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Communication presentee ä la seance du 16 juin 1994

EXAMEN PAR LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE
(RMN) DE GRAINES DE MOUTARDE INTACTES

PAR

Rudolf LENK*, Robert DEGLI AGOSTI* & Hubert GREPPIN*

Abstract

NMR examination of intact mustard seeds. - Using a new method ot "susceptibility matching"
by CCI4 we found that the Proton Nuclear Magnetic Resonance (N.M R.) spectrum of the intact
mustard (Sinapis alba L.) seeds consists of N.M.R. lines, originating from oil microdroplets surrounded
by a solid structure.

Key-words: Sinapis alba L.. Nuclear Magnetic Resonance (N.M.R.). Susceptibility matching. Oil
microdroplets.

INTRODUCTION

L'utilite de la Resonance Magnetique Nucleaire (R.M.N.) pour letude des graines
vegetales est bien etablie (Grange et al., 1980, Ratkovic, 1987, Ishida et al., 1988, Degli
Agosti et al., 1991. Lenk et al., 1991, Deglt Agosti et al., 1992, Lenk, 1993).

Dans un travail precedent, nous avons etudie par la R.M.N, la mobilite des

molecules de l'eau dans les graines d'avoine et d'orge (Degli Agosti et al., 1991, 1992).

Les graines non germees possedent une faible concentration en molecules d'eau, avec

une dynamique moleculaire tres restreinte. Par consequent la raie spectrale est large
comme dans les solides et les temps de relaxation sont courts.

Les graines de moutarde appartiennent ä la categorie des oleagineux, 011 la compo-
sante rapide de la dynamique moleculaire est surtout determinee par celle des molecules
d'huile.

MATERIEL ET METHODES

Des graines de moutarde (Sinapis alba L., diam. 2.1 ± 0.2 mm), entieres ou

broyees en poudre, ont ete mises directement dans les tubes standard (5 mm) de R.M.N.
Pour des raisons spectroscopiques, nous avons elabore une nouvelle methode d"'adap-
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tation des susceptibilites" ("susceptibility matching") dans lechantillon etudie. Ce

probleme, pose par Zimmerman & Forster (1957), est du au fait que la difference des

susceptibilites entre les graines et leur environnement contribue sensiblement ä

l'augmentation de l'inhomogeneite du champ magnetique dans lechantillon et, par
consequent, augmente la largeur de la raie R.M.N.

Dans notre cas nous avons reduit le gradient des susceptibilites en remplissant
l'espace entre les graines avec des liquides ne contenant pas de protons: l'eau lourde,
l'hexafluorobenzene (C^Fg) et le tetrachlorure de carbone (CCI4).

Ceci est schematiquement presente dans la figure 1.

FIG. 1.

"Adaptation des susceptibilites" ("susceptibility matching") par le CCI4 liquide dans les graines de

moutarde (G).

Pour comparer les resultats, nous avons aussi mesure le spectre R.M.N, de l'huile,
extraite de la moutarde ä l'aide d'ether de petrole, et celui de la poudre restante. Selon

Stefanov et at. (1984) l'huile chez la moutarde est essentiellement composee de glyce-
rides avec une composition en acides gras d'acides erucique, linoleique et oleique.

Les spectres en R.M.N, ont ete mesures sur un spectrometre Hitachi-Perkin-Elmer
24 A ä 60 MHz dans des tubes standard R.M.N, (diam. 5 mm). Pour completer les

resultats nous avons aussi mesure la relaxation des spins sur un appareil construit par
nos soins travaillant ä 25 MHz et dejä decrit (Degli Agosti et al„ 1992). Le temps de

relaxation longitudinale T1 est obtenu par la methode de finversion-recovery" grace ä

la sequence de deux impulsions des radiofrequences 180° - T - 90°, oü T est l'intervalle
entre deux impulsions (Lenk, 1993).
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RESULTATS

Le contenu en eau des grames de moutarde, determine par la methode gravi-
metrique (poids frais, poids sec) est de 6%. Le contenu en huile est de 24 % du poids
frais.

Les spectres R.M.N, des protons ä 60 MHz sont presentes dans la figure 2 Le

spectre A est determine par les protons dans les grames de moutarde intactes; le spectre
B par les grames plongees dans du CCI4 et le spectre C est celui de l'huile extraite des

grames. La comparaison de ces resultats montre la ressemblance des spectres A, B et C,

malgre la difference des largeurs de raie. Dans le spectre B, "adapte" par le CCI4, les

raies spectrales sont plus etroites que dans le cas A.

