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La présente invention concerne un procédé pour identifier

et pour déterminer les origines bic- et/ou techro-synthéiiques
de substances organiques. Le procédé est basé sur la détermi-
nation de la répariition caractéristique inter- et avant tout
intrameléculaire d'isotopes légers, stables et magnétiquement
actifs, en particulier du carbone-13 et/ou du deutérium, par
une technique combinant comme élément essentiel la réso-
nance magnétique nucléaire quantitative des noyaux précités
avec la spsctrométrie de masse & désoiption de champs. Le
procédé est applicable 3 l'analyse de produits concernant
I'alimentation, les boissons, ies arémes et les parfums, la
pharmacologie et la médecine, la poliution, i'axpertise et la
médecine légale et analogues.
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Pour des substances organigucs de touatessories, 1'indication de leur
origine peut &tre d'une grande irportance. La présente invention concerne un
procédé universel pour déterminer qualitativement, le cas échéant quantitati-
vement, les origines bio- et/ou techno—synthétiques de substances organigues.

Les rares procédés existants sont généralement baziés sur la mise en
&vidence d'un ou de plusieurs produits secondaires ou i'impuret&s qui accom-
pagnent de manidre caractéristique le produit principal en fonction de son
mode de synthdse. La possibilité d'éliminer ou d'ajouter un tel produit
indicateur/marqueur, chimiquement différent du produit i examiner, permet de
fausser le résultat d'une éventuelle analyse dans le sens souhaité.

En conséquence, une analyse & 1'abri de toute falsification ne peut
&tre basée que directement sur la substance elle-méme, 2 1'&tat chimiquement
pur. Une susbtance pure est représentée par sa formule chimique structurale
qui est identique pour un composé donné, quelle que soit son origine : bio-
logique, technique ou mixte. rf

I1 convenait donc de rechercher des différences carsctéristiques et
reproductibles & 1'intérieur de 1'identité chimique, c'est-d-dire d'utiliser
le fait que la formule chimique structurale n'est qu'une approximation de
la réalité moléculaire qui couvre en effet des structures isotopiques direé-
rentes. Pour le procédé 3 développer, la formule structurale n'est donc plus
la "dernidre vérit&" d'un procédé d'identification, mais au contraire une
expression sommaire, dont les composants vont servir 3 résoudre le probléme
posé. .

A titre d'explication du formalisme employé ci-apr@s, nous développons
dans le tableau 1 un exemple simple, celui de 1'isotopie carbone~13/carbone-12
pour l'acide acétique. Quatre esp@ces isotopiques sont théoriguement pos—

sibles. On parle d'isctopomdres.

taux isotopique global
= % 13C dans 1a molécule

1 @ , groupes de
' masse

20y, - 120000~ 2x%C %N

tablean 1

13~y 12 "
12CH3 - 13CODH o B anel
CH; - ““COOH

\1_3CH3‘ _ 13COOH el )X 13C % M+2

T - ——

v
% 3CH; % '3CO0H

taux isotopique positionnel = % *3C

isotopoméres

S

Jttte
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On d&finit ainsi 4 paramdtres d'identification isct~pique :

a. Le taux isotopique global (@) qui correspond ici & 1'abondance
moyenne du carbone-13 dans les 2 positions possibles.

b. Les groupes de masse, dans lesquels on trouve la somme des concen-
trations des isotopomdres présentant une masse identique, mais une réparti-
tion isotopique différente.

C. Le taux isotopique position par position. Le nombre de ces paramé-
tres est €gal au nombre des positions non éqﬁivalentes N susceptibles d'une
substitution isotopique. Ici 120,130 est égale 3 2. Lorsque nous voulons,
dans la suite, caractériser semi—-guantitativement une hétérogénéité intramo-
léculaire, par exemple un acide ac&tique plus pauvre en 13¢ méthylique et

pius riche en 13¢ carboxylique, nous utilisons la symboliqué suivante :

CH3 — COOH

1

"d. Les espSces 3 identité isotopique = isotopomires. L'isotopomdre
constitue le véritable corps chimique élémentaire. Il y a ol isotopoméreé
lorsqu'il y a N positions non €quivalentes, et 2N(N'+1)... lorsqu'il y a en
plus N' positions équivalentes, et ainsi de suite. Ainsi, le nombre des iso-
topoméres pour l'acétate de sodium est 22« ) par rapport & 1'isotopie
carbone-13/carbone-12, 3+ 1 =4 par rapport a deuteriu@/protium.

