’une
représentation assimilable a un profil d’élution en chromatographie. La rétention
chromatographique d’un soluté dépend majoritairement de son affinité pour le support
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stationnaire. Ainsi, un soluté trés peu retenu apparait en début de chromatogramme, alors
gu’un soluté fortement retenu, apparait plus loin. En RMN Chromatographique, la variation
de ’ADC est fortement liée a I’affinité des solutés pour le support. En effet, plus celle-ci
augmente, plus I’ADC diminue. Pour représenter les solutés fortement retenus sur le support a
la droite du graphique et ceux ayant peu d’affinité sur la gauche, il faut représenter I’inverse
de I’ADC sur I’axe des abscisses.

N.B. : la hauteur des barres sur les « chromatogrammes RMN » n’est représentative d’aucune

grandeur (Figure 28).

a b

Butanong Pentan-2-one

Benzéne Naphtaléne Anthracéne Acétone

+ 90% ACN-d3
60% ACN-d3
70% ACN

« 100% ACN

1E+9 1E+10 1E+11
1E+8 + 1/ADC + 1E+8 1/ADC 1E+9

Figure 28 : « Chromatogramme RMN » a deux compositions différentes de solvant avec une phase
stationnaire ODS poreuse pour (a) la série homologue aromatique et (b) la série des cétones. L’axe des
abscisses est en échelle logarithmique, I’axe vertical a été fixé au méme niveau pour tous les solutés.

Cette représentation permet de souligner de nombreux points. Tout d’abord, il est intéressant
de mettre en exergue la différence dans les échelles des abscisses. Pour les solutés cycliques,
I’6chelle s’étend de 10° & 10" s.m™, tandis que pour la série des cétones, I’échelle ne porte
que sur un ordre de grandeur. La séparation des cétones est de moins bonne qualité que celle
des aromatiques. La difféerence d’hydrophobie entre deux homologues est moins importante
pour la série des cétones, que pour celle des aromatiques. Le Tableau 6 résume les résultats
obtenus en RPLC, pour la série homologue des aromatiques.

L’ordre de rétention obtenu en RMN Chromatographique est identique a celui obtenu en
chromatographie liquide dans les mémes conditions de support et de phase liquide. Les
solutés les moins hydrophobes (benzéne pour une série et acétone pour I’autre) sont élués en
premier, tandis que les molécules les plus hydrophobes sont fortement retenues (anthracene et
pentan-2-one). L’affinité des molécules par le support est donc comparable au phénoméne
global enregistré sur un chromatogramme en RPLC: la rétention augmente avec

I’hydrophobie de I’analyte.
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En comparant les résultats obtenus pour deux pourcentages d’eau dans la phase liquide, nous
remarquons que la « sélectivité », la difféerence de rétention, entre les solutés par RMN
augmente avec le pourcentage d’eau, comme en RPLC (Tableau 6). En revanche, I’influence
de I’eau est plus importante en RMN pour I’analyte possédant le plus faible caractére
hydrophobe et cette influence diminue avec I’hydrophobie des solutés. Ce comportement est a
I’opposé de la CLHP pour laquelle, I’influence de I’eau va augmenter avec I’hydrophobie de
I’analyte. Enfin, I’ajout d’eau accélére le « chromatogramme RMN » tandis qu’en CLHP,
lorsque la teneur en eau augmente, la rétention des analytes devient plus importante. Le fait de
n’observer que localement le phénoméne dans des conditions d’absence de débit est
probablement la cause de cette différence de comportement, lorsque la composition de la
phase mobile est modifiée. Le processus RMN ne permettrait donc de n’étudier qu’une partie

des interactions mise en jeu en CLHP.

% ACN Benzéne Naphtalene Anthracéne  Inerte
Temps de 100 2,66 2,92 3,48 S.0.
rétention (min) 75 5,17 7,50 13,46 1,80

Tableau 6 : Temps de rétention des solutés de la série homologue aromatique. L’inerte utilisé est une
solution de nitrate de potassium & 10° mol.L™* dans I’eau. S.0. = Sans Objet.

Une exception peut étre notée. En effet, I’ajout d’eau n’a que peu d’influence sur I’ADC de
I’acétone. Cette molécule est utilisée en CLHP comme un inerte, c'est-a-dire une molécule
non retenue par le support. Le temps de rétention de tels solutés varie faiblement lorsque la
composition de I’éluant est modifiee. En RMN, cet analyte est peu retenu par le support et la

variation des conditions n’a que peu d’influence sur son ADC.

3.2.3. Influence de la température : une énergie d’activation ?

Un des parametres a réguler lors de la mesure de diffusion est la température de I’échantillon,
car I’ADC dépend de cette grandeur, comme deécrit dans I’équation (4). Toutes les expériences
précédentes ont été réalisées a une température fixée a 303°K, température minimale pouvant
étre régulée au niveau de I’instrumentation.

En RMN Chromatographique et plus genéralement lors de mesures de la diffusion, la
variation de la mobilité des molécules dans le liquide est associée au changement de densité
avec la température. (Cf. équation (4)). Une augmentation de la température de I’échantillon
induit une augmentation de I’ADC, la densité de I’échantillon diminuant. Si le processus de

95



Résultats et discussion : Influence des propriétés du mélange liquide

diffusion observé répond a une loi d’Arrhénius alors, I’énergie d’activation E de ce processus
peut étre calculée a partir de la variation de I’ADC en fonction de I’inverse de la température :

-E
D =D,exp| — 74
o D(RT) (74)
ou D, est le facteur de fréquence, R la constante des gaz parfait, T la température et E

I’énergie d’activation. Cette équation (74) s’exprime sous forme logarithmique :

E
InD=InD, —— 75
o T RT (75)

La loi d’Arrhénius décrit alors la variation de InD en fonction de % comme une droite. La

pente de cette droite permet de calculer I’énergie d’activation, alors que son ordonnée a
I’origine représente la valeur du facteur de fréquence.

Dans le cadre de la séparation des deux séries homologues, nous avons étudié la variation du
logarithme de I’ADC en fonction de I’inverse de la température, et ce pour une gamme de
températures variant de 303 a 333°K. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de

graphes (Figure 29 et Figure 30).
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Figure 29 : Variation du logarithme de I’ADC en fonction de I’inverse de la température pour les analytes
de la série homologue aromatiques en présence de phase chromatographique ODS avec des compositions
de 100/0 et 80/20, ACN/Eau, v/v.
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Figure 30 : Variation du logarithme de I’ADC en fonction de I’inverse de la température pour les analytes
de la série homologue des cétones avec des compositions de 80/20 et 60/40, ACN-d3/D,0, v/v. Expériences
réalisées avec la phase ODS de diamétre moyen de pores de 100 A

La linéarité observée au niveau de la variation du logarithme de I’ADC en fonction de
I’inverse de la température présente un coefficient de corrélation supérieur ou égal 0,98
(Tableau 7 et Tableau 8) pour tous les solutés, a I’exception de I’anthracéne. Pour cette
molécule, les régressions linéaires présentent un faible coefficient de corrélation, ce qui peut
s’expliquer par une qualité de la décroissance du signal faible, car nous nous situons a la
frontiere des possibilités technologiques du spectromeétre. Il est également possible que le
processus diffusif de cette molécule, fortement retenue, soit plus complexe. Les solutés
présentant un bon alignement des points ont un processus diffusif simple, répondant alors a
I’équation d’Arrhénius, tandis que I’anthracene présente une diffusion complexe qui ne peut
étre estimée a partir d’une relation simple d’Arrhénius. La mesure de I’énergie d’activation

