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Abréviations – Notations utilisées 

 

DEDL   Détecteur évaporatif à diffusion de lumière 

DEPT   Distortionless Enhanced Polarization Transfer 

EA   Analyseur Elémentaire  

𝑓𝑖   Fraction molaire  

𝐹𝑖   Fraction molaire statistique 

𝑓𝑖 𝐹𝑖⁄    Fraction molaire réduite  

FS-INEPT  Full-Spectrum - Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer  

FRIIME  Forensic Research using Isotope Intra-Molecular Experiments 

GC   Chromatographie en phase Gazeuse  

GC-MS Spectrométrie de Masse couplée à une Chromatographie en phase 

Gazeuse 

HPLC   Chromatographie Liquide à Haute Performance 

INEPT   Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer 

INPS   Institut Nationale de la Police Scientifique 

Irm-2H NMR  Mesure isotopique par RMN du deutérium 

Irm-13C NMR  Mesure isotopique par RMN du carbone-13 

Irm-15N NMR  Mesure isotopique par RMN de l’azote-15  

Irm-EA/MS Mesure isotopique par Spectrométrie de Masse couplée à un Analyseur 

Elémentaire 

Irm-MS  Mesure isotopique par Spectrométrie de Masse  

KIE    Effet isotopique cinétique 

MDMA     3,4-méthylènedioxy-N-méthylamphétamine               

nOe    Nuclear Overhauser Effect 



PCA    Analyse en Composantes Principales  

PLS   Régression par les moindres carrés partiels 

PSIA   Analyse Isotopique Position-Spécifique 

Py-GC-irm-MS Pyrolyse couplée à la Spectrométrie de Masse de Rapports Isotopiques 

R   Rapport isotopique  

RMN     Résonance Magnétique Nucléaire 

SNIF-NMRTM Site-specific Natural Isotope Fractionation by Nuclear Magnetic 

Resonance 

S/B    Rapport signal sur bruit  

T1   Temps de relaxation longitudinale  

TNT   2,4,6-Trinitrotoluène  

𝑥   Abondance isotopique   

𝛿 𝐶𝑖
13  Composition isotopique en carbone-13 pour le site 𝑖 d’une molécule 

(exprimée en ‰)    

𝛿 𝑁𝑖
15  Composition isotopique en azote-15 pour le site 𝑖 d’une molécule 

(exprimée en ‰)     

𝛿 𝐶𝑏
13  Composition isotopique globale (bulk) en carbone-13 d’une molécule   

(exprimée en ‰)  

𝛿 𝑁𝑏
15   Composition isotopique globale (bulk) en azote-15 d’une molécule   

(exprimée en ‰) 
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Introduction générale 

Dans le but de combattre le crime organisé et notamment le trafic illicite de stupéfiants 

international, l’institut Nationale de Police Scientifique (INPS) a recours au profilage chimique 

sur les éléments présents en traces dans les saisies d’héroïne et de cocaïne. Ces stupéfiants sont 

aujourd’hui les plus consommés dans le monde et sont principalement dilués avec des agents 

de coupage dit « adultérant » qui permettent d’augmenter les profits ainsi que les effets de la 

drogue. Bien que l’INPS soit capable de démanteler des réseaux de trafiquants grâce au 

profilage chimique de l’héroïne et de la cocaïne il n’existe pas de méthode efficace pour utiliser 

ce profilage chimique sur ces agents de coupage.  

Les techniques analytiques utilisant les isotopes stables tels que le 13C et le 15N permettent de 

nous renseigner sur l’origine d’une molécule. L’objectif du projet ANR FRIIME (ANR 

DS0 901, novembre 2015 – Mai 2019) est donc de compléter ce profilage chimique en utilisant 

la teneur isotopique des molécules en questions comme marqueur intrinsèque en 13C et en 15N. 

Afin d’illustrer cette nouvelle méthodologie, les agents de coupage contenus dans l’héroïne et 

la cocaïne seront étudiés. Dans le cas de l’héroïne ce sont les adultérants tels que le paracétamol 

et la caféine que l’on retrouve en grande majorité, tandis que pour la cocaïne on retrouve 

principalement la phénacétine, le lévamisole et la caféine. Ces différentes molécules seront 

étudiées afin de mettre en évidence un profil isotopique marqueur de leur origine. De nouvelles 

informations sur les réseaux de trafic seront ainsi obtenues. 

Aujourd’hui, la méthode d’analyse isotopique la plus utilisée est la spectrométrie de masse (irm-

MS). Grâce à cette technique il est possible d’identifier deux échantillons d’une même molécule 

en fonction de leur teneur en isotope lourd (13C ou 15N par exemple) et donc de leur composition 

isotopique. Cependant, l’inconvénient majeur de cette méthode est qu’elle n’offre que le rapport 

global en isotope lourd, c’est-à-dire qu’on obtiendra qu’une valeur moyennée des différents 

atomes de l’élément analysé. Le projet FRIIME a pour objectif le développement de méthodes 

analytiques par Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) capables de tracer plus 

« intimement » l’origine de la molécule grâce à une Analyse Isotopique en Position Spécifique 

(PSIA). Elle permet en effet de mesurer des compositions isotopiques sur chaque position et 

donc d’offrir un profilage plus détaillé que l’irm-MS. Potentiellement cette technique 

permettrait de comparer l’empreinte isotopique des différents agents de coupage provenant de 

différentes saisies faites par l’INPS et ainsi remonter à l’origine et aux différents réseaux de 

distribution de stupéfiants.  
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La problématique majeure à laquelle se confronte ce projet est la suivante : « Est-ce que notre 

capacité à tracer des produits impliqués dans le trafic de stupéfiants peut être 

significativement améliorée en utilisant les données concernant la distribution 

intramoléculaire isotopique ‘position spécifique’ en 13C et 15N ? » Pour y répondre plusieurs 

questions techniques et scientifiques doivent être abordées : 

(i) La RMN a été développée avec succès pour la détermination des teneurs position-

spécifiques isotopiques 2H et 13C dans une molécule. L’exemple le plus récent étant 

l’application du 13C développée par l’équipe EBSI du laboratoire CEISAM de 

l’université de Nantes. Du fait de l’exigence analytique de cette méthode, est-il 

possible de l’améliorer en termes de sensibilité tout en gardant une précision de 

0,1% ?  

(ii) La RMN isotopique mesurant actuellement les compositions en 2H et 13C : Quelles 

seraient les conditions méthodologiques nécessaires afin de transposer cette 

technique pour mesurer la composition isotopique position-spécifique en 15N ? 

(iii) Comment cette nouvelle méthodologie s’applique-t-elle sur des échantillons réels 

de produits illicites (agents de coupage) saisis et quels seraient les avantages par 

rapport aux outils habituels de profilage chimique au cours d’une enquête de police ?  

(iv) Quels sont les apports de cette nouvelle méthode (PSIA) au travail d’enquête de 

l’INPS au niveau tactique et stratégique ?  

La première partie de cette thèse décrit la composition et l’élaboration des produits stupéfiants 

majeurs tels que l’héroïne et la cocaïne en présentant comment l’INPS utilise le profilage 

chimique de ces stupéfiants, de la caractérisation à l’analyse complète des profils chimiques. 

Un nouveau concept de profilage chimique sur les produits de coupage est également évoqué. 

Il s’agit de voir comment intervient le coupage des produits stupéfiants et s’il existe 

actuellement des techniques analytiques permettant de remonter à leur origine. Les différentes 

méthodes de mesures des effets isotopiques totaux et position-spécifiques retrouvées dans la 

bibliographie sont également présentées tels que l’irm-MS permettant l’analyse de la 

composition isotopique globale en 13C et 15N avec un écart-type de précision, en routine de 

0,2‰. L’utilisation de la PSIA est également réalisable pas irm-MS mais est très peu utilisée 

car difficilement applicable en routine. L’évolution de la RMN isotopique 2H depuis sa création 

en 1981 par les professeurs Martin jusqu’à aujourd’hui est également décrite, en répertoriant 

les différentes améliorations méthodologiques apportées, les applications et les 

avantages/inconvénients de chaque méthode.  
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La dernière avancée méthodologique concernant la séquence multi-impulsionnelle « Insensitive 

Nuclei Enhanced by Polarization Transfer » (INEPT) utilisée pour la RMN isotopique du 13C 

(irm-13C NMR) est très largement détaillée puisque cette même séquence servira de base à 

l’élaboration d’une nouvelle méthodologie pour le projet FRIIME et la mesure en irm-13C 

NMR. Celle-ci permet de transférer la sensibilité du proton sur un noyau moins sensible comme 

le 13C ou le 15N. Pour conclure avec la RMN isotopique un état de l’art sur la RMN quantitative 

du 15N est décrit en fin de partie ainsi que la faisabilité de mettre en place la PSIA par irm-15N 

NMR. Enfin, une description des analyses statistiques communément utilisées est présentée 

afin de pouvoir comparer les profils isotopiques obtenus par irm-NMR et donner naissance au 

concept d’« isotopomics ».  

Les résultats obtenus au cours de la thèse sont portés par un article soit publié soit en cours de 

supervision dans des journaux internationaux. Par conséquent chaque partie comprend une 

introduction, une conclusion et éventuellement des données complémentaires entourant 

l’article.  

La seconde partie porte sur un article intitulé « Full spectrum isotopic 13C NMR using 

polarization transfer for position-specific isotope analysis » publié dans Analytical 

Chemistry où une nouvelle méthodologie impliquant une séquence multi-impulsionnelle a été 

proposée pour pallier le défaut majeur de l’INEPT utilisant les couplages courtes distances entre 

le 1H et le 13C (1J1H-13C). En effet, cette technique ne donnant aucune information sur les 

carbones quaternaires, une autre adaptation utilisant un transfert de polarisation entre les 

couplages courts et longues distances (1J1H-13C, 
2J1H-13C, 

3J1H-13C) du 1H sur le 13C appelé « Full-

Spectrum Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer » (FS-INEPT) a été implantée. 

Les améliorations apportées, les contraintes à respecter et la robustesse de cette nouvelle 

méthode sont très largement abordées. La preuve de concept porte sur des échantillons de 

caféine naturels et synthétiques ainsi que des échantillons de paracétamol commerciaux et 

extraits de médicaments afin de comparer les profils isotopiques et discriminer les différentes 

origines, entrant dans le cadre d’étude « isotopomics ».  

Une troisième partie s’articule autour d’une publication intitulée « High-precision 

quantitative 15N NMR using optimized polarization transfer INEPT for intramolecular 

15N composition determination » et a été soumise au journal Chemical Communications. Elle 

présente les conditions nécessaires pour transposer l’irm-13C NMR sur le noyau 15N. La 

nouvelle approche  FS-INEPT a été adaptée afin de s’appliquer aux contraintes du noyau 15N 

avec l’étude de la reproductibilité d’une telle méthode. Une preuve de concept de la mesure du 
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fractionnement isotopique en 15N du 1-methylimidazole sur colonne de silice a été réalisée pour 

la première fois en irm-15N NMR.  

Une quatrième partie expose une publication intitulée «  Isotopomics analysis by irm-13C 

NMR on cutting agents in heroin: a new approach for illicit drugs trafficking route 

elucidation » et sera soumise au journal Forensic Science International. La méthode FS-

INEPT 13C développée dans la deuxième partie est appliquée sur des échantillons réels de 

drogues dans le cadre d’une étude forensique. Les agents de coupage majoritaires de l’héroïne 

tels que le paracétamol et la caféine sont analysés en irm-13C NMR et irm-MS afin d’obtenir un 

profil isotopique marqueur de leur origine et ainsi obtenir des informations complémentaires au 

profilage chimique pour suivre les différentes voies du trafic de l’héroïne.   

Enfin, une cinquième partie présentant un article intitulé « Forensic application of Position-

Specific Isotopic Analysis of Trinitrotoluene (TNT): A Nuclear Magnetic Resonance 

method to determine 13C and 15N isotopic profiles » sera soumis au journal Talanta et 

présentera une application de l’irm-13C NMR utilisant la séquence mono-impulsionnelle 

classique ainsi que de la séquence FS-INEPT 15N développée dans la partie 3 afin de dresser le 

profil isotopique complet d’un explosif militaire, le 2,4,6-trinitrotoluène (TNT). Ces 

informations sur le profil isotopique du TNT servira à discriminer les différents échantillons 

selon leur origine.   

Pour une meilleure compréhension du rapport, chaque partie portant sur une publication, 

acceptée ou soumise à un journal international, est précédée d’une introduction et suivie de 

données complémentaires et d’une conclusion. De plus, j’ai fait le choix d’utiliser seulement 

les abréviations anglaises car c’est beaucoup plus simple de faire le lien avec la littérature et les 

publications constituants ce manuscrit. Les références bibliographiques sont regroupées à la fin 

de chaque partie.  
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Partie I :  Rappels bibliographiques 

Le but de cette partie est de présenter les outils analytiques et la méthode de profilage chimique 

actuellement utilisée par l’INPS pour comparer les empreintes chimiques de l’héroïne et de la 

cocaïne permettant d’identifier les différents réseaux de distribution, du laboratoire clandestin 

au dealer. Les agents de coupage seront ensuite abordés afin de montrer les limites de leur 

méthode vis-à-vis de ces molécules et de l’information chimique potentiellement perdue.  

La plupart des études forensiques sur la composition isotopique utilisent la mesure isotopique 

totale pour tenter de déterminer l’origine des stupéfiants tels que l’héroïne et la cocaïne, ainsi 

que sur certains agents de coupage. C’est l’irm-MS qui est employée pour ce type de mesure 

mais l’inconvénient est qu’elle permet seulement d’obtenir la composition isotopique moyenne 

des atomes 2H,13C,15N ou 18O de la molécule étudiée.  

Dans l’idée de pallier ce problème, la mesure isotopique position spécifique peut être un outil 

apportant des informations complémentaires par l’obtention des compositions isotopiques pour 

chaque site carboné ou azoté. D’un point de vue historique, c’est la méthode générant des 

fragments après dégradation chimique ou à l’aide d’un four à pyrolyse qui a permis l’obtention 

de la composition isotopique site-spécifique. Malheureusement cette méthode n’est valable que 

sur un nombre limité de composés et n’est pas toujours réalisable en routine.  

Un outil innovant mesurant la composition isotopique par irm-13C NMR permet d’obtenir cette 

composition isotopique site-spécifique de manière répétable et reproductible une fois la 

molécule purifiée. Cependant cette technique répond à des conditions d’acquisition très strictes 

afin d’obtenir une composition isotopique avec une précision adéquate de 1‰. Toutefois 

l’inconvénient de cette méthode réside dans la grande quantité de produit utilisée (⁓200 mg) 

avec pour certains des temps d’expériences très longs (⁓1 jour).  

Dans le but de combler ce manque de sensibilité, des séquences multi-impulsionnelles utilisant 

un transfert de polarisation ont été développées afin d’utiliser une quantité plus faible de 

produit. Les premiers travaux ont montré que la séquence INEPT avec quelques 

développements méthodologiques permet d’obtenir une reproductibilité et une précision 

nécessaire à la mesure de la composition isotopique des sites carbonés. Cette méthode ne donne 

pas accès à la valeur juste de la composition isotopique et nécessite un calibrage à l’aide d’un 

échantillon de référence pour l’obtenir. Ce type de séquence a ainsi permis l’émergence des 
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études « isotopomics » dont le but est de comparer entre eux les profils isotopiques obtenus par 

RMN.  

L’ensemble de ces méthodes utilisant la mesure de la composition isotopique site spécifique en 

13C seront abordées dans cette partie. De plus, afin de répondre à l’objectif d’implémenter cette 

analyse position spécifique en 15N, un état de l’art sur la RMN quantitative de l’azote 15 sera 

abordé. En effet, il n’existe pas dans la littérature de méthode permettant de mesurer la 

composition isotopique site spécifique par irm-15N NMR. Une sous-partie fera état des verrous 

méthodologiques à lever pour obtenir un outil capable de réaliser ce type de mesure.  

Enfin, une dernière partie évoquera les analyses statistiques utilisées dans le cadre d’études 

isotopomics telles que les analyses statistiques multivariées comme l’Analyse en Composante 

Principale (PCA) et la régression des moindres carrées (PLS). Les analyses statistiques de 

comparaison utilisées par l’INPS sont également détaillées comme les méthodes de mesure de 

distance Euclidienne et Cosinus ainsi qu’une méthode de corrélation utilisant le coefficient de 

Pearson pour comparer le profil chimique des stupéfiants afin de définir les échantillons liés et 

non liés.  

 

I-1) Les sciences forensiques et le profilage chimique des 

stupéfiants 

Le profilage chimique des stupéfiants représente la plus grosse activité au sein de l’INPS ou 

l’on distingue quatre familles de stupéfiants : la cocaïne, l’héroïne, le cannabis et les 

amphétamines. Actuellement ce profilage permet de mettre en évidence l’existence de réseaux 

grâce aux preuves récoltées par l’enquête. D’un point de vue chimique il est possible de 

déterminer les voies de synthèse des stupéfiants mais également de pouvoir identifier les 

réseaux internationaux grâce à l’empreinte chimique d’un stupéfiant. Bien que fournissant 

l’empreinte chimique des échantillons d’héroïne et de cocaïne cette technique ne fournit pas 

d’information chimique sur les autres composés majoritaires mélangés à ces stupéfiants tels que 

les agents de coupage.  

La notion de « science forensique » sera présentée ainsi que les étapes d’élaboration de 

l’héroïne et la cocaïne et leur distribution dans le trafic international. Le principe du profilage 

chimique des stupéfiants ainsi que les différentes étapes d’analyses chimiques utilisées par 

l’INPS seront détaillées dans cette partie. Les agents de coupage utilisés seront également 
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décrits afin de comprendre leurs utilisations dans le réseau de distribution des stupéfiants, ainsi 

que les limites analytiques rencontrées pour pouvoir utiliser un profilage chimique pour les 

agents de coupage similaires à celui mis en place pour les stupéfiants.  

 

I-1-1) Définition générale 

L’objectif principal des sciences forensiques est de fournir à tous les acteurs impliqués dans les 

investigations criminelles une démarche scientifique et des méthodes techniques dans l’étude 

des évidences provenant d’une activité criminelle. En d’autres termes celle-ci aide la justice à 

trancher sur les causes et les circonstances d’une telle activité.1  

Cette trace qui est l’objet d’étude principal des sciences forensiques est issue d’un échange de 

matières qui peut être une empreinte, un signal ou un objet. Celle-ci n’est pas toujours visible 

à l’œil nu et contient une information essentielle sur sa source et sur l’action qui l’a produite. 

Elle permet ainsi, par analogie, de pouvoir relier des caractéristiques similaires entre plusieurs 

traces indiquant l’activité d’un auteur similaire ou non. Par exemple, dans cette thèse ce sont 

les compositions isotopiques site-spécifiques qui serviront de traces afin de servir d’outil 

d’investigation à l’INPS pour le profilage des agents de coupage issus des stupéfiants.  

 

I-1-2) Les produits stupéfiants 

Les produits stupéfiants ou médicaments psychotropes sont des substances qui agissent 

principalement sur le système nerveux central pouvant engendrer de nouveaux processus 

biochimiques et induire des phénomènes de dépendance. La plupart de ces stupéfiants sont 

sujets à des réglementations ou à des interdictions car ils sont susceptibles d’engendrer une 

dépendance physique.2 En France, les médicaments psychotropes sont soumis à de nombreuses 

contraintes et suivent l’arrêté du 22 février 1990.3  

Les produits stupéfiants les plus consommés et sujets à un grand trafic international et Européen 

sont respectivement le cannabis, la cocaïne, la 3,4-méthylènedioxyméthamphétamine (MDMA) 

et l’héroïne.4 Dans le cadre de cette thèse ce sont l’héroïne et la cocaïne qui ont été choisies 

comme objet d’étude. Bien que l’origine géographique de l’héroïne et de la cocaïne soit connue, 

le trafic illicite reste très important en Europe. Il est donc nécessaire de comprendre comment 
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ces drogues sont élaborées avant d’introduire la notion de profilage chimique utilisée par l’INPS 

sur ces psychotropes.  

 

I-1-2-1) Etapes de l’élaboration de l’héroïne : les constituants majeurs de 

l’héroïne 

La molécule d’héroïne est synthétisée à partir de la morphine qui est extraite du latex contenu 

dans le pavot somnifère (Papaver somniferum). Cette plante, par le biais, de ses vacuoles 

produit du latex riche en alcaloïdes (15-35%) qu’on appelle communément de l’opium. Les 

principaux alcaloïdes retrouvés dans l’opium sont la morphine et la codéine. L’héroïne a été 

découverte en 1898 par un chimiste Allemand, Heinrich Dresser travaillant pour l’entreprise 

pharmaceutique Bayer. Celle-ci est obtenue par acétylation de la morphine qui peut être isolée 

facilement de l’opium produit par le pavot somnifère. (Voir Figure 1).    

 

Figure 1 : Procédé de synthèse permettant d’obtenir de l’héroïne pure à partir de l’opium cultivé dans 

le pavot somnifère.  

La culture illicite du pavot a lieu principalement dans le Croissant d’Or (Afghanistan, Iran et 

Pakistan), en Asie du Sud (Laos et Thaïlande) et récemment au Mexique et en Colombie. La 

synthèse de l’héroïne s’effectue en 4 étapes : La purification de l’opium obtenue par le pavot, 

l’extraction de la morphine issue de l’opium, la conversion de la morphine en héroïne brune par 

acétylation et la conversion de l’héroïne base en sel chlorhydrate par raffinage.   

Dans un premier temps l’opium est bouilli dans de l’eau pour séparer les matières végétales du 

mélange d’alcaloïdes avec l’obtention d’une pâte foncée, nommée le CANDOO. Ce mélange 
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est ensuite dissous dans de l’eau chaude, la morphine base insoluble dans l’eau est transformée 

en morphinate de calcium afin de la rendre hydrosoluble. La solution est filtrée afin d’éliminer 

les autres alcaloïdes. Le chlorure d’ammonium permet ensuite d’obtenir un pH entre 8 et 9 afin 

de précipiter la morphine base qui est de couleur brune. Une dernière étape de purification à 

l’acétone peut être réalisée, cependant certains cultivateurs dans la région d’Asie du Sud-Ouest 

ne la réalisent pas, par peur d’être démantelés. L’héroïne vendue dans la rue peut donc contenir 

des quantités importantes d’acétyle codéine, de noscapine et de papavérine. La morphine est 

ensuite expédiée vers d’autres laboratoires clandestins afin d’obtenir l’héroïne brune par 

acétylation puis l’héroïne sous forme de chlorhydrate grâce à une solution d’acide 

chlorhydrique concentrée.  

Du fait de la méthode de synthèse utilisée la composition chimique de l’héroïne de rue peut 

varier en alcaloïdes. Comme énoncé dans le paragraphe précédent il est courant de retrouver 

des substances naturelles co-extraites dans le pavot comme la morphine, l’acétyle codéine, la 

noscapine et la papavérine. Il est également possible de retrouver des molécules acétylées autres 

que l’héroïne, des traces résiduelles de solvants et des impuretés organiques. Enfin, des agents 

de coupage et des diluants sont ajoutés à n’importe quel moment de la chaine de distribution de 

l’héroïne. D’après les travaux de Broséus et al.5 les échantillons d’héroïne saisi en Suisse entre 

2006 et 2014 montrent que l’héroïne est pure à environ 10-15% quand elle est distribuée dans 

la rue. Les autres composés étant majoritairement des agents de coupage, ces molécules seront 

décrites et abordées dans la partie I-1-4). 

 

I-1-2-2) Etapes de l’élaboration de la cocaïne : les constituants majeurs de la 

cocaïne 

La cocaïne est cultivée à partir d’un arbuste, le cocaïer (Erythroxylum coca). Cette plante trouve 

son origine en Amérique du Sud et est toujours utilisée par les indigènes de la Cordillère des 

Andes au Pérou et en Bolivie. Cette plante fût utilisée dans un premier temps en infusion pour 

résister à la fatigue et surtout à l’altitude. Aujourd’hui, c’est la Colombie qui est le principal 

producteur des feuilles de coca avec ¾ de la production mondiale suivi par le Pérou et la 

Bolivie.6 C’est au milieu du XIXème siècle que le premier chimiste (Friedrich Gaedcke) réussi 

à isoler la molécule de cocaïne issue du coca. Ce puissant psychotrope stimule le système 

nerveux central et sa consommation est très addictive. En général, une feuille de coca contient 

1% d’alcaloïdes représentés à 80% par la molécule de cocaïne. L’élaboration de la cocaïne 
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s’effectue en 3 étapes : La pâte de coca est extraite des feuilles de cocaïer, purification de cette 

pâte en cocaïne base et conversion de la cocaïne en sel chlorohydrate.7 (Figure 2)   

 

Figure 2 : Procédé de synthèse permettant d’obtenir de la cocaïne sous forme de sel chlorhydrate à partir 

des feuilles de coca issues du cocaïer.  

La première étape consiste à écraser les feuilles de coca dans un peu d’eau avec une base 

inorganique. Du kérosène ou du gasoil est ajouté pour extraire la cocaïne de la feuille de coca. 

Après traitement à l’acide sulfurique et par un excès de soude la cocaïne précipite sous la forme 

d’une gomme jaunâtre dit pâte de coca. Celle-ci est ensuite filtrée puis séchée afin d’obtenir 

cette pâte contenant 30-80% de cocaïne, des impuretés inorganiques et d’autres alcaloïdes. 

Cette dernière étant impure n’est pas vendable et est donc purifiée en utilisant une solution 

diluée d’acide sulfurique puis par un ajout de permanganate de potassium qui agit sur les 

alcaloïdes oxydables. Le précipité qui se forme est ensuite récupéré. La solution acide est traitée 

avec de l’ammoniaque afin de transformer la cocaïne en base par précipitation. Enfin, la cocaïne 

base est dissoute dans de l’éther, afin d’éliminer les impuretés. Une solution d’acétone et 

d’acide chlorhydrique concentré permet ensuite d’obtenir la cocaïne sous forme de sel 

hydrochloré.   

Cette cocaïne contient des impuretés issues des différentes étapes d’extractions qui sont 

présentes en traces. Lors des saisies de cocaïne en Suisse5 entre 2006 et 2014 une pureté de 30-

40% a été retrouvée. En effet, la cocaïne de rue est coupée majoritairement par des agents de 

coupage tels que la phénacétine, le lévamisole ainsi que la caféine. Ces molécules seront 

décrites dans la partie I-1-4). 
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I-1-2-3) Trafic international 

Comme énoncé dans la partie I-1-2-1), l’héroïne est l’opiacé le plus répandu sur le marché des 

drogues et elle existe sous deux formes. L’héroïne brune sous forme de « base » est la plus 

courante et est produite quasi essentiellement en Afghanistan. L’héroïne blanche sous forme 

chlorhydrate, plus rare, provient exclusivement d’Asie du Sud Est. D’après le rapport Européen 

des drogues8 l’héroïne saisie en Europe provient exclusivement d’Afghanistan ou de pays 

voisins comme l’Iran et le Pakistan par 4 voies d’acheminements. Les deux principales voies 

étant la « route des Balkans » qui passe par la Turquie puis les Balkans (Albanie, Bosnie, 

Croatie, etc.) pour aller vers l’Europe centrale. Il y a également la « Route du Sud » provenant 

d’Iran ou de Pakistan, transitant directement par avion ou par bateau ou en passant par l’Afrique 

Occidentale. Les autres voies telles que « la route du Nord » ou par le Sud du Caucase 

constituent des voies d’acheminements moins importantes. Les principales saisies d’héroïne en 

Europe s’effectuent en Turquie qui contient la voie principale d’entrée de l’héroïne en Europe 

suivie par l’Espagne et le Royaume-Uni avec une pureté variant entre 15 et 30 %. La Colombie 

produit également de l’héroïne qui transite exclusivement par les Etats-Unis d’après le World 

Drug Report.9 

Comme indiqué dans la partie I-1-2-2), la cocaïne est disponible sous 2 formes dont la plus 

courante est la cocaïne sous forme de poudre (forme chlorhydrate, HCl). D’après le rapport 

européen des drogues8 les pays principaux de destinations sont l’Espagne, Le Portugal, la 

Belgique, Les Pays-Bas, La France et l’Italie qui totalisent 84% des 61,6 tonnes saisies en 2014. 

La cocaïne transite via des vols commerciaux ou fret aérien et par la mer via des cargaisons 

importantes passées en contrebande sur des yachts privés et dans des conteneurs maritimes. 

D’après le World Drug Report9 l’exportation de cocaïne vers les Etats-Unis se fait en utilisant 

des sous-marins, des bateaux ou par voie aérienne avec de petits avions allant de Colombie en 

Amérique centrale (Mexique) ou par des courriers humains empruntant les avions de ligne. En 

effet, la cocaïne saisie aux Etats-Unis provient à 95% de la Colombie. Il existe également le 

crack à fumer qui est la forme « base » de la cocaïne. Celle-ci est produite exclusivement en 

Colombie, Pérou et Bolivie. 
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I-1-3) Le profilage chimique des stupéfiants 

Comme énoncé dans la partie précédente l’extraction de l’héroïne et de la cocaïne nécessite des 

quantités importantes de composés inorganiques et organiques pour obtenir la molécule la plus 

pure possible. Cependant, les différents solvants et composés laissent des traces résiduelles qui 

peuvent donner des informations précieuses sur l’origine. En effet, selon la quantité et la nature 

des composés utilisés pour l’extraction des stupéfiants le profil chimique obtenu est susceptible 

de varier et de pouvoir être distingué entres différentes héroïnes et/ou cocaïnes.    

Les différentes étapes du profilage chimique des stupéfiants sont : l’identification des différents 

composés stupéfiants, la quantification des composés cibles et la comparaison des profils 

chimiques obtenus. Ils seront exposées dans cette partie. Cette partie permettra de comprendre 

comment un produit stupéfiant saisi par la police scientifique est analysé pour en tirer des 

informations sur son origine. Elle exposera également les limites de cette méthode.  

 

I-1-3-1) Historique et principe du profilage chimique 

Le « profilage » consiste à extraire des composantes nommées « profils » issues des produits 

stupéfiants saisies par la police. Lors de la comparaison de différents profils chimiques toutes 

les caractéristiques doivent être utilisées, c’est-à-dire macroscopique (texture, couleur, logo 

etc.) et chimique (composés majeurs, mineurs et traces résiduelles) ainsi que d’autres composés 

servant de produits de coupage (adultérants et diluants). Tous ces éléments décrits serviront à 

la police afin d’établir un profil spécifique pour chaque stupéfiant saisi.  

Lors d’une saisie de stupéfiants, la police récolte les renseignements traditionnels (lieu de saisie, 

quantité, suspect etc.). Le profilage est un outil qui vient en appui de ces informations et qui est 

crucial pour relier ou non les différentes saisies d’héroïne et de cocaïne entre elles. Pour cela, 

une méthodologie analytique en 3 étapes est réalisée sur chaque saisie de stupéfiants qui sont 

sujets à des analyses. La première étape consiste à déterminer toutes les composantes physiques 

ou chimiques du produit stupéfiant (Etape 1). La deuxième étape consiste à déterminer les 

composés cibles qui serviront pour comparer les différents profils chimiques (Etape 2). Enfin, 

la dernière étape consiste à comparer ces différentes composantes entre plusieurs produits 

stupéfiants saisis tout en suivant le même mode opératoire afin d’alimenter une banque de 

données (Etape 3). On compare les profils chimiques des différents stupéfiants comme des 
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empreintes digitales. Ces différentes étapes du profilage chimique sont résumées sur la Figure 

3 ci-dessous.   

 

Figure 3 : Représentation des 3 étapes clés dans le profilage chimique effectué par la police scientifique. 

La dernière étape consiste donc à comparer les caractéristiques physico-chimiques entre 

différentes saisies issues d’affaires de police différentes afin de produire du renseignement 

forensique en complément des renseignements fournis par l’enquête policière.10 L’information 

chimique peut être cruciale dans l’enquête. En effet, il est possible qu’un produit stupéfiant saisi 

ne présente pas les mêmes caractéristiques physiques alors qu’une similarité sur le profil 

chimique est observée, et inversement. Les 3 étapes composant le profilage chimique énoncé 

dans cette partie et la partie I-1-3) sont détaillées dans les parties suivantes.   

 

I-1-3-2) Etape 1 : Caractérisation du produit stupéfiant 

Lors de la caractérisation d’un produit stupéfiant il est nécessaire d’utiliser une technique 

analytique séparative afin d’identifier le produit illicite (concentration) et le profil chimique du 

stupéfiant. La méthode utilisée consiste dans la plupart des cas à utiliser une technique de 

chromatographie en phases gazeuses (GC) utilisant des colonnes capillaires ou en phases 

liquides (LC) en phase inverse, avec une méthode de détection UV ou d’évaporation à diffusion 

de lumière (DEDL).11 Un autre technique de caractérisation utilisant la RMN peut également 

permettre l’identification des molécules.12  

L’évolution constante des méthodes analytiques séparatives a permis d’établir un profil 

chimique de différentes matrices dans un but de comparaisons. Dans la littérature, les travaux 

de Strömberg et al.13–14 sont les premiers à évoquer des liens chimiques et leurs significations. 

D’autres travaux apportent également une contribution dans l’élaboration de liens chimiques 
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entres plusieurs échantillons ainsi qu’une tentative d’harmonisation du profilage chimique de 

l’héroïne dans différents laboratoires.15–18 C’est la GC qui a permis pour la première fois de 

séparer les différents composés de l’héroïne19 et qui est aujourd’hui une méthode de choix dans 

la comparaison de profils chimiques. Plus récemment, le couplage GC avec un spectromètre de 

masse (GC-MS) lui est préféré car celui-ci permet d’obtenir des informations supplémentaires 

sur les composés qui co-éluent. Cependant, l’analyse de composés non volatils et très polaires 

nécessite une étape de dérivation avant son analyse en GC. Pour pallier ce problème des 

analyses en HPLC semblent plus appropriées pour analyser ce type de composés.20  

 

I-1-3-3) Etape 2 : Choix des composés cibles 

Comme indiqué dans la partie I-1-3-1), un échantillon stupéfiant est un mélange complexe de 

molécules. Selon la méthode et la nature du matériel de départ utilisé, le processus de fabrication 

est différent et augmente ainsi le nombre potentiel d’informations d’ordre forensique. Si on 

prend l’exemple de la cocaïne et de l’héroïne qui sont des molécules d’origine naturelle, le 

profil chimique du composé sera influencé par les conditions de cultures du producteur (région, 

sol, climat, méthode de culture). Le processus de production de ces 2 stupéfiants influencera 

également le profil chimique. Des paramètres tels que les voies de synthèses, la purification, la 

nature des produits chimiques utilisés, etc. peuvent interférer avec le profil chimique du 

stupéfiant selon les producteurs. Chacun de ces paramètres aura une influence sur le produit 

final, avec la formation de produits dérivés issus des impuretés de production. Le 

conditionnement du produit stupéfiant (humidité, luminosité, température) avant son 

exportation est également susceptible de modifier le profil chimique obtenu. De plus, des 

adultérants utilisés comme des agents de coupage sont ajoutés et vont également modifier sa 

composition chimique. Il apparait donc que selon l’histoire du composé stupéfiant (héroïne, 

cocaïne) et la méthode analytique choisie (GC, HPLC), un profil chimique propre à chaque lot 

sera obtenu.  

Il existe 5 classes de composés provenant de sources différentes qui peuvent apporter une 

information analytique :  

- Les composés naturels issus des feuilles de coca ou du pavot somnifère qui se 

retrouvent dans le produit final. 

- Les produits dérivés qui proviennent des différentes étapes de laboratoire (solvants, 

réactifs, etc).  
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- Les agents de coupage ajoutés par action volontaire dans la chaîne de distribution. 

- Les artefacts issus de la procédure analytique. 

- Les contaminations involontaires. 

Selon l’information que l’INPS souhaite tirer du profilage chimique il est possible de 

déterminer des liens spécifiques entre les différents stupéfiants, de construire un réseau de 

distribution selon la redondance d’un profil chimique, d’identifier l’origine géographique d’un 

stupéfiant ainsi que les produits chimiques utilisés.  

