Sujet Felix BLOCH

Au-deld de son utilité purement, analytique en chimie de synthese, la Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN) offre un grand nombre d'applications, de I'étude de batteries 4 celle de biomolécules (protéines,
acides nucléiques,...) en passant également par l'imagerie médicale (IRM). On se propose ici d'étudier une
meéthode de mesure de constantes thermodynamiques de réaction par RMN. Dans un premier Lemps, les
fondements de la méthodologie seront développés. Dans un deuxiégme temps, les constantes d'acidité de
quelques composés seront mesurées. Ces mesures seront finalement utilisées pour déterminer le pKa d'un
acide aminé dans une protéine.

Remarg uej’

Dans ce probléme, la non résolution de la partie 1 n'empéche par la résolution des parties 2 et 3.
Les résultats essentiels de la partie 1 sont rappelés en début de partie 2.

1 Les titrages par RMN

Etudions dans un premier temps comment l'existence d'un équilibre chimique affecte les spectres de
RMN. Il s’agira d'établir les temps caractéristiques relatifs 4 la réaction chimique (partie 1.1) et & la mesure

RMN (partie 1.2).

1.1 Temps caractéristique d’un systéme en équilibre

Nous étudierons iel une transformation modéle d'équasion :

k
A FL1=; B (1)
i

oii ky et k_y correspondent respectivement aux constantes de vitesse des actes élémentaires A — B et
B A

Ce modale peut décrire des équilibres acido-basiques :

A +H,0=B+H;0" (2)

ou encore I'échange d'un noyau hydrogéne entre deux isoméres, comme représenté sur la figure|.

Il s’agira dans cette partie d’8tablir le temps caractéristique de la réaction 1,

On considére un systeme initialement & ’équilibre. Si ce systéme subit une légire perturbation, du fait
par exemple de la fluctuation des valeurs des concentrations par rapport aux valeurs définies par la condition
d'équilibre, il va évoluer pour réatteindre 1'état d'équilibre. Le temps caractéristique afférent & ce retour a
I'équilibre est appelé temps de relaxation. L'obtention de I'expression de ce temps caractéristique consiste
4 étudier I'évolution du systéme de I'état perturbé vers I'état d’équilibre. On supposera par la suite que la
concentration en A a augmenté de §|A].

1. Etablir I'équation différentielle régissant Pévolution de la concentration en A en fonction des concen-
tration [A] et [B].
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Molécule A Molécule B

FIGURE 1 - Modélisation de I'équilibre chimique étudié ici comme |"échange intramoléculaire d’un hydrogéne.
Dans la molécule A, ce proton est noté Hy. Il est noté Hg dans la molécule B. Les molécules A et B sont
donc ici des isoméres.
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2. Exprimer la concentration en B au temps ¢ en fonction des concentrations initiales en A et B (notées
respectivement [A]g et [B]o) ainsi que de la concentration en A au temps t. Ecrire I'équation différentielle
établie A la question 1 uniquement en fonction de la concentration en A au temps t, des concentrations
initiales [Alg, [B]p ainsi que des constantes de vitesses ky et k.
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3. Déterminer 'expression du temps caractéristique noté . de retour a I'équilibre. Une représentation
graphique pourra éire employée mais la résolution de |'équation différentielle n'est pas indispensable.
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1.2 Précession en RMN
On se propose ici d'établir quelques résultats théoriques de RMN en suivant une approche documentaire.

[

Document 1 — Introduction au modéle vectoriel

Un spin nucléaire dans un champ magnétique posséde une aimantation caractérisée par une
orientation et une valeur. L'aimantation d'un ensemble de spin de noyau d'hydroggne s'écrit :

s B =

M = Ny ) (3)
avec V le nombre de spin de noyau d'hydrogéne, v le rapport gyromagnétique de |'hydrogéne, fi
la constante de PLANCK divisée par 27, kg la constante de Borrzmany, T la température et By
le vecteur champ magnétique.
A D'équilibre, 'aimantation globale d'un ensemble de spin de noysux d’hydrogéne & pour norme
N‘rﬂ;firﬂq et est orientée selon la direction du champ magnétique,
Afin d'expliquer simplement certains phénoménes en RMN, il est d'usage de représenter 'aiman-
tation associée aux spins nucléaires relatifs aux noyaux hydrogéne par un vecteur dans un espace
tri-dimensionnel. Ce vecteur pointe dans la direction de l'aimantation dans le repére choisi, et sa
norme correspond a celle du vecteur aimantation.