(Tableau 9) pour cet analyte est entachée d’une forte erreur.
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ACN/Eau 100/0 80/20
Benzéne Naphtalene Anthracene Benzéne Naphtalene Anthracene
Pente -1,949 -3,015 -1,156 -2,164 -2,919 -1,725
Ord. origine -12,247  -11,986 -19,712  -11,389  -12,273 -18,578

Coeff. corrélation -0,9954 -0,9874 -0,4757 -0,9983 -0,9948 -0,7970

Tableau 7 : Résumé des différentes grandeurs mesurées a partir des droites de régression du graphe

1000
InADC = f (?j pour la série homologue aromatique avec deux compositions de phase liquide.

ACN-d3/D,0 80/20 60/40
Acétone Butanone Pentan-2-one Acétone Butanone Pentan-2-one
Pente -1,914 -2,580 -2,217 -2,223 -3,259 -2,504
Ord. origine -12,465 -11,109 -12,584 -11,416  -8,656 -11,558

Coeff. corrélation -0,9936  -0,9920 -0,9799 -0,9958  -0,9959 -0,9976

Tableau 8 : Résumé des différentes grandeurs mesurées a partir des droites de régression du graphe

1000
InADC = f (—] pour la série homologue des cétones avec deux compositions de phase liquide.

Les énergies d’activation ont été estimées a partir des droites de régression représentées sur
les Figure 29 et Figure 30. Le Tableau 9 regroupe les résultats obtenus pour les deux séries
homologues, aux différentes compositions de la phase liquide. Pour le benzéne, ainsi que pour
les cétones, I’énergie d’activation augmente, lorsque la phase liquide est enrichie en eau. Pour
ces solutés qui présentent peu d’interactions avec le support, cette augmentation s’explique
par un pourcentage de la diffusion dans la phase liquide plus important et une énergie pour
s’adsorber a la surface du support plus élevée. En effet, I’ADC en absence de support
diminue, lorsque le pourcentage d’eau augmente (Figure 26), tandis qu’en présence de phase
chromatographique, il augmente (Figure 27). Comme les énergies d’activation augmentent
avec le pourcentage d’eau, nous en déduisons que la molécule reste préférentiellement dans
une des phases. Comme les évolutions avec le pourcentage d’eau sont inverses en présence et
en absence de support, la diffusion des solutés hydrophobes se dérouleraient principalement a

proximité des greffons pour limiter les contacts avec la partie hydrophile de la phase liquide.
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ACN/Eau 100/0 80/20 ACN-d3/D,0 80/20 60/40
Benzene 16,2 18,0 Acétone 15,9 18,5
Naphtaléne 25,1 24,3 Butanone 21,4 27,1
Anthracéne 9,6 14,3 Pentan-2-one 18,4 20,8

Tableau 9 : Energies d’activation (kJ.mol™) pour les solutés aux deux différentes compositions étudiées.

3.2.4. Nature du déplacement des solutés
A partir de I’ADC des solutés, nous pouvons calculer la distance parcourue d par la

molécule, durant le temps de diffusion A grace a I’équation ci-dessous :

d =+2DA (76)

Le chiffre 2 est du a la présence d’un seul degré de liberté, car les gradients ne sont appliqués
que dans une seule direction. Dans le cas des expériences que nous avons menées en présence
d’un matériau restreignant la diffusion, deux cas peuvent se produire lorsque nous étudions le
déplacement moyen en fonction du temps de diffusion. Tout d’abord, I’augmentation de la
distance parcourue peut étre constante quelle que soit la valeur de A. La diffusion du soluté
n’est pas restreinte par le support ; plus du temps est laissé a la molécule pour diffuser, plus la
distance parcourue est importante. A I’inverse, si la diffusion est restreinte, alors le
déplacement va étre, a partir d’une certaine valeur du temps de diffusion, restreint.

Dans le cas de matériaux poreux, les solutés peuvent se déplacer a I’intérieur ou a I’extérieur
du pore, la distance parcourue par les solutés a I’intérieur du pore étant plus limitée. En
traitant les données comme si nous avions deux ADC dans la décroissance des solutés, nous
devrions observer un déplacement moyen des solutés qui converge si la diffusion est réalisée,
en partie, & I’intérieur du pore. En effet, si le temps de diffusion est suffisant alors, les
molécules se deplacerons a I’intérieur, mais également a I’extérieur du pore et le déplacement
moyen deviendra alors identique.

Cette hypothése a été investiguée avec la série homologue des aromatiques, dans de I’ACN,
en présence de phase greffée poreuse. Comme pour mesurer la diffusion de I’anthracéne, nous
sommes limités par les capacités du spectrometre, il s’est avéré impossible d’augmenter le
temps de diffusion significativement ; le déplacement de ce soluté n’a donc pas pu étre étudié.

Les résultats sont présentés sur la Figure 31.
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Figure 31 : Distance parcourue par les solutés en fonction du temps de diffusion lorsque le solvant est de
I’ACN en présence de la phase greffée poreuse. (a) benzéne et (b) naphtaléne.

Les résultats obtenus pour le benzene montrent une diffusion rapide, qui augmente lorsque le
temps de diffusion augmente et un faible déplacement qui ne varie pas significativement. Ce
soluté semble donc se déplacer principalement a I’extérieur des pores et présenter une
diffusion faiblement restreinte par le support. A I’inverse, pour le naphtalene, nous observons
le cas décrit ci-avant pour une diffusion restreinte par le support : le déplacement le plus
important diminue avec I’augmentation du temps de diffusion, tandis que le déplacement
faible augmente, mettant ainsi en évidence un déplacement important du naphtalene dans les
pores. A partir d’un temps de diffusion de 230 ms, le traitement des données avec deux ADC
conduit & des résultats aberrants. Cette interprétation est confirmée grace a I’utilisation d’un
support ODS non poreux (Figure 32). Le traitement des données peut étre exploité
uniquement, en considérant la présence d’un seul ADC pour chaque soluté. Le déplacement
des analytes augmente a la fois pour le benzéne et pour le naphtaléne, caractérisant un
déplacement dans I’espace extraparticulaire.
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Figure 32 : Distance parcourue par les solutés en fonction du temps de diffusion lorsque le la phase liquide
est un mélange ACN/eau, 90/10, v/v et la phase non poreuse et greffée. (a) benzéne et (b) naphtaléne.
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La diffusion du benzéne n’est pas restreinte par le support, les interactions entre cette
molécule et le support sont faibles. Les interactions plus importantes entre le naphtalene et la
phase chromatographique permettent de distinguer la diffusion restreinte par le solide, de celle
qui ne I’est pas. Ces résultats sont surprenants si nous considérons la taille de ces deux
composés. En effet, le plus important par sa taille, le naphtaléne en I’occurrence, devrait subir

plutdt le phénomene d’exclusion du pore que le benzene moins encombrant.

3.3. Conclusion

La variation de I’ADC des solutés de deux séries homologues en fonction de la composition
du solvant a permis de mettre en évidence des similarités, au niveau de I’ordre de rétention,
mais également des différences, au niveau de I’influence de la quantité d’eau dans le solvant,
avec la CLHP. Ces premiers résultats, tres prometteurs, ont montré le pouvoir séparatif de la
méthode sur les différentes molécules testées. De plus, a partir de I’influence de deux facteurs,
la température et le temps de diffusion, nous avons pu émettre des hypotheses concernant les
différences dans les rétentions des solutés aromatiques. La genéralisation de la technique a
des molécules relativement simple est donc envisageable. L’étude d’un panel plus important
d’analytes permettrait une meilleure compréhension des interactions responsables de la
discrimination créée par le support stationnaire. Cependant, il existe peu de séries de solutés
dont les deplacements chimiques sont résolus en RMN Chromatographique. Un protocole
identique a celui utilisé pour les cétones, impliquant I’étude des analytes un par un pourrait
étre mis en ceuvre, notamment avec les séries homologues des alkyl-benzénes. La quantité
abondante d’informations disponible dans la littérature sur leur diffusion en chromatographie
permettrait d’envisager une comparaison des performances des deux techniques.