Pour remplir un de ces objectifs, le profilage chimique peut donc se baser sur les composés 

naturels qui sont issus de la plante, des agents de coupages tels que des adultérants ou 

diluants.21 On retrouve dans la littérature des travaux sur les produits dérivés tels que les 

solvants employés lors de l’élaboration du stupéfiant22,23 ainsi que les composés inorganiques.24 

En plus du profilage chimique, certains laboratoires sont capables de déterminer l’origine 

géographique du stupéfiant en utilisant l’abondance isotopique globale en 13C qui fournit une 

information complémentaire.25  

L’information forensique obtenue par ce profilage chimique est ensuite classée en 3 catégories 

qui sont :  

- Le soutien politique qui concerne la détermination de l’origine géographique d’un 

échantillon ainsi que la comparaison de profils provenant de différents composés afin 

d’identifier les réseaux de distribution et les lieux de productions. 

- L’information d’ordre tactique et stratégique « Drug intelligence » qui vient en 

appui de l’enquête policière, les liens établis entre les différents profils chimiques 

peuvent être utilisés pour orienter l’enquête en établissant des connexions non 

suspectées entre plusieurs groupes ou individus criminels.   

- L’élément preuve doit permettre au procureur ou policier d’établir un lien spécifique 

entre deux produits stupéfiants. Cependant, même s’il existe un lien chimique entre des 

composés saisis sur différentes personnes, celles-ci n’ont pas forcément de lien 

relationnel. Le but est de démontrer que les composés en question possèdent une histoire 

commune.10 Dans le cas du profilage de l’héroïne il est nécessaire de combiner les 

analyses sur les alcaloïdes issus du pavot,26 des solvants utilisés lors des extractions,27 

ainsi que l’analyse isotopique.28 Celles-ci doivent permettre de mettre en évidence une 

histoire commune de leur origine géographique du réseau de distribution en passant par 

le procédé de synthèse.  
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Il est cependant indispensable d’associer les informations forensiques avec les données 

provenant de l’enquête, comme le lieu de saisie. La combinaison de ces 2 sources permet 

d’avoir une meilleure connaissance sur le trafic de stupéfiant.29  

 

I-1-3-4) Etape 3 : Analyse comparative des profils chimiques  

La dernière étape du profilage chimique effectuée par l’INPS est de comparer les différents 

profils enregistrés dans une base de données. Le but est de prouver ou non l’existence de liens 

chimiques entre plusieurs spécimens saisis dans des affaires policières différentes. Afin 

d’évaluer cette similarité le recours à une banque de données de profils chimiques est requis. 

Plusieurs paramètres rentrent en compte pour avoir les outils nécessaires à la comparaison. 

- La caractérisation d’un stupéfiant donne lieu à un profil chimique obtenu par une 

méthode analytique. Ces informations physico-chimiques doivent être compilées dans 

une base de données propre au laboratoire. 

- Les données doivent être normalisées pour pouvoir être utilisées statistiquement. 

- Utiliser un outil statistique doit permettre de comparer les différents profils et définir 

les liens potentiels entre les échantillons. 

- Déterminer le pouvoir discriminatoire de la méthode statistique afin d’évaluer le 

profilage. 

Cette base de donnée se construit par l’ajout continu de profils des stupéfiants analysés dans 

différentes affaires policières. Cet ajout constant permet d’établir en permanence cette banque 

de données tout en augmentant la probabilité d’avoir des profils similaires entre les différentes 

affaires. En général, les comparaisons se font au sein d’un même laboratoire forensique car il 

est difficile de compiler des données provenant de laboratoires différents.  

Les outils statistiques utilisés pour la comparaison de profils se fondent sur des calculs 

statistiques utilisant des algorithmes de comparaisons30,31 permettant de dire si un profil est 

chimiquement lié ou non. D’autres études statistiques telles que les analyses supervisées et non 

supervisées utilisant des modèles mathématiques plus ou moins complexes permettent 

également de définir des liens entre plusieurs profils de stupéfiants.32 Toutes ces techniques 

statistiques seront très largement détaillées dans la partie I-6) en exposant le principe et les 

avantages de chacune de ces méthodes.  
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I-1-4)  Le profilage chimique des agents de coupage 

La quasi-totalité du profilage chimique effectué par les laboratoires de police scientifique se 

focalise donc sur le stupéfiant en étudiant sa composition chimique qui peut varier selon sa 

méthode d’extraction, des solvants organiques, des composés inorganiques et des agents de 

coupage utilisées pour son élaboration. Ce profilage est très efficace pour relier les profils 

chimiques d’affaires différentes. Cependant, les agents de coupage qui sont les composés 

majoritaires dans l’héroïne et la cocaïne sont très peu étudiés et ne sont pas systématiquement 

analysés par les laboratoires d’analyse forensique.33 Leur identification n’est pas simple à cause 

de l’étendue des agents de coupage utilisés (produits pharmaceutiques, sucres etc.), c’est 

pourquoi ces laboratoires se focalisent seulement sur le stupéfiant et ses produits dérivés. De ce 

fait, très peu d’informations sont disponibles sur les agents de coupage dans la littérature étant 

donné qu’ils sont peu étudiés.  

Dans cette partie nous nous intéresserons aux agents de coupage utilisés dans l’héroïne et la 

cocaïne en décrivant les molécules ajoutées, leur rôle dans le produit stupéfiant et à quel 

moment cet ajout intervient dans la chaine de distribution du stupéfiant. Enfin, nous verrons 

que quelques laboratoires forensiques commencent à s’intéresser à ces molécules avec diverses 

méthodes analytiques pour les analyser.   

 

I-1-4-1) Pourquoi des agents de coupage ? 

L’ajout d’agent de coupage dans le produit stupéfiant utilise deux classes de molécule qui ont 

des rôles très différents dans le produit final. En effet, on trouve dans un premier temps des 

produits diluants qui sont des molécules pharmacologiquement inactives et très faciles à se 

procurer (carbonates, sucres etc.) par les trafiquants et/ou producteur. Dans un dernier temps 

des produits adultérants, quant à eux, pharmacologiquement actifs et plus ou moins faciles à 

se procurer.34 Ces molécules sont ajoutées dans le but principal d’augmenter les profits par les 

vendeurs. Cependant, d’autres raisons expliquent également cet ajout d’adultérants. 35 

- La volonté d’augmenter et/ou de mimer les effets de la substance psychoactive : le 

but étant d’améliorer la qualité du stupéfiant ou de masquer la faible quantité de 

molécule psychoactive par l’ajout d’adultérants possédant des propriétés chimiques 

similaires. La partie I-1-4-2) décrit les molécules couramment retrouvées dans l’héroïne 

et la cocaïne de rue.    
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- La volonté de faciliter l’administration de la substance psychoactive : en effet, dans 

le cas de l’héroïne certains adultérants permettent de favoriser la diffusion du produit 

stupéfiant à plus faible température et ainsi faciliter le fumage de celle-ci.36  

Ces 2 hypothèses montrent que l’ajout des agents de coupage ne se fait pas de manière 

hasardeuse par les trafiquants mais de façon très stratégique.37  

 

I-1-4-2) Les agents de coupage utilisés dans l’héroïne et la cocaïne de rue 

Les propriétés chimiques des adultérants retrouvés dans l’héroïne et la cocaïne de rue sont 

décrits dans cette partie.  

Cas de l’héroïne de rue  

Dans les années 1970, les agents de coupage principalement utilisés étaient la caféine, le lactose 

et le mannitol dans les stupéfiants saisis en Europe.34 Au début des années 1980, on voit 

l’apparition de paracétamol et de procaïne en plus de la caféine. C’est à partir des années 1990 

que l’utilisation paracétamol-caféine devient très largement répandue. Aujourd’hui ces deux 

adultérants (Figure 4) sont les agents de coupage les plus retrouvés dans l’héroïne de rue. En 

effet, plus de 90% des saisies de stupéfiants en Europe contiennent ces 2 molécules en large 

quantité.5,38 

 

Figure 4 : Représentations des adultérants principaux retrouvés dans l’héroïne de rue : le paracétamol 

et la caféine 

Le paracétamol est une molécule aux propriétés analgésiques et antipyrétiques (lutte contre la 

fièvre) permettant de traiter une douleur aigue ou chronique. Cette molécule est disponible 

légalement en pharmacie et est le médicament le plus vendue en France. Cependant, cette 

molécule peut avoir des effets indésirables pour le foie car celle-ci est dégradée par le foie en 

divers produits de dégradation capables de détruire les cellules du foie (Au-delà de 4 g de 

paracétamol par jour). La caféine est un alcaloïde qui agit comme stimulant du système nerveux 
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central et présente naturellement dans les graines de caféier, de guarana ainsi que les feuilles de 

yerba maté et de théier. Cette molécule de caféine est légale et est actuellement le psychotrope 

le plus consommé dans le monde via le café ou le thé. La surconsommation de cette substance 

peut engendrer des troubles physiques et mentaux comme l’insomnie, les palpitations 

cardiaques ou l’anxiété.  

Cas de la cocaïne de rue  

La molécule de lidocaïne et les sucres étaient les 2 principaux agents de coupage retrouvés dans 

la cocaïne au début des années 1970.34 Au début des années 1990, la lidocaïne disparait au profit 

de la caféine et de la phénacétine.39 La molécule de lévamisole fait son apparition dans les 

années 2000 sur les continents Européen et Américain.40 Aujourd’hui les trois adultérants 

principaux (Figure 5) retrouvés dans la cocaïne de rue sont la phénacétine, le lévamisole et la 

caféine.34,41  

 

Figure 5 : Représentations chimiques des adultérants principaux retrouvés dans la cocaïne de rue : la 

phénacétine, le lévamisole et la caféine. 

La phénacétine est un analgésique possédant des propriétés proches du paracétamol qui agit 

sur les zones sensorielles de la moelle épinière. Depuis 1983, ce médicament a été retiré du 

marché car ce produit est responsable de cas de cancers du rein. Le lévamisole est un produit 

chimique utilisé par les vétérinaires pour traiter les vers intestinaux chez les animaux. Il est 

également prescrit chez l’humain pour traiter les polyarthrites chroniques (inflammations des 

articulations). Cependant ce produit peut procurer de graves effets secondaires comme 

l’apparition de nécroses sur la peau.42 

L’ajout de ces adultérants dans l’héroïne et la cocaïne de rue n’est donc pas anodin et permet 

d’accroitre la dépendance chez le consommateur. L’effet combiné de ces agents de coupage et 

le taux de concentration retrouvé dans l’héroïne et la cocaïne montre que les effets toxiques 

restent moins importants que ceux du stupéfiant en lui-même.43 L’ajout de ces 2 adultérants se 

traduit donc par la volonté de faire du profit et non d’intoxiquer le consommateur.34  
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I-1-4-3) A quel moment l’ajout des agents de coupage intervient-il ? 

Des études dans le temps ont montré que l’ajout d’agents de coupage détectés dans la cocaïne 

et l’héroïne l’était probablement durant la production du produit stupéfiant ou au début de la 

chaîne de distribution, avant importation ou après exportation. Il est fréquent, lors de saisies 

policières, de retrouver des agents de coupage purs en plus de l’héroïne ou de la cocaïne. Ceci 

montre que la quantité d’agents de coupage n’est pas assez importante pour pouvoir couper tous 

les lots de cocaïne et d’héroïne durant la production de ces stupéfiants.40  

Des études sur l’héroïne ont montré que son adultération avait lieu juste avant son exportation 

ou juste après son importation dans son pays de destination.37,44,45 Depuis plusieurs années, on 

estime que le paracétamol utilisé comme adultérant est du paracétamol illicite auquel est ajouté 

un colorant de couleur marron et qui ne provient pas des entreprises pharmaceutiques.46 Dans 

beaucoup de pays européens, des saisies de plusieurs kilos du mélange paracétamol-caféine 

ressemblant à l’héroïne base montrent que ce mélange est utilisé pour couper l’héroïne.5,38 Etant 

donné que le paracétamol et la caféine sont des adultérants systématiquement retrouvés dans 

l’héroïne ceci suggère que ce mélange est ajouté durant la production de celle-ci ou durant sa 

distribution.47  

Concernant la cocaïne, les adultérants détectés dans les stupéfiants saisis dans les aéroports 

suggèrent que le lévamisole est ajouté dans le pays de production contrairement à la phénacétine 

qui est ajouté après son importation en Europe. La caféine quant à elle est ajoutée soit avant 

son exportation ou après son importation dans le pays de destination.48 La saisie de phénacétine 

pure pour adultérer la cocaïne est fréquente dans le pays de destination.5  

Depuis que l’adultération a lieu au niveau de la chaine de production ou avant son exportation, 

l’origine du produit stupéfiant peut être un bon indicateur sur la présence et la composition des 

agents de coupage.37 A l’inverse la présence de certains adultérants donne des informations sur 

les réseaux de distribution utilisés par les trafiquants.49 En effet, à la fin des années 1980 la 

caféine était absente de l’héroïne dans les spécimens saisis en Turquie.50 Le lévamisole peut 

également être un marqueur pour traquer les réseaux de distribution de la cocaïne car il est 

détecté au niveau de la frontière Colombienne.51  

La variété d’adultérants repérée dans l’héroïne et la cocaïne diffère selon le pays. Ceci montre 

que le type et la composition des agents de coupage présents dans ces stupéfiants pourrait 

permettre de remonter à l’origine géographique et de mettre en évidence les différents réseaux 

de distribution. En effet, la cocaïne montre une grande diversité d’adultérants utilisés, il serait 
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donc intéressant de combiner le profilage chimique effectué sur les stupéfiants avec la 

composition des adultérants afin de pouvoir mettre en évidence un lien entre l’origine de la 

cocaïne et sa composition en agent de coupage.29  

 

I-1-4-4) Méthode analytique utilisée par les laboratoires forensiques pour le 

profilage chimique des agents de coupage 

Les laboratoires forensiques ont implémenté différentes méthodes analytiques afin d’étudier la 

composition chimique et l’identification des agents de coupage présents dans l’héroïne et la 

cocaïne. Les méthodes chromatographiques sont les plus utilisées, avec l’usage de solvants 

comme le méthanol et le chloroforme afin d’extraire les adultérants du stupéfiant. La séparation 

de ces composés se fait par GC-MS, HPLC-MS et HPLC utilisant un détecteur UV comme le 

rapporte la littérature.5,38,52 Ces approches permettent seulement de détecter le type 

d’adultérants retrouvés dans les saisies policières. La fréquence de certains types d’adultérants 

est rarement mentionnée, ce qui est préjudiciable pour pouvoir étudier les réseaux de 

distributions impliqués.  

Des études sur l’héroïne, montrent que des concentrations moyennes similaires en paracétamol 

et caféine ont été trouvées dans différents pays.38,47,53 Il est estimé en moyenne que le 

paracétamol est plus concentré que la caféine avec un taux variant de 1,2 à 2,2 fois la 

concentration en caféine. Ces résultats montrent une homogénéité dans les agents de coupage 

utilisés pour l’héroïne en Europe, notamment avec la présence systématique de caféine et de 

paracétamol. Contrairement à la cocaïne, qui montre une plus grande hétérogénéité sur la 

fréquence et la concentration des agents de coupage retrouvés dans les saisies policières.38,54  

Une autre méthode, l’irm-MS, mesurant le rapport isotopique en 2H/1H, 13C/12C et 15N/14N a été 

mise en place afin de pouvoir tracer et relier différentes sources de phénacétine retrouvée dans 

la cocaïne.55 Cette technique (détaillée dans le paragraphe I-2-2-1) s’intéresse à la mesure d’un 

isotope stable en abondance naturelle d’une molécule afin d’en étudier son origine. Les résultats 

ont montré que la méthode pouvait être seulement utilisée pour indiquer si la phénacétine 

provient du même lot et donc de la même source. Cependant, cette appareillage est encore très 

peu utilisé par les laboratoires forensiques dans le cadre du profilage chimique des agents de 

coupage.  
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I-1-4-5) Limites des méthodes analytiques disponibles 

A part s’intéresser au type d’adultérants utilisés dans la cocaïne et l’héroïne il y a très peu de 

méthodes répertoriées dans la littérature qui s’intéressent à la concentration et à la fréquence 

des agents de coupage retrouvés dans ces différents stupéfiants. De plus, l’analyse des agents 

de coupage n’est pas systématique par les laboratoires forensiques et donc l’information 

chimique obtenue sur ces molécules reste limitée. Une méthode utilisant l’analyse isotopique 

par irm-MS permet de tracer l’origine de la molécule et de distinguer une origine commune sur 

la phénacétine utilisée pour couper la cocaïne. Cette méthode reste néanmoins limitée car elle 

s’intéresse au rapport isotopique global de la molécule, soit une seule variable disponible. De 

plus, les variations du rapport isotopique en 13C et 15N sont très proches (moins de 1%) dans le 

cas de la phénacétine. Il est donc difficile de discriminer avec certitude les différentes sources 

de cette molécule, qui peuvent avoir un rapport isotopique global très proche mais provenir 

d’un lot différent.  

Contrairement au profilage chimique des agents de coupage, celui des stupéfiants est utilisé en 

routine par tous les laboratoires forensiques lors de saisies de stupéfiants. Cette méthode montre 

son efficacité pour établir « l’empreinte digitale » d’un stupéfiant afin de la comparer à une 

autre saisie et établir les différents réseaux de distribution. Néanmoins, avoir une technique 

complémentaire étudiant les agents de coupage serait un atout pour la police scientifique 

notamment lors de la saisie de mélange paracétamol-caféine ou de phénacétine pure. Nous 

allons voir dans la prochaine partie que les techniques analytiques mesurant les effets 

isotopiques totaux et position-spécifiques peuvent être des outils complémentaires pouvant 

dresser « l’empreinte digitale » d’une molécule afin de pouvoir retracer son origine.  
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I-2) Techniques analytiques de mesure des compositions 

isotopiques totales et position-spécifiques 

Plusieurs méthodes analytiques permettent la détermination de compositions isotopiques. Il 

existe des techniques mesurant les compositions isotopiques totales, renseignant sur la 

composition isotopique globale d’une molécule. D’autres permettent quant à elles de 

déterminer les compositions isotopiques position-spécifiques de manière partielle ou complète.  

La seule méthode isotopique utilisée jusqu’à présent pour le profilage des agents de coupage 

est la Spectrométrie de Masse de rapport isotopique (irm-MS). Celle-ci rentre dans la catégorie 

des méthodes mesurant la composition isotopique totale d’une molécule. L’inconvénient de 

cette technique c’est qu’elle ne donne que la composition isotopique moyenne d’une molécule.  

Dans le cadre du profilage des agents de coupage, la mesure position-spécifique pourrait être 

un outil supplémentaire afin d’établir un profil isotopique pour chaque échantillon. 

Historiquement, les premières mesures position-spécifiques ont été réalisées par fragmentation 

chimique ou biochimique suivi d’analyse irm-MS sur chaque fragment d’une molécule. La 

fragmentation étant réalisée par pyrolyse, mais celles-ci sont très peu répandues en routine du 

fait de la limitation de cette méthode pour les petites molécules.  

La méthode utilisant la RMN 2H isotopique (SNIF-NMR™) créée dans les années 1980 par les 

professeurs Martin56 est une alternative pour mesurer les effets isotopiques position-spécifiques 

et a déjà montré son efficacité sur un large panel de composés. Ensuite et plus récemment la 

RMN a été appliquée au carbone-13. Son évolution est prometteuse car elle s’appuie sur des 

développements récents à la fois instrumentale et méthodologique.  

Les différentes notations sur les isotopes stables seront décrites dans cette section. L’ensemble 

des techniques isotopiques mesurant les compositions isotopiques totales et position-

spécifiques seront également décrites.  
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I-2-1) Isotopes : Définition et notations 

 

Figure 6 : Définition et généralité sur les isotopes. Cas des différents isotopes du carbone  

Les généralités sur les isotopes sont décrites ci-dessus (Figure 6), avec l’exemple de l’atome 

de carbone. Il est important de distinguer deux types d’isotopes que sont les isotopes radioactifs 

(instables) et les isotopes stables. Ceux qui sont radioactifs émettent un rayonnement de 

particules notées α, β et γ. Dans le cadre de ces travaux, seuls les isotopes stables en abondance 

naturelle ont été étudiés.  

Le comportement chimique d’un atome est déterminé par sa structure électronique et peut 

différer selon sa masse. Les isotopes lourds (ex : 13C) ont tendance à réagir plus lentement que 

les isotopes légers (ex : 12C) d’un même élément. Cette différence de masse peut induire, lors 

de réactions chimiques, une légère variation de son abondance isotopique par rapport à sa valeur 

initiale.  
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Des paramètres spécifiques décrivent ces variations.57 Le rapport isotopique 𝑅 (Equation (1)) 

représente le rapport molaire entre l’isotope lourd et l’isotope léger d’un élément 𝐸. (Noté 𝐸ℎ  

et 𝐸𝑙  respectivement) 

𝑅 ( 𝐸/ 𝐸) =
𝑁( 𝐸)ℎ

𝑁( 𝐸𝑙 )

𝑙ℎ                                         (1) 

L’abondance isotopique 𝑥 (Equation (2)) représente la fraction molaire de l’élément le plus 

lourd : 

𝑥 ( 𝐸/ 𝐸) =
𝑁( 𝐸)ℎ

∑ 𝑁( 𝐸)
𝑗𝑘

1

𝑗ℎ                                      (2) 

Dans le cas du carbone 13 l’abondance isotopique 𝑥 serait calculée de la manière suivante : 

                          𝑥 ( 𝐶) =
𝑁( 𝐶)13

𝑁( 𝐶)+𝑁( 𝐶)1312
13   

Cependant les variations observées des deux premiers paramètres sont très petites, la 

composition isotopique δ (Equation (3)) exprimée en ‰ (pour mille) est donc utilisée pour 

étudier les variations entre un analyte et la référence internationale standard (𝑠𝑡𝑑). Pour le 13C, 

la référence internationale est le Vienna Pee Dee Belemnite (V-PDB) avec RV-PDB = 0,0112372. 

𝛿 𝐸𝑠𝑡𝑑 = (
𝑅( 𝐸/ 𝐸)𝑙ℎ

𝑅( 𝐸/ 𝐸)𝑠𝑡𝑑
𝑙ℎ

ℎ − 1) × 1000              (3) 

L’échantillon standard utilisé est riche en 13C, le rapport isotopique 𝑅( 𝐶/ 𝐶12 )13  est donc très 

souvent plus élevé que celui de l’analyte. Il est donc fréquent de retrouver des valeurs 𝛿( 𝐶)13  

négatives dans les produits organiques naturels.  

 

I-2-1-1) Isotopologues et isotopomères 

Deux molécules possédant la même formule chimique peuvent différer selon leur composition 

isotopique (Figure 7), c’est la notion d’isotopologues. Deux molécules possédant un nombre 

identique d’isotopes lourds d’un même élément au sein de leur structure à différentes positions 

sont nommées isotopomères.  
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Figure 7 : Différence entre un isotopologue et un isotopomère. Exemple avec la molécule d’éthanol. 

Les isotopologues différent uniquement selon leur composition en isotope tandis que les isotopomères 

ont le même nombre d’isotopes lourds qui différent par leur position dans la molécule.   

 

I-2-1-2) Fractionnement isotopique 

Le fractionnement isotopique est la modification de la composition isotopique durant une 

transformation, comme une réaction chimique (différence entre l’état initial et l’état final). 

Cependant si la conversion du substrat en produit final est complète, il n’y a pas de 

fractionnement observé. Si cette conversion est incomplète le facteur de fractionnement α pour 

deux états A et B est défini par l’équation 4 : 

𝛼𝐴−𝐵 =
𝑅𝐴

𝑅𝐵
                               (4) 

Si α < 1, l’état 𝐵 de la molécule est alors enrichi en isotope lourd (effet isotopique normal) et 

inversement (effet isotopique inverse). Par la présence d’isotopologues, une réaction 

incomplète favorisera donc une espèce isotopique plutôt qu’une autre, induisant une 

modification isotopique par apport au substrat. Pour des raisons pratiques, le fractionnement 

isotopique est exprimé comme le facteur d’enrichissement 휀 exprimé en ‰ (Equation 5) : 

휀 = (𝛼 − 1) × 1000              (5) 

 

I-2-1-3) Effets isotopiques 

La différence des abondances isotopiques dans les molécules naturelles organiques est dû aux 

propriétés physico-chimiques d’un isotope léger par apport à son isotope lourd. Les effets 
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isotopiques deviennent donc visibles lorsqu’ils vont produire un fractionnement, de nature 

physique ou chimique. 

On parle d’effet isotopique physique lorsque la différence de masse entre deux isotopes d’un 

même élément affecte ses propriétés physiques. Par exemple, dans le cas du deutérium qui 

possède une masse double par apport à l’atome d’hydrogène, cela induira une vitesse différente 

et donc un fractionnement isotopique. On rencontre ces phénomènes d’effets isotopiques 

physiques lors de purification ou durant une séparation. La centrifugation qui se base sur la 

masse des composés en suspension, est le phénomène de fractionnement le plus souvent 

rencontré.  

On parle d’effet isotopique cinétique au cours d’une réaction chimique ou biochimique 

lorsque le fractionnement isotopique est dû à l’influence des isotopologues sur la vitesse de 

réaction. Il y a deux facteurs qui peuvent contribuer : le premier étant la mobilité plus 

importante des isotopes légers par apport aux isotopes lourds, le deuxième étant la force des 

liaisons chimiques (plus importante avec les atomes lourds qu’avec les atomes légers). Par 

exemple, la probabilité de rompre une liaison possédant l’isotope 12C est plus grande qu’une 

même liaison contenant le 13C. Une réaction qui impliquerait une rupture de liaison de type X-

C aura donc très probablement un produit final appauvri en 13C. L’effet isotopique cinétique 

(𝐾𝐼𝐸) peut être calculé en fonction des constantes de vitesse des isotopologues légers (k 𝐶12 ) et 

lourds (k 𝐶13 )58 comme le décrit l’équation 6 : 

𝐾𝐼𝐸 =
k 𝐶12

k 𝐶13                             (6) 

Il existe également des effets isotopiques thermodynamiques liés à la différence d’énergie 

libre entre plusieurs isotopologues. Les espèces plus lourdes possèdent une énergie libre 

inférieure rendant le système plus stable. La constante d’équilibre étant plus faible explique leur 

grande inertie à réagir et à se concentrer dans les phases condensées. Par exemple, le 18O 

provenant de l’eau à tendance à s’accumuler dans les molécules de CO2 de l’atmosphère. Ce 

type d’effet thermodynamique explique les différences dans le fractionnement isotopique entre 

eaux marines, eaux de surface et nuages qui se forment par évaporation de l’eau.   

 

 

 



28 

 

I-2-2) Détermination de la composition isotopique totale 

La détermination de la composition isotopique totale s’est aujourd’hui étendue à un large panel 

d’applications comme les sciences forensiques, environnementales, l’archéologie et 

l’agroalimentaire.59 Parmi les techniques mesurant la composition isotopique totale il y a la 

Spectrométrie de Masse par torche à plasma (ICP-MS)60 et la Spectroscopie Infrarouge de 

rapports isotopiques (IRIS)61,62 qui sont des techniques peu communes. C’est la Spectrométrie 

de Masse de rapports isotopique (irm-MS) qui est la technique la plus utilisée depuis le début 

des années 1980 pour déterminer la composition isotopique globale d’une molécule.63  

 

I-2-2-1) L’irm-MS 

Les premiers travaux sur le développement de l’irm-MS ont eu lieu à la fin des années 1930 

avec les travaux de Nier64 puis des avancées méthodologiques ont été réalisées dans les années 

50 et 60.65 C’est seulement à partir des années 1970 que cet outil66,67 fut optimisé avant de 

connaitre un plein essor dans les années 1980.63  

L’irm-MS est actuellement la technique la plus utilisée pour la détermination de la composition 

isotopique d’atomes stables.68,69 Cet appareillage rend accessible la mesure du 2H, 13C, 15N, 18O 

et du 34S présent dans la structure de la molécule à analyser. L’analyse isotopiques des éléments 

comme le Cl et le Br est également accessible comme le décrit les travaux de Cincinelli et al.70  

Le principe de l’irm-MS est basé sur l’oxydation de la molécule par combustion dans un four 

d’oxydation à 1000 °C (contenant du cuivre et de l’oxyde de chrome). Les gaz formés (CO2, 

NxOy, H2, SO2 etc.) sont ensuite transmis dans un deuxième four à 600 °C (contenant du cuivre 

réduit) afin de subir une réaction de réduction. Les différents gaz (CO2, N2, H2O) passent ensuite 

dans un piège à eau puis par une colonne de type GC afin d’être séparés et analysés un par un. 

Pour mesurer la composition isotopique du 13C c’est le CO2 gaz qui permettra de la déterminer 

tandis que pour la composition isotopique 15N c’est le N2 gaz qui servira. Ensuite, le gaz étudié 

est introduit dans la source du spectromètre et ionisé par impact électronique (CO2
+. par 

exemple). Les différents isotopomères formés sont séparés par un champ magnétique puis 

collectés dans des coupes de Faraday réglées pour capter les ions de masse-sur-charge (m/z) 

spécifiques (soit 44, 45 et 46 dans le cas du CO2).  

Le calcul du rapport isotopique 𝑅 (Equation 1) est ainsi obtenu grâce à l’application d’une 

correction pour s’affranchir des différents isotopes de l’oxygène (17O et 18O).71,72 La 
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composition isotopique totale 𝛿13𝐶𝑏𝑢𝑙𝑘 est ensuite calculée à l’aide de l’équation 3. Toujours 

dans le cas du 13C, la référence internationale utilisée pour la comparaison est le Vienna-PeeDee 

Belemnite (V-PDB). Comme indiqué dans la partie I-2-1) la référence internationale étant riche 

en 13C, les compositions isotopiques totales calculées seront dans la plupart des cas négatives. 

Couplage de l’irm-MS : 

Ce type d’appareillage peut supporter plusieurs configurations comme le couplage à un 

Analyseur Elémentaire (irm-EA/MS) qui permet d’analyser un échantillon pur sous forme 

solide ou liquide, conditionné dans des capsules en étain ou en argent selon la nature de 

l’échantillon.  

Le couplage de l’irm-MS avec des systèmes chromatographiques tels que la GC (irm-GC/MS) 

ou l’HPLC (irm-LC/MS) en fonction de la volatilité des composés et de leur stabilité thermique 

est possible et nécessaire pour les composés organiques en mélange et est couramment utilisé 

par l’INPS pour les stupéfiants saisis tels que l’héroïne et la cocaïne. En effet, ce type de 

couplage permet de séparer les molécules en amont afin de mesurer en routine la composition 

isotopique globale de chaque molécule composant ce mélange. De plus, des procédures de 

dérivatisation sont réalisées lors de la préparation des échantillons pour obtenir des composés 

volatils et thermiquement stables à haute température pour être analysable par irm-GC/MS. 

 

I-2-2-2) Avantages et limites 

Les avantages de cette technique sont nombreux. En effet, cette méthode permet en routine de 

mesurer des compositions isotopiques totales avec une précision de 0,2‰ tout en utilisant une 

quantité très faible d’échantillon (1 mg). Pour la configuration irm-EA/MS, la pureté d’un 

échantillon doit être en général supérieure à 95% selon la nature de l’impureté afin que la 

composition isotopique totale mesurée ne soit pas biaisée par un mélange de molécules.  

Cependant, cette technique ne permet que de déterminer la composition isotopique totale 

𝛿13𝐶𝑏𝑢𝑙𝑘 de la molécule. Dans le cas de la mesure en 13C, l’intégralité de cet élément est 

converti en CO2 sans tenir compte de la position de chacun des carbones présents dans la 

molécule d’intérêt. Comme indiqué dans la partie I-1-4-5), la perte d’information engendrée est 

problématique lorsqu’on veut comparer le profil isotopique d’une molécule sur plusieurs 

échantillons. Utiliser une méthode capable de mesurer le profil isotopique sur chaque site 

carboné ou azoté pourrait aider à mieux discriminer les différentes origines des échantillons et 
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potentiellement mieux expliquer les profils observés. C’est pourquoi dans le cadre du projet 

FRIIME, nous avons utilisé l’Analyse Isotopique Position-Spécifique (PSIA) pour tracer 

l’origine des différents agents de coupage.  

 

I-2-3) Détermination de la composition isotopique position-spécifique 

L’utilisation d’outils déterminant la composition isotopique position-spécifique a déjà été 

implémentée dans les sciences forensiques.73 Dans le but de comparer le profil isotopique des 

différents agents de coupage il serait, probablement, plus intéressant de connaitre la 

composition isotopique site-spécifique de la molécule afin d’obtenir une comparaison plus fine 

des différences/similitudes de chaque échantillon. De plus, si la composition isotopique totale 

est similaire entre deux échantillons a-t-on la garantie qu’ils proviennent du même lot ? Il serait 

possible à priori d’observer la même composition isotopique totale mais différente sur chaque 

site de la molécule. L’utilisation de la PSIA peut donc s’avérer indispensable. Plusieurs 

méthodes analytiques ont été proposées dans le but de déterminer la composition isotopique 

position-spécifique d’une molécule et sont détaillées dans cette partie.     

 

I-2-3-1) La fragmentation 

Les premiers travaux sur la PSIA remontent au début des années 1960 avec les travaux de 

Ableson et al.74 Ils ont pu démontrer qu’au sein des composés d’origine naturelle, les 

groupements carboxyles (-COOH) des acides aminés sont plus riches en 13C que sur les autres 

sites carbonés de la molécule. Par la suite, Hayes et al. ont étudié des molécules tels que l’acide 

acétique,75 l’acétoïne76 et certains acides gras77 et ont montré une répartition différente des 

isotopes lourds au sein de ces molécules. La composition isotopique des petites molécules telles 

que l’acétone et l’isopropanol est encore étudiée à l’aide de cette technique.78  

Dans les années 1990, d’autres travaux ont permis d’utiliser cette technique sur des molécules 

de taille plus importante comme la caféine79 et le glucose.80 Dans le cadre de la dégradation 

chimique du glucose, celui-ci est dérivé en glucose-phényl triazole puis dégradé 

périodiquement en phenyl triazole aldéhyde contenant les carbones C1 + C2 + C3 du glucose, 

en acide formique contenant les carbones C4 + C5 ainsi qu’en formaldéhyde contenant le 

carbone C6.   
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Cependant, cette méthode présente quelques inconvénients. En effet, lors de la fragmentation 

d’une molécule le rendement doit être quantitatif, sinon un biais sur les valeurs sera mesuré à 

cause d’un éventuel fractionnement isotopique. La perte éventuelle de produit de dégradation 

peut également entrainer une modification de la composition chimique de l’échantillon, 

notamment sur des grosses molécules.  

Dans le but de pallier ces inconvénients, une méthode utilisant un couplage in situ avec un 

système chromatographique et l’irm-MS a été développée.  

 

I-2-3-2) Pyrolyse couplée à la SMRI (Irm-Py-GC/MS) 

La première référence dans la littérature d’un tel couplage date des travaux de Corso et Brenna81 

en 1997 et a permis de fragmenter le methyl palmitate en methyl esters de longueurs variables 

qui ont été séparés par GC avant d’être analysés par l’irm-MS. Cette méthode permet ainsi de 

déterminer la composition isotopique site-spécifique sur chaque site carboné de la molécule. La 

dégradation thermique via un four à pyrolyse coupe les liaisons chimiques grâce à l’énergie 

thermique élevée. Ce four est en quartz afin de résister aux grandes températures requises pour 

les analyses.  

Cette méthode fut étendue sur l’étude de petites molécules tels que l’acide acétique82 et 

l’éthanol83 et permet de relier l’origine des vinaigres84 en réalisation la PSIA de l’acide acétique 

qu’ils contiennent. Il est possible d’ajouter un système GC avant la pyrolyse des composés afin 

de les séparer en amont de l’analyse, c’est le cas pour l’éthanol contenu dans le vin, ce qui 

permet de s’affranchir d’une étape de purification.   

Il existe aussi de nombreuses limites sur cette méthode. La création de radicaux durant la 

pyrolyse peut créer des réactions secondaires non représentatives de la matrice initiale. Il n’est 

pas toujours possible de fragmenter la molécule pour chaque site carboné, comme dans le cas 

du Méthyl tert-butyl éther (MTBE) qui possède trois carbones mais ne peut être fragmenté que 

partiellement (en méthanol et isobutène).85 De plus, il n’est pas non plus possible d’utiliser cette 

technique sur des grosses molécules telle que la vanilline.86  
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I-2-3-3) La RMN quantitative 

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique d’analyse étudiant les noyaux 

de spin nucléaire non nul (1H, 2H, 13C, 15N, 19F, 31P etc.) sous l’effet d’un champ magnétique. 