~

Tes demandeurs ont essentiellement contribué 3 établir les connaissan-—
ces syst@matiques sur les isotopom@res : leurspréparations, leurs études par
résonance magnétique nucldaire et par spectrométrie de masse, les paramdtres

indispensables & leur identification et & leur analyse, et les effets isoto-

‘piques sur ces paramStres. Ces &tudes ont été menfes dans une premiére &€tape

en milieu havtement enrichi, d'abord pour le deutérium,

(E. BENGSCH, M. CORVAL. Préparation de 1'&thsnol deutérié CH,DCHoOH. Bull.
Soc. Chim. France 1963, 1867-68 - R. BENGSCH. Préparation de quelques homo-
logues isotopiques de 1'éthznol. Etude physico—chimiqué des conditions de

leur synth@se et de leur purification. Dipldme d'Etudes Supérieures. Facultg

‘Ges Sciences de Peris, mai 1966 - E. BEKGSCH. Préparation et analyse spec-

troscopique dés espices isotopiques deutérifes de 1'&thanol CZHS—nDnOH7 Bull.
Soc. Chim. France 4B, 1971, 15 - E. R*HGSCH. Isotopieeffekte in der Proto-
nan— uneréuteroneﬁresonanz der deuterizrten Homolbgen des Athanols, Cométes—
Rendus de 1'Assemblée de la Sociét? Chiminue de 1'Allerszzne R.F., sept.i1971,
p.171-2 - E. BERGSCH. Contribution 2 1'étude de la rwlbcule d'Ethznol par
résonance ragnétique niclésire. T:istldristion et analyse positionnelle. Réso-

nance du.proton et du deuton. Effets d'isotopie. Doctor:t d'Etat, Université
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de Paris VI, juin 1972 -~ E. BEKGSCH, M. CORVAL, M. DriLrAUMONY. Préparation
des &thanols deutériés CZHS—nDnOH' Bull. Soc. Chim. France, 1973, 1788-93 -
E. BENGSCH. Résonance Magnétique Nucléaire du proton et du carbone-13 : effets
d'isotopie observés avec les méthanolsrdeutériés. Actualité Chimique, 1973,
n°L, 100 - E. BENGSCH, M. CORVAL, G.L. MARTIN. Analyse isctopique de mélan-
ges d'éthenols deutériés CZHs_anOH. Organic Magnetic Resonance 6, 19T7h,195-9)

puis pour le carbone-13,

(E. BENGSCH, M. PTAK. Analyse des spectres RMN du carbone-13 pour quelques
acides aminés enrichis et les peptides correspondants. Dans "Stable Isotopes
in the Life Sciences". Agence Internationale 3 1'Energie Atomique I.A.E.A.,
Vienne, Autriche, 1977, p.197-206 - E. BENGSCH, J.~Ph. GRIVET, H.R. SCHUITEN.
Non-statistical label distribution in bibsynthesis 13¢ enriched amino acids.
98me Conférence Internationale de RMN dans les Systimes Biologiques,r1-6 sept.
Bendor/Marseille =~ E. BENGSCH, J.-Ph. GRIVET, H.R. SCHULTFN. Non-statistical
label distribution in bio-synthetic enriched amino acids. Z. Naturf. 36b,
1981, 1989-1996 - E. BENGSCH, J.~Ph. GRIVET, H.R. SCHULTEN. Inter- and
intramolecular isotopic heterogeneity in bio-synthetic enriched amino acids.
Proceed. bth Intern. Conf. Stable Isotopes, Jiilich, R.F.A., March 1981 (sous
presse) - E. BENGSCH, J.-Ph. GRIVET, H.R. SCHULTEN. Carbon isotope fractio-
nation by photosynthesis, A publier dans Naturwissenschaften - E. BENGSCH,
J.-Ph. GRIVET, M. PTAK. A systematic study of carbon-13 NMR parameters in

enriched molecules. En cours de rédaction pour Organic Magnetic Resonance).

Le procédé selon 1l'invention concerne 1'abondance isotopique naturelle,
qui est de 11,1% pour le carbone-13 et de 0,15% pour le deutrium. Un double
marquage devient ainsi peu probsble, et les valeurs pour c eb d}iableau 1 se
rapprochent, c'est-d-dire 1l'enrichissement en carbone-13 méthylique provient
essentiellement de 1'isotopomdre monomarqué corresponiant, clest-3-dire de
1'espdce 13CHzC00H.