Il est également intéressant de mettre en évidence I’influence des propriétés physico-
chimiques de la phase dans le processus séparatif. Dans cet objectif, nous avons étudié, en
utilisant la serie aromatique, la variation de I’ADC suivant les types de supports employes.

4. Influence des proprietés du support stationnaire
En CLHP, une large gamme de phases stationnaires commerciales est disponible. Les
différences entre les supports concernent aussi bien les propriétés physiques de la silice

(diamétres moyens des pores et des particules de silices, surface spécifique...), que la
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structure du support fonctionnalisé (mono-, di- ou trimériques), ainsi que la nature du greffon
(ODS, cyano, amino, post-greffé...).

La comparaison des ADC des solutés sur des supports présentant des caractéristiques
physiques différentes peut étre exploitée pour mettre en évidence le réle de la phase et décrire
les interactions spécifiques a I’origine de la séparation observée par RMN
Chromatographique. La difficulté de cette étude réside dans I’accés a des phases stationnaires
«en vrac ». Notre étude s’est donc limitée aux supports disponibles au laboratoire ou
gracieusement fournis et dont les caractéristiques chromatographiques connues sont
regroupées dans le Tableau 3.

4.1. Comparaison des silices vierge et greffée
L utilisation d’une silice greffée et d’une silice vierge a permis de mener une premiére étude
pour mettre en évidence I’influence des propriétés du support et plus précisément celle du
greffon. Nous disposons de la méme silice poreuse vierge ou greffée (Lichrospher®100 5

um), seule la surface spécifique varie, respectivement 400 et 350 m?.g™, & cause du greffage.

4.1.1. En RMN Chromatographique

La diffusion des solutés aromatiques est mesurée avec un mélange composé d’ACN et d’eau
en proportions variables. La Figure 33 représente les cartes DOSY obtenues avec des supports
greffé ODS et vierge. Il apparait que quelle que soit la phase chromatographique utilisée,
I’ADC est sensiblement le méme. Un déplacement légerement plus rapide est observé sur la
silice. Aucune différence n’est constatée entre les deux supports poreux. Les résultats obtenus
avec la silice vierge sont surprenants, car le solvant est en compétition avec les solutés pour
s’adsorber a la surface du support. 1l semblerait donc que, dans le phénomeéne étudié, le
greffage du support n’a que peu d’influence sur la séparation des solutés par leur ADC.

La surface spécifique des deux supports utilisés pour obtenir les cartes DOSY représentées en
Figure 33 est voisine. Malgré le greffage de la silice, il reste des silanols a la surface du
support, qui pourraient étre a I’origine de la similitude des séparations obtenues en RMN.
L utilisation d’une phase dont les silanols résiduels ont été post-greffés par des groupements
triméthylsilanes peut confirmer ou infirmer cette hypothése. Les ADC ont donc été mesurés
en utilisant une phase ODS post-greffee (Figure 34).

Les résultats qualitatifs sont identiques avec les trois types de support employés. La diffusion
sur le support post-greffé est proche de celle mesurée sur la silice. La séparation n’est donc
pas due & des interactions entre les analytes et les silanols. Nous pouvons également affirmer
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que la discrimination de ces solutés n’est pas causée par le greffage du support, car des ADC
trés proches sont mesurés avec des phases vierges ou des supports post-greffeés.

a b

Log ADC Log ADC
(m2/s) (m?/s)
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| Anthracéne | Anthracéne
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Figure 33 : Carte 1H DOSY de la série homologue des aromatiques pour une phase liquide composée
d’ACN/Eau, 90/10, v/v en présence de (a) phase greffée ODS et (b) de phase vierge.
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Figure 34 : Carte 1H DOSY de la série homologue des aromatiques avec une phase liquide composée
d’ACN/Eau, 90/10, v/v en présence de (a) phase ODS, (b) phase ODS post-greffée et (b) phase vierge.

Nous pouvons également suivre I’évolution des ADC en fonction du greffage et ce, pour deux
diamétres moyens des pores, a deux compositions de solvants (Figure 35). Sur les supports
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greffés, ’ADC de I’eau n’a pas été présenté, a cause du caractére biexponentiel de la

décroissance (paragraphe 3.2.1).

ADC (m3/ i )
1057 (mé/s) B Phase ODS 1004 ADC (m/s)

o silice 100A 1087 1
B Phase ODS non poreuse

B Silice non poreuse

B Sans phase stationnaire

1.0E-8 1.0E-8

1069 | 1069 1

1.0E-10 1.0E-10

j —a. 1.06-11 =

1.0E-17 +— == - - . i . |
Benzéne Naphtaléne Anthracéne Acétonitrile Benzéne Naphtaléne Anthracéne Acétonitrile Eau

Figure 35 : Comparaison des ADC sur les supports non poreux et de diamétre moyen de pores de100A (a)
lorsque I’ACN est le solvant et (b) pour une phase liquide constituée d’ACN/Eau, 90/10, v/v.

L’ addition d’eau, qui rentre en compétition avec les solutés pour s’adsorber sur la silice,
acceélere la diffusion moyenne des solutés aromatiques sur le support non greffé. Sur la phase
ODS, I’ADC des solutés aromatiques diminue lorsque I’hydrophobie des analytes augmente,
alors que pour le support vierge, cette variation dépend du nombre de cycles aromatiques. Sur
la silice poreuse, I’écart entre les ADC suivant que le support est greffé ou non, est plus
important pour la silice.

L’influence des pores sur I’ADC sera abordée au paragraphe 4.2 de ce chapitre.

4.1.2. EnCLHP
Les mémes expériences ont eté effectuées en CLHP avec la série homologue des aromatiques
et un éluant composé de 90 % d’ACN. Le débit a été fixé & une valeur de 1,0 mL.min™. Sur
une phase greffée ODS, les trois molécules sont séparées avec un temps d’analyse de I’ordre
de 5 minutes (Figure 36a). A contrario, en utilisant une colonne de silice vierge, aucune

séparation des solutés n’est mise en évidence dans ces conditions (Figure 36b).
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Figure 36 : Séparation chromatographique de la série homologue des aromatiques sur (a) une phase ODS
et (b) une silice vierge. Phase mobile ACN/eau, 90/10, v/v. Débit 1,0 mL.min™, détection 254 nm.