1 1 1 1 1 1 1 1

7 5 ppm 0

Fig 2

Spectres R M N A) Grames de moutarde intactes B) Grames de moutarde entourees par le CC14 C)
Huile extraite de grames de moutarde

Le passage entre les spectres A et B est reversible, c'est-ä-dire: apres avoir elimine
le CCI4, les grames de moutarde donnent ä nouveau le spectre A et vice-versa.

Dans le spectre C on peut identifier des raies ä 0.9 ppm, 1.33 ppm, 1.60 ppm, 2.1

ppm, 2.3 ppm, 2.8 ppm, 4.2 ppm et un multiplet, centre ä 5.3 ppm.
L'"adaptateur de susceptibilites" CCI4 se revele plus adequat que les autres liquides

utilises. D2O contient toujours un pourcentage de H2O et ll y a un probleme avec

l'echange du deuterium avec les protons. Dans l'hexafluorobenzene la presence des

noyaux du fluor contnbue ä l'elargissement des raies spectrales.
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Les spectres R.M.N, de moutarde ne manifestent aucune anisotropic. Ceux des

graines deshydratees sont identiques ä ceux des graines non deshydratees (resultats non

presentes). La poudre extraite de graines n'a donne aucun spectre en R.M.N. Le CCI4

avec lequel les graines ont ete mesurees n'a pas donne, non plus, aucun spectre R.M.N.
L'huile vegetale d'usage domestique (huile d'arachide) donne un spectre R.M.N,

tres semblable ä celui obtenu avec l'huile extraite de graines de moutarde (Fig. 2 C).
Les temps de relaxation longitudinale (Tt) sont pour les graines intactes egaux ä 92

± 2 msec et ä 96 ± 2 msec pour les graines entourees par le CCI4. Le Tj de l'huile
extraite des graines vaut 103 ± 3 msec.

Pour comparaison, dans les graines non oleagineuses les temps de relaxation T|
sont plus courts. Par exemple, pour l'avoine (Avena sativa L.) non germee T| vaut 26

msec, tandis que dans les graines de haricot (Phaseolus vulgaris), T| vaut 7.5 msec
seulement.

DISCUSSION

La comparaison spectrale presentee dans la figure 2 montre que le spectre R.M.N,
des graines intactes est entierement determine par les molecules d'huile. Le signal ä 0.9

ppm correspond aux trois protons des groupes CH3, tandis que la raie ä 2.8 ppm a son

origine dans les deux groupes methylenes (protons du fragment [= CH-CFU-CH =]) que
1'on trouve aussi dans l'acide linoleique.

Enfin, la faible difference des temps de relaxation T] des graines et de l'huile (93

contre 103 msec) indique que I'elargissement significatif des raies est surtout determine

par les gradients de susceptibilites, tandis que la dynamique des molecules d'huile.

piegees dans les graines de moutarde, est peu modifiee. Selon le modele presente par
Huang (1992), les microgouttelettes d'huile ("oil bodies") sont des spheres avec un

diametre D entre 2.10"5 et 2.5.10 4 cm. Cet espace est suffisamment grand pour
permettre ä la majorite des molecules d'huile d'executer des mouvements browniens
divers sans aucune contrainte. comme le suggerent nos mesures des temps de relaxation

longitudinale. Seulement la dynamique de la petite minorite des molecules d'huile qui se

trouvent pres de 1'interface limitant l'espace de la microgouttelette est ralentie.

Le diametre des microgouttelettes D peut etre estime en utilisant la formule
3

D 2A/(I - Vi-p)

ou p est la portion des molecules d'huile immobilisees sur la microcouche ä la limite de

la microgouttelette et A est l'epaisseur de cette microcouche. Pour A 5.10~7 cm et p
0.01 on a D 3.10*4 cm, valeur qui est comparable au modele de Huang.

Compte tenu de la reversibilite du passage entre les spectres A et B (Fig. 2),

faction de CCI4 est entierement limitee ä la surface des graines. Elle n'affecte pas leur
interieur de ce point de vue.

On ne trouve aucun pic d'eau dans les spectres etudies. Ceci est confirme par la

mesure des graines deshydratees. Sa concentration est relativement petite (6 %) et les
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molecules sont piegees dans la matrice solide des macromolecules et, par consequent,
leur dynamique est bloquee. Ainsi la raie spectrale de l'eau est large et ne depasse pas la

ligne de base.

La methode de l'"adaptation des susceptibilites" ä l'aide du CCI4 doit certainement

pouvoir etre utilisee ä d'autres graines vegetales.

RESUME

En utilisant une nouvelle methode d"'ajustement des susceptibilites" par le CCI4
dans lechantillon mesure nous avons trouve que le spectre de la Resonance Magnetique
Nucleaire (R.M.N.) des protons des graines intactes de moutarde (Smapis alba L.) est

determine par les raies des microgouttelettes d'huile entourees par la structure solide de

la graine.
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