Lorsque ces noyaux sont soumis à un champ radiofréquence, appliqué sous la forme 

d’impulsions, les noyaux absorbent cette énergie puis la restitue lors de la relaxation.  

Un noyau atomique est assimilé à une sphère chargée. La rotation de ces charges (protons et 

neutrons) confère un moment magnétique µ⃗  au noyau atomique considéré. Cependant, les 

isotopes composés d’un nombre pair de neutrons et de protons ont un nombre quantique de spin 

nul et ne possède donc pas de spin nucléaire. Le 12C abondant à 98,9% ne possède donc pas de 

spin nucléaire contrairement au 13C qui lui est peu abondant à 1,1%.  

Sous l’effet d’un champ magnétique 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ , tous les moments magnétiques µ⃗  vont subir un 

mouvement de précession autour de l’axe 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ , appelé communément précession de Larmor. 

Chaque moment magnétique possède sa vitesse de précession propre et la somme vectorielle 

de ces moments est représentée par l’aimantation �⃗⃗� . En se plaçant dans un référentiel, dit du 

laboratoire (axes : x, y, z) le vecteur aimantation �⃗⃗�  peut être représenté selon l’axe 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ . (Figure 

8) 

 

Figure 8 : Equilibre initial du système soumis au champ 𝐵0
⃗⃗ ⃗⃗  avant l’utilisation d’une impulsion RF.  

Grâce à une impulsion radiofréquence (RF) et un champ 𝐵1
⃗⃗⃗⃗ , perpendiculaire à 𝐵0

⃗⃗⃗⃗ , l’aimantation 

�⃗⃗�  va être basculée perpendiculairement au champ 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ . (Figure 9) 
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Figure 9 : Application de l’impulsion RF : apparition du champ B1 qui bascule l’aimantation dans le 

plan transversal.  

La puissance et la durée des impulsions RF peuvent être calibrées pour obtenir l’angle désiré 

de bascule. Une fois cette impulsion effectuée, le champ 𝐵1
⃗⃗⃗⃗  est interrompu, ce qui a pour effet 

de faire revenir le système à l’équilibre, c’est-à-dire le long de 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ . Ce phénomène de retour à 

l’équilibre est appelé relaxation.  

Lors d’une expérience RMN, les signaux S obtenus sont proportionnels aux nombres de noyaux 

N résonnant à une fréquence donnée (si la relaxation de l’atome étudié est complète). Celui-ci 

est dépendant du nombre de moles d’une molécule (Equation 7)  

𝑆 = 𝑘 × 𝑁                           (7) 

𝑘 représente les facteurs à prendre en compte pouvant affecter le rapport de proportionnalité 

entre le nombre de noyaux entrant en résonance et l’intensité du pic observé (conditions de 

mesures, état du spectromètre, température de la sonde etc.). La partie I-3-1) détaille les 

conditions d’acquisition à prendre en compte pour se placer dans les conditions quantitatives.  

La technique utilisant la RMN dans des conditions quantitatives a déjà montré son efficacité 

pour mesurer la composition isotopique site-spécifique de manière répétable et reproductible 

sur un large panel d’applications.87 C’est donc dans cette optique que nous avons utilisé cet 

appareillage afin d’établir un profil chimique isotopique pour chaque site des molécules 

étudiées durant cette thèse.  
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I-2-3-4) irm-2H NMR : principe, applications et limites 

La mesure isotopique par RMN a été initialement développée pour le noyau 2H. Cette méthode 

fût instaurée sous le nom de SNIF-NMRTM (Site-Specific Natural Fractionation) par les 

professeurs Martin au début des années 1980.56  

Cette technique est basée sur la détermination des aires en conditions quantitatives qui sont 

directement proportionnelles à l’isotope considéré. Le tétraméthyle urée est utilisé comme 

référence interne avec un rapport (D/H) connu. L’abondance isotopique du deutérium étant très 

faible on considère que 𝑥𝑖 = 𝑅𝑖 = (
𝐷

𝐻
)
𝑖
. Ceci permet ensuite par comparaison des aires de 

déterminer le rapport (D/H) de chaque site 𝑖 de la molécule selon l’équation 8 

(
𝐷

𝐻
)
𝑖
= (

𝐷

𝐻
)
𝑟𝑒𝑓

×
𝑆𝑖

𝑆𝑟𝑒𝑓
×

𝑃𝑖

𝑃𝑟𝑒𝑓
×

𝐶𝑟𝑒𝑓

𝐶
                      (8) 

(
𝐷

𝐻
)
𝑖
 et (

𝐷

𝐻
)
𝑟𝑒𝑓

 le rapport isotopique du site 𝑖 de la molécule d’intérêt et de la référence.  

𝑆𝑖  et 𝑆𝑟𝑒𝑓 représentent la surface du signal 𝑖 de la molécule d’intérêt et de la référence.  

𝑃𝑖  et 𝑃𝑟𝑒𝑓 représente le nombre de protons équivalents associés au site 𝑖 de la molécule 

d’intérêt et de la référence.  

𝐶 et 𝐶𝑟𝑒𝑓 représentent la concentration molaire de la molécule d’intérêt et de la référence.  

Aujourd’hui, cette technique est largement utilisée pour l’analyse de l’authenticité du vin, les 

spiritueux, le miel, le sucre et le vinaigre dont le but est de contrôler l’origine des différentes 

molécules présentes dans ces matrices.87 Pour définir l’authenticité du vin c’est la molécule 

d’éthanol qui est étudiée afin de détecter l’ajout de sucres.88 C’est la seule méthode permettant 

de contrôler l’authenticité des vins et elle fût officiellement adoptée par l’Organisation 

Internationale du Vin et de la Vigne en 1990.89 C’est également la méthode de détection 

officielle de l’ajout de sucre dans le jus de fruit et le sirop d’érable.90,91 Elle permet également 

de contrôler la qualité de certains molécules aromatiques tels que la vanilline92 ou de certains 

huiles essentielles.93  

Malgré l’efficacité de cette méthode, celle-ci présente quatre limites majeures : (i) la faible 

sensibilité du 2H, (ii) la faible gamme de déplacement chimique conduisant à des recouvrements 

de signaux sur le spectre 2H, (iii) la faible dynamique moléculaire du 2H dû à la relaxation 

quadripolaire et (iv) les potentiels échanges avec le solvant utilisé. De ce fait, cette technique 
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est limitée aux petites molécules (< 300 g/mol). C’est pourquoi, depuis une dizaine d’années, 

une nouvelle méthode de mesure des rapports isotopiques site-spécifiques fût réalisée sur le 

13C.  

 

I-3) La RMN mono-impulsionnelle isotopique du 13C (irm-
13C NMR « one-pulse ») 

La détermination des rapports isotopiques site-spécifiques 13C par RMN94 est une technique 

très récente car elle demande une précision adéquate sur la détermination des surfaces. En effet, 

la gamme de déviation isotopique 2H est de 500‰ impliquant une précision de 1% sur les 

mesures tandis que la gamme de déviation isotopique 13C est de l’ordre de 50‰. Il apparait 

donc indispensable d’avoir une précision de 1‰ pour pouvoir observer les variations 

isotopiques entre différents échantillons en 13C.  

Le développement de l’irm-13C NMR peut s’appuyer sur l’avantage d’avoir une grande gamme 

de déplacement chimique (250 ppm) induisant une probabilité faible de recouvrement de 

signaux rendant cet outil puissant afin d’obtenir la composition isotopique position-spécifique 

de nombreuses molécules organiques. 

Au cours du développement de cette technique, Singleton et al. ont démontré la possibilité de 

mesurer les effets isotopiques site-spécifiques relatifs en étudiant les fractionnement 

isotopiques issus de la réaction de Diels-Alder.95 Cependant cette méthode ne fournit pas le 

profil isotopique 13C intramoléculaire complet de la molécule. De plus les conditions 

expérimentales utilisées par ces auteurs ne permettent pas d’obtenir une répétabilité ou une 

justesse de l’ordre de quelques pour milles. 

 

I-3-1) Conditions d’acquisitions pour la RMN isotopique  

Lors de la transposition de l’irm-2H NMR en irm-13C NMR celle-ci a nécessité la prise en 

compte de quatre paramètres déterminants pour la justesse et la précision : (i) La stabilité du 

spectromètre RMN, (ii) le rapport signal sur bruit (S/B), (iii) le couple temps de répétition / 

l’angle d’impulsion (TR/) et (iv) les conditions de découplages proton. 
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I-3-1-1) Notion de justesse et précision 

Avant d’introduire les différentes conditions d’acquisition à respecter pour la RMN isotopique 

il est important d’introduire la notion de justesse et précision qui seront des termes utilisés dans 

cette partie. Pour définir le terme de précision (fidélité) il est possible de l’évaluer en utilisant 

les termes de répétabilité et reproductibilité.  

La répétabilité d’une mesure définit l’écart type sur une même analyse qui est répétée n fois 

dans des conditions strictement identiques et dans un cours laps de temps. La reproductibilité 

représente l’écart type de la mesure reproduite n fois dans des conditions strictement identiques 

mais en changeant d’opérateur, d’instrument ou d’échantillon dans un intervalle de temps plus 

ou moins long.  

Dans le cas d’une expérience RMN, la répétabilité est évaluée sur une série de mesures 

consécutives (généralement 5) dans des conditions identiques et sur le même tube. La 

reproductibilité intra-laboratoire est établie en effectuant cette même analyse sur un échantillon 

préparé plusieurs fois sur un long intervalle de temps. Dans les 2 cas, un écart type est calculé 

sur les n résultats et permet d’exprimer la précision de la méthode.   

La justesse s’exprime généralement en terme de biais et représente l’écart entre la valeur 

moyenne obtenue sur une large série de résultats et une valeur de référence acceptée.96 Ce 

paramètre est important quand il s’agit de faire une inter-comparaison ou lors de 

l’implémentation d’une nouvelle méthode analytique.  

L’exactitude représente le degré de concordance entre le résultat obtenu et la « valeur vraie » 

de celle-ci. C’est la combinaison de la justesse et de la fidélité d’une méthode analytique. Les 

différents termes métrologiques énoncés dans cette partie sont représentés sur la Figure 10.  
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Figure 10 : Représentation schématique des différents termes métrologiques avec en : A) la 

représentation de la justesse d’une méthode avec une mauvaise précision, B) la représentation de la 

précision d’une méthode avec une mauvaise justesse et C) représente le résultat exact provenant d’une 

méthode juste et précise.  

La robustesse est la capacité d’une méthode analytique à obtenir le même résultat lorsque 

certains paramètres de l’analyse sont modifiés. Il est difficile en pratique de maitriser 

rigoureusement certains paramètres tels que la température, l’expérimentateur, l’appareillage, 

etc. Lors d’une expérience RMN, la robustesse est déterminée en calculant les écarts-types sur 

n résultats lorsqu’un ou deux paramètres sont variés volontairement. Pour utiliser une méthode 

analytique en routine il est nécessaire de déterminer les paramètres qui peuvent faire varier les 

résultats et la relation qui peut les lier.  

 

I-3-1-2) Rapport S/B et précision 

Pour la RMN, le rapport signal sur bruit (𝑆/𝐵) limite le niveau de précision sur la 

quantification.97 Ce rapport 𝑆/𝐵 est relié à l’erreur relative minimale  
∆𝑆

𝑆
 de la surface du pic 𝑆 

par l’équation 8 : 

∆𝑆

𝑆
≥

1

2×(𝑆 𝐵⁄ )
                  (8) 

Le rapport gyromagnétique du 13C est 4 fois inférieur à celui du 1H, son abondance naturelle 

est également faible (1,1%) et nécessite une importante accumulation du signal afin d’optimiser 

le rapport (𝑆/𝐵). Le bruit s’accumule de manière aléatoire tandis que le signal le fait de façon 
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cohérente au fur et à mesure du nombre de scans utilisés. Dans le cadre d’une mesure isotopique 

par RMN la précision recherchée est de 1‰ et nécessite un (𝑆/𝐵) égal à 500 au minimum.98  

 

I-3-1-3) Délai de répétition (TR) et angle d’impulsion α 

Deux autres paramètres pouvant influencer la précision et la justesse des mesures sont à prendre 

en compte pour que l’expérience RMN soit quantitative, il s’agit du délai de répétition (𝑇𝑅) qui 

correspond au délai entre deux scans et de l’angle 𝛼 de l’impulsion radiofréquence. (Figure 11) 

 

Figure 11 : Représentation d’une séquence RMN impulsionnelle classique en 13C. α : angle de 

l’impulsion RF, AQ : Temps d’acquisition, TR : Temps de répétition et D1 : délai de relaxation. 

Afin d’obtenir un rapport (𝑆/𝐵) maximal l’angle de basculement de l’aimantation 𝛼 doit être 

optimal. Il a été démontré que l’angle d’impulsion à utiliser pour réaliser des mesures 

quantitatives doit être un angle de 90°.99 Ces impulsions de 90° seront donc appliquées 

successivement pour obtenir des mesures quantitatives avec la précision requise.  

Une fois l’impulsion effectuée avec l’angle requis (90°) le système d’aimantation a besoin d’un 

certain temps afin de pouvoir revenir à l’équilibre c’est-à-dire le long de 𝐵0
⃗⃗⃗⃗ . Ce délai est 

gouverné par le temps de relaxation longitudinale, noté T1.  

Le temps de relaxation longitudinale est variable et dépend des noyaux étudiés en fonction de 

leur environnement chimique. Le temps de répétition 𝑇𝑅 doit être suffisamment long pour 

permettre le retour de l’aimantation à l’équilibre de chaque noyau entre deux scans successifs. 

Dans le cas où le 𝑇𝑅 est trop court pour permettre un retour total à l’équilibre, l’aimantation 

atteint une valeur d’équilibre 𝐼𝑒𝑞 exprimée par l’équation 9 : 

𝐼𝑒𝑞 =
(1 − 𝑒−𝑇𝑅 𝑇1⁄ ) × 𝐼0  

1−(𝑒−𝑇𝑅 𝑇1⁄  × cos𝛼)
                              (9) 

Avec 𝐼0 valeur initiale de l’aimantation et 𝛼 l’angle d’impulsion utilisé.  
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Il en résulte une erreur relative due au phénomène de saturation partielle et l’aire mesurée à la 

fin de l’expérience ne sera plus uniquement proportionnelle au nombre de noyaux résonnants 

et donc non quantitative. L’erreur maximale commise (𝐸𝑟) dépend du noyau ayant le plus long 

temps de relaxation 𝑇1 et peut être calculée par l’équation 10 : 

𝐸𝑟 =
𝑒−𝑇𝑅/𝑇1   × (1−cos𝛼) 

1−(𝑒−𝑇𝑅 𝑇1⁄  × cos 𝛼)
 ; pour 𝛼 = 90° , 𝐸𝑟 = 𝑒−𝑇𝑅/𝑇1                 (10) 

Il est ainsi possible d’estimer l’erreur commise en fonction du temps de répétition utilisé pour 

une valeur de T1 donné. (Tableau I)100  

Tableau I : Influence du temps de répétition en fonction de la justesse de la mesure RMN  

𝑻𝑹/𝑻𝟏 𝑬𝒓 

3 5% 

5 1% 

7 1‰ 

 

Pour une justesse de 1‰, le temps de répétition doit par conséquent être égal ou supérieur à 7 

fois le T1 maximal de la molécule considérée afin de minimiser l’erreur commise. En pratique, 

c’est un délai de 10 fois le T1 maximal de la molécule qui est choisi afin d’éliminer totalement 

l’Effet Overhauser Nucléaire (nOe) qui pourrait apparaître, voir partie I-3-2-1).  

L’inconvénient majeur de cette technique réside donc dans le temps d’expérience dû au T1 

maximal long en 13C (> 10 s) et au TR utilisé. C’est pourquoi un complexe paramagnétique a 

été employé afin de réduire le T1 de la molécule. L’agent de relaxation employé est le tris-

acétylacétonate de chrome III (Cr(Acac)3).
101 La concentration de ce complexe est déterminée 

pour obtenir des durées d’expériences acceptables.  

 

I-3-2) Implantation de la RMN isotopique du 13C  

Tous les paramètres évoqués dans la partie précédente ont été pris en compte pour 

l’implémentation de l’irm-13C NMR. Sans cela, l’exactitude visée de 1‰ ne serait pas possible 

car les conditions quantitatives ne seraient pas respectées. De plus, d’autres paramètres 
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spécifiques à la séquence « one-pulse » utilisée pour l’irm-13C NMR tel que le découplage et 

les effets d’offset doivent être optimisés pour rendre la séquence le plus robuste possible.  

Cette partie présente dans un premier temps la séquence irm-13C NMR « one pulse » et ses 

améliorations la rendant viable pour l’analyse isotopique en 13C. Dans un second temps le 

traitement des spectres pour obtenir les compositions isotopiques position-spécifiques en 13C 

sera évoqué.  

 

I-3-2-1) Qualification d’un spectromètre : découplage et offset 

Lors de l’acquisition en 13C, la présence d’un couplage scalaire entre un noyau 1H et 13C va 

entraîner, après transformation de Fourrier, un massif sous forme de multiplets. Le signal 

obtenu sera éclaté sur le spectre dû à l’interaction des spins des différents noyaux considérés à 

travers la liaison chimique. Pour s’affranchir de ces interactions il est nécessaire d’effectuer un 

découplage qui permettra d’obtenir un spectre 13C sous forme de singulets. En effet, il est plus 

aisé de réaliser l’intégration de singulet lors de la quantification du signal RMN qu’avec des 

multiplets. De plus, l’intensité observée avec des singulet est beaucoup plus importante, ce qui 

permet d’avoir un meilleur 𝑆/𝐵 et une meilleure précision sur la mesure. (Figure 12) 

Comme évoqué dans la partie I-3-1-3), il existe un inconvénient majeur du découplage qui est 

dû à la présence de l’Effet Overhauser Nucléaire (nOe) qui va induire une variation de la surface 

des pics. Lorsqu’un couplage dipolaire existe entre deux noyaux proches dans l’espace, un 

transfert de polarisation s’établit lorsqu’un des deux noyau est irradié. Par exemple dans le cas 

d’une acquisition en 13C découplé 1H, un transfert de polarisation du 1H au 13C va se mettre en 

place lors du découplage. L’amplification du signal d’un carbone quaternaire ou d’un CH2 ne 

sera pas la même, ce dernier pourra être amplifié jusqu’à 2 fois tandis que le carbone quaternaire 

ne le sera quasiment pas.  
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Figure 12 : Spectre 13C de la vanilline A) sans découplage et B) avec découplage 1H. 

Il apparaît indispensable de supprimer ce nOe afin d’avoir une mesure quantitative, c’est-à-dire 

proportionnelle uniquement au nombre de noyaux qui résonnent à une fréquence donnée. Pour 

cela, le découplage 1H est réalisé uniquement durant le temps d’acquisition (AQ) et pendant 

une courte durée (AQ = 1s). Lorsque ce découplage est stoppé durant le temps de répétition, le 

nOe va disparaitre. Un délai correspondant à 10 × 𝑇1𝑚𝑎𝑥 du composé analysé est utilisé afin de 



42 

 

s’assurer de la disparition totale du nOe entre chaque scan. Ce type de séquence est nommé 

découplage en créneaux inverses ou « inverse-gated decoupling ». (Figure 13) 

 

Figure 13 : Séquence mono-impulsionnelle 13C utilisant un découplage 1H en créneau inverse afin de 

minimiser l’influence du nOe. Le temps de répétition (TR) est égale à D1 + AQ. 

Concernant le découplage, l’objectif est d’observer le spectre haute résolution d’un spin S 

pendant que la démultiplication des raies due au couplage avec un autre noyau I est supprimée. 

Il est nécessaire que l’écart en fréquence observé entre les raies d’un même spin S soit réduit à 

une valeur tellement faible qu’il ne soit plus résolu et par conséquent plus observable sur le 

spectre. Dans l’exemple choisi, les spins du noyau 1H doivent être continuellement inversés 

durant l’observation des spins du 13C afin de supprimer l’influence du couplage et observer des 

singulets. La vitesse de l’inversion des spins 1H doit être rapide par apport à 1/J1H-13C, il est donc 

plus aisé de découpler en présence d’une petite constante de couplage.  

Dans le cas d’une expérience irm-13C NMR « one-pulse », le découplage doit être homogène et 

efficace sur une large gamme de déplacement chimique. C’est pourquoi des impulsions de types 

adiabatiques ont été utilisées pour compenser les inhomogénéités de champ et les effets d’off-

résonnance.102,103 En effet, les 1H ayant des déplacements chimiques éloignés de la fréquence 

d’impulsion peuvent ne pas être correctement découplés. Le découplage par impulsions 

adiabatiques est l’élément majeur qui s’affranchit de ce problème et permet la répétabilité des 

mesures avec la précision souhaitée.  

Lors du développement de cette séquence, il est apparu que les conditions du découplage 1H 

jouaient un rôle important sur la surface des pics obtenues. C’est pourquoi, il a été choisi 

d’évaluer la précision et la justesse de la séquence irm-13C NMR « one-pulse » utilisant un 

découplage 1H adiabatique en faisant varier l’offset de découplage en balayant l’intégralité de 

la gamme 1H. Pour mesurer cette efficacité du découplage une molécule bi-marquée en 13C 

comme l’éthanol et l’acide acétique a été utilisée. Ces 2 molécules sont complémentaires, 

l’éthanol permet d’apprécier l’efficacité du découplage en présence d’un couplage 1H-1H 
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homonucléaire tandis que l’acide acétique, qui possède une gamme de déplacement chimique 

4 fois plus grande que l’éthanol, permet d’évaluer l’efficacité du découplage sur une large 

gamme 13C.  

Le signal RMN de chaque 13C de la molécule bi-marquée à 100% donne un doublet représentatif 

du couplage 13C-13C de la molécule. Ces 2 doublets provenant du même isotopologue, leurs 

aires respectives doivent être strictement égales, avec un ratio entre ces 2 massifs égal à 1 et par 

conséquent Δ (‰) = 0. Cette variation relative Δ (‰)  est la différence d’aire entre les 2 signaux 

de l’éthanol (équation 11) et est représentative de la précision de l’irm-13C NMR « one-pulse » 

permettant ainsi de qualifier le spectromètre pour la mesure isotopique :  

𝛥 (‰) = (
𝑓𝐶𝐻2

0,5
− 1) × 1000                       (11) 

𝑓𝐶𝐻2, est la fraction molaire du site CH2 de la molécule d’éthanol expérimentalement 

déterminée à partir de la surface des doublets. Théoriquement cette valeur de 𝑓𝐶𝐻2 doit être 

identique à 0,5 puisque les deux doublets CH2 et CH3 sont uniquement les produits de 

l’isotopomère bi-marqué. Par conséquent Δ (‰) = 0 dans le cadre d’une mesure exacte (précise 

et juste).  

Les travaux de Tenailleau et al. en 2007,103 ont permis d’évaluer différents types de découplage 

adiabatique sur de l’éthanol et de l’acide acétique bi-marquée en 13C tout en faisant varier la 

fréquence de découplage. (Figure 14) 

 

Figure 14 : Variation des intensités relatives (Δ) en fonction de l’offset de découplage 1H de deux 

échantillons bi-marqués : l’acide acétique (-●-) et de l’éthanol (-■-). Les expériences de découplages 

ont été réalisées avec une séquence WALTZ-16 (a) ou une séquence utilisant des impulsions cos/OIA103 

(b). 

Il a été démontré que l’utilisation d’impulsions adiabatiques de type Cos/OIA permettait 

d’obtenir la précision requise de 1‰. Le paramètre Δ représente l’erreur exprimée en ‰ qui est 
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un excellent indicateur de la précision avec la molécule d’éthanol. C’est ce type d’impulsions 

qui a ensuite été utilisée dans diverses applications répertoriées dans la partie I-3-3).  

Les travaux de Bayle et al. en 2014,104 ont démontré que la précision et la justesse d’un 

spectromètre RMN pouvaient être évaluées sur divers molécules organiques avec une gamme 

de déplacement chimique en 13C différente. Concernant la justesse d’un spectromètre RMN, 

l’acide acétique est un bon indicateur puisqu’elle possède une fonction carboxylique avec un 

grand déplacement chimique (180 ppm). Si l’erreur relative Δ (‰) est proche de 0 ceci indique 

que le spectromètre RMN fournit les valeurs « vraies » de la composition isotopique. Dans le 

cas contraire, la filiation isotopique d’une molécule n’est pas possible directement et nécessite 

un calibrage. Cependant, la comparaison relative d’un profil isotopique reste possible sur un 

même spectromètre RMN si le critère de précision de 1‰ est respecté.  

  

I-3-2-2) Calcul des compositions isotopiques position-spécifiques 

Une particularité de l’irm-13C NMR par apport à l’irm-2H NMR est la présence de pics satellites 

dus au couplage 13C avec le 13C voisin. Celui-ci doit être pris en compte sinon une erreur 

moyenne de 1,1% sera induite, soit 11‰ sur la composition isotopique. La surface du pic du 

carbone en position 𝑖 étudié doit être corrigée par un facteur compensant cette perte d’intensité 

due au couplage 13C-13C selon l’équation 12 : 

𝑆𝑖 = 𝑆(1 + 𝑢 × 0,011)                  (12) 

𝑆𝑖 étant la surface correcte du pic en position 𝑖, 𝑆 la surface du pic mesurée en position 𝑖, 𝑢 le 

nombre de carbones directement liés au carbone considéré en position 𝑖 et 0,011 représente 

l’abondance relative naturelle du 13C. Ce calcul suppose une résolution suffisamment correcte 

entre le pic d’intérêt et les pics satellites (Figure 15). 
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Figure 15 : Spectre RMN 13C découplé 1H acquis avec la séquence « one-pulse ». Présence d’un doublet 

dû au couplage 13C-13C induit par un isotopologue de la molécule.  

Deux stratégies peuvent être considérées pour calculer l’abondance isotopique (𝑥𝑖) position-

spécifique de la surface du pic 𝑆𝑖. 

La première consiste à calculer la fraction molaire 𝑓𝑖 pour chaque position selon l’équation 13 : 

𝑓𝑖 =
𝑆𝑖

∑ 𝑆𝑖𝑛
                                       (13) 

Pour ensuite déterminer l’abondance isotopique 13C en position 𝑖 (𝑥𝑖) selon l’équation 14 : 

𝑥𝑖 = 𝑥𝑏 ×
𝑓𝑖

𝐹𝑖
                                  (14) 

Ici, 𝑥𝑏 représente l’abondance isotopique globale déterminée par irm-MS et 𝐹𝑖 la fraction 

molaire statistique du carbone considérée en position 𝑖. Cette approche requiert que les mesures 

irm-MS soient viables et que chaque signal obtenu en irm-13C NMR puisse être intégré. Les 

résultats peuvent ensuite être exprimés en composition isotopique δ selon l’équation 3.  

La deuxième stratégie consiste à utiliser une référence interne en irm-13C NMR comme pour la 

méthode irm-2H NMR. Cependant, celle-ci ne sera pas utilisée dans la suite des travaux de thèse 

car elle est difficile à mettre en place en routine et fait encore l’objet de développements 

méthodologiques dans le cadre d’une autre thèse.105,106  
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I-3-3) Applications et limites de la RMN isotopique du 13C « one-pulse » 

La méthodologie utilisant l’irm-13C NMR « one-pulse » décrit dans les sections précédentes a 

conduit à une étude inter-laboratoire montrant que cette technique peut être utilisée comme 

méthode de routine.107 L’implémentation de l’irm-13C NMR a ouvert la voie pour de nouvelles 

applications dans un large spectre de domaines qui n’étaient pas accessibles en utilisant l’irm-

2H NMR, compte tenu des problèmes de sensibilité et de résolution spectrale. Cette partie 

illustre les applications potentielles de l’irm-13C NMR utilisant la séquence « one-pulse ».  

Cette méthode a été utilisée pour étudier la composition isotopique de produits de synthèses 

tels que les principes actifs pharmaceutiques (API). La contrefaçon de médicaments est un des 

marchés noirs les plus prolifiques du monde, dans ce contexte l’irm-13C NMR permettrait une 

meilleure définition de la signature isotopique 13C de l’API selon les matières premières 

utilisées, le type de réaction impliquée dans la violation de brevet et son origine géographique. 

Des premiers travaux menés par Silvestre et al.,108 ont montré l’efficacité de la méthode irm-

13C NMR en appliquant la séquence « one-pulse » en discriminant l’origine de deux molécules 

pharmaceutiques : l’aspirine et le paracétamol. Ce résultat montre le potentiel de la méthode 

afin de détecter la contrefaçon et la violation de brevet dans l’industrie pharmaceutique.  

Le même protocole pourrait être appliqué à n’importe quelle molécule organique mais pour 

certaines d’entre elles une faible solubilité ou l’existence de formes isomères empêche la 

mesure directe de la composition isotopique. L’analyse du glucose, du glycérol101 et du fructose 

est un bon exemple car des isomères sont présents en solution. Une étape de dérivation est 

nécessaire afin de pouvoir étudier ces molécules. Gilbert et al., ont proposé une stratégie pour 

réaliser la PSIA en 13C sur le glucose, le fructose et le sucrose.109,110 Une importante attention 

sur l’utilisation de l’irm-13C NMR doit être apportée pour obtenir une précision de 1‰. En 

effet, ces molécules possèdent des fonctions chimiques -OH libre. La présence de traces en 2H 

issues du solvant deutéré comme du HDO résiduel peut entrainer l’apparition de nouveaux pics 

et ainsi une source d’erreur sur la détermination du 𝛿 𝐶13
𝑖.

111 Par l’utilisation d’un solvant 

deutéré plus judicieux comme le DMSO-d6 les auteurs ont montré que la composition en 13C 

intramoléculaire des sucres est significativement différente selon son métabolisme 

photosynthétique (C3, C4 et CAM).112,113 Ainsi l’irm-13C NMR peut être utilisée pour 

déterminer l’origine de ces sucres. Une autre application originale de cette méthode consiste à 

étudier l’adultération de la tequila par d’autres alcools moins chers provenant de la canne à 

sucre ou du maïs. Une fois le lien isotopique effectué entre le sucre et l’alcool correspondant,114 
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l’irm-13C NMR est capable de distinguer l’éthanol pur provenant de la tequila (l’agave, plante 

CAM) d’autres sources incluant l’origine C4 des plantes (maïs et canne à sucre).  

Un autre type d’application a été rapporté par Diomande et al.,115 sur des xanthines naturelles 

tels que la caféine, la théobromine et la théophylline qui sont des molécules présentes dans le 

café, le thé, le guarana, le cacao et la noix de kola. L’authentification de l’origine de ces 

molécules est un enjeu majeur pour le consommateur afin de s’assurer de l’origine du produit 

en fonction du label utilisé. Le problème majeur de ces composés étant leur faible solubilité 

dans les solvants organiques les auteurs ont proposé une double stratégie : (i) la dérivation 

chimique de la théobromine et théophylline en caféine et (ii) l’utilisation d’une cryosonde en 

irm-13C NMR afin d’augmenter la sensibilité. Différents types de caféine issus de produits 

commerciaux et naturels de café, de thé et de cacao après dérivation de la théobromine ont été 

analysés par irm-13C NMR. Ils ont montré que la gamme de 𝛿 𝐶13
𝑖 était très grande pour la 

caféine (⁓60‰) entre les différents groupes. L’appauvrissement en 13C des groupes méthyles 

est particulièrement discriminant et diffère en fonction de l’origine commerciale ou naturelle 

de la caféine et reflète leur incorporation étape par étape durant le procédé de biosynthèse.  

L’interprétation du fractionnement isotopique durant un processus naturel est également un 

challenge pour l’irm-13C NMR afin de caractériser les mécanismes réactionnels et distinguer 

différentes origines biosynthétiques.104,116 Les travaux de Romek et al.,117 ont étudié la 

composition isotopique 13C du tramadol. Cette molécule qui est un analgésique de synthèse a 

été récemment retrouvée dans le bois et les écorces d’un arbre médicinal africain : Nauclea 

latifolia. Actuellement, aucune théorie ne peut expliquer le haut taux de tramadol retrouvé dans 

cet environnement naturel qui est totalement dépourvu d’activité humaine et de bétail qui 

pourrait contaminer cet arbre avec des dérivés pharmaceutiques. Les résultats obtenus en irm-

13C NMR, ont montré quelle serait la composition isotopique si le produit était d’origine 

naturelle.  

Une autre application originale de la PSIA présente un grand intérêt dans l’étude du devenir des 

polluants dans l’environnement. Cette méthode pourrait être un outil audacieux pour déterminer 

la source de pollution afin de la relier à son origine ainsi que pour mieux comprendre les 

procédés de remédiations environnementales. Julien et al.,73 ont étudié la PSIA d’un additif de 

carburant le Methyl Tert-Butyl Ether (MTBE) pour mieux comprendre comment l’irm-13C 

NMR pourrait être utilisée pour identifier l’origine des contaminations environnementales. Il a 

été montré que cette méthode permet de mieux traquer l’origine de ces précurseurs d’éther. Les 
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mêmes auteurs118 ont étudié le fractionnement isotopique induit par les transformations liquide-

vapeur durant l’évaporation qui est le principal processus de remédiation pour les composés 

organiques volatils. Ce processus a été simulé et étudié en utilisant l’irm-13C NMR afin de 

démontrer que le modèle imaginé par Craig-Gordon sur l’évaporation de l’eau est également 

utilisable sur les molécules organiques volatiles.119 D’autres travaux ont permis d’observer des 

effets isotopiques position-spécifiques durant l’élution chromatographique avec des effets 

isotopiques normaux et inverses.120  

Même si l’utilisation de l’irm-13C NMR « one-pulse » en routine a ouvert la voie à un champ 

important d’applications pour l’analyse isotopique en position-spécifique il existe néanmoins 

encore quelques inconvénients inhérents à cette technique.  

- La quantité de produit : Dans la totalité de ces applications la quantité utilisée est de 

plus ou moins 200 mg pour chaque molécule. Ce qui pose problème pour les molécules 

ayant de faible solubilité dans les solvants organiques ou disponible en faible quantité. 

- Le temps d’expérience : Lorsqu’un compromis sur la solubilité doit être trouvé le 

temps d’expérience pour une mesure sur 5 spectres peut atteindre 24h.  

Dans l’idée de pallier ces inconvénients d’autres séquences ont été imaginées pour améliorer la 

sensibilité en irm-13C NMR et sont détaillées dans la partie suivante.  
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I-4) Vers un gain de sensibilité : Les séquences RMN multi-

impulsionnelles pour la RMN isotopique du 13C  

L’irm-13C NMR “one-pulse” a montré son fort potentiel dans les diverses applications vues 

dans la partie précédente, pour être utilisée comme outil de routine comme analyse isotopique 

position-spécifiques. Au vu de la quantité relativement importante de produit utilisé et des 

temps d’expériences qui peuvent être longs, cette méthode peut avoir des limites lorsqu’il n’est 

pas possible d’obtenir une grande quantité de produit (<100mg).  

Une alternative pour réduire le temps d’expérience et augmenter la sensibilité en RMN est 

l’utilisation de séquence multi-impulsionnelle pour la RMN isotopique du 13C. Le type de 

séquence choisi dans ce cadre est basé sur le transfert de polarisation d’un noyau S très sensible 

(1H) sur un noyau I moins sensible (13C ou 15N) en utilisant le couplage scalaire JI-S entre les 

deux noyaux. Les deux séquences les plus communément utilisées pour le transfert de 

polarisation sont la DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) et l’INEPT 

(Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer).  

Dans cette partie le principe du transfert de polarisation sera présenté ainsi que les apports 

méthodologiques de la DEPT et l’INEPT pour l’analyse isotopique position-spécifique en 13C. 

Les notions de robustesse et précision seront abordées en comparant ces deux séquences ainsi 

que les applications déjà réalisées pour la RMN isotopique du 13C.  

 

I-4-1) Principe du transfert de polarisation  

L’objectif de transférer la polarisation d’un noyau S sur un noyau I est d’augmenter la 

sensibilité de l’expérience. Comme évoqué tout au long de ce manuscrit, la précision en RMN 

dépend du S/B qui doit être d’au moins 500 pour obtenir une précision de 1‰. Cet impact sur 

la sensibilité pourrait lever un verrou majeur pour l’analyse isotopique par RMN.  