Ce mélange de solvants est utilisé classiqguement en chromatographie lorsque la phase est
greffée (conditions de RPLC), mais beaucoup plus rarement avec de la silice. Ce dernier cas,
peu décrit dans la littérature, est surtout utilisé dans I’analyse des peptides et est appelé
« reverse reversed-phase » ou HILIC (hydrophilic interaction LC) [151]. Le mécanisme de
rétention serait du partage entre une couche de solvant adsorbée a la surface du support
hydrophile et la phase mobile. Pour observer une séparation en CLHP, le débit de la phase
mobile a été diminué et les solutés ont également été injectés un par un pour déterminer leurs
temps de rétention (Tableau 10). Nous remarquons que I’ordre d’élution est inversé par
rapport a la RPLC avec, par ordre d’élution, I’anthracene, le naphtaléne et le benzene. Comme
les inertes classiqguement utilisés en RPLC (solutions aqueuses de nitrate de potassium ou
d’uracile) sont plus retenus que les molécules aromatiques dans ces conditions, nous avons
choisi I’anthracene pour exprimer les temps de rétention relatifs et pouvoir ainsi exprimer la
sélectivitt « comme la différence de rétention entre deux analytes. Lorsque le débit de
I’éluant diminue, les temps de rétention augmentent, mais également « . Toutefois, a cause de
I’élargissement des bandes chromatographiques, I’étude en mélange des trois analytes ne
permet pas d’appréhender une separation. De plus, & un trés faible débit, les pics
chromatographiques s’étalent sur plusieurs heures et il est impossible de déterminer un temps
de retention pour les solutés. Les valeurs présentées dans le Tableau 10 sont celles données
par le systeme d’enregistrement du signal (intégrateur) qui détermine le temps de rétention,

lorsque le premier maximum du signal est atteint. Ces valeurs sont fiables lorsque
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I’élargissement du pic est faible (pour des valeurs du débit supérieures & 0,01 mL.min") mais
deviennent non représentatives & 0,01 mL.min™, lorsque le signal est enregistré pendant

plusieurs heures.

Débit (mL.min™)  tr du benzéne tr du naphtaléne tr de I’anthracéne O benzénelanthracéne

1,00 1,34 1,30 1,27 2,2
0,50 2,66 2,58 2,53 2,5
0,10 14,51 13,78 13,33 2,6
0,01 243,48 231,69 220,68 2,1

Tableau 10 : Valeurs moyennes des temps de rétention (tr) des analytes aromatiques sur la colonne de
silice a différents débits avec une phase mobile ACN/Eau, 90/10, v/v. La sélectivité est calculée en utilisant
le temps d’élution de I’anthracene comme inerte.

La RMN Chromatographique permet en présence d’une silice vierge d’obtenir une séparation
dans des conditions ou la chromatographie n’en produit pas [152]. La différence constatée
peut étre le résultat de I’absence de débit, ainsi que du rapport solide/liquide beaucoup plus
important en HRMAS.

En RMN PGSE, I’adsorption des analytes aussi bien que des solvants est favorisée et ce,
d’autant plus facilement, que le rapport support/phase liquide est elevé. Le nombre relatif de
sites plus élevé en RMN Chromatographique favorise les interactions entre le support et les
solutés, entrainant ainsi une différence dans les ADC.

En CLHP, une colonne est remplie d’environ 80 % de liquide. Les forces d’adsorption des
mélanges de solvants (ACN/eau) sur le support stationnaire sont supérieures a celles des
solutés aromatiques. Nous pouvons donc concevoir qu’en CLHP, il existe une couche
stagnante de solvant adsorbée sur le support et une diffusion des analytes hydrophobes
principalement dans la phase mobile.

Cependant, cette séparation surprenante en RMN PGSE n’a été observée et étudiée que pour
la série des aromatiques, ne permettant donc pas de généraliser cette approche a tous les

solutés.

4.2. Role du pore
Les chromatographistes ont a leur disposition des matériaux possédant divers diameétres
moyens de pores. Le processus chromatographique de discrimination est réalisé en partie
grace aux pores et a la facilité des solutés a pénétrer a I’intérieur de celui-ci. Les résultats
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décrits dans les paragraphes qui suivent ont donné lieu a la rédaction d’un article [153] soumis

a publication.

4.2.1. Mise en évidence grace a un support non poreux

Comme nous ne disposions que de faibles quantités de silices non poreuses greffée et vierge,

il nous a semblé pertinent de comparer les résultats obtenus avec les supports qui différent par

leur diametre de pore moyen. Les cartes DOSY obtenues en absence de phase, avec un

support greffé non poreux et avec la phase poreuse Lichrospherl00® C18 sont représentées

en Figure 37 et avec de la silice vierge en Figure 38.
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Figure 37 : Comparaison de la diffusion des solutés aromatiques dans de I’ACN-d3 (a) sans phase, (b) en
présence de la phase non poreuse ODS et (c) en présence du support de diamétre moyen de pores de 100A.
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Figure 38 : Comparaison de la diffusion des solutés aromatiques dans de I’ACN-d3 (a) sans phase, (b) en
présence de phase non poreuse vierge et (c) en présence du support de diamétre moyen de pores de 100A.
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En absence de phase chromatographique, les molécules ne sont pas séparées en fonction de
leur ADC ; leur mobilité est voisine. En présence de support non poreux, les solutés et le
solvant sont ralentis, sans discrimination des analytes. Cette diminution de I’ADC est due a la
présence des particules de silices de faibles diametres et a une diffusion restreinte par le
support, c’est a dire a un déplacement moyen des solutés diminué par un mouvement qui n’est
plus libre et limité a I’espace extraparticulaire. A I’inverse, en présence d’un support poreux,
la résolution dans la dimension de la diffusion est fortement augmentée avec
approximativement un ordre de grandeur de différence entre les ADC des analytes. L allure
des cartes DOSY est similaire, que la phase stationnaire soit greffée ou vierge. Les mémes
types d’interactions seraient donc mis en jeu sur des supports qui différencient uniqguement
par leurs greffages.

L’absence de séparation sur le support non poreux ne peut pas étre exclusivement attribuée a
I’absence de pore. En effet, les propriétés physico-chimiques des deux phases
chromatographiques utilisées sont significativement différentes: diameétre des particules,
surface spécifique, densité... De plus, la surface totale disponible dans le rotor est diminuéee
de deux ordres de grandeurs, suivant que les supports sont poreux ou non. Avec le support
non poreux, tous les sites actifs sont susceptibles d’étre saturés, diminuant ainsi la capacité
séparative de la phase stationnaire, et par conséquent la résolution dans la dimension de la
diffusion. Une autre explication possible a ce phénomeéne est le conditionnement de la phase
stationnaire et plus particulierement, le tassage plus faible du support en HRMAS. Le manque
d’homogénéité du garnissage en RMN Chromatographique ne favorise pas le transfert de
matiere. En CLHP, le faible volume mort extraparticulaire, caractéristique des supports non
poreux, permet d’augmenter le transfert de matiére et donc d’obtenir une bonne qualité
séparative.

Pour estimer le pouvoir séparatif de notre technique, nous avons calculé le rapport des ADC
des solutés (Tableau 11). En absence de phase stationnaire, le rapport des ADC est, dans tous
les cas, inférieur a 2. Il en est de méme avec les supports non poreux. En revanche, avec une
phase poreuse, ce rapport est supérieur ou égal a un ordre de grandeur ; la diffusion varie de
plus d’un facteur 10 entre chaque soluté, permettant alors d’observer la séparation sur les
cartes DOSY.

Le role des pores apparait comme déterminant en RMN Chromatographique ; en absence de
débit, la surface totale disponible semble affecter les propriétés de I’équilibre, ainsi que le

transfert de matiére d’une maniére mise plus clairement en évidence en RMN qu’en CLHP.
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Ratio des ADC ADC Benzene/ADC Naphtalene ~ ADC Naphtaléne/ADC Anthracene
Composition

solvant 100/0 90/10 100/0 90/10
Phase liquide 1,1 1,2 1,0 1,1
ODS 100A 18,8 25,4 13,8 14,0
ODS non poreux 1,3 1,6 1,2 1,2
Silice 100A 314 20,6 9,5 15,5
Silice non poreuse 1,3 1,7 0,7 1,1

Tableau 11 : Comparaison des rapports des ADC pour la série aromatique en absence de phase
stationnaire, puis avec des supports non poreux, greffés ou vierges, et de diamétre de pores 100A, pour
deux compositions de phase liquide constituée d’ACN et d’un mélange d’ACN/eau, 90/10, v/v.