En ce qui concerne les molécules biologiques, il cét connu que la répar-—
tition globale et positionnelle des isotdpes n'est ni statistique ni uniforme.
Elle varie au contraire en fonction des perturbations des conditions intra-
cellulaires du fait gue les syst&mes enzymatiques de la matidre vivante préfd-
vent plus ou moins 1l'isotope naturel majoritaire, c'est-d-dire le carbone-12
au carbone-13, le protium au deubt&rium, etc. I1 en résulte pour les substan-
ces biologiques une discrimination en isotope lourd, créée avant tout par
quelques réactions clefs de la photosynth3se. Cette discrimination se main-
tient essentiellewent 3 travers le mftsbolisne secondaire, le cas éch.fant
€galement & travers la chaine alimentaire plente-herbivore-carnivore, de telle

sorte gue l'on peut espérer remonter 3 l'origine végiiale, c'est-i-dire
, E £ » cle
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photosynthétique d'une substance donnée, lorsqu'on réucsit &

1. déterminer un nombre suffisant de parametres isotopiques a,b,c,d 3

2. systématiser, malgré la complexit& des flux métaboliques, le phénomé-
ne de la répartition isotopiéue, c'est—a—dire se baser sur des standards re—
productibles et prévisibles.

Au composé d'origine biologique, on se propose d'opposer le méme composé
en provenance d'une synth@se technique, tctale ou partielle. Pour le produit
technique, la ré€partition en isotopes est plut8t homogdne, car les procédés
uechnlques de base fonctlonnent i des rendements proches de 100%, Ils &vitent
la ramification du flux de la matidre, la totalitéd ou presque est convertie,
les compositions isotopiques initiales et finales sont égales. Les rares
disproportions isotopiques somt limitées 3 quelques positions et prévisibles
en fonction du procédé de synthdse employé.

Toutes les tentatives’pourrappliquer 1'ensemble de ces- enseignements au
développement d'un procddé d'analyse industriellement applicable se sont limi-
tées 3 1'unique détermination du taux isotopique global (a) d'un composé,
donnée insuffisante pour répondre au probldme posé. Au cours des tentatives
de d@éveloppement d'une méthode, il s'est rév€lé indispensable de prélever un
maximum de paramdtres isotopiques, de réaliser l'analyse isotopique complete
& 1l'intérieur de la molécule, position par position.

Mais, pour ce faire, les difficultés méthodologiques étaient telles que,

a titre indica?if, pour le rapport carbone—13/carbone-12, on n'a réussi
jusqu'd présent 1'analyse que pour deux composés biologiques wltra-simples.
Le procédé utilisé consistait dans un enchafnement d'opérations précaires, -
comprenant,des dégradations chimiques gquantitatives, la combustion des frag-
ments, recueillis 3 1'€tat pur et sans perte, et la spectromftrie de masse
des produits de combustion (CO05,Hp0).

On se propose done, selon l'invention, de remplacer ce procédé classique,
laborieux, sensible 3 toute sorte d'impuretés et limité 3 quelques composds
simples, par un procédé dlrgggf universel et non destructif de 1'€chantillon.
En d'autres termes, 1'état/de la technique repose sur les paramétres (a) et
(b), celui du procédé selon 1'invention essentiellement sur (e) et (&),
1'idée inventive consiste & rendre Tacilement accessibles les paramdtres (c)
et (&) en milien isotopique naturel et, le cas &chéant, de les relier 3 des

valeurs standards qui permettent de se proncncer, m2me si 1'on ne dispose pas

_d'un composé biosynthétigue témoin. De telles &tudes cnt ét€ menbes, par ré-

Lo

sopance magné€tique nuclaire (R.M.N.) et par spectromfirie de masse comme
technique conjugufe, surtout par les dsuandeurs (références citées en peges
2 et 3) et en milieux trd3s enrichis en isctope concerré.

La rfalisation de l'invention, c'est-3-dire la tr-nasformation de tels
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g
escals en milieu particulier dans un procédé industriellement applicaélé, s'est
heurtée essentiellement & trois préjugés techniques

1. On ne peut pas réaliser par R.M.N., en particulier du carbone-13, une
analyse quantitative assez précise pour saisir les différences des abondances
isotopiques, telles qu'elles résultent de la faible sélectivité d'une séquence
de réactions chimigues et blologlques.

5, 8i ceci était possible pour quelques cas exceptionnels et en milieu
enrichi, il &tait impensable d'appliguer la méthode & des composés présentant
seulement une ébondance naturelle, par éxemple en carﬁone-13 et en deutérium.'-

3, D'éventuelles régles trouvées sur la répartition intramoléculaire (c)
systématique des isotopes dans les biomoléeules, régles établies pour les mi-
milieux enrichis, ne sont pas transposables aux composés formés sous qondi—
tions d'abondance Jsotoplque naturelle. '

D'une manidre surprenante et 3 1l'encontre de 1'opinion des spécialistes,
les demandeurs ont trouvé une solution & ces problémes.

La mesure consiste & enregistrér par résonance magnétique nucléaire par
transformée de Fourier, dans des conditions assurant une sensibilité suffi-
sante et une parfaite proportionnalité entre le nombre des noyaux résonnants
et l'amplitude du signal; des spectres des noyaux concernés, en particulier
du carbone-13 et du deutérium. L'exploitation quantitative est assurée par
7 animétrie et/ou par simulation spectrale itérative, c'est-i~dire que 1l'on
modifie pour chaqué isotopomdre contribuant au spectre global et dont on
connait les paramdtres spectroscopiques, son poids jusqu'a ce gque les spec—
tres simulds deviennent identiques aux spectres enregistrés.