Le transfert de polarisation entre deux noyaux permet d’en exciter un (1H) et d’observer l’autre, 

13C ou 15N dans notre cas. La quantité d’aimantation �⃗⃗�  présente dans le plan transversal au 

moment de l’acquisition dépend de trois facteurs.  

- La polarisation initiale : elle est proportionnelle au rapport gyromagnétique du noyau 

excité S (𝛾𝑒𝑥𝑐). Plus celui-ci sera grand, plus le gain de sensibilité sera important. Elle 

est également proportionnelle au coefficient de saturation partielle (1 − 𝑒−𝑇𝑅 𝑇1 𝑒𝑥𝑐⁄ ). 
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- Le moment magnétique du noyau observé : proportionnelle au rapport 

gyromagnétique du noyau I observé (𝛾𝑜𝑏𝑠). 

- La sensibilité de détection à la fréquence d’observation : déterminé 

expérimentalement elle est proportionnelle à la racine carrée de la fréquence 

d’observation (𝛾𝑜𝑏𝑠

1

2 ).  

Le rapport signal sur bruit obtenu sera donc donné par l’équation 15 suivante : 

𝑆 𝐵⁄ = 𝑘 × 𝛾𝑒𝑥𝑐 × 𝛾
𝑜𝑏𝑠

3

2 × (1 − 𝑒−𝑇𝑅 𝑇1 𝑒𝑥𝑐⁄ )                    (15) 

Selon la méthode d’acquisition choisie le 𝑆 𝐵⁄  sera d’autant plus élevé que le rapport 

gyromagnétique des noyaux observés et/ou excités sera grand. Dans le cas d’une acquisition 

simple en carbone 13, c’est-à-dire observation directe du noyau S (13C) on obtiendra : 

 𝛾𝑒𝑥𝑐 = 𝛾𝑜𝑏𝑠 = 𝛾13𝐶.  

Acquisition simple en 13C : 𝑆 𝐵⁄ = 𝑘 × 𝛾13𝐶

5

2 × (1 − 𝑒−𝑇𝑅 𝑇1 𝑜𝑏𝑠⁄ ) 

Transfert de polarisation 1H vers 13C : 𝑆 𝐵⁄ = 𝑘 × 𝛾1𝐻 × 𝛾13𝐶

3

2 × (1 − 𝑒−𝑇𝑅 𝑇1 𝑒𝑥𝑐⁄ ) 

Le gain de sensibilité est au maximum égal au quotient des rapports gyromagnétiques des deux 

noyaux (𝛾𝑆 / 𝛾𝐼 = 𝛾1𝐻 / 𝛾13𝐶 = 4). De plus, le T1 du noyau S est dans la majorité des cas inférieur 

à celui de I, et l’effet nOe n’est plus à prendre en compte, ce qui réduit le temps d’expérience.  

 

I-4-2) La séquence DEPT   

La séquence DEPT est schématisé en Figure 16. Elle a été optimisée pour l’analyse quantitative 

13C par Nermin Karabulut121,122 lors de ses travaux de thèses en 2002 à l’Université de Nantes. 

Le principe de cette séquence et les améliorations apportées pour la rendre compatible à 

l’analyse isotopique sont présentés dans cette partie.  
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I-4-2-1) Principe 

 

Figure 16 : Séquence DEPT multi-impulsionnelles. Elle permet d’obtenir des raies positives et/ou 

négatives en fonction de l’angle α utilisé sur la dernière impulsion 1H. (DEPT 45, DEPT 90 ou DEPT 

135).  

Avec la séquence DEPT (Figure 16), l’aimantation des 1H est basculée dans le plan transversal 

à l’aide de la première impulsion 90°. L’aimantation va ensuite évoluer durant un temps τ qui 

est proportionnel à la constante de couplage JCH moyenne de la molécule. Le 90° 13C bascule le 

système de spin dans un état multi quanta et la dernière impulsion proton le ramène dans un 

état simple quanta observable mais avec un transfert de polarisation. Les impulsions à 180° 

refocalisent l’effet des déplacements chimiques proton et 13C. Le spectre est acquis à la 

fréquence du 13C. De plus, le signal provenant de l’excitation directe en 13C est supprimé par 

l’utilisation d’un cycle de phase.123,124  

Selon la valeur de cet angle α, l’intensité du signal 13C va varier et va dépendre également du 

nombre de protons qu’il porte. Un angle de 45° permettra d’observer tous les carbones portant 

directement des protons tandis qu’un angle de 90° permettra de voir uniquement les carbones 

portant un seul proton (CH). Un angle de 135° permet d’observer les CH et CH3 avec des raies 

positives alors que les raies des CH2 seront négatives. (Figure 17) 
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Figure 17 : Evolution en fonction de α de l’intensité recueillie avec la séquence DEPT pour les systèmes 

de spins CHn. ( Courbe continue n=1, pointillés n=2 et tirets n = 3).  

En l’état, la séquence DEPT ne peut fournir la précision nécessaire de 1‰ pour l’analyse 

isotopique par RMN. En effet, divers paramètres vont affecter la répétabilité de la mesure tels 

que la variation du signal provenant de l’imperfection des impulsions radiofréquence (surtout 

pour les 180°) mais également des effets d’off-résonance. Afin de pallier ces problèmes, divers 

développements méthodologiques sont présentés dans la section suivante.   

 

I-4-2-2) Améliorations méthodologiques pour la mesure isotopique position-

spécifique 

Contrairement à la séquence 13C « one-pulse » découplée proton, l’intensité du signal détecté 

avec l’utilisation de la séquence DEPT va dépendre uniquement de l’aimantation longitudinale 

1H avant la première impulsion 90° et ne dépendra donc pas de la relaxation longitudinale 13C. 

Cet avantage empêche l’apparition du nOe et permet de réduire le temps d’expérience puisqu’il 

est uniquement gouverné par la relaxation 1H qui possède, en général, un temps de relaxation 

maximal de quelques secondes.  

Les travaux de Thibaudeau et al.,125 ont consisté à remplacer les impulsions de refocalisation 

de 180° par des impulsions composites adiabatiques (Figure 18). Ce type d’impulsion permet 

d’éliminer l’influence des imperfections des impulsions RF et les effets d’off-resonance sur 

l’intensité du signal 13C. Les impulsions 90° et α ne sont pas modifiées par des impulsions 

adiabatiques. Même si ces impulsions possèdent des imperfections ceci entrainera dans le pire 
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des cas une légère baisse de sensibilité mais n’aura pas d’influence sur la refocalisation des 

déplacements chimiques.  

 

Figure 18 : Séquence DEPT dans laquelle les impulsions RF à 180° de refocalisation et de découplage 

sont des impulsions adiabatiques de formes cos/OIA.125  

Comme pour la méthode irm-13C NMR « one-pulse » un découplage proton adiabatique est 

réalisé durant l’acquisition pour les mêmes raisons évoquées dans la partie I-3-2-1). La 

robustesse et la précision de la séquence DEPT modifiée par des impulsions composites 

adiabatiques sur la mesure isotopique position spécifique seront discutées dans la partie I-4-4). 

 

I-4-3) La séquence INEPT refocalisée  

La séquence INEPT a été élaborée en 1979 par Morris et Freeman124 dans l’idée d’augmenter 

le signal des noyaux peu sensibles par le biais d’un transfert de polarisation et non du nOe. En 

1980, Burum et Ernst ont proposé une amélioration de la séquence INEPT permettant d’obtenir 

des signaux de même phase rendant possible le découplage durant l’acquisition du signal.126 Le 

principe de la séquence INEPT refocalisée et les améliorations méthodologiques apportées pour 

la PSIA sont détaillés dans la partie suivante.  
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I-4-3-1) Principe 

La série d’impulsions de la séquence INEPT refocalisée est représentée ci-dessous (Figure 19) : 

 

Figure 19 : Séquence INEPT-refocalisée proposée par Burum et Ernst.126 Elle permet d’obtenir des raies 

positives et/ou négatives en fonction du délai Δ utilisé.  

La première impulsion de 90° permet de basculer l’aimantation 1H dans le plan transversal du 

repère tournant. Les vecteurs correspondant au spin 13C et 1H (dans le cas d’un système couplé 

13C et 1H) vont précesser à des vitesses différentes durant un temps τ étant choisi tel que τ = 

1/4JCH et seront décalés en phase à la fin de ce temps τ. L’impulsion 180° sur 1H symétrise la 

position des aimantations dans le plan transversal selon y. L’impulsion 180° sur 13C inverse 

l’attribution des aimantations des deux spins 13C (1er écho de spin). Durant le second temps de 

précession libre τ les aimantations vont précesser avec la même différence de vitesse et vont 

revenir ainsi à leur position initiale : refocalisation. L’impulsion 90° selon y sur 1H envoie les 

deux aimantations selon les axes z et -z pour créer la polarisation permettant d’inverser les 

populations correspondant à la transition 1H. L’impulsion de 90° sur le 13C va basculer le signal 

du 13C dans le plan transversal du repère tournant. L’ajout des deux dernières impulsions de 

180° (2ème écho de spin) permet de refocaliser l’aimantation du spin 1H et ainsi obtenir des 

signaux de même phase.126  

Selon la valeur choisie pour les délais τ et Δ, et le nombre de protons liés à chaque carbone, 

l’intensité des signaux va varier. Le transfert de polarisation est maximum si le premier délai τ 

est fixé à 1/4J avec J la constante de couplage moyenne proton carbone de la molécule. Le choix 

du délai Δ va permettre d’éditer les spectres (Figure 20) et ainsi différencier les signaux des 

différents types de carbones directement couplés à un proton (CH, CH2 et CH3).  
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Figure 20 : Evolution en fonction du délai Δ de l’intensité recueillie avec la séquence INEPT-refocalisée 

pour les systèmes de spins CHn. ( Courbe continue n=1, pointillés n=2 et tirets n = 3). 

Le délai Δ = 1/7J permet d’avoir la meilleure sensibilité pour que tous les systèmes de spins 

CHn soient observés avec la même phase. Selon la valeur du Δ il sera possible d’observer un 

ou plusieurs types de couplages carbone-proton sur le spectre.  

Comme pour la séquence DEPT, la séquence INEPT comporte beaucoup d’impulsions (7 pour 

l’INEPT) pouvant être affectées par les défauts des impulsions (calibrage, effets d’off-

resonance). En effet, les séquences multi-impulsionnelles sont très sensibles à ce genre 

d’imperfection puisque les erreurs vont se propager au fur et à mesure des impulsions présentes 

dans la séquence. Différentes améliorations méthodologiques pour rendre la séquence INEPT 

refocalisée viable à la PSIA sont décrites dans la partie suivante.   

 

I-4-3-2) Améliorations méthodologiques pour la mesure isotopique position-

spécifique 

Les travaux de Thibaudeau et al. en 2010 ont également porté sur l’amélioration de la séquence 

INEPT refocalisée dans le but de l’utiliser pour la PSIA. La même stratégie que pour la DEPT 

a été adoptée, à savoir remplacer les impulsions RF 180° par des impulsions adiabatiques. Dans 

le cas de l’INEPT, les impulsions d’inversion 180° 13C et 1H ont été remplacées par des 

impulsions adiabatiques simples tandis que les impulsions de refocalisation 180° 1H et 13C ont 

été remplacées par des impulsions composites adiabatiques. (Figure 21) 
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Figure 21 : Séquence INEPT-refocalisée dans laquelle les impulsions RF à 180° d’inversion, de 

refocalisation et de découplage sont des impulsions adiabatiques de formes cos/OIA.125 

Dans le cas de l’INEPT et la DEPT la forme des impulsions adiabatiques est de type cosinus. 

Le découplage s’effectue également avec des impulsions adiabatiques, comme pour la DEPT 

et l’irm-13C NMR « one-pulse ». L’utilisation de ce type d’impulsion va permettre de 

compenser les imperfections d’impulsions RF induites par l’inhomogénéité du champ RF ainsi 

que l’effet d’off-résonnance. La robustesse et la précision de la méthode pour la mesure 

isotopique sont abordées dans la partie suivante.  

 

I-4-4) Comparaison de la DEPT et de l’INEPT  

Contrairement à l’irm-13C NMR « one-pulse », l’intensité des pics obtenus suite à l’utilisation 

de la DEPT ou de l’INEPT n’est plus gouvernée uniquement par les fractions molaires.125 Ces 

nouveaux paramètres à prendre en compte qui sont détaillés dans cette partie vont affecter la 

robustesse et la précision de la méthode. Il est donc nécessaire comme dans le cas de 

l’implémentation de l’irm-13C NMR « one-pulse » d’apprécier la précision et d’évaluer la 

répétabilité et la reproductibilité intra-laboratoire de cette méthode.  

Comme évoqué dans la partie I-3-2), la stabilité du spectromètre RMN doit être évaluée, 

notamment son appareillage comme les amplificateurs qui peuvent être plus ou moins vieux et 

délivrer des puissances différentes pour les impulsions RF. Ces différences peuvent conduire à 

une contribution différente de l’effet off-résonnance en 13C et 1H en fonction du spectromètre 

RMN utilisé. Les travaux de Thibaudeau et al., ont permis d’évaluer la reproductibilité d’un 

spectromètre pour les séquences DEPT et INEPT refocalisées adiabatiques en faisant 

l’acquisition d’une série de spectres sur la molécule d’éthanol en faisant varier l’offset 13C et 

1H afin de pouvoir couvrir une grande gamme de fréquence.  
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Tableau II : Effets des impulsions RF 180° 1H et 13C sur la précision de la détermination des aires 

mesurées avec les séquences DEPT et INEPT utilisant deux formes d’impulsions différentes : 

rectangulaire ou adiabatique. 

   

DEPT 

Impulsions RF 1H Ecart-type (%) 

Impulsions rectangulaire 6,4 

Impulsions adiabatique 0,3 

Impulsions RF 13C Ecart-type (%) 

Impulsions rectangulaire 5,9 

Impulsions adiabatique 0,6 

INEPT 

Impulsions RF 1H Ecart-type (%) 

Impulsions rectangulaire 4,7 

Impulsions adiabatique 1,1 

Impulsions RF 13C Ecart-type (%) 

Impulsions rectangulaire 5,1 

Impulsions adiabatique 0,2 

   
Lors de l’implémentation des séquences DEPT et INEPT utilisant des impulsions rectangulaires 

classiques, la surface mesurée sur le CH3 de l’éthanol varie en moyenne de 6 % pour la DEPT 

et 5 % pour l’INEPT en fonction de l’offset 1H et 13C choisi. (Tableau II) Tandis que 

l’incorporation d’impulsions adiabatiques 1H et 13C dans ces séquences permet de diminuer 

l’effet off-résonnance en atteignant un écart-type de 0,3 % pour la DEPT et 0,2 % pour l’INEPT. 

Ceci montre que l’utilisation d’impulsions adiabatiques permet quasiment de supprimer l’effet 

d’off-resonance en 13C et est indispensable pour obtenir la meilleure précision possible dans 

l’idée d’effectuer la PSIA.  

Afin d’obtenir une mesure isotopique fiable il est nécessaire d’avoir une répétabilité adéquate 

pour ce type d’analyse. Les travaux de Bussy et al. ont permis d’évaluer la répétabilité de la 

séquence sur la mesure isotopique à court terme ainsi que la reproductibilité intra-laboratoire 

sur le long terme sur un échantillon d’ibuprofène de référence.127 Le gain de sensibilité obtenu 

sur une préparation similaire (300 mg d’ibuprofène dans 600 ul d’acétone-d6) entre la séquence 

« one-pulse » et les séquences INEPT et DEPT a été évalué avec une réduction du temps d’un 

facteur 8. En effet, pour 5 expériences en « one-pulse » il faut une acquisition de 12 h 35 min 

tandis que pour l’INEPT ou la DEPT un temps d’1 h 35 min est nécessaire pour faire 

l’acquisition de 5 spectres avec un S/B de 500.  

Le Tableau III montre la variation intra-échantillon sur les fractions molaires partielles 

mesurées sur l’échantillon d’ibuprofène avec la séquence DEPT et INEPT. On parle de fraction 

molaire partielle puisqu’il n’y a pas d’information sur les carbones quaternaires, seuls les 
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carbones couplés directement avec un proton ont été mesurés. La répétabilité à court terme a 

été déterminée sur une série de 5 spectres consécutifs et montre que la DEPT et l’INEPT 

permettent d’avoir la précision nécessaire pour la PSIA avec une précision moyenne proche de 

1,5‰.  

Tableau III : Variation intra-échantillon sur l’ibuprofène avec l’acquisition de 5 spectres RMN 

consécutifs afin d’évaluer la répétabilité à court terme. 

Site 
Répétabilité à court terme (‰) 

DEPT INEPT 

10 2,0 1,4 

9 1,8 0,8 

8 1,9 3,1 

7 1,7 1,8 

6 1,5 1,2 

5 1,4 0,9 

4 1,4 0,8 

Moyenne 1,7 1,4 

 

Le Tableau IV montre la variation intra-échantillon obtenue sur 5 préparations différentes (5 

spectres pour chaque) avec la même molécule d’ibuprofène de référence. La séquence INEPT 

permet d’avoir une précision de l’ordre de 1‰ sur une période de 3 mois tandis que la séquence 

DEPT a une précision de 6‰ avec une valeur maximale de 8,9‰ sur le carbone 10 entre les 

diverses préparations d’ibuprofène de référence. La répétabilité sur le long terme est le critère 

principal lorsqu’il est nécessaire de collecter beaucoup de données afin de pouvoir les comparer. 

Dans le cas de la DEPT, les compositions isotopiques observées ne sont pas reproductibles et 

montrent que la précision requise de 1‰ ne permet pas de comparer ces profils isotopiques sur 

une période de plusieurs mois. 
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Tableau IV : Variation intra-échantillon sur l’ibuprofène avec l’acquisition sur 5 préparations 

différentes afin d’évaluer la reproductilibité intra-laboratoire.  

Site 

Reproductibilité intra-

laboratoire (‰) 

DEPT INEPT 

10 8,9 0,8 

9 8,1 0,5 

8 8 1,2 

7 7,5 1,3 

6 4,3 0,3 

5 3,4 0,2 

4 3,1 0,5 

Moyenne 6,2 0,7 

 

Comme évoqué dans les parties I-4-2-2) et I-4-3-2), les 180° classiques ont été remplacés par 

des impulsions adiabatiques qui permettent d’obtenir les conditions nécessaires pour obtenir 

une précision de 1‰. Les impulsions de 90° sont également optimales et ne sont pas sujets à 

être une source de variation dans la précision de la mesure. Dans le cas de la DEPT, la dernière 

impulsion utilisant un angle α (60° dans ce cas) va faire varier les intensités du 13C qui 

dépendent du nombre de protons couplés. Les auteurs suggèrent que cette dernière impulsion 

de 60° est la cause des variations observées sur le long terme, contrairement à l’INEPT qui est 

composé uniquement d’impulsions de 90° et 180° et qui donne une précision de 1‰. La 

séquence INEPT-refocalisée avec des impulsions adiabatiques est donc viable pour mesurer la 

PSIA d’une molécule.  

 

I-4-5) Application en RMN isotopique du 13C 

L’expression des résultats sera différent de la séquence « one-pulse » puisque seuls les carbones 

directement couplés au proton seront mesurables. L’information isotopique sur les carbones 

quaternaires est ainsi perdue. Il est donc nécessaire dans un premier temps d’introduire la notion 

de profilage isotopique pour pouvoir comparer les différents profils isotopiques entre chaque 

échantillon. Dans un second temps les applications réalisées ces dernières années en RMN 

isotopique du 13C utilisant la séquence INEPT seront présentées. Ces premières applications 

ont permis de rapporter dans la littérature la notion d’études « isotopomics » qui sera également 

évoquée dans cette partie.  
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I-4-5-1) Expression des résultats : notion de profilage 

Avec ce type de séquence l’intensité des signaux 13C va dépendre très fortement de la valeur 

JCH de la constante de couplage, des délai  et  ainsi que du nombre de protons couplés. Ceci 

impactera les intensités relatives observées entre les carbones qui ne seront plus gouvernés 

uniquement par les fractions molaires comme c’est le cas pour l’irm-13C NMR « one-pulse ». 

Les compositions isotopiques ne sont donc plus accessibles par ce type de méthode sans 

calibrage. Cependant, dans le cas des applications portant sur l’authentification, comme la 

détection d’une fraude sur le brevet dans l’industrie pharmaceutique, les échantillons comparés 

consistent en la même molécule avec les mêmes constantes de couplages 1JCH et le même 

nombre de protons directement couplés. La contribution des impulsions de la séquence INEPT 

sur les intensités relatives sera donc similaire sur l’ensemble des échantillons si les conditions 

expérimentales sont les mêmes (concentration, température, solvant, temps de relaxation, 

constante de couplage).  

Les contributions de chaque paramètre étant répétables pour la séquence INEPT refocalisée 

adiabatique il est donc possible d’utiliser les fractions molaires réduites (équation 12) 𝑓𝑖 𝐹𝑖⁄ , 

même sur un nombre limité de carbones, en comparant le profil isotopique de chaque 

échantillon.  

Dans le cas d’études d’affiliations, l’abondance isotopique 𝑥𝑖 est requise. Pour rappel cette 

valeur est calculée à partir de l’abondance isotopique globale qui est déterminée par l’irm-MS 

ainsi que les fractions molaires 𝑓𝑖 de tous les carbones par RMN, incluant les carbones 

quaternaires. Par conséquent, les molécules ayant des carbones quaternaires, la détermination 

de l’abondance isotopique 𝑥𝑖 n’est pas possible avec la séquence INEPT car les fractions 

molaires 𝑓𝑖 ne peuvent pas être calculées pour tous les carbones. C’est pourquoi la notion de 

profilage isotopique sera utilisée puisque seules les fractions molaires obtenues par la séquence 

INEPT refocalisée adiabatique pourront être mesurées. Cette notion de profilage isotopique est 

à l’origine de l’émergence des études « isotopomics » qui consiste à comparer les profils 

isotopiques obtenus pour chaque carbone d’une molécule entre eux afin d’identifier des 

marqueurs (13C discriminant).  
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I-4-5-2) Applications avec l’émergence des études « isotopomics » 

L’approche irm-13C NMR INEPT a déjà été employée dans diverses applications. En 2013 les 

travaux de Remaud et al.,128 ont permis d’appliquer la séquence INEPT sur 11 échantillons de 

naproxène obtenus dans des zones géographiques et produits par des groupes pharmaceutiques 

différents. Une analyse en composantes principales (PCA) a été utilisée afin d’observer quels 

carbones permettaient la discrimination de l’échantillon analysé. En utilisant l’approche irm-

13C « one-pulse » il n’aurait pas été possible d’étudier le naproxène puisque le temps 

d’acquisition serait supérieur à 24 h pour 5 spectres. La méthode irm-13C NMR INEPT est 

également capable de discriminer 13 échantillons d’ibuprofène provenant de 5 pays différents 

par leur distribution en 13C avec la précision nécessaire et un temps d’expérience relativement 

court : 1 h 25 min pour 5 spectres avec la séquence INEPT contre 12 h 35 min avec la séquence 

« one-pulse ».127  

En 2015, Merchak et al. ont étudié le profil isotopique en 13C en analysant simultanément la 

composition site spécifique 13C ainsi que le profil métabolomique de triglycérides contenu dans 

l’huile d’olive provenant de 4 régions géographiques différentes.129 Les expériences RMN ont 

été réalisées avec la séquence INEPT ainsi que la « one-pulse ». Les deux méthodes permettent 

la classification des huiles d’olives en fonction de leur origine géographique mais avec un temps 

d’expérience 7 fois plus court pour la séquence INEPT comparé à la « one-pulse ».  

En 2018, Guyader et al. ont implémenté la séquence INEPT 13C comme outil d’analyse en 

routine dans un laboratoire permettant la classification d’huiles alimentaires comme le beurre, 

la margarine et les graisses animales. Il a été montré que cette méthode pouvait distinguer 

l’origine du beurre selon l’huile végétale utilisée. Grâce à une base de donnée conséquente et 

des outils statistiques non-supervisés ils ont pu contrôler l’authenticité de produits 

commerciaux en identifiant l’origine de la plante végétale utilisée dans le produit fini.    

L’irm-13C NMR INEPT peut être également appliquée pour mesurer l’empreinte isotopique et 

utilisée comme un outil analytique dans l’industrie pharmaceutique et alimentaire. Cependant 

il existe encore quelques inconvénients inhérents à la méthode comme le risque de 

recouvrement des pics même pour des petites molécules comme l’ibuprofène où deux carbones 

se chevauchent partiellement entrainant une perte de précision sur les pics correspondants. Dans 

le cas d’études isotopiques sur des molécules de plus grandes tailles cet inconvénient pourrait 

devenir problématique. L’utilisation de la RMN quantitative 2D pour améliorer cette résolution 

serait envisageable et a récemment été évaluée.  
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La RMN multi-dimensionnelle (nD) proposée par J. Jeener en 1971130 et développée ensuite 

par Ernst et al.,131 offre une meilleure discrimination des signaux que la RMN 1D et donne une 

solution pour le problème de recouvrement des pics.132 Les séquences hétéronucléaires 2D133,134 

pourraient être particulièrement intéressantes pour utiliser l’irm-13C NMR. Celles-ci possèdent 

des caractéristiques similaires à la séquence INEPT comme le grand nombre d’impulsions qui 

va affecter la justesse des résultats. En effet, comme pour la séquence INEPT, un biais sur le 

rapport isotopique mesuré sera généré car l’intensité des signaux des systèmes CHn dépendra 

de plusieurs paramètres expérimentaux et ne sera plus gouvernée uniquement par les fractions 

molaires.  

Pour utiliser l’irm-13C NMR en 2D il est nécessaire d’acquérir des expériences utilisant la 

corrélation 1H-13C avec une très haute précision (< 2‰) et avec un faible temps d’expérience 

(< 1 h) afin de limiter l’impact des instabilités du spectromètre. Les travaux de Martineau et al., 

ont montré que la séquence utilisant la corrélation 1H–13C Heteronuclear Single Quantum 

Correlation (HSQC) permettait d’obtenir la précision requise de 2‰ malgré qu’aucune 

impulsion adiabatique ne fut utilisée dans la séquence.135 Ceci s’explique par le fait que cette 

séquence est symétrique compensant l’imperfection des impulsions découlant de 

l’inhomogénéité du champ RF ainsi que des effets d’off-résonance. Cette séquence HSQC est 

composée principalement de 2 blocks INEPT et n’inclue aucune impulsion différente de 90° et 

180°. La reproductibilité intra-laboratoire sur le long terme, bien qu’elle n’est pas encore été 

étudiée devrait être similaire au résultat obtenu par la séquence INEPT.  

Une application a vu le jour et a été exploitée avec cette méthodologie par Merchak et al. sur 

une matrice complexe de triglycérides dans le but de discriminer les huiles commerciales de 

différentes origines.136 Une précision de 2‰ a été obtenue sur le spectre HSQC acquis en 

22 min utilisant une cryo-sonde. Ces résultats ont montré qu’il était possible d’utiliser la 

séquence 2D HSQC pour effectuer l’irm-13C NMR afin de classifier les échantillons d’huiles 

en fonction de leur origine géographique et botanique. Ces résultats ouvriront la voie à d’autres 

types d’applications qui peuvent être les sciences alimentaires ou pharmaceutiques. 

La séquence INEPT refocalisée adiabatique pourrait également être optimisée dans le but 

d’observer tous les carbones, mêmes les quaternaires. En effet, il serait théoriquement possible 

de transférer la polarisation de tous les protons sur les carbones ayant un couplage faible (2JCH, 

3JCH, 4JCH). Les molécules telles que le paracétamol et la caféine possèdent autant de carbones 

quaternaires que de carbones directement couplés avec un proton ce qui induit une perte 

d’information importante sur le profil isotopique avec la séquence INEPT actuellement utilisée 
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pour les applications présentées précédemment. Le développement de cette méthode fera l’objet 

de la partie II de ce manuscrit. Enfin, cette séquence peut être étendue sur un autre noyau peu 

sensible tel que le 15N qui nécessite un transfert de polarisation du proton sur celui-ci pour 

pouvoir utiliser l’irm-15N NMR qui est développée dans la partie suivante. 

 

I-5) La RMN quantitative du 15N 

Fort de son succès, l’irm-13C NMR a pu être développée de manière quantitative à l’aide des 

séquences « one-pulse » et INEPT pour la PSIA de molécules d’intérêt en 13C.87 La RMN 

permet également d’étudier un autre noyau tel que le 15N qui est un élément fréquemment 

retrouvé dans les engrais, acides aminés, protéines, explosifs et produits pharmaceutiques.  

Cette partie présente les caractéristiques du noyau 15N ainsi que les conditions quantitatives 

nécessaires pour son analyse en abondance naturelle. Un parallèle avec le 13C sera effectué afin 

de mieux comprendre les différences entre les deux noyaux. Enfin, un état de l’art sur la RMN 

quantitative du 15N sera détaillé avec une dernière partie qui évoquera l’implémentation de 

séquence à transfert de polarisation pour envisager l’étude de la PSIA en 15N.  

 

I-5-1) Généralités sur le noyau 15N 

L’azote possède deux isotopes stables qui sont le 14N et le 15N dont l’abondance isotopique est 

respectivement de 99,636% et de 0,364%. Le 15N est doté d’un spin non nul (I = ½) et peut 

donc être utilisé en RMN contrairement au 14N qui possède un spin I = 1 avec un fort moment 

quadripolaire. Les propriétés du noyau 15N pour l’analyse RMN sont présentées dans le 

Tableau V ainsi que celle du 1H et 13C à titre de comparaison.  

Tableau V : Propriétés RMN des noyaux principaux, 1H, 13C et 15N 

Noyau Spin 
Abondance 

naturelle (%) 

γ (106 

rad⋅s−1⋅T−1) 

Sensibilité 

comparé au 1H 
1H 1/2 99,985 267,513 1,00 

13C 1/2 1,108 67,262 1,76.10-4 

15N 1/2 0,364 -27,116 3,85.10-6 

 

Le rapport gyromagnétique (γ) du 15N est environ 3 fois plus faible que celui du 13C et environ 

10 fois plus faible que celui du proton. Ce faible rapport gyromagnétique pour le 15N conduit à 
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une sensibilité, à nombre constant de noyaux, considérablement réduite par apport à la RMN 

du 13C et encore plus par rapport à la RMN du proton. Ce rapport est négatif pour le 15N ce qui 

indique que son moment magnétique µ et son moment cinétique I sont opposés.  

Cet aspect sur la sensibilité est aggravé par sa faible abondance naturelle qui est environ 3 fois 

plus faible que le 13C et 270 fois plus faible que le proton. Il est donc plus difficile d’obtenir un 

bon rapport signal sur bruit avec ce type de noyau. Cependant sa gamme de déplacement 

chimique s’étend sur une gamme de 800 ppm contre 250 ppm pour le 13C et 12 ppm pour le 1H 

rendant le recouvrement de signaux moins probable que les autres noyaux.  

 

I-5-2)  Conditions quantitatives 

Malgré sa faible abondance naturelle (0,36% vs 1,1% pour le 13C) et sa très faible sensibilité 

(environ 2% du signal en 13C a champ constant et en abondance naturelle) la RMN 15N a été 

développée dans les années 1970 comme une technique spectroscopique puissante pour 

l’élucidation structurale.137,138  

Un moment magnétique négatif et par conséquent un nOe négatif peut être obtenu pour le noyau 

15N. Comme évoqué dans la partie I-3-2-1) il est nécessaire de s’affranchir de cet effet pour le 

15N. Il est donc primordial d’effectuer le même découplage en créneau inverse qu’en 13C. De 

plus, il est nécessaire d’avoir un 𝑇𝑅 = 10 × 𝑇1𝑚𝑎𝑥 entre deux scans pour s’affranchir 

totalement du nOe. Pour le 15N, les T1 sont du même ordre de grandeur qu’en 13C, c’est-à-dire 

environ 15 s pour les plus élevés (dans les petites molécules). Les agents paramagnétiques 

utilisés en 13C peuvent être également utilisés en 15N pour réduire les T1 et donc le temps 

d’expérience.  

De manière général, les mêmes conditions décrites dans la partie I-2-3-3) doivent être 

respectées pour obtenir des conditions quantitatives et les caractéristiques du 13C sont très 

proches du 15N en RMN ce qui va induire les mêmes conditions expérimentales pour ce dernier.  
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I-5-3) Etat de l’art  

A notre connaissance, seulement un article dans la littérature évoque des travaux sur la RMN 

15N quantitative.139 Les travaux de Levy et al. ont porté sur les conditions nécessaires pour être 

quantitatif lors de l’utilisation de la RMN 15N. Pour cela, une séquence utilisant le découplage 

en créneaux inverses a été mise au point afin de supprimer le nOe (similaire à la séquence « one-

pulse » en irm-13C NMR). L’ajout d’agent paramagnétique a permis de baisser les T1 (s) 15N 

des différentes molécules étudiées dans l’idée de diminuer le temps d’expérience. Cependant, 

ces travaux n’abordent pas la question de la justesse et de la répétabilité de leur séquence.  

D’autres études utilisant la séquence INEPT afin d’améliorer la sensibilité en 15N ont été 

élaborées par Remaud et al. notamment sur l’utilisation des couplages longues distances (nJNH) 

ayant des constantes de couplage faible (1 à 12 Hz) sur la caféine et la wyosine.140,141 D’autres 

travaux ont été menés sur les purines pour assigner correctement les substituants azotés de 

chaque molécule.142–144  

Actuellement l’utilisation de la RMN 15N se limite essentiellement à l’analyse structurale, c’est-

à-dire l’élucidation structurale de molécules complexes telles que les protéines ou les alcaloïdes 

et souvent après enrichissement en 15N.145–147  

 

I-5-4) Vers un gain de sensibilité : Peut-on envisager d’implémenter 

une séquence à transfert de polarisation pour la RMN isotopique du 
15N ? 

Comme pour le noyau 13C, la RMN 15N souffre d’un manque de sensibilité dû à sa faible 

abondance naturelle induisant des temps d’expérience très longs et/ou une quantité de produit 

utilisée importante pour obtenir un S/B de 500. Les séquences avec un transfert de polarisation 

du noyau sensible 1H sur le noyau peu sensible 13C ont permis de diminuer les quantités ainsi 

que le temps d’expérience RMN comme vu dans la partie I-4-5-2).  

Dans l’état actuel, l’utilisation d’une séquence « one-pulse » en 15N parait inenvisageable pour 

obtenir un S/B d’au moins 500. L’implémentation de l’INEPT pourrait être un outil de choix 

pour pallier en partie le manque de sensibilité rencontré avec le noyau 15N. La méthodologie 

utilisée avec la séquence INEPT pour  l’irm-13C NMR paraît être une bonne base pour 

implémenter l’irm-15N NMR. En effet, les T1 
1H étant beaucoup plus courts que ceux du 15N 
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ceci réduira considérablement le temps d’expérience. De plus, les impulsions et le découplage 

adiabatique qui ont montré leur efficacité en irm-13C NMR pourraient également être adaptés 

pour l’irm-15N NMR.  

La partie III de ce manuscrit abordera l’adaptation d’une séquence INEPT-refocalisée 

adiabatique pour la mesure position-spécifique du 15N par RMN.  

 

I-6) Analyse statistique : exploitation des données 

L’application des analyses statistiques à la spectroscopie RMN ainsi qu’à la police scientifique 

a permis de classer les molécules d’intérêts en fonction de leur origine.31,55,148,149  

Dans le cadre de cette thèse les analyses univariées, multivariées (supervisées et non 

supervisées) ainsi que les algorithmes de comparaison peuvent être employés afin de comparer 

les différents profils isotopiques obtenus par irm-13C NMR et irm-15N NMR. Celles-ci peuvent 

mettre en avant une empreinte isotopique unique pour chaque molécule ou bien une histoire 

commune qui aiderait la police scientifique dans le cadre de l’application forensique à suivre 

les réseaux de distributions de la cocaïne et l’héroïne par l’intermédiaire des agents de coupage. 

Les principes de ces différentes analyses statistiques sont décrits dans cette partie.  

 

I-6-1) Analyse de variance univariée 

L’analyse univariée (ANOVA : ANalysis Of VAriance) permet de mettre en évidence une 

variable qui serait à l’origine de la séparation des groupes d’échantillons selon le facteur étudié. 