4.2.2. Diffusion des greffons
Avec la silice greffée non poreuse, bien que les groupements greffés sont beaucoup moins
nombreux, une étude qualitative de la mobilité des greffons est toujours possible (Figure 39)
et peut constituer un autre moyen pour appréhender le comportement des greffons au niveau
des supports poreux. L’allure générale des décroissances obtenues sur le support non poreux
est mono-exponentielle. Sur les supports poreux, a I’inverse, la décroissance du signal peut
étre régressée a partir de deux ADC. Il semble donc possible de discriminer au niveau des
supports poreux, les greffons intra- et extraparticulaires. Les greffons a I’intérieur du pore
apparaissent comme les plus mobiles. Nous pouvons donc estimer, a partir du pourcentage de
chaque ADC, la quantité relative de greffons intra- et extraparticulaires. Pour la silice greffee
présentant un diamétre moyen de pore de 1004, 80 % des chaines alkyles seraient situées a

I’intérieur du pore.
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Figure 39 : Comparaison de la mobilité des greffons pour une phase de diamétre de pore moyen 100A ou
non poreuse avec une composition du mélange liquide de (a) ACN/Eau, 90/10, v/v et (b) ACN/Eau, 75/25,
v/v. Les points et courbes en noir représentent le support non poreux, et en gris ceux obtenus avec un
support poreux.

4.2.3. Influence du diamétre moyen du pore
Il est impossible de se procurer des supports différant uniqguement par le diamétre moyen de
pores. Nous avons uniquement pu obtenir de la silice vierge (Lichrospher®) présentant des
diamétres de pore 100 ou 300A, dont le diamétre moyen des particules est respectivement de
5 et 10 um. Pour appréhender des conditions chromatographiques classiques de NPLC,
obtenues avec de la silice, nous avons réalisé certaines expériences en utilisant le cyclohexane

comme solvant.

4.2.3.1.  Sur le solvant
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I’ADC des solvants mesurés en
présence de ces différents supports (Figure 40). Pour tous les solvants et toutes les
compositions de phase liquide, la diffusion la plus lente est mesurée sur le support non poreux
et augmente lorsque le diamétre du pore augmente. Cette variation, obtenue avec le support
poreux, peut étre attribuée a une modification de la surface spécifique. Lorsque le diametre
moyen du pore augmente, la surface spécifique, et par conséquent la surface totale dans le
rotor, diminue. Le nombre de contacts pouvant alors se produire entre le solvant et la phase
stationnaire va diminuer, conduisant ainsi a I’augmentation de I’ADC. La faible diffusion

observée pour le support non poreux est due, majoritairement, a une diffusion
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extraparticulaire, tandis que pour les supports poreux, la diffusion dans le pore serait possible
gréce a un gradient de concentrations entre les volumes extra- et intraparticulaires.

ADC (m?/s)
1.6E-8 - B Silice non poreuse
B Silice 100A
] m Silice 300A
m Sans support
1.2E-8 -
8.0E-9 - —
4.0E-9 -
0.0 1 — %
100% Acétonitrile ‘ Eau Acétonltrlle| Eau Cyclohexane
Acétonitrile 90/10 75/25

Figure 40 : ADC des solvants mesuré en présence des silices de différents diameétres de pores.

Nous pouvons remarquer sur la Figure 40 que la diffusion en absence de support est la plus
rapide, a I’exception du cas du cyclohexane, pour lequel la mobilité est comprise entre celle
mesurée sur la phase non poreuse et celle obtenue sur la silice de 100A. La présence des
analytes aromatiques, contribuant notamment a I’augmentation de la viscosité du mélange,
conduit a un ralentissement du solvant en absence de phase. En présence de support, les
solutés s’adsorbent préférentiellement sur le support, modifiant alors les propriétés de la phase
liquide et par conséquent, son ADC.

Nous pouvons estimer I’affinité entre les solvants et la silice en calculant le rapport entre la
diffusion en présence et en absence de phase (Tableau 12). Nous avons estimé cette grandeur
également pour le benzéne que nous avons, dans ce cas, considéré comme le solvant. Plus le
rapport est faible, plus le solvant a de I’affinité pour le support et reste adsorbé a sa surface.
Sur les supports poreux, le rapport le plus élevé est obtenu pour le cyclohexane (aux alentours
de 3) et pour le benzéne (aux environs de 2); quelle que soit la composition du mélange
ACN/eau, ’ACN a moins d’affinité que I’eau pour le support. Ces observations sont

comparables & I’échelle de force de solvant utilisée en NPLC, dans laquelle la force
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d’adsorption ¢, la moins élevée est mesurée pour le cyclohexane (0,03) puis le benzene

(0,25), I’ACN (0,50 a 0,52) et enfin I’eau [154]. Sur le support non poreux, I’ordre différe
Iégerement : le benzene présente le moins d’affinité avec le support, puis le cyclohexane et

enfin I’eau ainsi que I’ACN caracterisé par les plus fortes valeurs de &, .

Dans le cas des supports poreux, la valeur des rapports pour le cyclohexane et le benzéne sont
supérieur a 1, les solutés diffusent plus vite en présence de support qu’en son absence. La
présence de naphtalene et d’anthracéne dans le mélange ralentit la diffusion en absence de
phase d’un ordre de grandeur environ. Nous supposons donc, qu’en présence de phase
stationnaire poreuse, il y a un appauvrissement de la phase liquide en molécules poly-
aromatiques qui interagissent plus fortement avec le support que le solvant, entrainant alors

une augmentation de la diffusion de ce dernier.

Silices
Non poreux 100A 300A
Acétonitrile 100 0,28 0,50 0,77
90 0,33 0,56 0,71
75 0,22 0,39 0,58
Eau 10 0,36 0,34 0,60
25 0,26 0,30 0,46
Cyclohexane 0,59 2,93 3,26
Benzene 0,98 1,57 1,93

Tableau 12 : Rapport des ADC des solvants entre la présence et I’absence de phase chromatographique
pour les trois supports.

4.2.3.2.  Sur les solutés
Nous avons montré précédemment qu’aucune séparation des analytes n’était observée en
présence de silice non poreuse. L’étude de la variation des ADC sur la silice possédant des
pores de 300A pourrait nous permettre d’appréhender I’influence du pore et de la surface
spécifique sur la retention RMN. Comme les échelles de diffusions sont différentes d’un
facteur dix entre chaque molécule, les résultats sont présentés sur la Figure 41 avec un

graphique spécifique a chaque soluté.
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Figure 41 : ADC des solutés aromatiques sur les silices de 100 et 300A avec 3 mélanges ACN/eau de
compositions différentes et le cyclohexane comme solvant ; (a) pour le benzene, (b) pour le naphtaléne et
(c) pour I’'anthracéne.

Excepté pour I’anthracéne, en présence de silice avec un diamétre de pore moyen de 3004, les
ADC mesurés avec le cyclohexane sont plus faibles, qu’avec une phase liquide composée
d’ACN et d’eau. Ce solvant présente le moins d’interaction avec le support et le déplacement
des solutés a la surface de la silice n’est alors modifié par aucune adsorption compétitive de la
part du solvant. De plus, la diffusion sur la silice varie en sens inverse du diametre moyen des
pores. La surface spécifique diminue lorsque le diametre moyen du pore augmente et donc, le
nombre de contacts diminue, entrainant ainsi une augmentation de I’ADC. Ce phénomene se
produit dans des conditions particuliéres pour lesquelles I’influence du pore ne se traduit
gqu’en terme de surface specifiqgue avec un solvant ne s’adsorbant pas sur le support
(cyclohexane) ou avec des solutés de petites tailles, faiblement retenus comme le benzene.
Pour expliquer les résultats de la Figure 41 dans le cas d’un solvant qui présente des affinités
avec le support stationnaire, nous sommes amenés a considérer que le processus séparatif est
une contribution des différents facteurs diffusifs. Ainsi, I’ADC mesuré est une somme des
différentes diffusions pouvant se dérouler dans le rotor : la diffusion des analytes dans le
liquide, mais aussi celles a proximité de la surface du support comme la diffusion de surface,
de pore ou intraparticulaire. Chaque diffusion est pondérée par une fraction représentant
I’importance de chaque processus dans la valeur mesurée.