L'exploitation quantitative peut &tre assistée par la détermination des
groupes 3 masse égale (b) par spectrométrie de masse, de préférence 3 désorp-
tion par champ, méthode sans fragmvﬁtatlon des molecules eg ce fait partl—
culidrement apte 3 des déterminaticus isotopigues gquantitatives. Cette méthode
qui utilise de prefezence la cationisation a l'aide @'un métal mono-isoto—
pigue conme le sodnum, convient partlcullerement aux molccules biologigues
gqui sont dans la plupart des cas de molécules polaires peu volatiles et
sujettes a4 fraguentation ; les méthodes classiques de la spectrométrie de
masse ne laissent espérer aucun résultat pour ce type de molécules. L'oblen-—
tion simple, rapide et précise des valeurs pour les groupes de masse (para—
rpitres 2 et b du tablean 1) est assurée par 1'utilisation d'un enngisfreur
perpettant 1! accumulation de spectres (Ww.D. LEHMANN, H.R. SCHULTEN. Qaanti—
tative Feldde aorp+1ons-Massenspektrockople VI, Z.Anal. Chem. 289, 1978,

11-16 - H.M. SCHTEAEL, H.R. SCULTEN. Repletion of Be.vbon in the Biosyhthe-
sis of Vitewin B.,. turii ssenschatien 67, 1980, .5b~:b7). En outre,cette

rfthode a 1'avantage de n'exiger que quolgques micro-; +mes de subslances.
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Exemple typique de réalisation n®i : Jétermination de 1'origine de 1'acide

acétique. 7
La méthode est basee ici sur l unique détermination par R.M.N. qudntlta—
tive du rapport intramoléculaire /13C00h
5 L'acide acétique est un compose—clef dans la biosynthése. Cette molécule

ultra-simple est pratiquement la seule pour laquelle on a réussi 3 déterminer
les distributions internes du carbone-12 par la technigue antérieure (voir
E.R. SCHMIDT, H. GRUNDMANN, 1. FOGY. Intramolecular 13C/ C Isotope Ratios
“of Acetic of Blologlcal and Technical Origin. Biomedical Mass Spectrometry 8,
10 1981, 496-490 -~ W.G. MEINSCHEIN, G.G.L. RINALDI, J.M. HAYES, D.A. SCHOELLER,
Intramolecular Isotopic Order in Biologically Produced Acetie Acid 1, 197h
7172—17h) les résultats sont donc connus et le composé sert de substance-test

pour le procédé selon l’1nventlon.

Préparation des Echantillons . 1'4chantillon purement bioclogique (1) a été ob—

15 tenu & partir d'ua vinaigre de vin 8,5°, résultant d'une fermentation de sur-

face "3 l'ancienne"” pendant 21 jours (vinaigre "Vieille Z&serve" MARTIN POURET,

ORLEANS). Dans une installation & extraction continue, cn extrait 1 L de ce

vinaigre par 1,5 L d'éther 1sopropy11que pendant au moins 24 heures. L'acide

acétique ainsi extrait est iso0lé et purifié par distillations fractionnées. On 7

20 obtient environ 60 g d'acide acétique, qui reproduit essentiellement la compo— '
sition en carbone~13 ‘de 1'éthanol du vin de départ.

Comme 1'échantillon d'originé technique (II) nous avons utilisé ltacide
acethue glacial de RIEDEL-DE-HAEN (SEELZE, Allemagne R.F. ). Ce composé est fa—
brique i partir de l'ethylene, prodult secondaire du procédé de craquage du pé~-

25 trole, par oxydation via ac&taldehyde (procédé WACKER-HOCEST) . L'acide ac&tique,
obtenu & partir de cet acétaldelyde, est ensuite utiliz& pour la fabrication
d'acétate de polyvinyle. Par hydrolyse partielle de ce zrodnit, on procdde &
une récuperatlon d'une partie de cet acide acétique. -t acide acétique dit de
récupération est particuliérement pur du point de vue chimigue et mis & la vente.

30 Plusieurs &tapes de ce mode de fabrication sont susceptlbles d'entrainer un frac-
tionneﬁent des isotcpes du carbone tel que le taux en carbone—13 du groupement
carboxyle se trouve diminué unilatéralement. Cette répartition isotopique, con-
rirmée en effet par le procédé d'analyse selon 1'invention, est inverse de celle
pour l'acide acétigue d*origine bio-synthdtique.

35 " On utilise &galement un mélange Bquimoiéculaire (171) des échantillons
Iet IT.