Dans le cadre d’une analyse isotopique RMN il serait possible de mettre en évidence des sites 

13C ou 15N qui expliqueraient la différence entre des molécules d’origine naturelle et 

synthétique par exemple.  

Cette analyse consiste à étudier la comparaison de moyennes pour plusieurs groupes (> 2). Il 

s’agit de comparer la variance inter-groupe (écart des moyennes des groupes à la moyenne 

totale) et la variance intra-groupe (somme des fluctuations dans chaque groupe). Si le facteur 

de différence entre les groupes est faible alors ces 2 variances sont à peu près égales, sinon ce 

facteur possède un pouvoir discriminant significatif.  
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Cependant, l’ANOVA considère un seul facteur à la fois et ne tient pas compte des interactions 

pouvant être induites par les autres facteurs de la matrice ce qui impose l’utilisation d’analyses 

multivariées.  

 

I-6-2) Analyse multivariée 

Si la population est définie par plus de 2 variables, des méthodes de régressions multiples et 

d’analyses multivariées sont utilisées pour décrire cette population. Le but des analyses 

multivariées est de rendre l’information moins redondante. En d’autres termes de réduire la 

complexité des informations fournies par des variables explicatives pour expliquer les variables 

dites « réponses ».  

Il existe plusieurs méthodes de classifications multivariées qu’il est possible de classer en 

analyses supervisées et non-supervisées. Les méthodes dites non-supervisées permettent 

d’avoir une vision globale du jeu de données de la matrice sans aucun à priori. L’appartenance 

des échantillons à tel ou tel groupe n’est pas connue, le but étant de retrouver une classification 

des échantillons à partir des descripteurs disponibles en maximisant la variance sur l’ensemble 

des données. L’Analyse en Composantes Principales (PCA) sera décrite dans cette partie, 

puisque celle-ci a été utilisée dans ces travaux de thèse.  

Dans le cas contraire, en analyse supervisée, le but est d’optimiser la séparation des différents 

échantillons dont l’origine du groupe est connue avec un nombre réduit de variables 

discriminantes. Par exemple, dans le cas de la RMN isotopique ce type d’analyse peut permettre 

de construire un modèle prédictif permettant de dire si tel ou tel échantillon d’une molécule 

d’intérêt est d’origine naturel ou synthétique. Ce type de méthodes prédictives vise à construire 

un modèle pour prédire les valeurs des variables « réponses ». La méthode de régression des 

moindres carrés partiels (PLS) sera détaillée dans cette partie.  

 

I-6-2-1) L’analyse en composantes principales (PCA) 

La PCA permet d’explorer les liaisons entre variables et les ressemblances entre individus. Elle 

est considérée comme une méthode de projection qui permet de projeter les observations depuis 

l’espace à 𝑝 dimensions des 𝑝 variables vers un espace à 𝑘 dimensions (𝑘 < 𝑝) avec le maximum 

d’informations conservées sur les premières dimensions. Les variables d’origine sont 
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remplacées par des variables synthétiques appelées composantes principales contenant la quasi-

totalité de l’information. Si l’information associée par les 2 ou 3 premières composantes 

principales représente un pourcentage suffisant de la variabilité totale alors ces observations 

pourront être représentées sur un graphique à 2 ou 3 dimensions, facilitant grandement 

l’interprétation.  

La représentation du graphique obtenue en PCA permet de rassembler et de discriminer les 

échantillons selon leur variabilité et a déjà été utilisée avec succès dans le cadre de l’irm-13C 

NMR et de la comparaison de profils isotopiques.108,127 Les résultats obtenus peuvent ensuite 

servir pour d’autres traitements statistiques tels que les méthodes prédictives.150  

 

I-6-2-2) Méthode prédictive : régression des moindres carrés partiels (PLS) 

La régression des moindres carrés partiels ou « Partial Least Squares regression » (PLS) permet 

de construire un modèle prédictif quand les variables explicatives sont corrélées et nombreuses. 

Elle maximise la variance des prédicteurs 𝑋 afin de pouvoir la corréler avec la variable à 

expliquer 𝑌. La PLS cherche des composantes, appelées variables latentes, liées à 𝑋 et 𝑌 servant 

à exprimer la régression de 𝑌. Pour cela, un ensemble de ℎ composantes sera créé à partir de 𝑛 

observations décrites par 𝑝 variables avec (ℎ < 𝑝).  

Une application courante en chimie consiste à modéliser la relation entre les mesures spectrales 

(RMN) qui comprennent de nombreuses variables corrélées les unes avec les autres et les 

propriétés physico-chimiques de la molécule.151 La régression PLS permet de créer des modèles 

de prévision et n’est pas utilisée pour éliminer les variables qui ne permettent pas d’expliquer 

la réponse. Pour cela c’est la PCA qui permet d’identifier les « biomarqueurs ».  

Le nombre de composantes à garder pour construire ce modèle de régression est déterminé en 

mettant en jeu une validation croisée utilisant le paramètre 𝑄2 comme indicateur de la qualité 

du modèle prédictif.  

Dans le cas de la PLS, la robustesse du modèle est évaluée en mesurant 𝑄2 qui s’exprime selon 

l’équation 16 : 

𝑄2 = 1 −
∑ (𝑦𝑖−�̂�(−𝑖))²

𝑛
𝑖=1

∑ (𝑦𝑖−𝑦)²𝑛
𝑖=1

                  (16) 
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Avec 𝑦𝑖 : valeurs obtenues à l’aide de la méthode de référence ; �̂�(−𝑖) valeurs prédites par le 

modèle de régression et 𝑦 : moyenne des valeurs de tous les échantillons utilisés pour construire 

le modèle. Un 𝑄2 > 0,5 indique une bonne capacité prédictive du modèle.  

 

I-6-3) Algorithme de comparaison  

Comme évoquée dans la partie I-1-3-4), la finalité d’une méthode de profilage consiste en la 

comparaison des profils respectifs de plusieurs échantillons pour en évaluer leur similarité. 

Plusieurs approches ont été envisagées par la police scientifique et se fondent sur un ensemble 

de calculs statistiques de mesure de distances ou corrélations permettant d’évaluer si des 

échantillons sont chimiquement liés ou non.24,152 Les algorithmes de comparaison utilisent le 

postulat suivant : des échantillons similaires possèdent une signature chimique similaire, qui 

peut être utilisée pour identifier ou caractériser des groupes d’échantillons similaires.  

Le but de cette partie est de présenter les principales analyses statistiques utilisées par la police 

scientifique dans le cadre du profilage chimique des stupéfiants. Ces notions seront ensuite 

appliquées en RMN isotopique pour le profilage chimique des agents de coupage.  

 

I-6-3-1) Méthode de mesure de distance Euclidienne et cosinus 

La méthode de mesure de distance est une technique non-supervisée qui ne donne pas 

d’information sur l’éventuelle distribution des données en groupe comme c’est le cas pour la 

PCA. Pour l’INPS cette approche repose sur la mesure de la variabilité des profils chimiques 

au sein de populations de spécimens dits liés et non liés avec la fixation d’un seuil de décision.  

Dans l’idée d’estimer le pouvoir discriminatoire de la méthodologie de profilage, Guéniat et 

Esseiva ont proposé de constituer 2 populations.30,153 La première population regroupe les 

spécimens que l’on dit liés, provenant de la même source avec des profils chimiques similaires. 

Pour la constituer un spécimen provenant de la même saisie ou du même lot est analysé 

plusieurs fois. La seconde population comporte des spécimens dits non liés, provenant de 

sources supposées différentes pour lequel il est attendu d’avoir des profils chimiques différents.  

La distance Euclidienne (Figure 22) permet de comparer les profils chimiques de chaque 

population 2 à 2 et a été utilisée par de nombreux auteurs.154–156 
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Figure 22 : Schématisation de la distance Euclidienne.  

La distance Euclidienne est définie selon l’équation 17 : 

𝐷1 = (𝑋1, 𝑋2) =  √∑ (𝑦1𝑗 − 𝑦2𝑗)²
𝑝
𝑗=1                       (17) 

𝑦1𝑗 : représente l’air du pic j sur l’air du standard interne dans le chromatogramme a et 𝑦2𝑗 : 

l’air du pic j sur l’air du standard interne dans le chromatogramme b.  

C’est le type de distance le plus utilisé, il s’agit simplement d’une distance géométrique dans 

un espace multidimensionnel. Cette méthodologie pourrait être aisément utilisée pour la 

comparaison de deux spectres RMN.  

Une autre méthode de mesure de similarité utilisée la similarité cosinus (mesure cosinus) et 

permet de calculer la similarité entre deux vecteurs à 𝑛 dimensions en déterminant l’angle entre 

eux. (Figure 23)  
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Figure 23 : Schématisation de la distance cosinus.  

Soit deux vecteurs A et B, l’angle θ s’obtient par le produit scalaire et la norme des 2 vecteurs 

selon l’équation 18 :  

cos 𝜃 =
𝐴 .  𝐵

‖𝐴‖ .  ‖𝐵‖
                 (18) 

La valeur cos 𝜃 est comprise entre -1 et +1. Une valeur proche de -1 indiquera des vecteurs 

résolument opposés, 0 des vecteurs orthogonaux et +1 des vecteurs similaires, c’est-à-dire 

colinéaires. Des valeurs intermédiaires vont permettre d’identifier le degré de similarité entre 

deux profils chimiques.  

 

I-6-3-2) Méthode de corrélation : Coefficients de Pearson  

Sur le même principe d’étude de 2 populations d’autres méthodes de comparaison peuvent être 

employées comme celles se basant sur la corrélation des coefficients de Pearson.  

Les coefficients de corrélation de Pearson mesurent le degré de la relation linéaire entre 2 

variables X et Y et supposent une valeur située entre -1 et +1. Plus le coefficient est proche des 

valeurs extrêmes -1 et +1, plus la corrélation linéaire entre les variables est forte et l’expression 

« fortement corrélées » est alors employée. Si ce coefficient est proche de 0 alors il n’y a pas 

de relation entre X et Y.  

Le coefficient de corrélation linéaire 𝑟 de 2 variables X et Y est égal à la covariance de X et Y 

(moyenne du produit des écarts à la moyenne) divisée par le produit des écarts-types de X et Y 

selon l’équation 19 : 
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𝑟 =  
∑(𝑋−�̅�)×(𝑌−�̅�)

√∑(𝑋−�̅�)²×√∑(𝑌−�̅�)²
                    (19) 

 

I-6-3-3) Détermination de la similarité des profils chimiques 

Comme cela a été montré par Lociciro et al. quand un algorithme de comparaison est appliqué 

sur des profils chimiques, trois situations peuvent être considérées entre les distributions des 

spécimens chimiques liés et non liés.31 (Figure 24)  

 

Figure 24 : Estimation de la performance de séparation des 2 types de population : échantillons liés et 

non liés. Trois situations possibles a), b) et c).  

La situation ( c ) est la situation la plus fréquemment rencontrée conduisant à une superposition 

des échantillons liés et non liés avec un taux de vrais positifs (VP), de faux positifs (FP) qui 

sont dits chimiquement liés alors qu’il ne le sont pas et de faux négatifs (FN) qui sont dits 

chimiquement non liés alors qu’ils le sont selon la valeur de seuil de décision choisie.  

La police scientifique se base sur un seuil de décision afin d’estimer la présence ou l’absence 

d’un lien chimique entre les stupéfiants. Si la mesure des coefficients de corrélation de Pearson 

est choisie pour la comparaison de profils chimiques de stupéfiants alors une valeur de seuil 
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devra être déterminée. Si les spécimens étudiés possèdent une corrélation égale ou supérieure à 

celle-ci alors un lien est confirmé entre ces derniers et cela indique que leur profil chimique est 

similaire. La qualité d’une méthode statistique de comparaison se juge par une minimisation 

des taux de faux positifs et négatifs. La meilleure méthode correspond à celle qui groupe les 

spécimens liés et qui sépare les spécimens non liés de la meilleure des manières.  
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Partie II : Développement de la RMN isotopique du 13C 

utilisant un transfert de polarisation sur tout le spectre 

pour la mesure en position-spécifique (FS-INEPT) 
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II-1) Introduction 

Comme évoqué dans la première partie, l’irm-13C NMR utilisant la séquence INEPT refocalisée 

adiabatique a été un succès dans le cadre d’études « isotopomics ». Cependant, cette méthode 

souffre d’un manque d’information sur les carbones quaternaires car seuls les couplages courte 

distance (1JCH) bénéficient de ce transfert de polarisation. 

Le but des premiers travaux de cette thèse est de mettre au point une méthode irm-13C NMR 

utilisant la séquence INEPT refocalisée adiabatique en appliquant un transfert de polarisation 

1H vers 13C sur tous les sites carbonés de la molécule d’intérêt via les couplages court et longue 

distance (1JCH, 2JCH, 3JCH, 4JCH). En procédant ainsi le profil isotopique de la molécule reste 

complet et bénéficie en théorie d’un gain de sensibilité plus important que l’irm-13C NMR 

« one-pulse ». La méthode envisagée porte le nom de  FS-INEPT pour « Full-Spectrum – 

Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer ». 

Dans le cadre de l’application forensique visée il est nécessaire d’utiliser une méthode avec un 

gain de sensibilité important puisqu’il n’est pas envisageable expérimentalement pour un grand 

nombre d’échantillon de purifier 200 mg d’agent de coupage contenu dans les stupéfiants. Ceci 

constituerait une quantité de départ en stupéfiant trop importante et nécessiterait une étape de 

séparation/purification conséquente. Deux molécules modèles: la caféine et le paracétamol, 

constitueront la preuve de concept de la méthode FS-INEPT pour la mesure position-spécifique 

de chaque site carboné. Ces molécules étant les agents de coupage majeurs de l’héroïne il serait 

en effet intéressant de pouvoir évaluer la robustesse et la précision de la méthode FS-INEPT 

sur ces types de molécules.   

Pour pouvoir bénéficier du transfert de polarisation 1H-13C sur tous les sites carbonés de la 

molécule d’intérêt il a été nécessaire de laisser s’exprimer les couplages plus longtemps dans 

la séquence INEPT. En effet, les délais de refocalisation correspondant sont proportionnels à 

1/J et les couplages longue distance (2JCH, 3JCH, 4JCH) sont beaucoup plus faibles que les 

couplages courte distance (1JCH) ce qui a pour conséquence d’allonger les délais pour pouvoir 

observer tous les signaux.   

Afin d’évaluer la précision et la robustesse de la méthode FS-INEPT la répétabilité à court-

terme et la reproductibilité intra-laboratoire a été mesurée sur un échantillon de référence de 

paracétamol et de caféine afin de montrer que cette séquence pouvait être utilisée avec une 
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précision d’environ 1‰ en 13C. Plusieurs séries de 5 spectres sur des préparations différentes à 

plusieurs mois d’intervalle ont été effectuées pour montrer que la séquence était reproductible.  

Par la suite, 18 échantillons de caféine d’origines différentes ont été analysés avec 11 caféines 

d’origine naturelle et 7 d’origine commerciale achetés chez des fournisseurs de produits 

chimiques. De même, 16 échantillons de paracétamol issus de médicaments achetés dans 

diverses pharmacies du monde entier ont pu être analysés. L’ensemble des profils isotopiques 

obtenus ont été traités par le biais d’un outil statistique : l’Analyse en Composantes Principales 

(PCA) afin de caractériser les caféines en fonction de leurs origines naturelle ou commercial 

ainsi que le paracétamol en fonction de son origine géographique.  

La méthodologie employée (FS-INEPT), les résultats obtenus et leur interprétation ont fait 

l’objet d’un article intitulé «  Full Spectrum Isotopic 13C NMR Using Polarization Transfer 

for Position-Specific Isotope Analysis ». Cet article a été publié dans Analytical Chemistry en 

juin 2018.   
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II-2) Article  

 

 

Introduction  

Fraudulent misrepresentation, substitution or imitation of premium products, whether they are 

foodstuffs, cosmetics, perfumes or pharmaceuticals, have always been a problem for both the 

regulatory authorities and the concerned industries. The problematic of authentication, 

traceability, counterfeiting fight is also of concern for the consumers. In the forensic context, 

more frequently is the need to assign a probable origin to products (or human remains) of 

unknown sources. Most of the illicit drugs samples are imported relatively pure into a given 

country, and then gradually diluted along the trafficking chain by the addition of cutting agents. 

For police investigators, knowing the origins of the added molecules is an indication on their 
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distribution network. Considerable research effort and funding have been dedicated to 

improving the armory of techniques available to determine the given origin of a product.1,2 

The isotopic methods are recognized as one of the main tools for traceability. Their applications 

benefit from the characterizing power of isotopic content which is an intrinsic marker of a probe 

molecule.3,4 During (bio)chemical reactions or any processes (evaporation, sublimation, 

migration, etc.), systematic changes in isotope ratios can be introduced due to selectivity for or 

against the heavier isotope. The magnitude and direction of isotope fractionation are explained 

by covalent or non-covalent bond cleavage/formation steps within the synthesis. The parameter 

that is measured is the isotope composition expressed as δ (‰) (see Table 1 for symbols 

definition). Historically, the isotopic analysis was irm-MS (isotope ratio measured by mass 

spectrometry, named also IRMS).  

 

Table 1: Symbol used in this work 

Symbol Meaning 

𝛿13𝐶𝑖 

  

13C isotope composition of the carbon position i measured by 13C 

NMR 

 
 

  

Isotopic abundance of position i 

 
 

  

molar fraction for a carbon position 𝑖 measured by 13C NMR, area 

of the peak 𝑆𝑖 corresponding to the carbon position 𝑖 divided by the 

sum of the area 𝑆𝑇of all the carbon positions of the molecule  
 

 

  

statistical molar fraction for a carbon position 𝑖, molar fraction for 

the carbon position 𝑖 in the case of homogeneous 13C distribution 

within the molecule (for example: 𝐹𝑖 = 1/8 for caffeine) 
 

fiR 

  

reduced molar fraction for a carbon 𝑖: 𝑓𝑖/𝐹𝑖 

  
 

This technique is based on the complete transformation (e.g. oxidation and/or reduction) of the 

sample molecules which permits to measure 2H/1H (D/H), 13C/12C, 15N/14N, 18O/16O and 34S/32S 

ratios with high accuracy typically  0.2‰ for 13C).5 Only average values of the content of heavy 

isotopes (bulk or global composition) are provided driving to a loss of information on the 

isotopic intramolecular distribution. Position-Specific Isotope Analysis (PSIA) gives access to 

the quantitation of each isotopomer and thus provides much more information for classification 

and/or discrimination. Among the available approaches6–8 Nuclear Magnetic Resonance 

spectrometry appears as generic as it is independent of the studied molecule.  

𝑥𝑖 

𝑓𝑖 

𝐹𝑖 
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The direct access to position-specific natural isotope fractionation was opened up by 2H NMR, 

known as the SNIF-NMRTM method.9 Since then, a considerable amount of works has been 

done in several domains.10–14 The development of the equivalent technique for 13C/12C ratios 

determination (isotope ratio monitoring 13C NMR: irm-13C NMR) has proved very challenging 

and it is only recently that a sufficiently robust and precise technique has been described.15 

Previously, Singleton proposed to use 13C NMR for the calculation of 13C isotope effect on 

specific sites of a molecule, however this approach was not designed for position-specific 13C 

composition determination, i.e. 𝛿13𝐶𝑖 (see Table 1).16 In the case of irm-13C NMR a precision 

of about 1‰ is necessary for isotopic analysis at natural abundance because of the narrow range 

of specific isotopic compositions (less than 50‰ instead of 500‰ for deuterium).17 Significant 

methodological improvements were undertaken in order to resolve the influence of nuclear 

Overhauser effect, long relaxation times and homogeneity of 1H decoupling.15,18–20 While 

several applications have been published,21,22 irm-13C NMR suffers from a relative lack of 

sensitivity: high precision requires large signal-to-noise ratio (SNR), implying a large amount 

of sample and/or a long experimental time.  

An alternative to reduce the experimental time is to use multi-pulse NMR sequences based on 

polarization transfer from highly sensitive 1H to less sensitive 13C nuclei via the 1J scalar 

coupling between 13C and 1H. The pulse sequences as INEPT or DEPT theoretically allow a 

maximum SNR enhancement in the order of γ(1H)/γ(13C) ≈ 4, where γ is the magnetogyric 

ratio.23 Moreover, the pulse repetition rate now depends on the longitudinal relaxation times T1 

of the proton nuclei, which are considerably shorter than those of carbon nuclei. Therefore, 

experiment duration can be significantly shortened by a factor 5 to 10 depending on the 

molecule. However, the signal intensity depends of different experimental parameters such as 

pulse flip angles, coupling constants, relaxation times and evolution periods. As a consequence, 

the observed relative intensities are not only governed by molar fraction 𝑓𝑖 and, isotopic 

abundance 𝑥𝑖 (see Table 1) is not directly accessible by such methods. Nevertheless, these 

distortions are reproducible if the compared  have the same relaxation times, which implies 

same sample preparation, same solvent, same temperature.24 The contribution of the pulse 

sequence to the relative intensities is therefore the same for all samples. After an appropriate 

optimization it has been shown that INEPT is reproducible within a relative standard deviation 

of 1‰ (see Figure 1 for the pulse sequence scheme).25 Isotope profiles were obtained using the 

irm-13C INEPT approach in different applications,24,26 allowing the emergent isotopomics 

approach.27  
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Figure 1: The 13C INEPT sequence. τ is the polarization transfer delay and ∆ is the refocalisation delay. 

180° proton and carbon pulses of the sequence were composite adiabatic pulses for refocalisation and 

adiabatic for inversion, in order to minimize the influence of imperfections and off-resonance effects on 

the precision of the measured 13C peak areas (adapted from25 ). 

It is important to notice that irm-13C INEPT uses –up to now- the 1J scalar coupling between 1H 

and 13C directly connected, thus the isotopic information given by quaternary carbons is lost 

(see Figure 2:  ). In some cases this could be detrimental to achieve a full discrimination.  

 

Figure 2:  A) Caffeine molecules with carbon sites numbered in decreasing 13C chemical shift and at 

the right carbons detected by INEPT using 1JCH (in blue) and by FS-INEPT using long range coupling 

between carbon and hydrogen, nJCH, in red. B) Paracetamol molecules with carbon sites numbered in 

decreasing 13C chemical shift and at the right carbons detected by INEPT using 1JCH (in blue) and by 

FS-INEPT using long range coupling between carbon and hydrogen, nJCH, in red. 
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The question we want to address here is therefore: is it possible to use INEPT to have both a 

sensitivity gain and the observation of all carbon types within a molecule? The underlying 

question is then: will the resulting pulse sequence show appropriate performances for PSIA in 

terms of robustness and precision, i.e. a standard deviation around 1‰? Approaches were 

proposed in literature to observe quaternary carbons during an INEPT experiment. Some used 

the transfer of polarization for protonated carbon associated to the “classical acquisition” of the 

signal from quaternary carbons.28 In that case the quaternary carbons do not benefit from the 

sensitivity gain, which has no interest for the present issue. Other studies used the polarization 

transfer via the long-range scalar coupling by adjusting the first delay in INEPT scheme (figure 

1), that is 1/4J, to the nJCH
 values as done for 29Si.29 This is the approach we have chosen for 

getting the full spectrum in irm-13C INEPT (FS-INEPT). The present work aimed to delineate 

the experimental conditions from the sample preparation to the NMR parameters to reach the 

double target: (i) sensitivity gain for the full 13C spectrum, while (ii) keeping a high precision 

in the 13C isotope profiles. The resulting methodology, named irm-13C FS-INEPT, has been 

tested on two molecules: caffeine and paracetamol (acetaminophen) (see figure 2 for structure 

and carbon numbering used in this work) for which previous studies have shown that 

discriminations of origin and/or traceability were achieved from 𝛿13𝐶𝑖 obtained from ‘classical’ 

irm-13C NMR.30,31 These molecules are also common as cutting agents of heroin.32 In each 

molecule half of the observable carbons are quaternary, so much data are lost if not accessible. 

Furthermore we demonstrate the interest of this new methodology (irm-13C FS-INEPT) 

enabling the observation of the relative intramolecular 13C profile from all isotopomers by 

working on relatively low amount of product, i.e. 40 mg instead of 160 mg for caffeine and 250 

mg for paracetamol with the classical irm-13C NMR. 

 

Experimental section 

Chemicals and samples  

Chloroform-d1 and DMSO-d6 were purchased from Eurisotop. Methanol, phosphorous 

anhydride (P2O5), chloroform, dichloromethane, and ethanol were purchased from Sigma-

Aldrich. Seven samples of caffeine were bought from different commercial sources, 11 samples 

of caffeine were extracted from different plants such as coffee, tea, cola nut and guarana (See 

Table 2). Eleven samples of paracetamol were extracted and purified from medicines bought 

from pharmacies in several countries: France, Lebanon, USA, GB, Japan, Greece, and Chile 

(See Table 3). 
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Table 2: Identification of the different caffeine samples by their origins. 

Sample 

number Origin 

Geographical origin 

Or Supplier 

1 Coffee Caribbean 

2 Coffee Australia 

3 Coffee Kenya green robusta 

4 Coffee Niccaragua 

5 Coffee East Africa 

6 Coffee Congo 

7 Coffee Ivory Coast green Robusta 

8 Black tea Sri-Lanka 

9 Green Tea India 

10 Cola nut Ivory Coast 

11 Guarana South America 

12 Commercial TCI 

13 Commercial Sigma Aldrich - standard 

14 Commercial Acros Organics 

15 Commercial Alfa Aesar 99,7% 

16 Commercial Fluka 

17 Commercial Sigma Aldrich 

18 Commercial Alfa Aesar 99% 

 

Purification of paracetamol 

The paracetamol tablets (equivalent to 1 g of API) were first powdered, then dissolved in 20 

mL of boiling ethanol and filtered under vacuum through filter paper to remove the major 

excipients. The resulting filtrate was evaporated to dryness using a rotary evaporator. A 

minimum volume of ethanol was added on the residue and recrystallized: the crystals were 

collected by filtration through a fritted glass funnel, dried overnight at 80 °C and further dried 

under vacuum over P2O5. 

 

Extraction and purification of caffeine 

Caffeine was extracted as published previously31 and further purified by using flash 

chromatography: Puriflash® 430 Interchim chromatography with an UV detector and equipped 

with an automatic fraction collector. The size of the reversed-phase column was 16.8 cm × 2.1 

cm, and the average particle size was 15 μm. The column was first moistened by methanol, and 

then conditioned by water containing 2‰ acetic acid. Then 60 mg of extracted caffeine 

(dissolved in 4 mL of methanol/water (50:50 vol), about 15 mg/mL) were loaded onto the 

column and the eluent was constituted as methanol (A) and water with 2‰ acetic acid (70:30 

vol) with a flow rate of 10 mL/min. Detection wavelength was set at 254 nm. The effluent from 



  

 

93 

 

the column was collected into test tubes with a fraction collector set at 22 mL for each tube. 

Fractions corresponding to the same peak were combined, concentrated under vacuum in order 

to remove methanol and neutralized by NaOH 4 M. Caffeine was extracted with 3 x 40 mL of 

chloroform, dried with MgSO4 and filtered using fritted glass funnel. Chloroform was removed 

under vacuum and then caffeine dried overnight at 80 °C.  

It is important to notice that this purification method induces no isotopic fractionation when 

recovering above 95% of initial caffeine, as tested on a commercial sample. 

 

NMR spectrometry experiments  

Samples were prepared as follows: for caffeine, 40 mg were dissolved in 700 µL CDCl3; for 

paracetamol, 40 mg were dissolved in 700 µL DMSO-d6. For both, the solution was filtered into 

a 5 mm o.d. tube. Irm-13C FS-INEPT experiments on caffeine and paracetamol were performed 

on Bruker AVANCE III 500 MHz spectrometer fitted with a CRYO 1H/13C ATMA grad 5 mm 

carefully tuned to the recording frequency of 125.76 MHz. The temperature of the probe was 

set at 303 K. All 13C NMR spectra were recorded with modified INEPT refocusing sequence as 

described previously.25 Typical acquisition parameters were as follows: 13C and 1H offsets were 

set at 90 ppm and 5.5 ppm respectively for caffeine, 100 ppm and 5.6 ppm respectively for 

paracetamol, 90◦ 1H and 13C high power pulse width were 10 µs and 11 µs respectively. The 

pulse lengths were calibrated before each experiment and the probe tuning and matching were 

adjusted for each sample.  

For caffeine, 80 scans were accumulated with a repetition time of 41 s. τ was adjusted to 19.3 

ms and ∆ to 20.0 ms (see Results and discussion section) to reach SNR > 500 for all peaks. 

For paracetamol, 96 scans were accumulated with a repetition time of 21 s. τ was adjusted to 

13.4 ms and ∆ to 13.0 ms leading to SNR > 500 for all peaks. It should be noticed that lower 

amount of material could be used, it is just a matter of experimental time: a compromise 

between the quantity and analysis duration should be found, keeping in mind that SNR > 500 

is required for the target precision. The assignment of 1H and 13C NMR resonances of caffeine 

and paracetamol was verified using HSQC experiments, and found in agreement with data from 

literature.  

The shape of the 180° pulses is fully described in Ref. 25. Adiabatic full passage pulses were 

generated using Mathcad 8 (MathSoft, Inc.). They were designed with a cosine amplitude 

modulation of the RF field (ω1
max = 157.1 kHz and 93.89 kHz for 13C and 1H, respectively) and 

an offset independent adiabaticity33 (OIA) by optimizing the frequency sweep ∆F (∆F = 39 kHz 
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and 17 kHz for 13C and 1H, respectively) according to the published procedure.34 For inversion 

pulses, adiabatic full passage pulses were used. For refocusing pulses, composite adiabatic 

pulses were used.35 Five spectra were recorded for each measurement. The T1 values were 

determined by using an inversion recovery sequence, with 10 inversion-time values ranging 

from 10 ms to 5 s for 1H. The delay assuring the full relaxation of 1H was set as 10.T1
max. 

 

Table 3: Identification of the different paracetamol samples by origin and manufacturer/supplier. 

Sample 

number Manufacturer Supplier Country where purchased 

A Sanofi Winthrop Industrie Sanofi Aventis France 

B McNeil Consumer Healthcare McNeil Consumer Healthcare USA - Washington 

C McNeil Consumer Healthcare McNeil Consumer Healthcare USA - Washington 

D McNeil Consumer Healthcare Jonhson & Johnson Consumer Inc. USA - Washington 

E Unknown CVS Pharmacy USA - Massachussets 

F Bristol Myers Squibb Bristol Myers Squibb Greece 

G Sharon Bio-medicine LTD Medipharm LTDA Chile 

H Bristol Laboratories LTD Boots Company PLC Great Britain 

I Wrafton Laboratories LTD Sainsbury's Supermarkets Great britain 

J GlaxoSmithKline Ireland GlaxoSmithKline Lebanon 

K Unknown Unknown Japan 

L Sigma-Aldrich - USA Sigma-Aldrich France 

M Sigma-Aldrich - USA Sigma-Aldrich France 

N Sigma-Aldrich - USA Sigma-Aldrich France 

O Tokyo Chemical Industry LTD  Tokyo Chemical Industry LTD  France 

P Acros - China Acros - China France 

 

 

NMR data processing  

For each 13C NMR spectrum, an exponential window function inducing a line broadening of 

1.8 Hz was applied to the FID prior to Fourier transform. An automatic polynomial baseline 

correction was subsequently applied to the resulting spectra. Peak areas of 13C peaks were 

determined by the curve-fitting process implemented within Perch (Perch NMR Software, 

University of Kuopio, Finland). 
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The peak areas measured in 13C NMR spectra were corrected to take into account the presence 

of satellites peaks from 13C–13C isotopologues.36 Partial reduced molar fractions 𝑓𝑖𝑅 (See table 

1) were calculated for each visible site according to the following equation (1): 

𝑓𝑖𝑅 = 
𝑆𝑖

( 𝐹𝑖× 𝑆𝑇 )
                                 (1) 

Where 𝑆𝑖 is the corrected peak area for position 𝑖, and 𝑆𝑇 is the sum of the peak areas of all the 

measured sites. 𝐹𝑖 is the statistical molar fraction of site 𝑖. (See Table 1) 

 

Determination of the bulk δ13C value of samples by irm-MS  

The global value (or bulk composition) for the whole molecule, 𝛿13𝐶𝑏 (‰), is the deviation of 

the carbon isotopic ratio of the sample 𝑅𝑠 relative to that of the international standard Vienna 

Pee Dee Belemnite, (V-PDB), 𝑅𝑉−𝑃𝐷𝐵. It is determined by isotope ratio monitoring by mass 

spectrometry and calculated from: 𝛿13𝐶𝑏 = (
𝑅𝑠

𝑅𝑉−𝑃𝐷𝐵
− 1 ) × 1000 where the value of 

𝑅𝑉−𝑃𝐷𝐵 is 0.0112372.37  

𝛿13𝐶𝑏 was determined by irm-MS using an Integra2 spectrometer (Sercon Instruments, Crewe, 

UK) linked to a Sercon elemental analyser (EA) fitted with an autosampler (Sercon Instruments, 

Crewe, UK). A precise amount of each compound was weighted into tin capsules (2 x 5 mm, 

Thermo Fisher scientific) using a 10-6 g precision balance (Ohaus Discovery DV215CD) to give 

approx. 0.8 mg of caffeine and 0.5 mg of paracetamol. The percentage of carbon was checked 

by the operator by comparing this value with that usually obtained on the working reference. 

This gives a check in relation to the intensity of the signal of the CO2 ions. The instrument was 

calibrated for 𝛿13𝐶 using the international reference materials NBS-22 (𝛿13𝐶𝑃𝐷𝐵 = 30.03‰), 

SUCROSE-C6 (𝛿13𝐶𝑃𝐷𝐵 = 10.80‰), and IAEA-CH-7 PEF-1 (𝛿13𝐶𝑃𝐷𝐵 = 32.15‰) (IAEA, 

Vienna, Austria) and instrumental deviation followed via a laboratory standard of glutamic acid. 

 

Multivariate data analysis  

Principal Component Analysis (PCA) is the common chemometric tool used as unsupervised 

exploratory analysis. PCA allows the visualization of potential groups in the data depending on 

the characteristics of samples. The principle of PCA is to find successive orthogonal directions 

that retain maximal variance among the data to reduce dimensions by preserving as much 

information as possible from the original matrix.38 PCA was performed using SIMCA-P+ 

software, version 12.0 (Umetrics, Umeå, Sweden) through its routine applications. 
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Results and discussion 

 

The pulse sequence FS-INEPT 

The pulse sequence INEPT used was already modified and optimized from previous works: 

adiabatic and/or composite 180° for inversion and refocalisation and finally adiabatic 1H 

decoupling.25 When the polarization transfer is achieved via direct coupling (1JCH), the delays τ 

and Δ being adjusted from the median value of 1JCH are of the order of a few milliseconds, as 

Δ=1/4J and Δ=1/7J for observing all 1H bearing carbons. Unfortunately, the range of nJCH is 

very broad (including 1JCH) for both caffeine and paracetamol as shown in Table 4. Simulations 

for getting optimum τ and Δ for recording all carbon signals as positive peaks showing non 

distorted intensities could be very tedious as they also have to take into account 1H-1H coupling 

and relaxation effect during delays and RF pulses. We rather opted for an experimental 

optimization keeping in mind that the shorter the delays would be the better the repeatability 

would be: first several trials on τ were indented to appraise its value then the refocalisation 

delay Δ was adjusted step by step. It should be noticed that several sets of values for the delays 

are more likely, but once one set is chosen as the compromise, it should be kept for all the 

samples studied. The following values were finally retained: τ = 19.3 ms, Δ = 20 ms for caffeine 

and τ = 13.4 ms, Δ = 13 ms for paracetamol, the main point being to keep constant the delay 

values for all samples studied for a given molecule. In the same conditions (concentration i.e. 

40 mg, duration and NMR probe) an effective experiment time gain of 2 and 3 is achieved for 

caffeine and for paracetamol, respectively, compared to the previous measurement performed 

using the ‘classical’ irm-13C NMR.30,31 
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Table 4: nJC-H scalar coupling constants (including 1J) for both molecules caffeine and paracetamol 

obtained during this work by performing a 1H coupled 13C NMR spectrum. C3 and C5 of caffeine and 

C1 of paracetamol have two different nJC-H coupling constants. 