Document 2 — Enregistrement d’un spectre de RMN

Afin d'obtenir un signal en RMN, I'approche consiste a déplacer les spins de leur état d'équilibre
en utilisant des impulsions radic-lréquence. Dans le cadre du modele vectoriel, cela se représente
par un vecteur passant d'une orientation selon la direction du champ magnétique ('axe (z)
i une orientation orthogonale, c'est-a-dire dans le plan Oy, dit plan transverse. Le retour a
I'état d'équilibre consiste en la perte d’aimantation dans le plan transverse et gain d'aimantation
longitudinale (selon I'axe Oz),

Ce mouvement est également associé A la rotation du vecteur aimantation autour de 'axe Oz
(mouvement de précession) A une vitesse angulaire w = 27 v, ol v correspond A la fréquence de
résonance du spin associé au champ magnétiqua considéré.

On peut alors décrire I'évolution temporelle des composantes du vecteur aimantation aprés 'im-
pulsion radie-lréquence comme -

f"'fr_“} = My CDE({JI]{'UT‘-T
M, (t) = My Ein{wg}e"l,"'ff_r @
M(e) = Mo (1 = ™/TV)

olt My est la norme du vecteur aimantation & 'équilibre, w est la vitesse angulaire de précession
du vecteur aimantation, T} le temps de relaxation longitudinal associé au gain d'aimantation
longitudinale, et T; le temps de relaxation transverse associé 4 la perte d'aimantation transverse,
C'est la rotation de ['aimantation qui crée le courant enregistré au cours d'une expérience RMN,
qui conduit au spectre RMN aprés transformée de FOURIER. La figure 2 récapitule les élapes
d'une expérience de RMN. Aprés un temps {, le vecteur aimantation a tourné d'un angle § = wt.
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FIGURE 2 - Utilisation du modéle vectoriel pour représenter une expérience simple de RMN. L'aimantation
est initialement alignée selon le champ magnétique, le long de I'axe Oz Aprés application d'une impulsion
radio-fréguence, les spins sont déplacés de leur état d’équilibre, et l'aimantation est orientée dans le plan
transverse £0y. Le retour & 1'équilibre est associé d'un mouvement de précession (rotation autour de 'axe
Oz). L'évolution de 'aimantation dans le plan transverse =0y est également indiquée. Les représentations
du bas correspondent & une vue selon I'axe Oz du phénomeéne de précession décrit sur les figures du haut.



Dans toute la suite du probléme, on ne considérera que la rotation du vecteur aimantation sans considérer
I'évolution de la norme du vecteur simantation ni son retour vers une orientation le long de I'axe Oz,
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-

Document 3 — Précession et déplacement chimique

Pendant leur retour & 'état d'équilibre, les spins précessent et induisent un signal dans la sonde du
spectrométre RMN. La vitesse angulaire de précession est fonction de la fréquence v de résonance
du spin étudié. Le déplacement chimique 4, exprimé en ppm, associé au spin qui précesse & la

fréquence v s'exprime ainsi ;

§ = 108 =2ref (5)
Vref
avec .y la fréquence de résonance d'un composé de référence. Le spin doit précesser uniquement
4 la vitesse angulaire w = 27w pour apparaitre au déplacement chimique 4. Si la vitesse angulaire
de précession change au cours de la mesure, le déplacement chimique sera également modifié. La
vitesse angulaire de précession dépend du champ magnétique By selon :

w =2y = SayBy(l — o) (6)

avec < le rapport gyrométique, une constante dépendant du type de spin étudié (noyau d’hydro-
geéne dans notre cas), et ¢ la constante d'écran, une constante qui dépend de l'environnement
électronique autour du spin d'intérét,

r

Soit deux spins H, el Hp. Ces deux spins peuvent représenter deux noyaux hydrogéne d'une méme
moléeule, de deux molécules différentes, ou le méme noyau hydrogeéne de deux espéces chimiques en équilibre
(cas d*une isomérie comme indiqué sur la fignre 1),

On notera v4 et vg les équences de résonance des spins H, et Hy associés. On considére ici que vg > v4.