On utilise comme quatridme &chentillon (1V) 1'acide acétique glaéial de
WERCK (DARMSTADYT, Allemagne R.F.) pour legsel on tro.ve une distribuition

intramoléculaire strictement "biologique'. Cor i: nous avons pu constater

L0 ultérieurement, ce produit provient de la distillaticn du bois.
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Aux qx-:.a'bre &chantillcns ('acide acétiyie, on ajou%:'escsergvgra_\é
20 % en volume d'eau lourdé. Par adjonction de traces de trichlorure de gadco-
iinium (GdCl3), on s'arrange pour &tzblir un temps mci.en de relaxation magné-
tigque T2 du carbone-13 autour 4'une sgconde. L'échant’llon est alors de 0,002
& 0,005 molaire par rapport au gadolinium. On ajoute le sel disodique de 1'a-
cide éthylénediaminotetracétique = EDTA (TITRIPLEX III, MERCK) comme complexant,
en quantité molairé double par rapport an gadolinium. )

Mesure de la répartition isotopique par résonance magnitique nucléaire du

carbone-13.

Les conditions décrites ci-dessus pour la R.M.N. quantitative sont vala-
bles pour tous les exemples de réalisation et concernent &galement le noyau de
deutérium, cité wltérieurement. Les spectres sont enregistrés sur deg spectro—
mndtres BRUKER WH 90, WP 200 SY et WM L0O.

On prend soin d'assurer un rapport signal/bruit suffisant et une par-
faite proportionnalité entre le nombre des noyaux résonnanis et 1'amplitude des
signaux en réalisant les conditions expérimentales suivantes :

Le nombre des passages accumulés est de 5 000 3 20 000, de préférence
10 000.

ILa résolution numérique est de 0,5 3 0,05 Hz/ﬁoint, de préférence 0,2.

Ia stabilisation interne du signal est assurée pour le carbone-13 par le
noyau dentonique d'un solvant deutérié, la plupart des cas de 1°eau lourde.
Pour la R.M.N. du deutérium, on travaille sans stabilisation interne.

On établit un angle de mutation de 90°C. 7

On réalise un découplage total des protons. Pour éviter toute altération
du résultat par des effets d'isotopié sur l'effet nucléaire OVERHAUSER, on sup-
prime ce aernier par la méthode de 1'irradiation alternfe décrite par
R. FREEDMAN, H.D. HILL ét R. KAPTFIN (Proton-Decoupled WMR Spectra of Carbon-13
with the Nuclear OVERHAUSER Effect Suppressed.lJ. Megn. Res. T, 1972, 327-329).

Pour assurer le rétablissement quasi parfait de 1'%guilibre de BOLTZMANN
apr@s chaque irradiation, on observe aprds chaque passzge un temps d'attente
T, qui correspond & 10 fois les temps de relaxation T2 # T1 du noyau le plus

3
lent.

Afin de rédui re les temps de relaxation du carbone-13 3 aes valeurs de
1l'ordre d'une seconde, on ajoute des agents relaxants connus décrit dans la
partie concerrant la préparation des &chantillons. Quand 1'échantillon ne doit
pas 8tre contaminé par des ions paramagnétigues, il faut accepter une durée
d'enregistrement plus longue pouvant atteindre plusieurs jours lorsgu'on veut
tenir compte de carbones quaternaires. )

Les surlaces spectrales (paran™rcs du tebleau 1) sont intégrées pas pla-
nirétrie manuelle (planiﬁétrie 07T, iywe 131 1, KEM™-¥, Allemagne R.F.) avec

une précision de 0,1 %.
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En cas de superposition des signaux & esnalyser ou lorsqu'on veut déter-

o]

miner des isotopomdres (param@tres d du tableau 1), on procéde 3 des simula-
tions spectrales {programmes BRUKER IIR CAL et LAOCOON L B) en modifiant itéra-
tivement la contribution gu'apporte chague espéce isotopique au spectre global,
le cas échéant & 1'aide d'une planimétrie différentielle entre les spectres
expérimentaux et simulés jusqu'd ce qu'il y ait identité. Pour ce faire, il
faut tenir compte des paramétres R.M.N. : positions des signaux, leé largeurs
des raies, le cas &chéant des couplages et des effets d'isotopie sur ces para-
metres.

Dans 1'exemple de 1l'acide acétigque, on procéde 3 la simple intégration
des deux signaux de carbone-13 qui sont 8loignés de 160 ppm.

10 000 passages, 0,2 : Hz/point,T3 = 10 seec ;

Selon le type de sonde R.M.N., on utilise 0,7 ml (tubes de 5 mm) ou 2 ml
(tubes de 10 mm) de 1'échantillon.