Caffeine 1JC-H  (Hz) 2JC-H  (Hz) 3JC-H  (Hz) 

C1 - - 2.6 

C2 - - 2.8 

C3 - - 12.7 / 2.6 

C4 210 - 4.1 

C5 - - 4.8 / 2.4 

C6 142 - 1.4 

C7 142 - - 

C8 142 - - 

Paracetamol 1JC-H  (Hz) 2JC-H  (Hz) 3JC-H  (Hz) 

C1 - 6.1 / 2.7 - 

C2 - 9.4 2.8 

C3 - 8.9 1.5 

C4 159 6.5 3.6 

C5 159 5.4 - 

C6 128 - - 

 

Performances of irm-13C FS-INEPT 

The sensitivity is significantly improved, answering the first part of the initial question. The 

second step concerns the ability of FS-INEPT to detect small changes in 13C content for each 

carbon, i.e. establish a 13C isotopic profile for origin discrimination purpose. Irm-13C INEPT 

proved to be robust with relatively short delays τ and Δ (< 2 ms). Although, by increasing 

significantly these delays in FS-INEPT, other phenomena than the stability of the NMR 

spectrometer should be accounted for. The first one is associated to the transverse relaxation 

for the 1H and 13C magnetizations, i.e. vanishing of the magnetization in the transverse plan. 

This is the origin of the NMR signal when it occurs during the acquisition time. But when it 

occurs before the acquisition time (e.g. in multi-pulse sequence), there is a loss of signal. It 

cannot be neglected and the only way to deal with it is to be sure that the induced signal 

attenuation is always the same, whatever the sample or the measurement. The repeatability 

evaluation should therefore include the sample tube preparation to avoid significant changes in 

relaxation mechanism, e.g. concentration, solvents, relaxation reagent. The second one is the 

consistency of the coupling itself: it should be constant independently of light changes of the 

solution put in the NMR tube. For example in caffeine, the polarization transfer can be altered 

from the proton on the carbon 4 due to chemical exchange associated to the acidic character of 

this hydrogen. The associated scalar coupling could be more or less effective to ensure the 
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polarization process. Therefore, the preparation of the caffeine samples was achieved with no 

residual water or acidic sources (as reported in the Experimental section). 

The repeatability has been assessed by calculating the standard deviation of fiR collected from, 

at least, 5 independent measurements over one year. Each measurement constituted of 5 

consecutive spectra. The relative 13C content was expressed as the reduced molar fractions fiR 

as shown in published works (see Experimental section and Table 1). From Table 5 the 

standard deviation associated to the long term repeatability is below 2.3‰.  

 

Table 5: Standard deviation (SD) for each carbon (see Figure 3 for carbon numbering) over five 

independent measurements by irm-13C FS-INEPT from five samples replicate, over one year, of caffeine 

and paracetamol. The values have been multiplied by 1000 for a better readability and thus expressed in 

‰. 

 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 

Caffeine 
0.5 0.2 0.8 0.4 0.3 1.0 1.5 1.3 

SD (‰) 

Paracetamol 
1.2 1.4 1.1 2.3 1.3 1.7 

  SD (‰) 

 

Application to caffeine and paracetamol from different sources 

The interest of irm-13C FS-INEPT is demonstrated by assessing the capability to collect relative 

13C profiles from different sources for caffeine and paracetamol. The objective for caffeine was 

to test whether the method was able to discriminate between several natural origins and 

commercial samples. For paracetamol the discrimination aimed to classify each sample because 

of unique isotope profile as fingerprint representative of the raw material and processes used. 

The main difference between the previous data and the present ones lies on the absence of link 

to the real 13C content. From irm-13C NMR, the amount of each isotopomer is determined as 

the isotope composition of each carbon on the international scale, i.e. 𝛿13𝐶𝑖 (‰).30,31 As 

mentioned, irm-13C FS-INEPT gives access to the relative distribution of isotopomers but on 

an arbitrary scale. Therefore, one piece of information is missing: the actual amount of 13C in 

the molecule sample. As such, first, we present the capability of the internal isotopic distribution 

(fiR) to assess the extent of discrimination between origins and second we include the bulk 13C 

composition 𝛿13𝐶𝑏, measured by irm-MS. Principal component analysis (PCA) is a simple way 

to show graphical representation of the whole data set. As a non-predictive tool PCA is well 

adapted for studying data obtained from a relatively low number of samples and relatively high 

number of variables ( 3). 
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The caffeine samples are those described in Table 2 and Figure 3A shows the PCA bi-plot 

(score plot + loading plot) of irm-13C FS-INEPT data set (fiR) using the two main principal 

components PC1 and PC2 which explain 62.7% of the total variance (39% and 23.7% 

respectively).  

 

 

Figure 3: A) Principal component analysis on caffeine: PC1 (39%) vs PC2 (23.7%) bi-plot (scores + 

loadings) using the whole experimental variables set from 13C FS-INEPT NMR experiments. B) 

Principal component analysis on caffeine: PC1 (38.4%) vs PC2 (25.4%) bi-plot (scores + loadings) using 

the whole experimental variables set from 13C FS-INEPT NMR experiments and 13C-IRMS. Triangle 

stands for the loadings (contribution of each measured parameter) used and blue square for the scores 

(sample identification). The loadings 13C and f4/F4 have fortuitously the same position. 

That is enough for observing a clear separation between natural (1 to 11) and commercial (12 

to 18) samples. The closest variables to the correlated circle should contribute (for PC1 and 

PC2) the most to the differentiation of the samples. It appears that two carbon positions, C2 and 

C6, are less discriminant than the others variables (3 protonated carbons and 3 quaternary 

carbons). This justifies the need to measure the maximum of isotopomers including the 

quaternary carbons. A similar separation of natural sub-groups was found in the study using 

irm-13C NMR31 but, as mentioned above in “The pulse sequence FS-INEPT” section, an 

average expriment time gain of 2 was obtained for caffeine with a smaller amount of product 

(40mg) than the classical irm-13C NMR approach (160mg).  The caffeine extracted from tea 

(Sample 8 and 9), cola nut (10) and guarana (11) has a 13C isotopic fingerprint that differs from 

the one measured for caffeine extracted from coffee. The addition of the total 13C content 

expressed as the 𝛿13𝐶𝑏 measured by IRMS leads to a new PCA (Figure 3B). This new variable 

reinforces the discrimination observed solely with fiR measured by irm-13C FS-INEPT. The 
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third component (PC3) contributes to 18.7% to the total variance and might be useful for 

refining distribution within a given origin that could be of interest once the database would be 

significantly enlarged. 

Concerning paracetamol, a previous study30 using classical irm-13C NMR approach has already 

shown that C1, C3 and C6 have particularly wide ranges on the isotopic composition. That was 

identified as a marker of the type of synthon added on the amino group and the addition mode 

of this amino group to the aromatic ring.  

 

 

Figure 4: A) Principal component analysis on paracetamol: PC1 (53.7%) vs PC2 (22.4%) bi-plot (scores 

+ loadings) using the whole experimental variables set from 13C FS-INEPT NMR experiments. B) 

Principal component analysis on paracetamol: PC1 (50.4%) vs PC2 (23.2%) bi-plot (scores + loadings) 

using the whole experimental variables set from 13C FS-INEPT NMR experiments and IRMS. Triangle 

stands for the loadings (contribution of each measured parameter) used and blue square for the scores 

(sample identification). 

Thanks to irm-13C FS-INEPT the quaternary carbons as C1 and C3 are included in the isotopic 

profile. The samples of Table 3 were submitted to PCA analysis. Figure 4A shows the PCA 

bi-plot (score plot + loading plot) of irm-13C FS-INEPT data set (fiR) using the two main 

principal components PC1 and PC2 which explain 76.1% of the total variance (53.7% and 

22.4% respectively) indicating that most of the variables have a discriminating potential. 

Further information is gained by addition of 𝛿13𝐶𝑏 (Figure 4B). As expected, each sample has 

its own isotopic profile and this unique signature can be utilized as a fingerprint for traceability 

of the supply chain from the manufacturer to the consumer.26 The proximity of samples O and 

P might indicate a similar origin (raw materials and process). 
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Conclusions and perspectives 

The principal outcomes of this study are three. First, the study validates the use of INEPT for 

quantifying all 13C isotopomers including quaternary carbons. The delays were adjusted for 

long-range nJCH values in order to observe the full spectrum with sufficient SNR. A modified 

INEPT sequence (180° pulses and 1H decoupling) was used as previously done for a 

polarization transfer via 1JCH. The resulting method, irm-13C FS-INEPT shows a good long term 

repeatability, with a relative standard deviation of the order of 2‰. Secondly, we show that 

intramolecular isotopic profile expressed on a relative scale is sufficient for classification 

purpose. In comparison with the measurement achieved by irm-13C NMR, a similar 

discrimination is observed for caffeine and paracetamol but with a smaller sample amount and 

a shorter experimental time. Thirdly, a significant reducing time is reached by a factor 2 to 3 

for caffeine and paracetamol, respectively. Thus the present methodology can be implemented 

for working on huge database in which a large number of samples from the same molecule will 

be measured. Then, other statistics with supervised approach would allow subtle classification 

between samples. 

As perspective we provide evidence that irm-13C FS-INEPT could be used on any molecules 

available on a relatively small quantity, i.e. several tens of mg. The expression of the final 

results could be done on the δ13Ci scale after appropriate calibration: the same sample is 

analysed by the previous method and by the new one irm-13C FS-INEPT, the correcting factor 

can be then calculated for each position. That possibility is of prime importance when 

comparison of molecules has to be done for isotopic affiliation, for example. This paves the 

way to work with samples from the field or from final matrices. The latter is of prime 

importance in quality control of food, e.g. the study of the naturalness of vanillin in ice cream. 

Similarly, the separation/purification step is much simplified, favoring the implementation of 

the present methodology in control laboratory for routine use. 
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II-3) Données complémentaires 

 

 

Figure S1: Spectre RMN 13C d’un échantillon de paracétamol obtenu en 33 minutes par une acquisition 

FS-INEPT 13C avec un S/B de 500. 
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Figure S2: Spectre RMN 13C d’un échantillon de caféine obtenu en 55 minutes par une acquisition FS-

INEPT 13C avec un S/B de 500. 

 

Table S1: Fractions molaires réduites (fiR) pour chaque carbone mesuré par la méthode FS-INEPT 13C, 

ainsi que la moyenne de la composition isotopique globale (δ13Cb) déterminée par irm-MS pour les 

échantillons de caféine et de paracétamol décrits en Table II et Table III. Les valeurs de moyenne et 

de déviation standard (SD) ont été calculées à partir de 18 échantillons de caféine et 16 échantillons de 

paracétamol.  

          
 

Caféine Paracétamol  

fiR Moyenne SD (‰) Moyenne SD (‰) 

f1R 0,6686 5,16 1,4873 11,38 

f2R 1,1884 4,02 1,2509 3,69 

f3R 1,9056 9,44 1,2007 7,17 

f4R 1,1165 8,58 1,1655 4,27 

f5R 0,9599 4,30 0,8304 2,36 

f6R 0,6027 6,56 2,0652 5,16 

f7R 0,7406 7,57   

f8R 0,8178 10,45   

δ13C bulk (‰) -30,12 3,22 -28,46 1,76 
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II-4) Conclusion 

Dans le cadre de cette étude, nous avons mis au point l’irm-13C NMR utilisant une séquence 

INEPT adiabatique refocalisée avec une précision de 2‰ qui permet de transférer la sensibilité 

des protons sur tous les carbones de la molécule étudiée, y compris les quaternaires. Les délais 

des deux échos de spins doivent être ajustés pour chaque molécule afin de bénéficier de ce gain 

de sensibilité sur tous les carbones. Il a été montré que la méthode FS-INEPT permettait 

d’obtenir des profils isotopiques relatifs qui pouvaient être comparés afin de pouvoir les 

classifier selon une méthode statistique : l’ACP.  

En utilisant les informations obtenues de l’analyse FS-INEPT 13C : une bonne classification des 

échantillons de caféine en fonction de leur origine (naturelle vs commercial) a été observée. 

Les carbones C7 et C8 correspondant aux méthyles se montrent très discriminants et sont en 

accord avec les résultats qui ont été obtenus avec la séquence « one-pulse » sur la caféine. De 

même pour le paracétamol, les carbones C1, C3 et C6 sont très discriminants entre les 

échantillons car ils sont dépendants de la méthode de synthèse employée sur le noyau 

aromatique.  

La même classification pour la caféine et le paracétamol a donc été observée en utilisant la 

séquence FS-INEPT et la séquence « one-pulse ». Cependant, la méthode FS-INEPT requiert 

une faible quantité d’échantillon par apport à la séquence classique « one-pulse » (40 mg vs 

200 mg) avec un temps d’acquisition plus court. Cet avantage non négligeable pourra être mis 

à profit dans une application forensique utilisant cette séquence FS-INEPT 13C et fera l’objet 

de la partie IV de ce manuscrit.  
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Partie III : Développement de la RMN isotopique du 15N 

haute précision utilisant un transfert de polarisation 

pour la mesure position-spécifique 
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III-1) Introduction 

Aujourd’hui, aucune méthode par RMN n’est capable de mesurer avec précision (< 1‰) le 

rapport isotopique site par site du 15N. En effet, l’azote-15 souffre d’une faible abondance 

naturelle (0,37%) et d’un faible rapport gyromagnétique 3 fois plus petit que celui du carbone-

13 rendant la mesure peu raisonnable en temps en utilisant une séquence « one-pulse » pour le 

15N. 

Comme montré dans les travaux de la partie II, la méthode FS-INEPT 13C offre un gain de 

sensibilité par apport à la séquence « one-pulse » tout en gardant l’information sur les carbones 

quaternaires et la précision requise pour l’analyse isotopique position-spécifique. Dans le cadre 

de cette partie, une stratégie basée sur la transposition de cette séquence sera abordée dans le 

but de mesurer la teneur isotopique position-spécifique en 15N. Les différentes conditions 

méthodologiques à respecter pour y parvenir seront présentées dans ces travaux.  

Pour y parvenir, un fractionnement isotopique sera provoqué durant une séparation sur colonne 

de silice sur une molécule modèle : le 1-methylimidazole (2 azotes). Seul 5 % du produit sera 

collecté afin d’observer un fractionnement isotopique. Cette molécule a été choisie pour sa 

grande solubilité afin de pouvoir concentrer le produit de façon à obtenir des temps 

d’expériences raisonnables. Les résultats obtenus en 15N seront complétés par des analyses irm-

MS et irm-13C NMR « one-pulse ». 

L’implémentation de la séquence FS-INEPT en 15N à partir des travaux réalisés dans la partie 

II ainsi que sa preuve de concept sur le 1-methylimidazole font l’objet d’un article intitulé 

« High-precision quantitative 15N NMR using modified polarization transfer INEPT for 

isotopomics studies » et a été soumis au journal Chemical Communications.  

   

 

 

 

 

 

 



  

 

110 

 

III-2) Article 

 

High-precision quantitative 15N NMR using optimized 

polarization transfer INEPT for intramolecular 15N 

composition determination 

 
 

Valentin Joubert1, Virginie Silvestre1, Maxime Lelièvre1, Virginie Ladroue2, Fabrice 

Besacier2, Serge Akoka1, Gérald S. Remaud1* 

 

1 Elucidation of Biosynthesis by Isotopic Spectrometry Group, CEISAM, University of 

Nantes-CNRS UMR6230, F-44322 Nantes, France 

2 Institut National de Police Scientifique, Laboratoire de Lyon, 31 avenue Franklin 

Roosevelt, 69134 Ecully Cedex, France 

 

*Correspondence: G. Remaud. Phone: 33 2 51 12 57 19; Fax: 33 2 51 12 57 12; e-mail: 

gerald.remaud@univ-nantes.fr

mailto:gerald.remaud@univ-nantes.fr


 

 

111 

  

 

Abstract: The determination of the position-specific 15N isotope content, at natural abundance, 

is for the first time accessible by using quantitative 15N NMR spectrometry. 15N-NMR spectra 

are obtained by using an adiabatic “Full-Spectrum” INEPT sequence in order to make possible 

15N NMR experiments with a high signal-noise ratio (> 500), required for a precision with a 

standard deviation below 1‰. A proof of concept was presented here on 1-methylimidazole 

with the measurement of isotopic enrichment factor for each 15N isotopomer associated to the 

fractionation induced during separation process on silica column. The precision as the long term 

repeatability of the methodology is good enough to evaluate small changes in the 15N isotope 

content. As observed for 13C, inverse and normal 15N effects occur concomitantly, giving access 

to new information not detectable by other techniques as isotope ratio measured by mass 

Spectrometry, for which global (average) values are obtained. 

 

Isotopic composition determination is a pertinent tool for tracking the origin of molecules in 

food and pharmaceutical industries, environmental or forensic sciences and metabolic studies.1 

Historically, isotopic composition ( in ‰) was determined by mass spectrometry (irm-MS: 

isotope ratios monitoring by Mass Spectrometry, known also as IRMS: Isotope Ratio Mass 

Spectrometry). This methodology provides the global or bulk isotope composition, i.e. the 

average values of the heavy isotope of the studied element (bulk).
2 Information on the isotopic 

intramolecular distribution is therefore not reachable. Several approaches were proposed for the 

position-specific isotope analysis (PSIA).3,4 Among them, Nuclear Magnetic Resonance 

spectrometry (NMR) is the only analytical method which permits to determine site by site the 

isotopic distribution for a given molecule, i.e. the titration of each isotopomer.    

In the early 80’s, 2H NMR was introduced under the name of SNIF-NMRTM (Site specific 

Natural Isotope Fractionation by Nuclear Magnetic Resonance) and was immediately 

recognized as a powerful technique to authenticate the origin of natural product or the 

manufacturing process of synthetic product.5,6 In the case of 13C, a precision about 1‰ is 

necessary for isotopic analysis due to the restricted isotopic distribution range of 13C (50‰ on 

the 13C-scale). This huge constraint is the reason why its implementation appeared only 10 

years ago, in its classical structure designed as ‘one-pulse’.7 It was shown that a standard 

deviation of the order of 1‰ can be achieved by employing: (i) an inverse gated 90° pulse 

sequence with a repetition time (TR) of 10 times the longest T1 (longitudinal relaxation time) 

for nuclear Overhauser effect (nOe) suppression, (ii) an efficient and robust 1H decoupling as 
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constituted by adiabatic pulses, (iii) a signal-to-noise ratio (SNR) higher than 500 and (iv) an 

area signal determination by peak deconvolution capable of compensating for peak dephasing. 

Isotope ratio measured by 13C NMR (irm-13C NMR) has been successfully tested and proved 

as an efficient tool for the 13C position-specific determination.8 However, the determination of 

the intramolecular isotopic profile by the one-pulse approach is a lengthy experiment due to the 

low natural abundance of 13C (1.1%), its small gyromagnetic ratio and long longitudinal 

relaxation. It requires relatively large amount of material and/or long analysis duration. 

Now an exploitable technique provides substantial reduction in the acquisition time of 13C NMR 

experiments by sensitivity enhancement using polarization transfer from the sensitive 1H to 13C 

nuclei.9 “Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer” (INEPT) allowed obtaining, 

after subsequent modifications (as adiabatic pulses) the required reproducibility (1‰).10 

Moreover, the repetition time of the experiment becomes 1H-T1 dependent, thus allowing 

further time reduction, because the TR is now monitored by the longest Proton-T1 that are much 

shorter than Carbon-T1. A sensitivity factor enhancement of 6-10 can be reached depending on 

the studied molecule. Although the proportionality coefficient between peak area and 13C 

content is not the same for all isotopomers, a relative isotopic 13C profile can thus be obtained 

leading to the isotopome elucidation via an isotopomics experiment. However, since the 

sensitivity of the proton is transferred to the less sensitive 13C via the direct scalar coupling 

between these two nuclei, the information on the quaternary carbon is lost. The irm-13C INEPT 

NMR has been successfully applied in different domains.10–12 Recently an adaptation of this 

methodology has been proposed as “Full-Spectrum” INEPT (FS-INEPT) using long-range 

scalar coupling nJ still with both high precision (1.5‰) and high sensitivity in order to open 

access to the titration of all 13C isotopomers (including those from quaternary carbons) on the 

molecule of interest.13  

In this communication, we report for the first time a methodology that enables measuring the 

intramolecular 15N content of a given molecule. We investigate the optimization of the adiabatic 

FS-INEPT sequence for 15N PSIA. In literature, the use of polarization transfer for 15N at natural 

abundance based on long-range couplings was dedicated to structure elucidation. Thus, several 

studies were conducted on purines and derivatives for assigning correctly isomeric N7- and N9-

substituted structural elucidation.14–16 Modifications of INEPT was also proposed to enhance 

signals via polarization transfer from small 15N, 1H coupling constants (1–12 Hz) of caffeine 

and wyosine by using nJNH values.17,18 However, to our knowledge, there is only one publication 

on the use of quantitative 15N NMR19 which introduced the different analytical conditions in 
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order to experiment quantitative 15N NMR. The target precision was not at the level required 

for 15N PSIA. We were also aware of only one work based on (bio)chemical fragmentations for 

15N PSIA.20 It was applied on polynitrogenous amino acids by off-line removal of an N-

containing moiety. This approach is not extendable to other types of molecule unless tedious 

work is undertaken. However, this work highlighted that 15N intramolecular distribution 

differed in a given molecule and between molecules. As a proof of concept, the present work 

aims to demonstrate that the enrichment factor (or isotope effect) associated to position-specific 

15N fractionation can be measured with an adequate precision. As a result, the methodology has 

to be sensitive and repeatable at the order of 1‰. 

The gyromagnetic ratio of 15N is about three times lower than 13C and about ten times lower 

than 1H. Moreover, its natural abundance is also three times lower than 13C (0.36% vs 1.1%) 

which provides a significant loss of sensitivity in 15N NMR compared to 13C NMR. The use of 

“one-pulse” sequence in 15N NMR will conduct to a very long experiment (few days) to reach 

SNR > 500. As an alternative, we propose the use of polarization transfer with the INEPT 

sequence in order to increase the sensitivity. Since 15N nucleus has similar properties as 13C 

such as relaxation times and the presence of nOe (negative for 15N), the recent work done with 

the FS-INEPT on 13C could be transposed to our goal.13  

The study has been performed on a small molecule: 1-methylimidazole showing two nitrogen 

atoms, non-equivalent, coupled to protons via long range coupling nJ1H-15N. In this 

communication, we report the application of a modified INEPT sequence using adiabatic pulses 

FS-INEPT to study the precision and the long term reproducibility on 15N PSIA carried out on 

1-methylimidazole. The isotopic fractionation was generated during the elution process on 

silica chromatography column. Previous work has shown that the chromatographic elution 

leads to normal and inverse 13C effects, i.e. 13C position-specific fractionation.21 The enrichment 

factor i was determined according to Julien et al..22 Thus, i was calculated using only one data 

point of the conversion process in addition to the initial point (t0). Very similar results to the 

classical Rayleigh plot method using multiple data points are obtained when the process 

conversion is ≤ 30%. By collecting only 5% (w/w) of the introduced 1-methylimidazole from 

the first eluted fraction we expected to observe fractionation. As a control of the experiment, 

13C fractionation has been also studied by irm-13C NMR using the classical one-pulse approach.  

For irm-13C NMR and FS-INEPT 15N NMR, 400 L of 1-methylimidazole were dissolved in 

200 L of DMSO-d6 in 5 mm NMR tubes. Two samples of 1-methylimidazole were purchased 
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from TCI and Sigma-Aldrich. The sample from TCI was used in order to simulate isotopic 

fractionation during the separation process on silica gel column. 10 mL (precisely weighed) 

were dropped on the silica gel column, after elution 0.5 mL was collected which represent 5% 

of the initial product.  

 

Figure 1: Adiabatic refocused double echo INEPT sequence with 1H and 15N 180° adiabatic full passage 

inversion pulses and 15N 180° composite refocusing pulses.  is the polarization transfer delay, and Δ is 

the refocalisation delay. TR = AQ + D1 corresponding to 21 s. The decoupling is also using adiabatic 

pulses.23 

NMR experiments were performed on a Bruker AVANCE HD 700 MHz spectrometer fitted 

with an inverse CRYO 1H/13C/15N/2H ATMA grad Z, 5 mm, carefully tuned to the recording 

frequency of 70.93 MHz. The multipulse sequence for FS-INEPT 15N NMR used is displayed 

in Figure 1. A subsequent modification was done from the previous work.13 The first echo in 

INEPT was replaced by a double echo to reduce the power of 180° adiabatic pulses. The use of 

the double spin-echo overcomes the high power of the 15N pulse power required to keep enough 

sensitivity, thus limiting the potential damage of the probe. The delay  has the same value as 

classical INEPT, i.e. = 1/4JNH for ensuring efficient coherence transfer (however, in the present 

study nJNH is used). The 180° 15N pulse during the second simple echo serves to refocus 15N 

chemical shift evolution during Δ delays. Adiabatic full passage pulses were generated using 

Mathcad 8 (MathSoft, Inc.). They were designed with a cosine amplitude modulation of the RF 

field (ω1
max = 157.1 and 93 kHz for 15N and 1H, respectively) and an offset independent 

adiabaticity (OIA) by optimizing the frequency sweep ΔF (ΔF = 30 and 17 kHz for 15N and 1H, 

respectively). For inversion pulses and the refocusing pulses of the double spin echo, adiabatic 

full passage pulses were used. For the refocusing pulses of the simple echo, composite adiabatic 

pulses were used. 
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The  and Δ delays must be adjusted from long-range nJNH. Step by step experimental 

optimization was conducted to maximize SNR of the smallest peak. Several sets of values for 

the delay may be acceptable but once one set is chosen as the compromise, it should be kept for 

all the experiments and samples studied. The following values optimized were:  = 11.8 ms and 

Δ = 12 ms for 1-methylimidazole. The main point is to keep constant experimental conditions: 

concentration, delay values  and Δ, NMR probe. TR = 21 s and 532 scans were needed to 

obtain SNR higher than 500 (as shown in figure 2). The measurement time was lower than 16 

h for five spectra. 15N spectra were processed as follows: an exponential window function 

inducing a line broadening of 1.5 Hz for 15N was applied to the FID prior to Fourier transform. 

An automatic polynomial baseline correction was subsequently applied to the resulting spectra. 

Peak areas of 15N peaks were determined by the curve-fitting process implemented within Perch 

(Perch NMR Software, University of Kuopio, Finland).  

The main goal of this study is to detect small changes in 15N content for each nitrogen, i.e. 

calculating ε, appropriate precision is therefore essential. In order to evaluate the repeatability 

of this sequence, a number of considerations must be taken into account: (i) due to the transverse 

relaxation (T2) for 1H and 15N magnetization, a loss of signal was induced during the multipulse 

sequence during the spin echo delays  and Δ. Therefore, the signal attenuation should be 

always the same, whatever the sample or the measurement; (ii) the repeatability evaluation must 

include the sample tube preparation to avoid any significant changes in relaxation mechanism 

(concentration, solvents, relaxation agents); (iii) the consistency of the coupling itself should 

be constant in the solution. For example, all traces of water must be eliminated in order to avoid 

chemical exchange associated to the acidic character of the hydrogen. The associated scalar 

coupling could be more or less effective to ensure the polarization process. Consequently, the 

NMR preparation of 1-methylimidazole was achieved with no residual water or acidic sources. 
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Figure 2: 15N NMR spectrum of 1-methylimidazole sample from Sigma-Aldrich obtained in 3 hours 

and 8 min by adiabatic refocused FS-INEPT 15N with a signal noise ratio up to 500. 1-methylimidazole 

molecule with carbon and nitrogen sites numbered in decreasing 13C and 15N chemical shift. 

The repeatability has been evaluated by calculating the standard deviation of partial reduced 

molar fractions 𝑓𝑖𝑅 collected from five independent measurements over 6 months (NMR data 

processing was described in Supplementary information). Each measurement constituted of 

five consecutive spectra. The relative 15N content was expressed as shown for 13C in published 

works (See ESI data processing). From Table 1 the standard deviation associated to the long-

term repeatability is below 0.7 ‰ for each 15N isotopomer. 

 

Table 1: Partial reduced molar fractions (𝑓𝑖𝑅) and standard deviation (SD) obtained over five 

independent measurements by irm-15N FS-INEPT from five replicates, over six months, of 1-

methylimidazole. The SD values have been multiplied by 1000 for a better readability and are thus 

expressed in ‰. See Figure 2 for nitrogen numbering of 1-methylimidazole. 

Nitrogen fiR fiR fiR fiR fiR fiR average SD (‰) RSD (‰) 

N1 1.1104 1.1100 1.1116 1.1112 1.1103 1.1107 0.67 0.58 

N2 0.8896 0.8900 0.8884 0.8888 0.8897 0.8893 0.66 0.72 

 

This precision is good enough to distinguish two samples from two suppliers, just on the basis 

of the 15N PSIA (see Table 1). In that case, the 15N composition (15Ni) can be used, even if it 

is on the relative scale (for absolute values, a correction is needed from molecules with known 

intramolecular 15N, but not commercially available yet), but it has the advantage to express the 

results in which the global 15N content obtained by irm-MS (15Nbulk) contributes to the potential 
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discrimination. It is also easier to appraise the level of change between the two nitrogen 

positions and between the two products.  

 

The interest of FS-INEPT 15N is further demonstrated by measuring for the first time 15N 

isotopic fractionation of 1-methylimidazole caused by separation process on silica gel column. 

A residue of 5% was collected in order to have significant isotopic fractionation. Table 2 shows 

the relative 15Ni for the initial product and the fractionated one using the same mode of 

expression. As expected, there is a concomitant normal and reverse effect, i.e. isotopomer 1 is 

favored (it is eluted first) while the other one, isotopomer 2 is more retained on the column. As 

a result, the global effect is close to zero, i.e. not observable by irm-MS (Table 2). 

 

Table 2: 13C and 15N composition (‰) obtained by irm-13C NMR (δ13Ci) and irm-15N NMR (δ15Ni) of 

1-methylimidazole Sigma-Aldrich product and TCI product (brut) and after (fractionated product) the 

separation process. Each line of the table represent one experiment with the average of 5 spectra.   

Product Residue (%) δ13C1 δ13C2 δ13C3 δ13C4 δ13Cbulk ε13Cbulk δ15N1 δ15N2 δ15Nbulk ε15Nbulk 

Sigma-Aldrich 

brut 
100 -43.03 -31.2 -30.8 -46.2 -37.83 na 96.3 -99.2 -1.55 na 

TCI brut 100 -27.43 -35.84 -27.13 -30.64 -30.26 na 107.97 -113.58 -2.85  na 

TCI 

fractionated 
5 -29.97 -34.96 -27.53 -28.74 -30.30 0.03 111.35 -117.18 -2.96 0.07 

 

a Mass percentage of the remaining 1-methylimidazole. 
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Figure 3: Enrichment factor ε (‰) obtained from irm-EA/MS (bulk, εbulk) or from irm-13C NMR (a) in 

blue and irm-15N NMR (b) in red (position-specific, εi) upon separation process in silica gel column. 

Broken black lines represent limits for significant effects SD (‰) of the method. Positive enrichment 

factors mean an inverse isotope effect in which heavy isotopomers 13C and 15N are preferentially 

transferred to the first fraction (5% residue): the remaining liquid is thus depleted in 13C and 15N. 

Conversely, it is the opposite for negative enrichment factors. Also shown are the molecular structures 

of 1-methylimidazole with the carbon and nitrogen numbering in relation to decreasing 13C and 15N 

chemical shift in the 13C and 15N NMR spectrum. 

For comparison, irm-13C NMR was performed on the same samples (in that case the 13Ci are 

the values as they have been obtained by the ‘one-pulse’ methodology, but remained 

uncalibrated to compensate the instrument response).24 The position-specific enrichment 

factors for 15N and 13C during the fractionation are shown in Figure 3A and Figure 3B. 13C i 

confirm that effective selections between each 13C isotopomer occurred during the elution. An 

exhaustive interpretation of this phenomenon is beyond the scope of this article but the present 

observation is in agreement with data in previous studies. The types of interaction between the 

solute (1-methylimidazole) and the stationary phase (silica) are based on weak bonding (polar 

and/or hydrogen, for example). It is likely that 15N isotopomer 1, due to its basic properties 

through its lone pair, should behave differently from the other 15N isotopomer 2 for which the 

balance of its electronic environment to maintain the aromaticity requires other characteristics. 
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In both cases, the presence of 15N atom may change these intrinsic properties upon interaction 

with the stationary phase. As a first hypothesis, 15N at the position 1 reduces the basic character 

and thus weakens the interaction strength. It is the opposite for the position 2. As a corollary, 

13C isotopomer 1 shows a strong effect opposite to 13C isotopomer 4, while for positions 2 and 

3 no significant effect are observed. For 13C isotopomer 1, its relative acidic character may be 

evoked to explain this behavior with respect to the other two isotopomers C2 and C3.25 

In the present work, we have demonstrated that it is now possible to determine the position-

specific 15N composition within a given molecule. The combination of a high magnetic field 

with the sensitivity improvement via polarization transfer allowed obtaining a high SNR, 

essential for a high precision as the standard deviation is lower than 1‰. There is no direct 

scalar coupling between 15N and 1H (one bond 1J15N-1H) in 1-methyl imidazole but the 

polarization transfer was ensured via long-range coupling thanks to the FS-INEPT sequence 

developed previously for 13C. The repeatability is good enough for observing different 15N 

profiles between two samples from two suppliers. Furthermore, as it has been shown, position-

specific enrichment factor I could be calculated enabling the access to new information on the 

fractionation mechanism during the process under investigation. 

These pioneering findings open new perspectives for a large panel of applications. For example, 

in forensic investigations deducing the source is the major step for the determination of the 

liable party of pollutants is an important step. The 15N profiles offer an efficient information on 

the intimate structure of the molecule. This additional picture provides a new characteristic of 

the history of a product. Generally speaking it can afford information about the geographical or 

botanical origin of the substance, or an insight into the chemical of biochemical pathway by 

which it was formed. Further improvement of the methodology can be envisaged in terms of 

sensitivity. The probe used in the present work is not dedicated for observing 15N nucleus. Even 

if it is a cryo-probe the inverse configuration (i.e. optimized for 1H) is not in favor for 

heteronuclei (pulse length, quality factor, noise). INEPT is not the only way to improve the 

SNR, pulse sequence as HSQC (1D or even 2D) could give further easiness to reach a high 

SNR. Works are in progress to explore these prospects. 
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Supplementary Information 

Irm-13C NMR “one-pulse” experiment 

The on-pulse 13C NMR spectra were recorded on a Bruker AVANCE 400 MHz spectrometer 

fitted with a 5 mm-i.d. DUAL+ 1H/13C ATMA grad 5 mm carefully tuned to the recording 

frequency of 100.57 MHz. Inverse-gated decoupling was applied in order to avoid nOe, with 

TR > 10 T1(13C)max, 101 s. Adiabatic 1H-decoupling was applied as previously described. 12 

scans are needed with this sequence to obtain a signal-to-noise ratio higher than 500, which is 

a prerequisite for a precision around 1 per mil. The measurement time was therefore 1 hours 20 

min for five spectra. 

13C spectra were processed as follows: an exponential window function inducing a line 

broadening of 1.8 Hz was applied to the FID prior to Fourier transform. An automatic 

polynomial baseline correction was subsequently applied to the resulting spectra. Peak areas of 

13C were determined by the curve-fitting process implemented within Perch (Perch NMR 

Software, University of Kuopio, Finland). 

 

Comments on the NMR 13C and 15N data processing 

The peak areas measured in 13C NMR spectra were corrected to take into account the presence 

of satellites peaks from 13C−13C isotopologues. In 15N NMR spectra there is no satellites peaks 

correction. Partial reduced molar fractions 𝑓𝑖𝑅 were calculated for each visible site according to 

equation 1: 

𝑓𝑖𝑅 =
𝑆𝑖

( 𝐹𝑖×𝑆𝑇)
                     (1) 

where 𝑆𝑖 is the corrected peak area for position 𝑖, and 𝑆𝑇 is the sum of the peak areas of all the 

measured sites. 𝐹𝑖 is the statistical molar fraction of site 𝑖.  
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From the reduced molar fraction, the specific isotope composition 𝛿13𝐶𝑖 and 𝛿15𝑁𝑖 of the 

carbon and nitrogen in position 𝑖 is obtained from the isotope composition of the whole 

molecule 𝛿13𝐶𝑏 or 𝛿15𝑁𝑏 measured by isotope measurement by mass spectrometry as follows. 