Pour le benzene, I’ajout d’eau dans la phase liquide se traduit, pour les deux supports, par une
augmentation des ADC. L’eau, présentant la plus forte affinité avec la silice, masque les
silanols présents a la surface du solide. L’augmentation de la porosité diminue la surface
spéecifique et, par conséquent, le nombre de sites actifs. L’ADC augmente alors avec le
diametre moyen du pore, car le soluté est faiblement retenu et la taille du pore n’a que peu
d’influence sur sa rétention. Dans ce cas precis, c’est la fraction de la composante liquide qui

augmente avec la teneur en eau entrainant un ADC plus rapide pour un méme support.
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Le naphtalene est une molécule présentant plus d’affinité pour le support stationnaire que le
benzene et donc, un ADC plus lent. Nous remarquons que la diffusion augmente également
avec le pourcentage en eau et une forte augmentation par paliers de I’ADC est observée pour
les deux supports. Toutefois, sur le support & 1004, ce saut de la diffusion se produit & un
pourcentage d’eau de 10 % alors que sur la 300A, il intervient & une valeur de 25 %. Comme
I’eau a une forte affinité avec le support, les molécules vont se fixer sur le support et obstruer
I’entrée du pore. Celui présentant le plus faible diamétre est le moins accessible aux solutés,
tandis que le pourcentage d’eau doit étre plus important pour modifier I’accés du pore de
300A de diamétre. Dans ce cas, ce sont les mécanismes diffusionnels & la proximité de la
surface qui gouvernent la rétention RMN.

Concernant I’anthracéne, sur le support de diamétre de pores de 300A, le méme phénomeéne
que pour le naphtaléne est a I’origine de la variation de I’ADC. En revanche, sur la phase de
100A, ’ADC ne varie pas significativement avec le pourcentage d’eau pour les deux
premiéres compositions, puis il diminue lorsque le solvant contient 25 % d’eau. La taille et
I’hydrophobie de I’anthracéne seraient a I’origine du piégeage de cette molécule a I’intérieur
du pore, favorisant alors sa diffusion a proximité du support. La variation des coefficients de
diffusion de surface peut ainsi étre sondée en faisant varier la proportion en eau du mélange.
Pour estimer une possible influence de la concentration des solutés dans la phase liquide, nous
avons étudié I’ADC des analytes a deux concentrations (Figure 15). Nous avons choisi le
cyclohexane comme solvant pour couvrir une large gamme de concentrations en naphtaléne.
La Figure 15 montre que la concentration n’a pas d’influence sur la grandeur mesurée et nous
permet de nous affranchir d’éventuels effets de concentration dans I’interprétation des

résultats.

4.3. Conclusion
Nous venons de montrer I’influence des propriétés physico-chimiques de la phase stationnaire
en RMN Chromatographique, et notamment la possibilité de réaliser des séparations sur un
support non greffée qui ne sont pas observées en CLHP. A contrario, des séparations obtenues
en CLHP avec un support non poreux ne sont pas observées avec notre méthode RMN. La
RMN Chromatographique pourrait donc étre complémentaire de la chromatographie.
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5. Limitations de la technique et perspectives

La méthode développée dans ce manuscrit pour appréhender les phénomeénes
chromatographiques est particulierement innovante. Nous avons montré le potentiel de la
technique avec différents exemples, mis en évidence I’influence de certains parametres sur la
diffusion et comparer les résultats avec la CLHP.

La technique d’analyse n’est cependant pas facile a mettre en ceuvre et il est indispensable de
mettre en exergue les différentes limitations que nous avons rencontrées et apporter ainsi un

regard critique sur la technique.

5.1. Problémes technologiques et de traitement des données

Comme nous avons montré dans I’étude bibliographique, peu de mesures de diffusions ont été
réalisées avec une sonde HRMAS. La bobine de gradients introduite dans la sonde est
susceptible de produire une intensité maximale de I’ordre de 55 G.cm™ permettant de mesurer
des coefficients de diffusion compris entre 10® et 10** m®.s™. Pour des molécules présentant
de fortes interactions avec le support, les gradients produits ne sont pas assez puissants pour
mesurer précisément le coefficient de diffusion. En effet, a la fin de I’expérience, le signal du
pic dont I’ADC est mesuré doit avoir moins de 10 % de I’intensité initiale pour que le
traitement mathématique des données s’affranchit d’erreurs. Avec de faibles gradients, la
décroissance est plus faible induisant une régression de moins bonne intensité. Un moyen
pour obtenir des gradients plus fort, et donc de détecter des diffusions plus lente, est d’utiliser
un systeme de micro-imagerie [57] (paragraphe 3.2.3 de I’étude bibliographique).

La fabrication des rotors semble poser actuellement encore quelques problémes et ne pas
induire systématiquement des résultats comparables. Ainsi, nous avons pu constater qu’en
fonction de I’insert utilisé dans le rotor, la qualité des décroissances obtenues en absence de
phase était fortement modifiee. La Figure 42 en donne un exemple avec a droite un insert
conduisant a une qualité de décroissance moyenne, a la différence de la régression a gauche
obtenue avec un insert différent. Il est donc important de vérifier périodiquement, dans des
conditions simples, le matériel et plus particulierement I’insert, lors des analyses de la
diffusion.

Concernant le traitement des données, I’équation utilisée pour corréler les résultats n’est pas
la plus appropriee ; avec des matériaux poreux, I’approche théorique est beaucoup plus
complexe. La largeur importante des pics dans la dimension de la diffusion peut étre due a
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I’utilisation d’une relation non appropriée pour exploiter les données. Cependant, les résultats
obtenus avec I’équation (73) permettent de traiter correctement les données et elle a été
utilisée tout au long de ce manuscrit.

Le traitement mathématique des donneées est relativement complexe et est, a I’heure actuelle,
un des points de blocage du développement des expériences a gradient de champs

magnétique.
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Figure 42 : Décroissances obtenues sur le pic des aromatiques pour un mélange de phénylalanine et
d’éthanol dans I’eau deutérié en fonction de I’insert employé.

5.2. Problémes dus au systeme

En RMN HRMAS, la sensibilité de I’analyse est faible (de I’ordre du millimolaire). Ainsi, les
solutions introduites dans le rotor sont concentrées. Il existe un facteur d’environ 100 entre la
concentration des solutés analysés en RMN et celle employée en CLHP. Bien que nous ayons
montré qu’en RMN Chromatographique, la concentration du soluté n’a que peu d’influence,
ce n’est pas le cas de la CLHP ou les isothermes d’adsorption prennent toute leur importance.