Distinction de l'origine de 1°acide acftique

Les caractfristiques isotopigques suivantes ont été détermindes pour les

échantillons.

tableau 2

Taux relatif positionnel
&chantillon :
en carbone—13

CH, — COOH
3 ,

iI

i
:
i
!
\ |
! ]
[
]
]
-
(]
%Q

11T oO— 0 A¥D

Le procédé déerit permet done de faire d'une manilre directe, rapide et
non destructive une distinetion nette entre 1l'acide 100 % & la base de vin (I)
qui présente une position hydrophile (-CD0H) 12 % plus riche en carbone-13
que la position hydrophile (CH3) et 1'échantillon technique utilisé (II) ol
la situation est presqu'inversfe. (es résuliats sont en accord avec ceux obte-
nus & 1'aide de la technigue antérieure. Dans un mélzuge comme 1'échantillon

TII, les concentrations relatives-peuvent &ire déteriinfes avec une précision
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élenviron 20 %, précision qui auvgmenicvra avec le pro-.&s teclnique duns "'}pa
reillage R.M.N. Pour 1'échantillon IV, 1'acide acé&tique MERCK provenant du boics,
les caractéristiques presqu'identiques & celles de 1'&chantillon II du tebleau 2

démontrent son origine bio-synthétique.

Exemple de réalisation n° 2: Détermination de 1l'origine d'acides aminés,

particulidrement de 1l'acide aspartique

Les conditions expérimentales sont identiques 3 celles décrites dans 1'exemple

n® 1,

Préparation des é&chantillons

On utilise les acides aminés sérine (Ser), thréonine (Thr), acide,glutamiqﬁe
(Glu) et acide spartique (Asp). Leurs isom@res optiques'L proviennent des firmes
MERCK (DARMSTADT, Allemagne R.F.) et FLUKA (BUCHS, Suisse). Ils sont fabriqués en
culture sous-marine par des mutants de micro-organismes qui produisent sé&lective-
ment un seul acide amin&. Pour Asp, on examine également 1a racémate D/L, produit
d'orignine technique, qui est fabriqué 3 partir du gaz de craquage du petrole ou
de gaz de cokerie pour l'intermédiaire de 1'anhydride méléique.

'On prépare des solutions de ces acides aminds dans 1'eau lourde. Afin d'aug-
menter la solubilitd, on &tablit un milieu acide (acide chlorhydrique). Pour réduir
les temps de xelaxatidn du carﬁone-lB, on ajoute des traces de chlorure de gado-
linium comme décrit précedemment.

Résultats
. Les caractéristiques isotopiques suivantes ont &té déterminées pour les

cing &chantillons :

tableau 3
échantillon origine concentration Py taux relatif positionnel
ot /2 "en carbone-13
. 3 CHNv, -
L-Ser biol. 4,5 2,2 -t A~d3Y
ccm—l CmcH

- ) n
L-Thr biol. 2,5 0,5 —c‘e " Ji 5 4 =A5%
. v

PR

g CHNM, O, sz

L-Glu biol. 2,0 0,1 — oy
> | vaﬁ"_% i ?/

Chy M*)s C\‘IL ! 4 A :/

L~Asp bioi. 2,4 6,5 9
I ey

/ ' coH 4 AT citHT .

D/L-Asp : techn. 2,4 0,4 s Y A= ASY

. ’ i % Cruhmm Ty A=Axz
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Comme il a &t& déja observé pour 1l'acide acéfique d'origine biologique, on
trouve pour tous les acides aminés biologiques du tableau 3 que les positions
3 caractére hydrophile et/ou'facilement-recyclables pendant le métabolisme, sont
enrichies en carbone—lBrpaf rapport.a la teneur isotopique moyenne de la molé-
5 cule, les positions 3 caract@re hydrophobe par contre sont appauvries en ce méme
isotope. Le groupement Ccfdes acides aminds se comporte comme une positions 3

caractére hydrophobe.

11 n“8tait pas prévisible que la complexit@ quasi 111imité des interactions
biologiques aboutit & un schéma de repartition isotopique finale aussi simple et
10 généralement valable, schéma qui dans son application analytique permet une
oremidre orientation rapide, sans devoir faire recours a un'composé de référence.
L'acide aspartique technique (P/L) présente une répartition isotopique presqu’
idverse par rapportra celle pour le composé biologique (L-Asp). Bien que les deux
produits sont considérés comme &tant chimiquerent identiques, le procédé selon
15 1'invention permpt de déterminer sans ablgUItc leur origine respective.