(i) The isotopic abundance of each NMR peak, 𝑥𝑖 is defined from the bulk abundance 𝑥𝑏: 𝑥𝑖 =

𝑓𝑖𝑅 × 𝑥𝑏; (ii) 𝑥𝑏 is determined from 𝛿𝑏 obtained by IRMS through: 𝑅𝑏 = ((𝛿𝑏 1000⁄ ) + 1) ×

𝑅𝑠𝑡𝑑; where 𝑅𝑏 is the bulk isotope ratio of 13C/12C or 15N/14N  and 𝑅𝑠𝑡𝑑 is the isotope ratio 

13C/12C of the international reference PeeDee Belemnite (𝑅𝑃𝐷𝐵 = 0.0112372) or isotope ratio 

15N/14N of the atmospheric N2 international reference (𝑅𝑎𝑖𝑟−𝑁2 = 0.003677); (iii) 𝑅𝑖 =

𝑥𝑖 (1 − 𝑥𝑖)⁄ ; then (iv) the site-specific content for each carbon or nitrogen 𝑖, 𝛿𝑖 =

((𝑅𝑖 𝑅𝑠𝑡𝑑⁄ ) − 1) × 1000 (‰). In this paper, the positional 𝛿13𝐶𝑖 and  𝛿15𝑁𝑖 of 1-

methylimidazole are expressed following the carbons and nitrogen numbering in Fig. 2.  

The global value (or bulk composition) for the whole molecule, 𝛿13𝐶𝑏 and 𝛿15𝑁𝑏 (‰), is 

determined by isotope ratio monitoring by mass spectrometry and calculated from: 𝛿𝑖 =

((𝑅𝑏 𝑅𝑠𝑡𝑑⁄ ) − 1) × 1000; 𝛿13𝐶𝑏 and 𝛿15𝑁𝑏was determined by irm-MS using an Integra2 

spectrometer (Sercon Instruments, Crewe, UK) linked to a Sercon elemental analyzer (EA) 

fitted with an autosampler (Sercon Instruments, Crewe, UK). 

 

Calculation of εbulk and εi 

The enrichment factor ε (‰) was obtained from the isotope fractionation factor  calculated 

according to the common Rayleigh approach in equation 2: 

휀 = ln (
𝛿13𝐶𝑡𝑥+1000

𝛿13𝐶𝑡0+1000
) (

1000

ln 𝑓
)                        (2) 

where 𝛿13𝐶𝑡0 and 𝛿13𝐶𝑡𝑥 are respectively the isotopic compositions of the starting compound 

(initial state) and the remaining product after elution in the silica column (final state) and f is 

the degree of advancement of the reaction. The same equation was used for nitrogen enrichment 

factor (𝛿15𝑁𝑡0 , 𝛿
15𝑁𝑡𝑥).  
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Figure S1: 13C NMR spectrum of 1-methylimidazole sample from Sigma-Aldrich obtained in 20 min 

by one pulse 13C acquisition with a signal noise ratio of 500. 

 

III-3) Données complémentaires 

 

Table S1: Constantes de couplage longues distances (2JN-H) pour la molécule de 1-methylimidazole.  

1-Methylimidazole 2JN-H (Hz) 

N1 11,4 

N2 1,7 / 6 
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III-4) Conclusion 

Le développement de l’irm-15N NMR a montré qu’il était possible de mesurer la composition 

position-spécifique en 15N d’une molécule d’intérêt avec une précision de 1‰. Cette mesure 

n’est possible qu’avec un gain de sensibilité induit par le transfert de polarisation entre un noyau 

sensible 1H et un noyau très peu sensible 15N. Etant donné qu’il n’y a pas de couplage direct 

(1JNH) dans le 1-methylimidazole, ce sont les couplages longues distances (nJNH) qui ont permis 

ce gain de sensibilité grâce aux travaux entrepris précédemment (Partie II :) avec la séquence 

FS-INEPT en 13C. Une modification de cette séquence décrite dans cette partie a permis de 

mesurer pour la première fois différents profils isotopiques en 15N du 1-methylimidazole ainsi 

que l’enrichissement isotopique (ε) position-spécifique induit par le fractionnement isotopique 

durant le processus de séparation.  

Cette méthode permettant de fournir la composition position-spécifique en 15N d’une molécule 

donnée sera appliquée sur le 2,4,6-trinitrotoluène (TNT) dans le cadre d’une application 

forensique afin de déterminer le profil isotopique en 15N de chaque échantillon en fonction de 

leur origine, en plus de son profil isotopique en 13C. Cette étude fera l’objet de la partie V de ce 

manuscrit.   
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Partie IV : Application de la méthode FS-INEPT du 13C 

pour l’analyse « isotopomics » des agents de coupage : 

une nouvelle approche pour aider à l’élucidation des 

trafics de drogues illégales 
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IV-1) Introduction 

Dans la deuxième partie de ce manuscrit il a été montré que la méthode FS-INEPT 13C 

permettait de classifier les échantillons de paracétamol et de caféine en fonction de leur origine 

avec un gain de sensibilité important et une faible quantité de produit (40 mg). Une application 

de cette méthode dans le cadre d’une étude forensique sur des échantillons réels d’héroïne 

contenant des agents de coupage tels que le paracétamol et la caféine est présentée dans cette 

partie.  

Jusqu’à présent, la police scientifique utilise le concept de profilage chimique du produit 

stupéfiant pour lutter contre le trafic de drogue en identifiant les teneurs en impuretés de 

synthèses, les solvants résiduels etc. Le même objectif sera poursuivi dans ces travaux mais en 

étudiant la teneur isotopique du paracétamol et de la caféine. 

Pour cela, l’INPS de Lyon nous a procuré des saisies de mélange en paracétamol/caféine ainsi 

que des saisies d’héroïne contenant du paracétamol et de la caféine. Dans un premier temps, 

une méthode par chromatographie flash a été optimisée pour séparer ces agents de coupage et 

les récupérer pures pour l’analyse RMN. Dans un deuxième temps, la méthode FS-INEPT 13C 

a été employée pour dresser le profil isotopique en 13C des échantillons de paracétamol et de la 

caféine. Ces analyses isotopiques ont été complétées par des mesures irm-MS en 13C et 15N afin 

d’obtenir un profil isotopique complet. Dans un troisième temps, les profils isotopiques obtenus 

en irm-13C NMR et irm-MS ont été comparés à l’aide d’un outil statistique : la PCA, afin de 

classer les échantillons saisis par l’INPS de Lyon selon leur origine. Dans un dernier temps, la 

capacité des méthodes irm-MS et irm-13C NMR à discriminer les échantillons a été évaluée à 

l’aide d’un algorithme de comparaison (voir Partie I :I-6-3).  

Les résultats obtenus suite à cette étude ont fait l’objet d’un article intitulé « Isotopomics 

analysis by irm-13C NMR on cutting agents in heroin: a new approach for illicit drugs 

trafficking route elucidation » et seront soumis à publication dans le journal Forensic Science 

International.  
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Abstract  

In the battle against the illicit drugs market, methodologies have been developed by forensic 

laboratories to address origin determination and trafficking route dismantlement for various 

target molecules such as heroin and cocaine. These drug profiling methods are not 

straightforward especially when the target molecules are very pure, resulting in poorly 

informative impurity profiles, e.g. New Psychoactive Substances and cutting agents. A tool 

based on the determination of intramolecular isotopic profiles has been developed to provide 

origin discrimination with a new way to profile seized cutting agents and heroin samples. 

Whereas stable isotope analyses by Mass Spectrometry give the bulk isotopic composition, 

Nuclear Magnetic Resonance gives direct access to the position-specific isotope content at 

natural abundance. In this report, it is shown how both 13C NMR spectrometry and 13C, 15N MS 

can provide complementary and valuable information that could be applied to link seized 

caffeine and paracetamol to their origin. Here, isotopic ratio monitoring by 13C NMR (irm-13C 

NMR) offers additional benefits over irm-MS in its capability to determine a detailed isotopic 

profile, leading to a better method to distinguish different caffeine and paracetamol batches.  

 

Keywords: irm-13C NMR, irm-MS, isotopic profile, illicit drug, caffeine, paracetamol 
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Introduction 

Forensic science laboratories generally apply a 3-steps procedure to illicit drugs analysis: (i) 

Identification of main compounds and cutting agents, (ii) Purity determination, (iii) Profiling. 

According to the European Network of Forensic Science Institutes – Drugs Working Group, 

drug profiling is the use of methods to define the chemical and/or physical properties of a drug 

seizure for comparing seizures for intelligence (tactical, strategic) and evidential purposes.1 For 

instance, in the Police Forensic Laboratory of Lyon, cocaine profiling has been performed for 

more than 15 years using alkaloid or occluded residual solvents profiles.2,3  

In the present work, a new complementary approach has been employed to profile illicit drugs, 

no longer based on impurity compounds coming from the plant or the manufacturing process, 

but on the cutting agents. At this moment, too little is known on the production sources and 

distribution networks of these cutting agents even though they represent a major contribution 

in illicit drugs trafficking.4,5 Typically, cutting agents refer to adulterants such as 

pharmacologically active substances or diluents such as pharmacologically inactive and readily 

available substances.6 Cutting agents may be added at different levels of the supply chain such 

as in the manufacturing country or at the retailing stage. Their addition has various objectives, 

e.g. to increase profit, or to modify/enhance the psychoactive effects of the illicit drug. 

In France, 86% of the heroin seizures analyzed in 2017 by the 5 French Police Forensic 

Laboratories contain the same cutting mixture made of paracetamol and caffeine [7]. 

Furthermore, dozens of such mixtures, in similar proportions (60% paracetamol / 40% 

caffeine), linked to heroin trafficking and physically resembling to brown heroin have been 

seized every year by the police, confirming their use for heroin adulteration.7,8 The networks 

involved in this trafficking are likely to be closely interconnected with the heroin supply chain. 

In that perspective, tracking paracetamol/caffeine distribution routes is expected to be a 

valuable tool to law enforcement intelligence. 

Isotopic analysis appears as a complementary method to the classical chemical profiling ones 

used by forensic laboratories to trace and source illicit drugs. Isotopic Ratio Monitoring by 

Mass Spectrometry (irm-MS) (known also as IRMS) has already been applied on cutting agents 

by few forensic laboratories in order to evaluate its potential to trace such compounds. Besacier 

et al. used irm-MS to measure the 15N/14N ratio of caffeine in heroin samples and showed that 

the measured values were spread over a wide isotopic range (global isotope composition 15Ng: 

–26.99‰ to –1.69‰) allowing enough discrimination between caffeine samples, even though 
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the data set was rather small (only 14 samples).9 Ladroue et al. studied phenacetin, a well-

known cutting agent in cocaine seizures. The 13C/12C and 2H/1H ratios of phenacetin measured 

from more than 200 samples were concentrated in a narrow range (13Cg: -29.29‰ to -23.52‰ 

and 2Hg: -181‰ to -145‰). It was concluded that irm-MS could only be used to exclude a 

common source between several samples.10  

Whereas irm-MS provides only the mean isotope ratio for the target element content as the 

global isotope composition, an innovative method using Position-Specific Isotopic Analysis 

(PSIA) is able to measure the isotope ratios at individual sites of the molecule. The 

measurement of position-specific 2H isotope compositions based on Nuclear Magnetic 

Resonance spectrometry (SNIF-NMRTM) was first proposed by Martin et al. .11 Nowadays, irm-

2H NMR is a well-established technique for food authentication and is used for the official 

control of wine, spirits, fruit juices and flavors.12,13 However irm-2H NMR still suffers from a 

number of limitations, notably the 2H low sensitivity, the potential H-exchange during the 

manufacturing process, the lack of resolution due to overlapping signals and the low molecular 

dynamic ranges because of the quadrupolar relaxation, limiting irm-2H NMR to molecules of 

low molecular weight (< 250 g/mol). 

Fortunately, in order to overcome these difficulties, the possibility of measuring position-

specific 13C/12C ratios directly using quantitative 13C NMR has been investigated.14–16 The main 

difficulty of irm-13C NMR is to obtain a high level of precision: a standard deviation lower than 

1‰ due to the low isotopic 13C deviation range (⁓ 60 ‰). Despite this, the method has been 

successfully applied in several fields13 including isotope profiling on Active Pharmaceutical 

Ingredients such as paracetamol17 and natural products like caffeine.18 Another limitation of 

irm-13C NMR is the experiment duration which might be prohibitive for routine analysis. 

Recent technological developments have improved the method sensitivity with the use of 

polarization transfer from highly sensitive 1H to less sensitive 13C nuclei, except for quaternary 

carbons.19 The pulse sequence was a modified INEPT experiment and has provided a 13C 

isotopic profile of ibuprofen and naproxen with the required precision (1‰) and a reasonable 

experiment time.20,21 In 2018, Joubert et al. extended the polarization transfer method (FS-

INEPT 13C) to establish a complete 13C isotopic profile (even quaternary carbons) of 

paracetamol and caffeine molecules with the appropriate precision.22  
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The aim of the application presented here is to use this latest approach and evaluate irm-13C 

NMR, and its combination with irm-13C and 15N MS, to characterize the most complete isotopic 

profile of paracetamol and caffeine present in heroin samples for intelligence purposes.  

 

 

Materials and Methods 

Chemicals and Samples 

Chloroform-d1 and DMSO-d6 were purchased from Eurisotop. Acetic acid, Chloroform, ethyl 

acetate, methanol HPLC quality (>99.9%) and phosphorus anhydride (P2O5) were purchased 

from Sigma-Aldrich.  

For the study, 8 heroin samples cut with paracetamol and caffeine were collected, together with 

5 pure caffeine seizures and 26 caffeine/paracetamol mixtures. They issued from samples 

submitted to the Police Forensic Laboratory of Lyon (France). Moreover, 7 caffeine samples 

and 5 paracetamol samples were also purchased from different commercial sources. The total 

number of studied samples was 46 for caffeine and 39 for paracetamol (see Table S1 and Table 

S2).  

Seized paracetamol and caffeine mixtures were labeled “M”, seized caffeine samples were 

labeled “C” and seized heroin samples containing paracetamol and caffeine were labeled “H”. 

If different seized samples have the same number, such as “M1” and “H1”, it means that they 

come from the same judiciary case.  

Separation of paracetamol and caffeine from heroin 

A minimum amount of distillate water was added on heroin seizures cut with paracetamol and 

caffeine. As the heroin molecule is insoluble in water, it was removed via Büchner filtration 

with a vacuum pump. The water filtrate was then collected and stored in a 10 mL vial.  

Purification of paracetamol and caffeine 

Before performing the separation of caffeine and paracetamol, a yellow/light brown colorant 

present in the samples was removed from heroin and cutting agent seizures in order to avoid 

any trace of pollution in the chromatographic column. The filtrate from heroin extraction, or 

the dissolved cutting agent mixture, was treated with 3 × 30 mL of chloroform and 3 x 30 mL 
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of ethyl acetate. While the aqueous layer containing the colorant was discarded, paracetamol 

and caffeine were recovered from the organic phase after vacuum evaporation to dryness. 50 

mg of each cutting agent was the target amount for irm-NMR and irm-MS analysis.  

The resulting paracetamol/caffeine powder was dissolved in methanol and then separated with 

a Puriflash 430 Interchim flash chromatography equipped with a UV detector and an automatic 

fraction collector. The size of the reversed-phase column was 16.8 × 2.1 cm, and the average 

particle size was 15 μm. The column was first moistened by methanol and then conditioned by 

water containing 2‰ acetic acid. Then, 4 mL of a paracetamol/caffeine mixture dissolved in 

methanol was loaded onto the column (1 mL / run), and the eluent was constituted as methanol 

/ water with 2‰ acetic acid (70/30 vol.) with a flow rate of 8 mL/min.  The detection 

wavelength was set at 254 nm. The effluent from the column was collected into test tubes with 

a fraction collector set at 22 mL for each tube. Fractions corresponding to the same peak, 

paracetamol or caffeine, were combined, concentrated under vacuum in order to remove 

methanol, and neutralized by 4 M NaOH. Caffeine was extracted with 3 × 40 mL of chloroform, 

dried with MgSO4, and filtered using a fritted glass funnel. Chloroform was removed under 

vacuum, and then, caffeine was dried overnight at 80 °C. The same protocol was used for 

paracetamol after extraction with 3 x 40 mL of ethyl acetate.  

It is worth noting that this purification method induces no isotopic fractionation when 

recovering above 90% of the initial caffeine or paracetamol amount, as tested on a commercial 

sample. 

 

Irm-13C NMR experiments 

Samples were prepared as follows: for caffeine, 40 mg were dissolved in 700 μL of CDCl3; for 

paracetamol, 40 mg were dissolved in 700 μL of DMSO-d6. For both, the solution was filtered 

into a 5 mm o.d. tube. Irm-13C FS-INEPT experiments on caffeine and paracetamol were 

performed on a Bruker AVANCE III 500 MHz spectrometer fitted with a CRYO 1H/13C ATMA 

grad, 5 mm, carefully tuned to the recording frequency of 125.76 MHz.  

The same NMR experiment procedure described by Joubert et al. on paracetamol and caffeine22 

was used to perform irm-13C NMR measurement.  
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NMR data processing 

For each 13C NMR spectrum, an exponential window function inducing a line broadening of 

1.8 Hz was applied to the free induction decay prior to Fourier transform. An automatic 

polynomial baseline correction was subsequently applied to the resulting spectra. Surface areas 

of 13C peaks were determined by the curve-fitting process implemented within Perch (Perch 

NMR Software, University of Kuopio, Finland).  

The peak areas measured in 13C NMR spectra were corrected to account for the presence of 

13C-13C isotopomers in the molecule, which gives rise to satellite lines.23 Partial reduced molar 

fractions 𝑓𝑖𝑅 were calculated for each visible site (See the numbered carbons in Figure 1) 

according to eq. 1: 

𝑓𝑖𝑅 =
𝑆𝑖

(𝐹𝑖×𝑆𝑇)
                 (1) 

where 𝑆𝑖 defines the corrected peak area of site 𝑖 in the spectrum and 𝑆𝑇 represents the sum of 

the peak areas of all measured sites. 𝐹𝑖 corresponds to the statistical molar fraction of site 𝑖: 

𝐹𝑖 = 𝑛 𝑁⁄ , where 𝑛 is the number of nuclei contributing to the peak area of site 𝑖 in the NMR 

spectrum, and 𝑁 is the total number of carbons observed in the spectrum. Symmetrical carbons 

like ortho and meta of the aromatic ring in paracetamol cannot be differentiated by NMR and 

it is therefore the fraction of the sites 4 and 5 that is measured. 

 

Figure 1: Caffeine (A) and paracetamol (B) molecules with carbon sites numbered in decreasing 13C 

chemical shift. 
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Determination of the global δ13C and δ15N values of caffeine and paracetamol 

by irm-MS 

The 13C and 15N global isotope compositions of the whole molecule, were expressed as 𝛿13𝐶𝑔 

and 𝛿15𝑁𝑔values (in ‰). They are the deviations of the isotopic ratio of the sample 𝑅𝑠 relative 

to that of the international standard 𝑅𝑠𝑡𝑑 (𝑠𝑡𝑑: Vienna-PDB for 13C and air N2 for 15N). They 

are determined by isotope ratio monitoring by mass spectrometry and calculated from: 

𝛿𝑔 = (
𝑅𝑠

𝑅𝑠𝑡𝑑
− 1) × 1000 

Where the value of 𝑅𝑃𝐷𝐵 = 0.0112372 and 𝑅𝑎𝑖𝑟𝑁2= 0.003677.24   

The global compositions 𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔of caffeine and paracetamol from seized cutting 

agents mixtures were determined, after flash chromatography separation, by EA/irm-MS using 

an Integra2 spectrometer (Sercon Instruments, Crewe, UK) linked to a Sercon elemental 

analyzer (EA) fitted with an autosampler (Sercon Instruments, Crewe, UK). Each compound 

was weighted into tin capsules (2 × 5 mm, Thermo Fisher scientific) to give approximately 0.8 

mg of caffeine and 0.5 mg of paracetamol. The 𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔 values of the resulting gases, 

CO2 and N2, were determined by reference to a working standard of glutamic acid standardized 

against calibrated international reference material (IAEA-CH6 and IAEA-CH7 for carbon 

isotope ratio and IAEA-N1 and IAEA-N2 for nitrogen isotope ratio).  

Heroin samples cut with paracetamol and caffeine were analyzed by Gas Chromatography – 

Combustion – Isotope Ratio Monitoring by Mass Spectrometry (GC-C-irm-MS) at the Police 

Forensic Laboratory of Lyon. Acetylation of paracetamol was necessary before injection to 

avoid transacetylation by diacetylmorphine during the chromatographic process.25 For that, 4 

mg of each heroin sample were mixed with 3 drops of 1-methylimidazole and 5 drops of acetic 

anhydride, and allowed to react for 5 min. The mixture was then solubilized in 1 mL of CHCl3 

(50:50) in a GC vial of 1.5 mL and directly injected into an Agilent 7890 gas chromatograph 

interfaced to a combustion furnace prior to continuous flow measurement by an Isoprime mass 

spectrometer (Isoprime Ltd, Cheadle, UK). Chromatography was performed on a J&W HP-5 

capillary column from Agilent which dimensions were 30 m x 320 μm x 0.25 μm. GC methods 

for 13C and 15N measurements are detailed in Supporting Information. The instrument was 
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calibrated for 𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔 with IAEA reference materials USGS40 and USGS43 and 

instrumental deviation followed via a laboratory standard of paracetamol and caffeine.  

Multivariate Data Analysis  

Principal Component Analysis (PCA) was performed on the irm-NMR and irm-MS values of 

paracetamol and/or caffeine. PCA allows reduction of a data set by sequential linear 

transformation of the data where often the first few principal components (PC) retain much of 

the variability by preserving as much information as possible from the original dataset. The data 

was normalized to zero mean and unit variance prior to PCA and performed using SIMCA-P+ 

software, version 12.0, (Umetrics, Umeå, Sweden) through its routine applications.  

 

Results and Discussions 

Caffeine and paracetamol are usually mixed together, colored, distributed, and then added to 

pure heroin samples. As the mixture is made before the cutting process, our hypothesis is that 

the isotope profiles in caffeine and paracetamol should show the same discrimination between 

the seizures. 

Then, the main objective of this work is to reply to the question: “can our ability to profile 

cutting agents via irm-MS be significantly improved by adding data on intramolecular isotope 

distribution (PSIA)?”. 

 

 

Irm-MS data set for seized caffeine and paracetamol 

For the 46 caffeine samples, the 𝛿13𝐶𝑔 values are ranged from -39.12‰ to -30.37‰ with SD = 

2.79‰, and the 𝛿15𝑁𝑔 values ranged from -23.81‰ to +0.66‰ with SD = 4.01‰. For the 39 

paracetamol samples, the 𝛿13𝐶𝑏 values are ranged from -31.25‰ to -25.11‰ with SD = 1.72‰. 

These values were measured either by GC (heroin cut with caffeine/paracetamol) or EA (pure 

caffeine or paracetamol) interfaced to the Isotope Ratio Mass Spectrometer. The 13C vs 15N 

caffeine data are plotted in Figure 2.  
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Figure 2: Nitrogen vs carbon data for caffeine samples from seizures in orange and standards in blue 

analyzed by irm-MS. 

They show that most of the seized samples are concentrated in a narrow range, between -34 and 

-30‰ in 13C and -5 and 0‰ in 15N. Thus it is likely that most of the caffeine samples are 

provided by a single manufacturer, or, more probably, synthesized by the same process. They 

do not reflect the diversity of the studied seizures. Except for atypical samples, irm-MS suffers 

from a lack of discrimination power. More variables need to be collected in order to improve 

this profiling tool. In that perspective, irm-13C NMR data set for seized caffeine and 

paracetamol is expected to bring valuable information.  

 

Irm-13C NMR data set for seized caffeine and paracetamol as separated 

probes 

As mentioned in an earlier publication,22 irm-13C NMR FS-INEPT gives access to the relative 

distribution of isotopomers but on an arbitrary scale. Performance of irm-13C FS-INEPT to 

discriminate paracetamol and caffeine was assessed but on a very small sample set. In this work, 

we used the same methodology on both cut heroin samples and paracetamol/caffeine mixtures. 

The bulk composition 𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔, as measured by irm-MS, were also included to increase 

the discrimination power. Thus, caffeine samples can be described by up to 10 variables: 8 
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intramolecular 𝑓𝑖𝑅 13C data, 𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔, whereas paracetamol can be described by up to 

7 variables: 6 intramolecular 𝑓𝑖𝑅 13C data and 𝛿13𝐶𝑔.  

First, PCA was performed on caffeine (Figure 3) and paracetamol (Figure 4) samples to 

compare the internal isotopic distribution (𝑓𝑖𝑅) and the bulk composition 𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔 

between the samples in order to show a graphical representation of the whole data set. As a 

nonpredictive tool, PCA is well adapted for studying data obtained from a relatively low 

number of samples (< 50) and relatively high number of variables (≥ 5). 

 

Figure 3: Principal component analysis on caffeine samples: PC1 (39.1%) vs PC2 (19.8%) plot (scores) 

using the whole experimental variable set from 13C FS-INEPT NMR experiments and 13C and 15N-irm-

MS. The black triangle stands for the scores from cutting agents seizures (M or C), the inverted white 

triangle stands for the scores from heroin seizures (H) and the black star stands for the scores from 

commercial product (See Table S1 for sample identification). 

Figure 3 shows the PCA plot (score plot) of the irm-13C FS-INEPT data set (𝑓𝑖𝑅) and irm-MS 

data set (𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔) for caffeine samples using the two main principal components PC1 

and PC2, which explain 59.9 % of the total variance (39.1 and 19.8 % respectively). The PC3 

explains 13.6 % of the total variance. The closest variables to the correlated circle should 

contribute (for PC1 and PC2) the most to the differentiation of the samples. The carbons C4, 

C7 and C8 contribute largely to the discrimination along the PC1 like it was demonstrated in 
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the previous work (See Figure S1A).22 Combining irm-13C NMR and irm-MS greatly improves 

the discrimination between the caffeine samples. The contribution of reduced molar fraction 

determined by NMR permits to differentiate the various cases. Indeed, the caffeine N°1 and 2, 

3 and 4, 7 to 10, 11 to 13, 15 to 17, and 20 and 21 form different groups where each group 

represents one judiciary case (See Table S1). This distribution shows that seizures from the 

same case have often the same isotopic profile, supporting the hypothesis that they originate 

from the same batch. Moreover, sample N°34 which corresponds to a heroin case (H5) has the 

same isotopic profile than the cutting mixtures N°7 to 10, coming from the same case (M5), 

meaning that those mixtures probably came from the same batch, and were used to cut the 

corresponding heroin sample. One atypical case is M14, with samples N°24 to 26, which 

provides two different isotopic profiles. Interestingly, in that particular case, the seized cutting 

mixtures were divided into two groups depending on their color (brown and greenish brown). 

Each color corresponds to one isotopic profile confirming that two caffeine batches were 

present. The caffeine standards purchased from different commercial sources N°40 to 46 show 

an isotopic profile which overlap seized samples. This distribution probably indicates that 

caffeine from industrial production is used to cut heroin samples.    

 

Figure 4: Principal component analysis on paracetamol from cutting agents seizures (M), heroin 

seizures (H) and commercial product: PC1 (38.4%) vs PC2 (23.8%) plot (scores) using the whole 
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experimental variable set from 13C FS-INEPT NMR experiments and 13C-irm-MS. The black triangle 

stands for the scores from cutting agents seizures (M), the inverted white triangle stands for the scores 

from heroin seizures (H) and the black star stands for the scores from commercial product (See Table 

S2 for sample identification). 

Concerning the seized paracetamol samples described in Table S2, Figure 4 shows the PCA 

(score plot) of irm-13C FS-INEPT data set (𝑓𝑖𝑅) and irm-NMR data set (𝛿13𝐶𝑔) using the two 

main principal components PC1 and PC2, which explain 62.2 % of the total variance (38.4 and 

23.8 %, respectively). The PC3 explains 21.1 % of the total variance. It appears that one carbon 

position, C5, is less discriminatory than other variables. C1, C3 and C6 contribute largely to the 

discrimination as published in a previous work (See Figure S1B).22 As expected, the same 

isotopic distribution than caffeine was observed with paracetamol: samples N°1 to 2, 3 to 4, 7 

to 10, 11 to 13, 15 to 17, 20 to 21 and 27 to 28 are grouped separately, which is in line with 

caffeine groups made from the same cases (M1, M2, M5, M6, M8, M11 and H1 see Table S2). 

Moreover, sample N°29 which corresponds to a heroin case (H5) has the same isotopic profile 

than the cutting mixtures N°7 to 10, coming from the same case (M5), meaning that those 

mixtures probably came from the same batch, and were used to cut the heroin sample. The 

isotopic profile of paracetamol standards purchased from different commercial sources N°35 to 

39, like caffeine, overlap the different isotopic signature of seized paracetamol samples 

meaning that industrial production is used to cut heroin samples along the distribution chain. 
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Irm-13C NMR data set for seized caffeine and paracetamol as combined 

probes 

 

Figure 5: Principal component analysis on the paracetamol/caffeine data combination from seizures: 

PC1 (33.3%) vs PC2 (20.2%) plot (scores) using the whole experimental variable set from 13C FS-

INEPT NMR experiments and 13C and 15N-irm-MS. The black triangle stands for the seized cutting 

agents (M) scores and inverted white triangle stands for the seized heroin (H) scores (See Table S3 for 

sample identification). 

After this first description of caffeine and paracetamol datasets taken separately, PCA was 

applied to samples containing both caffeine and paracetamol as described in Table S3. The 

objective is to determine if all the variables available for each sample could be considered 

together. Figure 5 shows the PCA (score plot) of irm-13C FS-INEPT data set (𝑓𝑖𝑅) of 

paracetamol and caffeine (14 variables) and irm-MS data set (𝛿𝑔) using the two main principal 

components PC1 and PC2, which explain 53.5 % of the total variance (33.3 and 20.2 %, 

respectively). The PC3 explains 13.7 % of the total variance. The discrimination shown 

separately with caffeine and paracetamol is confirmed when combining irm-NMR and irm-MS 

for both molecules. The samples N°1 to 2, 3 to 4, 7 to 10, 11 to 13, 15 to 17, 20, 21, 27 and 28 

corresponding to cases M1, M2, M5, M6, M8, M11 and H1 respectively form different groups 

with the same isotopic signature for each case. In addition, the paracetamol/caffeine from heroin 
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sample N°29 corresponding to case H5 has the same isotopic profile than the cutting agent 

mixtures N°7 to 10 from the same case. The fact that the distributions observed separately for 

caffeine and paracetamol are similar when combining all data, confirm that heroin is usually 

cut by the mixture of both products together, and not independently. 

 

Capability of isotope profiles to reveal network distribution of caffeine and 

paracetamol in heroin 

To assess the potential of irm-NMR and irm-MS to track paracetamol and caffeine, this 

collection was evaluated thanks to the Euclidian distance. The sample set consisted of 19 

samples originating from 19 different cases. Each sample was described with 17 variables 

which are partial reduced molar fractions (𝑓𝑖𝑅) of paracetamol (6 carbons) and caffeine (8 

carbons) and the isotopic bulk compositions 𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔for caffeine and 𝛿13𝐶𝑔 for 

paracetamol. First, one sample from each case was selected and defined as the “not Linked 

samples”. To establish the “linked” population, 15 replicates of paracetamol and caffeine from 

the same batch were selected and analyzed over a 1 year period, to determine the magnitude of 

intra-batch variability.  

 

Figure 6: Diagram of correlation of Linked and Not linked samples based on Euclidian distance 

calculation over irm-NMR (𝑓𝑖𝑅) and irm-MS data (𝛿13𝐶𝑔 and 𝛿15𝑁𝑔). 
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Correlations inside each population (Linked and Not Linked) were calculated using Euclidian 

distances (See Ladroue et al. 10) and plotted (Figure 6). The resulting histogram shows enough 

separation between both populations. If a threshold is chosen at 0.3, corresponding to the limit 

between both populations, 0 % of the not Linked correlations are wrongly considered as linked 

(false positives), and 0 % of the linked correlations are interpreted as not Linked (false 

negatives). In drug profiling, such positive results are considered as sufficient to validate the 

method as a valuable tool to compare paracetamol and caffeine samples.  

 

Conclusion 

The ability of stable isotopes to compare paracetamol and caffeine in heroin samples was 

investigated. For that purpose, carbon and nitrogen isotope ratios were measured in a large 

number of samples (39 for paracetamol and 46 for caffeine) by irm-MS and irm-13C NMR 

method. The paracetamol and caffeine samples were mixed with heroin, paracetamol/caffeine 

mixtures seized as such, or purchased from commercial sources.  

The results showed that the only use of irm-MS is not discriminant enough to differentiate 

without ambiguities the samples. It is possible to exclude a common origin though. In order to 

improve the discrimination power, it was necessary to combine such isotope values with others 

obtained from irm-NMR technique. By providing intramolecular isotopic profile on each 

paracetamol and caffeine samples, irm-13C NMR is sufficient to distinguish isotopic signatures 

between the different seizures. A similar discrimination pattern is observed for caffeine and 

paracetamol within a cutting mixture and between them.  

The apparent results indicate that paracetamol and caffeine mixtures are added at the same time 

in the production chain of heroin, as expected. There is no independent addition made for both 

cutting agents. The capability of irm-13C NMR to distinguish the origin of paracetamol and 

caffeine could be used to link these cutting agents between different seizures, and therefore to 

help trafficking route elucidation, thanks to the isotopic profile. The same work based on irm-

13C NMR is currently under study for cocaine cutting agents such as phenacetin, caffeine and 

levamisole.  
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Supporting Information 

Table S1: Identification of the different caffeine samples by case number. 

Caffeine 

Sample N° Seizure Case Label 

1 Cutting Agent M1-2 

2 Cutting Agent M1-2 

3 Cutting Agent M2-1 

4 Cutting Agent M2-2 

5 Cutting Agent M3 

6 Cutting Agent M4 

7 Cutting Agent M5-1 

8 Cutting Agent M5-2 

9 Cutting Agent M5-3 

10 Cutting Agent M5-4 

11 Cutting Agent M6-1 

12 Cutting Agent M6-2 

13 Cutting Agent M6-3 

14 Cutting Agent M7 

15 Cutting Agent M8-1 

16 Cutting Agent M8-2 

17 Cutting Agent M8-3 

18 Cutting Agent M9 

19 Cutting Agent M10 

20 Cutting Agent M11-1 

21 Cutting Agent M11-2 

22 Cutting Agent M12 

23 Cutting Agent M13 

24 Cutting Agent M14-1 

25 Cutting Agent M14-2 

26 Cutting Agent M14-3 

27 Cutting Agent C1 

28 Cutting Agent C2 

29 Cutting Agent C3 

30 Cutting Agent C4-1 

31 Cutting Agent C4-2 

32 Heroin H1-1 

33 Heroin H1-2 

34 Heroin H5 

35 Heroin H15 

36 Heroin H16 

37 Heroin H17 

38 Heroin H18 

39 Heroin H19 
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40 Commercial TCI 

41 Commercial Sigma 

42 Commercial Acros Organics 

43 Commercial Alfa Aesar 99,7% 

44 Commercial FLUKA 

45 Commercial Sigma 

46 Commercial Alfa Aesar 99% 

 

Table S2: Identification of the different paracetamol samples by case number. 