On notera ﬁ‘q et ¥ 8 les vecteurs aimantation des spins H, et Hg. On supposera que les normes des

vecteurs ﬁ' A6t Hg sont identiques. Aprés application des impulsions radio-fréquences (¢ = 0), les vecteurs
aimantation sont supposés alignés selon 'axe Oz du repére.
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FIGURE 3 — Représentation des vecteurs aimantation dans le plan zOy. A I'instant initial (¢ = 0), les deux
vecteurs sont alignés selon l'axe Oz. Aprés un temps ¢ > 0, les deux vecteurs M 4 et M g ont tourné & une
vitesse angulaire wy et wyg et forment respectivement des angles 0, et 6 par rapport & l'axe Ox.

Le champ magnétique est orienté selon 'axe Oz, et on pourra par la suite se limiter au plan Oy des
repéres utilisés (on ne considérera pas ici la perte d'aimantation dans le plan transverse, associée an gain
d'aimantation longitudinale). Nous avons représenté sur la figure3 la position des vecteurs aimantation au

5



temps ¢ = 0 et aprés un temps £ > 0.

Il est d'usage en RMN d’utiliser un repére dit repére lowrnant pour lequel les axes Oz et Oy tournent
autour de l'axe Oz 4 une fréquence donnée. Considérons dans un premier temps un repére tournant & la
vitesse angulaire wy. Dans ce repére, on a représenté la position des vecteurs aimantation associés aux spins
H, et Hy aprés un temps ¢ > 0 (Figured).
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FIGURE 4 - Représentation des vecteurs aimantation dans le plan 20y dans le repére tournant A la vitesse
angulaire w,4. An temps initial (t = 0), les deux vecteurs sont alignés selon I'axe Oxz.

4. A quels vecteurs aimantation (H A OU M g) les vecteurs ﬁl et ﬁg correspondent-ils 7 Quelle est la
vitesse angulaire de précession des vecleurs H,; et ﬁg dans ce repére tournant ?
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Considérons maintenant un repére tournant a la vitesse angulaire 3 (wy +wg). On a représenié la posi-
tion des vecteurs aimantation dans ce repére au temps ¢t = 0, £; > 0 et &y > {; avec €» = 1y, sans indiquer &
quel spin est associé chaque vecteur (Figure 5).

5. A quels vecteurs aimantation [ﬁj ou ﬁg} les vectenrs Tv}g &t Ifn_'} 4 correspondent-ils 7
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FIGURE 5 Représentation des vecteurs aimantation dans le plan 20y dans le repére tournant & la vitesse

angulaire § (w4 +ws). Au temps initial (t = D), les deux vecleurs sont alignés selon I'axe Oz On a choisi
ta >ty tel que ta =8y,

6. Dans ce repére, quelle est la vitesse angulaire de précession des vecteurs aimantation .‘I_} 4 b ﬁa 7 En
déduire l'expression du temps caractéristique 7 lié & la précession.
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1.3 Les régimes d'échange en RMN

i w

Document 4 — L'échange chimique en RMN

Il arrive que le systéme étudié évolue pendant la mesure RMN. Clest le cas par exemple si une
transformation chimique, par exemple une isomérisation, a lieu. Celle-ci peut 8tre trés rapide
(plusieurs millions de réactions par secande) ou trés lente. C'est |'environnement électronique des
noyaux qui détermine leur déplacement chimique, et ainsi, pendant la mesure, |'environnement
électronique peut changer plusieurs fois, affectant ainsi le déplacement chimique. Deux cas limites
apparaissent, : ['échange rapide et I'échange lent. Ces deux cas limites conduisent & des spectres
irés différents dans I'état d'équilibre.

Dans le cas de l'échange rapide, un unique pic est observé, & une position correspondant a la
moyenne des déplacements chimiques, pondérée par la proportion en chaque espéce :

8 =pabs+pais (7)

avec pa ct pg les proportions en molécules A et B, et 64 et dp les déplacements chimiques associés
aux noyaux H, et Hg.