Le taux isotopique global en carbone—13 (parametre du tableau 1) a &t& déter—._

<13

mlne pour l'acide glutamique L. La mol&cule contient 10,70 % C et présente domc

un appauvrlbsement de 0,32 Zo en valeur absolue et de 30 Zo en valeur relative par
rapport 3 1'abondance naturelle moyenne de cet isotope (11,12 Zo ]30) Pour obtenir
20 le taux global en carbone~13, on utilise pour les petites molécules ( €20 atomes de
carbone) la combustion totale et 1'ana1yse du rapport13002/12002 (technique an-
cienne), alors que pour. des molécules plus grandes, la spectrométrie de masse a

desorption par champs est plus.avantageuse.

Exemple de rdalisation n° 3: Détermination de 1'origine de 1'alcool gthylique
25 -

L'alcool éthylique présente, en fonction de son origine, des modifications
assez spectaculaires de son taux eﬁ doutéfium. Mais il s'est vite avéré que
ces modifications sont extrinement sensibles 3 des facteurs gZographiques, clima-
" tiques, de 1'emviroanement et de la morphologie'de la ?lante d'origine,'de telle
) 3( sorte qu'e 1les ne peuvent pas serVLr d'unique critére pour déterminer 1'origine
d'un alcool. Lorsqu on compare les alcools de différentes orlglnes bio-synthétiques,

_on touche &galement le probléme important de la chaptallsatlon des vins. L'origine

d'un alcool ne peut 8tre déterminde qu'en utilisant simultanément les taux isotopique
globales (paramétre a du tableau 1) et positioanelles (paramétres c) et en deutérieur
35 et en carbone-13. Les effets sont moins sygectarulaires pour le carbone—-13, mais
moins sensibles aux facteurs variables de 1'environmerent.
Un procédé particuliélement-précis est tnsh sur la détermination des rapports
des isotopoméres essentlels de 1'alccol (parsattres d). P.rmi les

N (N'+1) (N'7+1) = 2_(3+l) (2+1) = 48 isotopomdres possibles de 1'éthanol

-

40
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(N = 2 positions non &quivalents du carbone,
N' = 3 positions &quivalents d'hydrogéne.méthylique,
N" = 2 positions &quivalents d'hydrogéne méthylénique)

le protone hydroxylique &changeable n'est pas compt@), les six isotopoméres
yiiq ng P P s p

suivants participent avec une probabilité plus &lévée que 0,01 Z :

2cn,"2cn,0m, Scn, 'Zcnom, 'Zcn, 3cm.om, 3cn. 3cu on, 'Zcr.p'ZcH,om et
I 3 - CH, 3 CH,0H, 3 2 2 2

CHy "CHDOH. Dans le tableau 4 ci-dessous, le rapport de ces isotopoméres
ressort semi-quantitativement.

Préparation des &chantillons

Les alcools ont &té& préparés et/ou extraits selon un procédé classique
(L. GATTERMANN, H. WIELAND , Praxis des Organischen Chemikers, Walter de
Gruyter-Verlag, BERLIN, 1954 p. 350-1). )

Nous avons utilisé de 1'alcool en provenance d'un vin de table rouge, 10°
de Bezier et d'un vin rouge d'Algérie 12° qui ont 3 peu prés les mémes caracté-
ristiques isotopiques (&chantillon I), d'un vin blanc Sylvaner 10° qui montre
une chaptalisation (II), de 1’alcool de provenmance de sucre de betterave (III),
de sucre de canne et glucose de mais (IV). Nous avons &galement examiné un
alcool techno-synthétique (V) 3 base d'éthyléne, gaz de craquage de produits

de petrole.

Résultats

Les résultats semi-quantitatifs sont présentés dans le tableau 4, en utili-
sant pour la repartition positionnelle des isotopes la symbolique définie et d&ja
utilis@e ci-dessus. Les taux isotopiques globales (appauvrissement en isotope

lourd) sont exprimés en Zo par rapport au standard isotopique international.

tableau 4
taux isotopique.(Zo)
échantillon : - deuterium carbone—-I13
global | positionnel global | positionnel

' - Chy CHy
I (vigne) ) - 50 1__% - 25 e____{'g
A= Chy
I1 (vigne + sucre) - 40 - ﬁr—-—#@; [~ 22 Ef———4§
I1T (sucre betterave) - 20 i&———l; - 20 'ir———ig
v
%

v (sucre canne, L
glucose de mais) - 20 , ‘i g - 5

v (produits petroliers) 7 - 60 - G0 - 30
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Une distinction nette ente les alcools biologiques (I - IV) et 1'alcool
technique (V) se manifeste par tous les paramdtres. ‘

A 1'intérieur des &chantillons biologiques, la différence est trés ﬁette
entre 1l'alcool en provenénce de la vigne (I, II) et de la betterave (III) d'une

part (plantes C,, .dont le produit primaire de la photoéynthése est une molécule

3’
3 trois atomes de carbone) et 1'alcool 3 base de canne 3 sucre ou de mais (IV)

d'autre part (plantes C4, dont 1le produit primaire est une molécule & 4 car~
bones); Le critére ici est le taux gloBal en carbone-13.