L’ addition d’une phase stationnaire chromatographique entraine I’élargissement des raies
spectrales lors de I’acquisition des spectres. Malgré la MAS, les pics sont plus larges et moins
bien résolus qu’en RMN du liquide. Pour pouvoir traiter les données, la situation idéale
résiderait dans la certitude de I’existence d’une seule et unique espéce pour un pic RMN. Il est
donc nécessaire que les solutés étudiés présentent une zone de déplacements chimiques
d’environ 100 Hz pour laquelle nous sommes surs de n’observer que le pic d’une seule

molécule. Ce qui a été le cas des analytes aromatiques mais pas celui des cétones, d’ou la
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nécessité d’étudier chaque cétone séparément. Cet inconvénient majeur nous oblige donc a
choisir astucieusement les solutés et nous limite a des composes présentant un spectre RMN
relativement simple, soit des molécules de petites tailles.

Une derniere limitation pour la partie fondamentale, et non des moindre, est la difficulté a se
procurer différentes phases stationnaires chromatographiques « en vrac » car elles ne sont pas
forcément disponible commercialement sous ce conditionnement et les constructeurs, ne
fournissent pas ces supports, indispensables a la caractérisation et a la compréhension du

phénomeéne.

5.3. Perspectives

Malgré les inconvénients mis en exergue ci-avant, la RMN Chromatographique peut se
révéler étre une méthode d’intérét pour différentes applications.

Ces travaux préliminaires ont montré I’influence de certains parametres sur I’ADC des solutés
et des greffons mais n’ont pas permis de caractériser précisement le ou les phénomenes
observés. Des études doivent encore étre menées pour essayer de déterminer les interactions
mises en jeu et ainsi, pouvoir contribuer a la mise en évidence d’une partie du phénoméne
chromatographique. Ces premiers travaux ont montré que, dans le cas spécifique des analytes
aromatiques, le processus de ralentissement n’était pas majoritairement du a la présence d’un
greffage. Il apparait primordial de confirmer ces résultats pour aborder I’étude par RMN
Chromatographique de mélanges d’énantiomeres. En effet, si le greffon ne joue qu’un faible
role dans la séparation, alors la diastéréosélectité du systéme créée lors de séparations chirales
grace aux groupements fixés sur le support ne pourra pas étre mise en évidence, et donc la
séparation de telles molécules ne pourra pas étre realisee a I’aide de cette technique.

Une perspective trés intéressante consiste a développer des tests permettant de prédire les
capacités séparatives des nouvelles phases stationnaires avant méme de les étudier par CLHP.
Actuellement, les propriétés des nouveaux supports chromatographiques sont caractérisees
par des tests réalisés lorsque la colonne a eté tassée, a partir de I’exploitation des grandeurs
obtenues sur un chromatogramme type obtenu avec des solutés de référence. L’inconvénient
de ces tests réside dans les conditions de mise en ceuvre : tester une colonne. Pour cela, il est
nécessaire de synthétiser une quantité de phase suffisante pour pouvoir obtenir une colonne
chromatographique (quelques grammes), puis tasser la phase stationnaire dans une colonne.
En réalisant le test par RMN PGSE, seulement quelques milligrammes de phase sont

nécessaires, permettant de gagner ainsi du temps dans le développement de la synthése, mais
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aussi sur la préparation de la colonne. Un premier screening permettant d’éliminer les phases

stationnaires qui ne présenteraient pas les capacites attendues pourrait ainsi étre réalise.
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CONCLUSION

Nous avons montré que I’ADC d’un soluté, mesuré par RMN PGSE, pouvait étre modifié par
la présence d’une phase chromatographique. L’addition de ce support stationnaire entraine
une hétérogénéité de I’échantillon et, par conséquent, un élargissement des largeurs spectrales
du a I’anisotropie du mélange. Pour résoudre ce probléme, une sonde spécifique dans laquelle

I’échantillon est mis en rotation a I’angle magique doit étre utilisée : la sonde HRMAS.

Les travaux décrits ont consisté a comprendre les phénomenes se déroulant au sein de
I’échantillon, c'est-a-dire appréhender les interactions entre le support et la phase liquide. Le
processus séparatif étant réalisé grace au solide, nous avons comparé les résultats obtenus
avec ceux issus de la CLHP. Dans un premier temps, pour que la préparation de I’échantillon
soit reproductible et pour maitriser les facteurs extérieurs & la mesure, nous avons étudié
I’influence des conditions de préparation de I’échantillon et de la rotation a I’angle magique.
Il a été notamment mis en évidence que I’equilibre du processus separatif etait atteint
rapidement et que la concentration des solutés sur une large gamme de valeurs n’avait pas
d’influence sur la mesure de I’ADC. De plus, la quantité de liquide introduite dans le rotor a
été optimisée pour obtenir la meilleure séparation possible en terme de résolution dans la
dimension de la diffusion.

En CLHP, la composition de I’éluant a une forte influence sur la rétention des analytes. Nous
avons étudié la variation des ADC en fonction de la composition du solvant sur une phase
greffée ODS pour deux séries homologues : aromatique et cétone. En présence de phase
chromatographique dans le rotor, les ADC augmentent lorsque le solvant est enrichi en eau,
ce qui s’explique par une modification des équilibres de partage et par I’observation d’une
diffusion de type intraparticulaire. Le comportement des greffons a été également mis en
évidence. Une représentation sous la forme d’un « chromatogramme RMN » permet de mettre
en exergue les points communs, mais aussi les différences constatées avec la CLHP.

Dans une seconde partie, nous avons modifié les propriétés physiques de la phase stationnaire.
Des capacités séparatives inattendues ont été mises en évidence. En effet, dans le cas
particulier de la série homologue des aromatiques, une séparation identique est observée sur la

phase greffée et la silice vierge, tandis qu’en chromatographie, dans les mémes conditions, la
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silice vierge ne permet pas de séparer les trois analytes. De plus, nous avons mis en évidence

I’importance des pores et de leurs diamétres moyens au niveau du processus séparatif.

Cependant, au cours de ces travaux, nous nous sommes heurtés a certains problémes
technologiques comme la qualité des rotors utilisés ou la limitation de la force des gradients.
De plus, une des difficultés réside dans I’obtention des phases stationnaires
chromatographiques souhaitées pour réaliser nos études car peu de supports sont disponibles
dans un conditionnement autre que celui d’une colonne ou d’une cartouche
chromatographique.

Un des développements prometteurs de cette technique, hormis la compréhension des
interactions, concerne la mise au point de tests prédisant les capacités séparatives de la phase

stationnaire préparée.
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Glossaire

GLOSSAIRE

Anisotropie (d’une espéce) : si I’espéce ne répond pas a au moins un des deux critéres

d’isotropie.

Autodiffusion : mouvement aléatoire de déplacement des molécules dans des conditions

d’équilibre thermodynamique.

Diffusion intraparticulaire : combinaison de la diffusion de surface et de la diffusion de

pore.
Diffusion moléculaire : diffusion des analytes dans la phase éluante.

Diffusion de pore : diffusion moléculaire dans la solution stagnante qui remplit les pores des

particules du support chromatographique.

Diffusion de surface : migration des molécules adsorbées a la surface de la phase stationnaire

chromatographique. Ce processus se déroule dans le champ potentiel d’adsorption.

Isotropie (d’une espece) : invariance de ses propriétés dans toutes les directions de I’espace.
En RMN, I’espece doit avoir des mouvements moléculaires rapides de réorientations et la

méme probabilité d’orientation des spins pour étre considérée comme isotrope.

Porosité (totale d’une colonne) : fraction de volume total occupé par une phase liquide au

volume de la colonne.

Séculaires (termes) : termes conduisant a un résultat non nul lors du calcul de perturbation au

premier ou au deuxiéme ordre.