Dans le cas de I'échange lent (entre deux espéces), deux pics sont observes, chacun a la position
correspondant aux deux états individuels (6,4 et §z), avec une intensité dépendant de la proportion
dans chacun des élats (py et pg).

On a représenté sur la Figure 6 chacune de ces deux situations avec des proportions différentes en
espoces A el B.

Spectre 1 - Echange rapide Spectre 2 - Echange lent

Intznaild (Linlke Adbilraine)
Indmrstd (Unité Arbllgine)
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FIGURE 6 — Spectres simulés pour deux cas limites d'échange chimique entra deux espéces constituées chacune
d'un proton, I'une ayant un déplacement chimicgue de 2,0 ppm (espéce A), I'autre de 4,0 ppm (espéce B). Les
échelles d'intensité sont en unité arbitraire et indépendantes pour chacun des spectres. Dans le spectre 2, le
pic & 4,0 ppm intégre pour 2 tandis que le pic & 2,0 ppm intégre pour 1. Dans le spectre 1, la proportion en
en espéce A est de 75 %. Elle ast de 25 % dans le spectre 2.

7. Comparer les temps caractéristiques T, (question 3) et T, (question 6) dans le cas de I'échange rapide
et de |'échange lent.
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8. Justifier 'allure des spectres dans chacun des deux cas limites.
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Plagons nous dans le cas d’un régime d'échange intermédiaire, c’est-a-dire : 7, = 7.

9. Dans le cas d'un régime d'échange intermédiaire, quel serait I'effet d'une augmentation de température
sur le régime d'échange 7
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10. Dans le cas d'un régime d'échange intermédiaire, quel serait l'eflet d'une augmentation du champ
magnétique sur le régime d'échange 7
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2 Mesurer un pK,y par RMN

Dans cette partie, on établira une méthode de mesure de constante d'acidité par RMN. La réaction
chimique étudiée s'écrit donc :

A+H;0=B+H;0t (8)

On s'intéressera particulibfrement aux noyaux hydrogéne non acides des molécules A et B, clest-i-dire
les protons ne participant pas d la réaction acide-basique. Du fait de la réaction chimique, un noyau dans
la molécule A, noté H, devient un noyau Hg dans la molécule B et n'a pas nécessairement le méme dépla-
cement chimique dans les deux molécules du fait d’environnements électroniques potentiellement. différents
(cf figure 1),

Dans la suite du sujet, I'échange est de type rapide (cf document 4). Ainsi, on rappelle que seul un pic
est observé pour le proton H, et le proton Hg, au déplacement chimique donné par :

§ =paba+pedn

avec p4 et pg les proportions en molécules A et B, et 4 el dg les déplacements chimiques respectifs
associés aux noyaux H, et Hy.

2.1 Déplacement chimique, pH et constante d’acidité
Dans un premier temps, on établira une condition simple pour déterminer une constante d'acidité par
RMN.

11. Montrer que :

pH = pi(a + 105%-_—6:; (9)
—
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Par la suite, on pourra utiliser I'équation 9 sans démonstration.
12. Pour quelle valeur du déplacement chimique pH = pi(y 7

Om o pHR = pey om O~ _ 4 sek o= s+ dy

e — ——
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2,2 Mesure de quelques constantes d’acidité par RMN

En 2008, I'équipe de SYkES détermina le p/y de quelques molécules utilisées en RMN pour étudier
des biomolécules (protéines et acides nucléiques par exemple). L'intérét de cette méthode, comme nous le
verrons dans la partie suivante, est qu'elle permet de déterminer de fagon précise un pH dans une solution
de biomolécules sans avoir & utiliser de pH-métre, pratique qui nécessite en général un volume trop grand
pour pouvoir étre utilisé dans des études de biomolécules. Les mesures de cette étude sont présentées sur la