I1 existe Egalement une différence entre 1'alcool en provenance de la-
vigne (I et célui en provenance de la betterave (III, aussi bien pour le deuté&-
rium que pour le carbome-13. Mais le taux en deutérium est extrémement sensible
aux facteurs extérieurs et saisonniers.’ Il decroit particuligérement

- avec la latitude ggographique
— avec 1l'altitude
= lorsque la temp&rature baisse
~ lorsque on é'éléigne‘de 1'influéncermaritime
- en passant de la méditerranée i 1'oééan atlantique -
~ lorsque le fruit est recueilli prématurement. -
On propose donc selon_l'inﬁention, pour les analyses de routine comme pour

la détection de la chaptalisation du vin, de mémoriser les compositions standard

d une analyse automatisée. )

Un &largissement de 1'idée iqventive résulte des possibilit&s universelles
d'application sur tous les domaines de la chimie, de 1a bioclogie, de la chimie
alimentaire, de la medecine, de la ﬁharmacologie par exemple, pamput oii il import
d'élucider 1'origine d'une substance organique. Plus que la molécule 3 examiner
est grande, plus la contribution de la spectrométrie de nmasse i desorption par

champs devient alors importante.
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REVENDICATIONS

1. Procédé pour identifier et, le cas échéant,-pour déterminer quantitea-
tivement les origines bio- et/ou techno-synthétiques ie substances organigues
en fonction de leur taux global et avant tout dé leur patrice caractéristique
de répartition intramoléculaire en isotopes légers, stables et magnétiquement
actifs, en particulier en carbone-13 et/ou en deutérium,rprocédé applicable &
1'analyse des produits d'alimentation humaine et d'animaux, des boissons, des
ardmes et des parfums, des principes pharmacologiqués actifs, 8 la recherche
de preuves pour 1'expertise et pour la médecine légale, pér exemple 4'explo-

sifs et de poisons, et & la recherche de 1'origine des polluants, au diagnos;

‘tic médical et vétérinaire de métabolismes anormaux et semblables, caractérisé

en ce gue l'on détermine les caractéristiques isotopiques précitées, en par-
ticulier pour les noyaux carbone—13 et/ou deutérium, par résonance magnétique
nucldaire quantitative par transformbe de. Fourier, le cas &chéant combinfe 3
la spectroscopie de masse, en particulier & désorption de champs.

2. Procédé selon la revendicatioh 1, caractérisé en ce gue l'on utilise
pour le composé biosynthéfique, lorsqu'on ne dispose pas d'un &chantillon de
référence ou lorsqu'il s'agit d'une premiére orientation rapide, comme moyen
standard d'analyse, une matrice de répartition isotopique prédéierminée par
la formule chimique structurale, schéma isotopique interne selon lequel, en
particulier pour 1'&lément carbone, les positions & caract@re hydrophile
et/ou facilement recyclables pendant le métabolisme, sont enrichies en iso-
tope lourd par rapport A la teneur isotopique moyenne de la molécule, les
positions & caractére hydrophobe par contre sont appauwriés en isotope lourd,

tandis que le composé techno-synthétigue présente une rérertition isotopique

it
. =~
a

plutdt homogéne, une disparité €ventuelle &tant limitfe & quelques positions
et prévisible en fonction du mode de fabrieation.

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qué,rdans une
forme préférentielle de réalisation et particulidremeut pour des molécules
rlus complexes, l'analyse repose,uniguement sur la détermination de quelques-

wns des 2N (t+1),(3"+2)... isotopomdres possibles; réspectivement sur la

prise en considération de seulement certaines,de préférence deux positions

rarticulidrement révélairicés, quant & leur taux en isotope lourd, 1'un par
rapport & 1'autre. .

4. Froc%dé selon la revendication 1, csractérisé en ce que, pour des
analyses de routine et de précision, la réponse 3 la guestion sur les origi-
ncs biologiques et/éu,techniques d'une satstance orgosniyue est obienue d'une
nanidre automsbique & 1'2ide d'un micrcprocesseur danz lequel on mémorise

d'abord des compositions isotopiques standard, par ex- -le pour -les substances
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en provenance de plantes C3, Cy, CAM ou de cultures hous—marines et pour les -
substances techniques ; on introduit ensuite certains termes correctifs qui
tiennent compte de Ffacteurs climatiqués,rgéographiques, de 1'environnement

et de la morphologie de la plante d'origine, facteurs qui provoquent des
fluctuations isbtopiques<; enfin on introduit les caractilristiques spectrales
de 1'échantillon concernant préférentiellement les isotcpes carbone-13 et/ou

deutérium.