Shims : petites bobines qui permettent d’homogeénéiser localement le champ magnétique. La
variation de I’intensité du courant électrique fourni a chaque bobine permet de modifier le

champ magnétique produit par chacune d’elles.
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Abréviations

ABREVIATIONS

ACN : Acétonitrile

ADC : Apparent Diffusion Coefficient
Coefficient de diffusion apparent

BPP-LED : BiPolar Pulse Longitudinal Eddy current Delay
Impulsions bipolaires et délai supprimant les courants de Foucault

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
CL: Chromatographie Liquide
CLHP: Chromatographie Liquide Haute Performance
CP: Cross Polarisation
Polarisation croisée
DOSY : Diffusion Ordered SpectroscopY

HRMAS : High Resolution Magic Angle Spinning
Haute résolution avec rotation a I’angle magique

IRM : Imagerie par Résonance Magnetique
MAS : Magic Angle Spinning
Rotation a I’angle magique
MeOH Méthanol
NPLC : Normal Phase Liquid Chromatography

Chromatographie liquide en phase normale
NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

NOE: Nuclear Overhauser Effect
tr-NOE: Transfert de NOE
ODSs: Octadécylsylilé
PGSE : Pulsed Gradient Spin Echo
Echo de spin avec des impulsions de gradients
RF: Radiofréquence
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
RPLC: Reversed-Phase Liquid Chromatography
Chromatographie liquide de partage a polarité de phase inversée
SE: Spin écho
SPE : Solid Phase Extraction
Extraction en phase solide
STE: Stimulated Echo

Echo de spin stimulé
TF: Transformée de Fourier
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NOTATIONS

A, (v,) Intensité du spectre RMN 1D de d Déplacement moyen
la niéme espéce d, Taille moyenne des particules
A.. Quantitt moyenne ne diffusant d, Diametre interne de la colonne
pas E Energie d’activation
a(D) Distribution de masses des E; Energie permettant la formation
coefficients de diffusion d’une lacune a la surface du
B, Champ magnétique statique support
B, Champ magnétique ressenti par le E] Energie permettant le
spin déplacement d’un soluté d’un site
C (t) Fonction d’élution a I’autre de la surface du support
R E, Energie d’activation de surface
D Matrice de rang deux f Facteur de friction
D Coefficient d’(auto)diffusion g Gradient de champ magnétique
D, Facteur de fréquence .
H Hamiltonien. L’indice identifie le
D, Diffusion intraparticulaire ) )
type des interactions. z zeeman,
D, Diffusion moléculaire D dipolaire, CS de déplacement
D, Diffusion de la niéme espece chimique, J de couplage J et Q
Do Diffusion parallele a I’axe des quadripolaire
gradients H—0 Champ magnétique uniforme
D,  Diffusion perpendiculaire a I’axe i Constante de Planck divisé par 2n
des gradients h, Hauteur réduite d’un plateau
D, Diffusion de surface théorique axial
D,, Facteur de fréquence de la h Hauteur réduite d’un plateau
diffusion de surface théorique radial
D, Diffusion de pore 1 Vecteur opérateur
Disp, Dispersion axiale I Intensité ou aire du pic étudié

Disp,,, Dispersion apparente dans une expérience DOSY pour

une valeur de g fixée
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Notations

n
Pe

Intensité ou aire du pic étudié
dans une expérience DOSY en
absence de gradients

Constante d’équilibre
d’adsorption

Facteur de tortuosité

Constante de Boltzmann

Coefficient de transfert de

matiére du fluide vers la phase

Facteur geométrique

Longueur de la colonne CLHP

Aimantation

Amplitude de I’aimantation en
absence de gradients

Ordre de cohérence quantique

Nombre de Peclet

P(R,A) Propagateur moyen

Qq
q

Chaleur d’adsorption

Aire des gradients ou aire divisée
par 2w

Déplacement du spin selon un
axe pendant une durée

Constante des gaz parfait

Rayon hydrodynamique

Endroit ou se situe un spin
Localisation du spin au moment
initial

Distance entre deux spins

Rayon moyen de la particule

Amplitude du signal

=

@ -

S

O

7

film

Tenseur d’écran d’ordre 2

Déplacement  moyen  d’une

molécule

Température

Temps de relaxation spin-réseau
Temps de relaxation transversal
Temps

Début de la mesure

Vitesse moyenne

Vitesse de la phase mobile

Axe d’application des gradients
Sélectivité en chromatographie
Facteur constant

Angle entre le champ magnétique
et le systeme d’axe du tenseur
Facteur constant

Rapport gyromagnétique

Durée de diffusion

Temps de diffusion réduit
Temps d’échange

Durée de I’impulsion de gradient
Fonction de Dirac

Epaisseur de la couche stagnante
a la surface d’une particule
Force d’adsorption du solvant
Facteur correctif

Porosité intraparticulaire

Viscosité dynamique
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Notations

Ay

Hy
Hy

Hy

Angle entre le champ magnétique
et l'axe de rotation de
I’échantillon

Déphasage

Susceptibilité magnétique
Susceptibilitt  magnétique de
volume

Hauteur de I’hélice

Perméabilité de I’air

Moyenne du rayon des particules
Moment du premier ordre

Moment du second ordre

Densité

Densité normalisée des positions
initiales des spins

Moyenne des déplacements des
spins

Déplacement chimique isotrope
Ecart type

Ecart type du rayon des particules
Temps de corrélation rotationnel
Facteur de tortuosité

intraparticulaire
Fréquence en Hertz
Fonction

Fréquence angulaire
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Résumé :

L’utilisation de gradients de champ magnétiques (PFG) en résonance magnétique nucléaire
(RMN) permet de déterminer des coefficients de diffusion apparents (ADC). L’ajout d’une
phase stationnaire est a I’origine d’un ralentissement sélectif des solutés. L’addition de ce
support solide implique la mise en rotation a I’angle magique (MAS) de I’échantillon pour
moyenner & zéro les interactions anisotropes. Cette méthode que nous avons appelée : RMN
Chromatographique, nous a permis d’appréhender différentes interactions se produisant a
proximité du support stationnaire.

Apreés la présentation des techniques RMN utilisées (PFG et MAS), nous avons détaillé deux
méthodes permettant d’investiguer les phénomenes chromatographiques. Nous avons montré
I’influence d’un certains nombres de parametres sur I’ADC en preésence d’une phase
stationnaire et nous avons comparé les résultats avec ceux issus de la CLHP. Enfin, les limites
et les perspectives de cette méthode ont été abordeées.

Mots-clefs :

résonance magnétique nucléaire (RMN) ; chromatographie ; chromatographie liquide haute
performance (CLHP); RMN Chromatographique ; rotation a I’angle magique (MAS);
HRMAS ; écho de spin de gradient de champ magnétique (PGSE) ; coefficient de diffusion
apparent (ADC)

Abstract:

Apparent diffusion coefficients (ADCs) can be measured by nuclear magnetic resonance
(NMR) using pulsed field gradient (PFG). The addition of a chromatographic stationary phase
allows decreasing selectively the solutes ADC. The sample spins at the magic angle (MAS) to
average at zero the anisotropic interactions due to the sample heterogeneity. This method, that
we named Chromatographic NMR, was used to apprehend the interactions near the solid
phase.

After the presentation of both NMR techniques (PFG and MAS), we described two methods
developed to investigate the chromatographic process. In this manuscript, we showed the
influence of some parameters on the ADCs measured in presence of a chromatographic
stationary phase inside the rotor. These results were compared to the data obtained in HPLC.
Finally, the limits and the perspectives of the method were apprehended.

Keywords:

nuclear magnetic resonance (NMR); chromatography; high performance liquid
chromatography (HPLC); Chromatographic NMR; magic angle spinning (MAS); HRMAS;
pulsed gradient spin echo (PGSE); apparent diffusion coefficient (ADC)
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