Figure7.
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formale imidazole

pH 11,16
pH 10,40 4t e
pH 9,81

pH 8,15 . _{;

pH 8,82 |
pH7.89 ~ __k—ﬁ
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pH 4,68 1
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FIGURE 7 - Titrage pH-métrique de quelques composés. Les spectres de RMN 'H ont été enregistrés &
500 MHz & la température de 30 °C. Les composés sont dissous & une concentration finale de 2x 107 mol . L™
dans une solution de KCI dans 'eau & 107" mol - L™, Le triplet & 2,9 ppm correspond & une référence de
déplacement chimique (le DSS : acide 4,4-diméthyl-4-silapentane- 1-sulfonique).
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13. Juslifier le choix de l'équipe de S¥KES d’étudier les quatre composés présentés sur la figure7,
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On se focalisera dorénavant sur le cas de 'imidazole. On numérotera les noyaux hydrogéne comme indi-
qué sur la figure8.

Fieaure 8 — Structure de l'imidazele.

14. Représenter le couple acide-base de I'imidazole. Justifier.
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15. Quelle(s) information(s) I'"évolution des valeurs des déplacements chimiques relatifs aux noyaux H, ou
{H, H;} fournit-elle? On justifiera notemment I'équivalence chimique des protons H, et Hy,
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16. Déterminer graphiquement le p/ s de l'imidazole en utilisant I'évolution du déplacement chimique des
protons H, et Hs. On prendra soin d'indiquer la méthode utilisée.
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17. La valeur de pKy reportée dans I'étude pour l'imidazole est de 7,08. Expliquer pourquoi l'imidazole
fait un bon indicateur de pH dans le cadre de I'étude de biomolécules.
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Quel que soit le résultat obtenu précédemment, on prendra 7,08 comme valeur de pKa pour I"imidazole.

3 Mesurer le pK4 d’un acide aminé dans une protéine

RﬁznliﬂriqueT

J
La résolution de la suite du probléme ne nécessite aucune connaissance de biologie.

Dans une étude publiée en 2013, I'équipe de Sykes utilise la méthodologie présentée dans la partic 2
afin de déterminer les constantes d'acidité de quelques acides aminés au sein d'une protéine, en particulier
d'une Histidine (H162) dont la structure est présentée Figure.

L'approche consiste a diluer la protéine d'intérét dans un tempon contenant |'imidazole comme indicateur
pH-métrique. Les déplacements chimiques des noyaux hydrogéne de I'imidazole vont servir & mesurer le pH
de fagon précise, ce qui permet par la suite d'obtenir une valeur précise du pK, des acides aminés de la
protéine,

FICURE 9 - Structure de 'histidine. Seule la chaine latérale de I'acide aminé est représentéc.

La série de spectres présentée en Figure 10 correspond au titrage pH-métrique de la protéine d’intérgt.
Nous allons dans un premier temps déterminer le pH de chaque spectre puis le pK, de 'histidine H162.

18. Le tampon contient de l'imidazole en grande guantité (10~% mol- L™!), la protéine est a une concen-
tration de 8 % 107 mol L=}, dans I'eau). Indiquer les déplacements chimiques de ses protons sur les
spectres de pH le plus acide et le plus basique. Expliquer les différences éventuelles avec les déplace-
ments chimiques observés dans la partie 2.
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FIGURE 10 - Titrage pH-métrique de la protéine dans un tampon contenant de I'imidazole. Les signaux des
protons H, et Hy de I'histidine H162 sont indiqués, quand cela est possible, respectivement par une étpile et
un carré placé a droite du pic. Les spectres ont été enregistrés 4 500 MHz & une température de 30°C. La
numérotetion des spectres est une [onclion croissante du pH,
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19. Remplir le tableau suivant donnant le pH et le déplacement chimique du proton Hy de l'imidazole sour
chaque spectre, quand cela est possible. On déterminera le pH le plus précisément possible.

spectre 1 2 3 4 ] E. ) 7 8 9
6 3,68 ses ses &% 5452 f,g'éﬂ g 7.80 :b‘-}‘L

pH <543 <543 543 6 44 £;'1r]’ 748 },4‘{ 872 872
(3

20. Déterminer graphiquement le pfCy en utilisant la feville de papier millimétré fournie. On prendra soin
de laisser une trace du travail effectué.
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