Paracetamol 

Sample N° Seizure Case Label 

1 Cutting Agent M1-2 

2 Cutting Agent M1-2 

3 Cutting Agent M2-1 

4 Cutting Agent M2-2 

5 Cutting Agent M3 

6 Cutting Agent M4 

7 Cutting Agent M5-1 

8 Cutting Agent M5-2 

9 Cutting Agent M5-3 

10 Cutting Agent M5-4 

11 Cutting Agent M6-1 

12 Cutting Agent M6-2 

13 Cutting Agent M6-3 

14 Cutting Agent M7 

15 Cutting Agent M8-1 

16 Cutting Agent M8-2 

17 Cutting Agent M8-3 

18 Cutting Agent M9 

19 Cutting Agent M10 

20 Cutting Agent M11-1 

21 Cutting Agent M11-2 

22 Cutting Agent M12 

23 Cutting Agent M13 

24 Cutting Agent M14-1 

25 Cutting Agent M14-2 

26 Cutting Agent M14-3 

27 Heroin H1-1 

28 Heroin H1-2 

29 Heroin H5 

30 Heroin H15 

31 Heroin H16 

32 Heroin H17 
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33 Heroin H18 

34 Heroin H19 

35 Commercial Sigma 

36 Commercial TCI 

37 Commercial Sigma 

38 Commercial Sigma 

39 Commercial Acros Organics 

 

Table S3: Identification of samples containing both caffeine and paracetamol found as a cutting mixture, 

or mixed with heroin 

Paracetamol and Caffeine 

Sample N° Seizure Case Label 

1 Cutting Agent M1-2 

2 Cutting Agent M1-2 

3 Cutting Agent M2-1 

4 Cutting Agent M2-2 

5 Cutting Agent M3 

6 Cutting Agent M4 

7 Cutting Agent M5-1 

8 Cutting Agent M5-2 

9 Cutting Agent M5-3 

10 Cutting Agent M5-4 

11 Cutting Agent M6-1 

12 Cutting Agent M6-2 

13 Cutting Agent M6-3 

14 Cutting Agent M7 

15 Cutting Agent M8-1 

16 Cutting Agent M8-2 

17 Cutting Agent M8-3 

18 Cutting Agent M9 

19 Cutting Agent M10 

20 Cutting Agent M11-1 

21 Cutting Agent M11-2 

22 Cutting Agent M12 

23 Cutting Agent M13 

24 Cutting Agent M14-1 

25 Cutting Agent M14-2 

26 Cutting Agent M14-3 

27 Heroin H1-1 

28 Heroin H1-2 

29 Heroin H5 

30 Heroin H15 

31 Heroin H16 

32 Heroin H17 
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33 Heroin H18 

34 Heroin H19 

 

 

 

Figure S1: A) Principal component analysis on caffeine from seizures: PC1 (39.1%) vs PC2 (19.8%) 

plot (loadings) using the whole experimental variable set from 13C FS-INEPT NMR experiments and 
13C and 15N-irm-MS. B) Principal component analysis on paracetamol from seizures: PC1 (38.4%) vs 

PC2 (23.8%) plot (loadings) using the whole experimental variable set from 13C FS-INEPT NMR 

experiments and 13C-irm-MS. The black triangle stands for the loadings (contribution of each measured 

parameter).   
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Figure S2: Principal component analysis on the paracetamol/caffeine data combination from seizures: 

PC1 (33.3%) vs PC2 (20.2%) plot (loadings) using the whole experimental variable set from 13C FS-

INEPT NMR experiments and 13C and 15N-irm-MS. The black triangle stands for the loadings of 

paracetamol and caffeine (contribution of each measured parameter).   

 

GC method   

For 13C measurements of caffeine and paracetamol from seized heroin, the following gradient 

was applied starting at 110 °C for 1 min; the temperature was then raised at 40 °C / min up to 

180 °C, then at 1 °C / min up to 190 °C, then at 40 °C / min up to 290° and kept at 290 °C for 

8 min. The total experiment time was 24 min and 15 s for 1 injection. The injector temperature 

was set at 260 °C. The injection volume was 0.2 µL for a 2 mg / mL sample volume on split 

less mode. A constant flow of helium at 1.50 mL / min circulated in the capillary column.  The 

combustion furnace was a quartz tube filled with CuO pellets held at 850 °C. The interface was 

kept at 350 °C.  

For 15N measurements of caffeine from seized heroin, the following gradient was applied 

starting at 150 °C for 3 min; the temperature was then raised at 30 °C / min up to 300 °C and 

kept at 300 °C for 2 min. The total experiment time was 13 min for 1 injection. Since only 

caffeine was analyzed in the nitrogen mode, the program was shortened. The equipment 

conditions were strictly identical that the 13C measurements.   



  

 

151 

 

IV-3) Données complémentaires 

 

 

Figure S3 : PCA sur les échantillons de caféine issus des agents de coupage saisis (carrés bleus), des 

échantillons d’héroïnes saisis (triangles rouges) et des produits commerciaux (carrés oranges) : PC1 

(42,3%) vs PC3 (13,6%) plot (scores) utilisant toutes les variables issues des expériences FS-INEPT 13C 

par RMN et irm-MS 13C.  
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Figure S4 : PCA sur les échantillons de paracétamol issus des agents de coupage saisis (carrés bleus), 

des échantillons d’héroïnes saisis (triangles rouges) et des produits commerciaux (carrés oranges) : PC1 

(41,3%) vs PC3 (21,1%) plot (scores) utilisant toutes les variables issues des expériences FS-INEPT 13C 

par RMN et irm-MS 13C. 
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Figure S5 : PCA sur les échantillons de caféine et de paracétamol issus des agents de coupage saisis 

(carrés bleus) et des échantillons d’héroïnes saisis (triangles rouges): PC1 (39,9%) vs PC3 (14,9%) plot 

(scores) utilisant toutes les variables issues des expériences FS-INEPT 13C par RMN et irm-MS 13C. 

Préparation des échantillons paracétamol/caféine issus des saisies de l’INPS 

L’ensemble des échantillons d’héroïnes et des agents de coupage saisis possèdent des teneurs 

variables en caféine et paracétamol. La teneur en paracétamol varie entre 17 et 56 % pour les 

échantillons d’héroïnes saisis et entre 49 et 86 % pour les échantillons d’agents de coupage 

saisis par l’INPS. La teneur en caféine varie entre 9 et 41 % pour les échantillons d’héroïnes 

saisis et entre 17 et 49 % pour les échantillons d’agents de coupage saisis par l’INPS. Pour 

chaque échantillon une quantité minimum de 50 mg est requise pour effectuer l’analyse 

isotopique sur le paracétamol et la caféine par RMN (irm-13C NMR) ainsi que l’analyse par 

irm-MS. Une quantité de départ est donc calculée pour obtenir au moins 50 mg de chaque agent 

de coupage en prenant en compte le rendement de la séparation et de l’extraction qui est au 

minimum de 90 % afin de ne pas provoquer un fractionnement isotopique pouvant fausser les 

résultats. Chaque échantillon est dilué dans 4 mL d’eau/méthanol (50:50) et injecté en 4 fois 1 

mL sur une colonne contenant 20g de silice avec un temps de séparation pour chaque injection 
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de 12 min soit 1h de « run » pour séparer le paracétamol et la caféine sur un échantillon saisi. 

Le protocole d’extraction est décrit dans la Partie IV :de ce manuscrit. 

IV-4) Conclusion 

La capacité de l’irm-13C NMR à pouvoir discriminer l’origine de la caféine et du paracétamol 

issus du trafic de stupéfiant a été étudiée au cours de ces travaux. Pour cela, 34 échantillons de 

paracétamol et 42 échantillons de caféine ont été analysés par cette technique mais aussi par 

irm-MS 13C et 15N comme méthode complémentaire. Dans cette étude, le paracétamol et la 

caféine proviennent de mélanges avec l’héroïne, ou de mélanges pures caféine/paracétamol 

saisies par la police dans le cadre de plusieurs affaires judiciaires.  

Les résultats ont montré que l’irm-MS 13C et 15N seule ne permet pas de discriminer tous les 

échantillons de paracétamol et de caféine provenant des différentes affaires. Seul les cas 

atypiques avec des variations importantes dans la composition isotopique globale peuvent être 

mis en lumière par l’irm-MS. L’utilisation de l’irm-13C NMR a permis de lever ces ambigüités 

et de discriminer avec efficacité les différents agents de coupage saisis par la police. En 

mesurant la composition isotopique site-spécifique de chaque carbone il est possible de 

différencier ces profils isotopiques et ainsi de suivre ces molécules dans le trafic d’héroïne. En 

effet, les résultats montrent que la caféine et le paracétamol sont ajoutés en mélange et en même 

temps dans la chaîne de distribution de l’héroïne et qu’il n’y a pas d’ajout unique du 

paracétamol ou de la caféine pour l’adultération de cette dernière.  

L’irm-13C NMR s’avère être un outil de choix pour le suivi de ces agents de coupage dans la 

chaîne de production par sa capacité à mettre en évidence des liens entre les saisies d’agents de 

coupage et d’héroïne issus d’une même affaire ou d’affaires différentes. A l’avenir cet outil 

pourrait aider l’INPS à traquer les différents réseaux de distributions et pourrait même être 

appliqué à l’analyse des agents de coupage contenus dans la cocaïne par la recherche de 

nouveaux liens isotopiques entre les échantillons.   
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Partie V : Application de la méthode FS-INEPT du 15N 

sur le TNT 
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V-1) Introduction 

Comme démontré dans la Partie III :, l’irm-15N NMR est capable de mesurer avec une 

précision de 1‰ la composition isotopique position-spécifique de chaque noyau 15N d’une 

molécule donnée grâce à l’utilisation de la méthode FS-INEPT 15N. Cette même méthode est 

appliquée ici dans le cadre d’une application forensique sur un explosif industriel, le 2,4,6-

trinitrotoluène (TNT). Malgré que ce composé soit facilement identifiable via les outils de 

chimie analytique disponibles il n’est en général pas possible d’émettre un quelconque lien 

entre plusieurs échantillons de TNT.  

Bien que l’irm-MS fût déjà utilisée pour le TNT il n’est pas toujours possible de différencier 

avec certitude plusieurs lots de TNT du fait du peu d’information fournie par cette technique. 

Afin de pallier ce problème les travaux entrepris dans le cadre de cette thèse proposent d’utiliser 

une méthode multi-isotopes combinant l’irm-MS et l’irm-NMR en 13C et 15N. A cette fin, 6 

échantillons de TNT fournis par l’INPS de Lyon ont pu être analysés via ces différentes 

techniques et seront complétés plus tard par d’autres échantillons de TNT.  

Les analyses irm-13C NMR ont été faites en utilisant la technique « one-pulse » du faite de la 

grande quantité disponible (> 300 mg) pour chaque échantillon. Tandis que les analyses par 

irm-15N NMR ont été effectuées par le biais de la méthode FS-INEPT 15N afin de rendre la 

mesure réalisable par RMN. Ces travaux et ses interprétations ont fait l’objet d’un article intitulé 

« Forensic application of Position-Specific Isotopic Analysis of Trinitrotoluene (TNT): A 

Nuclear Magnetic Resonance method to determine 13C and 15N isotopic profiles » et vont 

être soumis dans le journal Talanta.  
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Abstract  

The industrial 2,4,6-trinitrotoluene (TNT) are easily identified with current instrumental 

techniques but it is generally impossible to distinguish between sources of the same substance. 

To overcome this difficulty, we present a multi stable isotope approach using isotope ratio 

monitoring by mass spectrometry (irm-MS) and Nuclear Magnetic Resonance (irm-NMR). Irm-

MS provides bulk isotopic composition at natural abundance in 2H, 13C, 15N, 18O or 34S. 

However, irm-NMR enable the determination of positional intramolecular 13C/12C ratios 

(𝛿13𝐶𝑖) and 15N/14N ratios (𝛿15𝑁𝑖) with high precision. This technique shows its potential in 

the field of authentication but also to study metabolism as retro-biosynthetic pathways.  

This publication report an application of recent methodology using irm-15N NMR to determine 

position-specific 15N isotope content of TNT. In addition, irm-13C NMR and irm-MS (13C and 

15N) were performed to obtain a complete isotopic profile of each TNT samples. Thanks to the 

use of irm-NMR the results show a unique isotopic fingerprint for each TNT which enable the 

origin discrimination between the samples without ambiguities.      

Keywords: PSIA, irm-13C NMR, irm-15N NMR, 2,4,6-Trinitrotoluene, explosives 

 

Introduction 

2,4,6-Trinitrotoluene (TNT) is by far the most important military explosive for blasting charges 

of all weapons. It is very stable, neutral, and does not attack metals. It can be applied pure and 

mixed with ammonium nitrate, aluminum powder, with cyclotrimethylenetrinitramine (RDX) 

and combinations.1 Furthermore, TNT is an important component of industrial explosives.  

Forensic investigation of explosives mainly focuses on the identification of raw materials and 

post-blast residues. In addition to identification, more information can be extracted from 

explosives samples by using chemical profiling. Profiling explosives may be used to increase 

the knowledge on the origin of the explosive as well as to investigate possible relationships 

between samples, e.g. crime scene and suspect samples. In the literature, several attempts were 

made to develop profiling methods of TNT by determining the presence of various impurities. 

Most of these methods used liquid chromatography (LC)2 or gas chromatography (GC) coupled 

with mass spectrometry (GC-MS).3  However, they could not demonstrate differences between 
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all TNT samples especially when the purification process removed a large part of the by-

products.4  

Another analytical method using isotope ratio monitoring by mass spectrometry (irm-MS, 

known also as IRMS)5 allows to trace the source of the molecules. The result is expressed as 

the bulk (or global) Heavy isotope composition (for example for carbon-13: 13Cb). One 

parameter is thus collected representing the average contribution of all isotopomers and 

isotopologues of the studied heavy isotope. In the first published work on the isotopic analysis 

of explosives in 1975,6 the author used 13C and 15N bulk isotopic compositions (𝛿13𝐶𝑏) and 

(𝛿15𝑁𝑏) for discriminating TNT samples from different countries. Several studies on the same 

topic showed a large range of 𝛿13𝐶𝑏 (-30 to -23.5‰) and 𝛿15𝑁𝑏 (-8.7 to +9.6‰) values for 

TNT samples6–8 except for the study of Lock et al., which reported a smaller range of 𝛿13𝐶𝑏 (-

28.8 to -27.1‰) and 𝛿15𝑁𝑏 (-5.9 to -1.7‰) values.9 It is therefore probable that irm-MS, alone, 

could not provide enough discrimination between TNT samples for origin assignment and batch 

linkage.  

A possible alternative method is Position-Specific Isotope Analysis (PSIA), because the 

intramolecular isotope distribution of a molecule provides additional information about its 

origin, i.e. each non-equivalent isotopomer is titrated. In 1981, a PSIA method based on Nuclear 

Magnetic Resonance spectrometry (known as SNIF-NMR™: Site-specific Natural Isotope 

Fractionation studied by Nuclear Magnetic Resonance) was proposed by Martin et al. in order 

to measure position-specific 2H isotope compositions of organic molecule10 and become in 1988 

the official method to detect sugar addition in wines.11 Nowadays the use of irm-2H NMR for 

origin determination of vanillin12 and acetic acid13 are recognized by official authorities. 

Fortunately, driven by few majors limitations such as the small frequency range of 2H leading 

to signal overlap and small molecules limitation (M < 250 g/mol) scientists have extended this 

approach to position-specific 13C. 

In 2007, isotopic ratio monitoring 13C by NMR (irm-13C NMR) was optimized for measuring 

position-specific 13C isotope compositions with 1‰ (0.1%) accuracy (as trueness + precision).14 

The usefulness of irm-13C NMR was demonstrated for a number of applications15–18 but the 

experiment time can become prohibitive for routine analysis in the “one-pulse” version.19 

Reducing the experimental time and/or the amount of sample could be performed via the use 

of multi-pulse NMR sequences based on polarization transfer from highly sensitive 1H to less 

sensitive 13C nuclei. In 2010 Thibaudeau et al., have shown that multi-pulse sequence like 



  

 

160 

 

“Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer” (INEPT) provided an increase 

sensitivity with a high precision of 1‰.20 This method has been used with success in many 

applications21–23 in order to compare relative isotopic profiles and discriminate the different 

origins of Active Pharmaceutical Ingredients (API) and triacyglycerol in olive oils illustrating 

the emerging concept of “isotopomics”.  

However, the isotopic composition of quaternary 13C was lost because only carbons directly 

coupled with hydrogen (1JCH) benefited from the polarization transfer. Hence, in 2018, Joubert 

et al., proposed a « Full-Spectrum » INEPT (FS-INEPT)24 method to enhance the sensitivity on 

each carbon (nJCH) with a precision better than 1.5‰, and applied this sequence to the 

discrimination of caffeine and paracetamol origins. FS-INEPT 13C was extended and adapted 

to the measurement of position-specific 15N isotope composition (FS-INEPT 15N) by Joubert et 

al. in order to measure for the first time the isotopic compositions (15Ni) and enrichment factor 

upon fractionation with a precision under 1‰. (See Partie III :) 

Nitrogen-15 is not a favorable nucleus for quantitative NMR because of its intrinsic low 

sensitivity (gyromagnetic ratio 10 times lower than for 1H) and its low abundance (three times 

lower than from 13C). The combination of a high field NMR spectrometer and the recent FS-

INEPT methodology allowed the measurement of the intramolecular 15N distribution within an 

adequate precision of the order of 1‰. In the present study, we applied this new approach to 

TNT samples in order to characterize their sources. Irm-15N NMR appears as a determinant 

complementarity tool of irm-13C NMR in forensic investigations. The contribution from irm-

NMR against irm-MS on the 13C and 15N isotopic profile of TNT is also highlighted in this 

work.    
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Materials and Methods  

Chemicals and Samples 

Acetone-d6 was purchased from Eurositop. In total, 6 TNT samples were collected by demining 

center of Lyon from different origin and were extracted from different matrix. (Table 1) 

Table 1: Identification of the different TNT samples by their origins.    

Sample number Matrix Geographical origin 

1 Unknown Unknown 

2 Unknown Unknown 

3 Unknown Unknown 

4 Unknown Unknown 

5 OF37 grenade France 

6 WG 66 mortar Switzerland 

 

 

NMR spectrometry experiments 

300 mg of 2,4,6-trinitrotoluene (TNT) was dissolved in 400 µL of acetone-d6. The solutions 

were mixed and filtered into a 5 mm o.d. NMR tube. Quantitative 13C and 15N NMR spectra 

were recorded on a Bruker 700 Avance HD spectrometer fitted with an inverse CRYO 

1H/13C/15N/2H ATMA grad Z, 5 mm, carefully tuned to the recording frequency of 175.98 MHz 

and 70.93 MHz respectively for 13C and 15N. The temperature of the probe was set at 303 K 

with no spinning of the tube. The pulse lengths were calibrated before each experiment, and the 

probe tuning and matching were adjusted for each sample.  
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Figure 1: A) Adiabatic decoupling 13C one-pulse sequence using for irm-13C NMR experiments.25 B) 

Adiabatic refocused double echo INEPT sequence using for irm-15N NMR experiments with 1H and 15N 

180° adiabatic full passage inversion pulses and 15N 180° composite refocusing pulses and also adiabatic 

decoupling. τ is the polarization transfer delay, and Δ is the refocalisation delay. TR = AQ + D1 

corresponding to 16 s. (See Partie III :) 

The experimental parameters for irm-13C NMR as one-pulse acquisition were the following: 

pulse width 10 μs (90°), sampling period 1 s. The offsets for both 13C and 1H were set at the 

middle of the frequency range for TNT. 32 scans were acquired using a repetition delay of 130 

s corresponding to the full relaxation of 13C (10 × 𝑇1𝑚𝑎𝑥), leading to a signal-to-noise ratio 

(SNR) ≈ 500. Inverse-gated decoupling was applied in order to avoid nuclear Overhauser effect 

(nOe). The decoupling sequence (Figure A) for removing 1H−13C scalar coupling interactions 

employed a cosine adiabatic pulse with appropriate phase cycles, as described previously.26 

Each measurement consisted of the average of five independently recorded NMR spectra which 

lead at an experiment time of 5 hours and 50 mins for five consecutive spectra.    

For irm-15N NMR experiments using refocused adiabatic INEPT sequence (Figure B), typical 

acquisition parameters were as follows: 15N and 1H offsets were set at 364 and 5.8 ppm, 

respectively, for TNT and the 90° 1H and 15N high power pulse widths were 10 and 40 μs, 

respectively. 3200 scans were accumulated to reach SNR > 500 for all peaks with a repetition 
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time of 16 s corresponding to the full relaxation of 1H (10 × 𝑇1𝑚𝑎𝑥).  was adjusted to 70 ms 

and Δ to 50 ms. Adiabatic full passage pulses were generated using Mathcad 8 (MathSoft, Inc.). 

They were designed with a cosine amplitude modulation of the RF field (ω1
max = 157.1 and 93 

kHz for 15N and 1H, respectively) and an offset independent adiabaticity (OIA) by optimizing 

the frequency sweep ΔF (ΔF = 30 and 17 kHz for 15N and 1H, respectively). For inversion pulses 

and the first refocusing pulses, adiabatic full passage pulses were used. For the second 

refocusing pulses, composite adiabatic pulses were used. Five spectra were recorded for each 

measurement with an experiment time of 2 days and 12 hours.  

 

NMR data processing 

Free induction decay was submitted to an exponential multiplication inducing a line broadening 

of 2 Hz for 13C spectra and 1.5 Hz for 15N spectra. After baseline correction, a curve fitting was 

carried out in accordance with a Lorentzian mathematical model using Perch Software (Perch 

NMR Software, University of Kuopio, Finland).   

The peak areas measured in 13C NMR spectra were corrected for accounting to the presence of 

13C-13C isotopomers in the molecule, which give rise to satellite lines.27 Reduced molar 

fractions 𝑓𝑖𝑅 were calculated for C1, C2, C3, C4, C5, N1 and N2 in TNT samples (Figure 2) 

for carbons and nitrogen numbering) according to eq 1:  

𝑓𝑖𝑅 =
𝑆𝑖

(𝐹𝑖 ×𝑆𝑇)
            (1) 

where 𝑆𝑖 defines the corrected surface area of the 13C or 15N peak of site 𝑖 in a specific spectrum 

and 𝑆𝑇 represents the sum of the surface areas.24 

From 𝑓𝑖𝑅 using the global value for 𝛿𝑏 (‰) obtained by irm-EA/MS, the 𝛿𝑖 (‰) for each NMR 

peak can be calculated following this publication.28 Then the position-specific carbon or 

nitrogen content for each carbon or nitrogen 𝑖 are express as 𝛿13𝐶𝑖 and 𝛿15𝑁𝑖 (‰).  
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Figure 2: Representation of TNT molecule with carbon and nitrogen sites numbered in decreasing 13C 

and 15N chemical shift. 

 

Irm-EA/MS: stable-isotope analysis 

Carbon (13C/12C) and nitrogen (15N/14N) isotope ratio measurements are expressed in delta 

notation 𝛿13𝐶𝑏 and 𝛿15𝑁𝑏 (‰)29 were determined by irm-MS using an Integra2 spectrometer 

(Sercon Instruments, Crewe, UK) linked to a Sercon elemental analyzer (EA) fitted with an 

autosampler (Sercon Instruments, Crewe, UK). About 0.7 mg of sample was sealed in a tin 

capsule. The 𝛿13𝐶𝑏 and 𝛿15𝑁𝑏  of the resulting gases, CO2 and N2 were determined by reference 

to a working standard of glutamic acid standardized against calibrated international reference 

material (IAEA-CH6 and IAEA-CH7 for carbon isotope ratio and IAEA-N1 and IAEA-N2 for 

nitrogen isotope ratio). The 13C and 15N global (or bulk) isotope compositions of the whole 

molecule were calculated from: 

𝛿𝑏 (‰) =  (
𝑅

𝑅𝑠𝑡𝑑
− 1) × 1000 

where 𝑅 is the isotope ratio of the sample and 𝑅𝑠𝑡𝑑 is the isotope ratio of Vienna Pee Dee 

reference standard (V-PDB) for 13C (𝑅𝑠𝑡𝑑 = 0.0112372) or atmospheric air for 15N (𝑅𝑠𝑡𝑑 =  

0.003677). 
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Results and discussion  

Reproducibility  

We opted to use a much more sensitive instrument: a 700 MHz spectrometer equipped with a 

cryoprobe rather than using 400 MHz without cryoprobe. As a result, even by using FS-INEPT 

the acquisition of one 15N spectrum lasted about 14 hours with SNR > 500. Even if the ability 

of FS-INEPT sequence to detect small changes in 15N content for each nitrogen has been already 

demonstrated, the long experiment time (2 days and 8 hours for four spectra) requires to keep 

attention on the stability of the NMR spectrometer. Moreover, the spin-echo delay using in the 

FS-INEPT 15N sequence was higher than usual ( = 70 ms and Δ = 50 ms) which leads to a 

period of 300 ms before the signal acquisition against 100 ms or under in the previous studies.24 

The short long-range coupling constants between each nitrogen with the neighboring proton 

implied such a long delays. The loss of signal cannot be neglected and the only way to deal 

with it was to be sure that the induced signal attenuation was always the same, whatever the 

sample or the measurement.  

 

Figure 3: 15N NMR spectrum of a trinitrotoluene (TNT) sample obtained in 14 hours and 13 min by 

adiabatic refocused FS-INEPT 15N with a signal noise ratio of 500. 

The long-term repeatability was established from the standard deviation (SD) obtained from 

the molar reduced fraction 𝑓𝑖𝑅 collected from five independent measurements by irm-13C NMR 

“one-pulse” over three months and irm-15N NMR FS-INEPT over four months. Each 

measurement constituted of five replicates for irm-13C NMR and four replicates for irm-15N 
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NMR. For each series, mean 13C and 15N isotopic molar fractions were calculated as well as the 

associated standard deviations. (See Table 2) 

Table 2: Standard Deviation (SD) for each carbona and nitrogenb 

 C1 C2 C3 C4 C5 N1 N2 

TNT 
0.7 0.7 0.7 0.4 0.9 1.6 1.6 

SD (‰) 
a SD over five independent measurement by irm-13C NMR “one-pulse” sequence from five replicates, over 3 

months, of TNT.   

b SD over five independent measurement by irm-15N FS-INEPT sequence from four replicates, over 4 months, of 

TNT.   

 

From Table 2, the following conclusions can be drawn: (i) Values determined from NMR 

spectra recorded using the one-pulse 13C experiment are very precise as expected, SD below 

0.9 ‰. (ii) Values of each nitrogen site within TNT can be determined with a sufficient degree 

of precision from FS-INEPT experiment, SD below 1.6 ‰. These performances is good enough 

for discrimination purpose of TNT samples  

 

Application to TNT  

The present study is pioneering in the use of the intramolecular 15N distribution (PSIA) for 

classification of an organic molecule with respect to its source. As such the goal of the work 

was not to collect a large number of samples but rather to highlight the new information brought 

by irm-15N methodology as compared to irm-MS (13C and 15N) and irm-13C NMR. In this 

context we did not intend to express each 𝛿13𝐶𝑖 and 𝛿15𝑁𝑖 from a calibrated scale. We have 

shown in a previous work that irm-13C NMR one-pulse does not produce directly the ‘true’ 

𝛿13𝐶𝑖 since there is a specific response factor for each instrument that can be larger in the case 

of cryo-probes. Therefore the values presented in Table 3 cannot be used as such for comparison 

with data from other molecules. A correction factor could be applied if results would have to 

be positioned on the absolute -scale.30 This is even truer for the expression of the 15N results. 

The use of FS-INEPT 15N method give only relative intensities which are not only governed by 

molar fraction 𝑓𝑖𝑅, and isotopic abundance 𝑥𝑖 but also by the efficiency of the polarization 

transfer (see Joubert et al. publication24 and Partie III :). Nevertheless, the contribution of the 

multi-pulses sequence to the relative intensities in 15N is always the same for all TNT samples 

within constant experimental conditions. In both cases (irm-13C and 15N NMR) the interest of 

the i presentation lies in the incorporation of the global isotope content g (by irm-MS) as 
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explicated in the calculation mode.15 The relative scale, as presented herein, is sufficient for 

comparing isotope profiles between samples from the same molecule.  

Table 3: 𝛿13𝐶𝑖 and 𝛿15𝑁𝑖 isotopic composition from peak surfaces measured in “one-pulse” 13C NMR 

spectra and FS-INEPT 15N spectra respectively. 𝛿13𝐶𝑏 and 𝛿15𝑁𝑏 bulk composition were also collected 

by irm-MS method. 

  irm-13C NMR  irm-15N NMR  irm-MS 

TNT sample 

N° 
𝜹𝟏𝟑𝑪𝟏 𝜹𝟏𝟑𝑪𝟐 𝜹𝟏𝟑𝑪𝟑 𝜹𝟏𝟑𝑪𝟒 𝜹𝟏𝟑𝑪𝟓  𝛅𝟏𝟓𝐍𝟏 𝛅𝟏𝟓𝐍𝟐  𝜹𝟏𝟑𝑪𝒃 𝜹𝟏𝟓𝑵𝒃 

1 33.8 0.8 -48.1 -46.3 -106.0  35.0 -15.5  -25.6 9.7 

2 34.5 1.1 -50.9 -25.9 -134.6  2.5 -29.4  -23.9 -13.5 

3 26.8 -5.8 -43.8 -41.7 -95.7  21.8 -2.2  -25.0 9.8 

4 25.0 -5.8 -43.8 -39.4 -101.4  21.2 -2.2  -25.7 9.5 

5 18.9 -14.6 -46.6 -35.7 -92.8  14.3 -20.5  -27.5 -3.1 

6 32.4 -5.5 -44.6 -37.8 -106.5   11.3 -12.6  -26.8 -0.6 

 

From Table 3 five 13C isotopomers and two 15N isotopomers constitute the isotopic profiles of 

six TNT samples. Irm-MS was also performed on the same samples in order to measure the 13C 

and 15N bulk composition. The number of samples is not large enough for significant statistical 

interpretation, but comparison of each profile between samples would indicate the 

discriminating capability of each technique contribution 

The range of measured 𝛿13𝐶𝑏 values by irm-MS is narrow while it is broader for 𝛿15𝑁𝑏 values. 

Generally speaking 𝛿13𝐶𝑏 is not able to separate clearly the source as 𝛿15𝑁𝑏 could contribute. 

Similar signatures for sample 1, 3 and 4 can be observed. Thus from the bulk values it may be 

thought that these samples are from the same source. This conclusion was not confirmed from 

position-specific isotopic analyses performed by NMR that raised ambiguities between the 

𝛿13𝐶𝑖 and 𝛿15𝑁𝑖 values determined by irm-MS.  

Irm-13C NMR permit to measure the isotopic composition of the 6 TNT carbon and show great 

variation between samples, especially on the methyl group (𝛿13𝐶5). As expected, TNT samples 

present a unique isotopic fingerprint for samples 3 and 4 which present a close isotopic 

fingerprint. Toluene is the raw materials for TNT synthesis and its 13C profile demands on the 

origin of the crude oil.31 The nitration process can also impact the isotopic composition of C1 

and C2 during the nitrate substitution.  

Irm-15N NMR provides 𝛿15𝑁𝑖 values on the two TNT nitrogen and show a wide isotopic range 

on these two nitrogen. The samples 3 and 4 have the same isotopic profile in nitrogen 

confirming that these samples have probably the same origin. Others samples show different 



  

 

168 

 

15N isotopic profiles which indicate that the nitric acid using in the TNT synthesis have different 

origin. In general, irm-15NNMR permit to distinguish different TNT batches especially for the 

sample 1 which have the same bulk composition than samples 3 and 4 but a different intra-

molecular distribution in nitrogen particularly.  

 

Conclusion 

The results from this work clearly show that irm- 15N NMR brings new information that are 

capable to distinguish TNT samples for which other approaches are less performant, especially 

the bulk value by irm-MS. Thanks to the good long-term repeatability (SD < 1.6‰) of the 

methodology used (FS-INEPT) the source of TNT sample can be questioned in a tactic or 

strategic forensic investigation. This work confirms also that the intramolecular 𝛿13𝐶𝑖 are 

parameters of importance for discrimination purpose. Then a multi isotopic NMR approach 

appears determinant and is an excellent complementary tool to irm-MS which shows some 

limitation. 

This first application of irm-15N NMR in a forensic investigation is a proof of concept that 

opens new perspectives in authenticity, traceability or counterfeiting studies. The results 

obtained in the present work were achieved using an instrumentation not dedicated to optimum 

15N NMR. It is expected that the design of a specific probe would improve dramatically the 

quality factor and thus the SNR. Other pulse sequences for sensitivity improvement may also 

be envisaged such as HSQC (1D or 2D).32,33 These prospects are currently under investigation 

for driving irm-15N NMR compatible with shorter analysis time and/or smaller amount of 

product. 
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V-3) Données complémentaires  

 

Table S1: Constantes de couplage longues distances (3JN-H) pour la molécule de TNT.  

2,4,6-Trinitrotoluène (TNT) 3JN-H (Hz) 

N1 3,4 

N2 2,8  
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V-4) Conclusion 

La méthode FS-INEPT 15N a été appliquée dans le cadre d’une application forensique sur la 

molécule de TNT et ouvre l’accès à de nouvelles informations isotopiques qui ne sont pas 

accessible avec l’irm-MS. Grâce à sa reproductibilité intra-laboratoire (< 1,6‰) et au gain de 

sensibilité apporté par la méthode FS-INEPT il est maintenant possible d’établir ou non un lien 

entre les différents lots de TNT. En complément, la composition isotopique site-spécifique 13C 

permet également de discriminer ces différents échantillons de TNT. Pour la première fois, une 

combinaison de l’irm-13C et 15N NMR sur l’étude des isotopes montre son intérêt là ou l’irm-

MS seule peut se montrer limitée.  

Cependant, comme évoqué dans la Partie III : la sensibilité du spectromètre RMN utilisé n’est 

pas optimum pour le 15N du faite de l’utilisation d’une cryosonde inverse (sensibilité 1H). 

L’utilisation d’une cryosonde dédiée 15N pourrait réduire ce temps d’expérience, environ 14h / 

spectre, en optimisant le S/B et le facteur de qualité de la sonde. De plus, une autre séquence 

multi-impulsionnelle telle que l’HSQC (1D ou 2D) pourrait être utilisée pour augmenter encore 

cette sensibilité afin d’obtenir des temps d’expériences plus courts et/ou une quantité de produit 

plus faible pour l’analyse.     

L’analyse d’autres échantillons de TNT est envisagée afin de combiner l’analyse PCA aux 

méthodes irm-MS et irm-NMR qui requiert une quantité minimum de 10 échantillons.   
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Conclusion générale et perspectives 

L’intérêt de l’utilisation de l’irm-13C NMR et de l’irm-15N NMR en complément de l’analyse 

isotopique par irm-MS dans le cadre du suivi des agents de coupage contenu dans les produits 

stupéfiants ainsi que le suivi d’explosif comme le TNT a pu être démontré dans ce projet. Dans 

le cas de l’irm-NMR, cette méthode conduit à la détermination de la teneur en carbone-13 et en 

azote-15 de chaque atome constituant la molécule et on parle ainsi de quantification des 

isotopomères 13C et 15N. Dans le cas de l’irm-MS, c’est la teneur globale en 13C et/ou en 15N 

qui est obtenue. Les données complémentaires apportées par la PSIA permettent une meilleure 

compréhension du phénomène de coupage de l’héroïne ainsi qu’une détermination de l’origine 

de ces produits de coupage et de la TNT avec plus de certitude. 

La première problématique de ce projet était de savoir si la méthode utilisée en irm-13C NMR 

pouvait être améliorée tout en gardant une précision de 0,1%. Il a été montré qu’en utilisant une 

séquence multi-impulsionnelles « INEPT » avec un transfert de polarisation des protons sur 

tous les carbones de la molécule quelles que soient leurs constantes de couplage (nJCH), celle-ci 

permettait d’augmenter la sensibilité par apport à une séquence mono-impulsionnelle jusqu’à 

un facteur 3. Cette méthode appelée « FS-INEPT » permet donc d’obtenir un profil isotopique 

complet en 13C, contrairement à la séquence INEPT adiabatique refocalisée 1J, utilisée jusqu’à 

présent, qui ne s’intéressait qu’au couplage direct 1H-13C (1JCH) et engendrait une perte 

d’information sur les carbones quaternaires. Ces informations se sont avérées utiles pour la 

discrimination des origines du paracétamol et de la caféine puisque certains carbones 

quaternaires contribuent fortement dans cette détermination. Les caféines d’origines 

commerciales et naturelles ont ainsi pu être différenciées selon leur profil isotopique 13C avec 

une différenciation entre les échantillons naturels issus du thé, du café, du cola et du guarana. 

Pour le paracétamol issu de différents laboratoires pharmaceutiques il a été montré que chaque 

échantillon possédait un profil isotopique 13C propre à la molécule. 

L’étude des conditions méthodologiques nécessaires pour mettre au point l’irm-15N NMR a 

permis de répondre à la deuxième problématique de ce projet, posée en introduction, concernant 

les conditions requises pour l’implémentation d’une séquence RMN de haute précision afin de 

mesurer la composition isotopique position-spécifique en 15N. La FS-INEPT 13C a pu être 

transposée pour pouvoir effectuer des mesures isotopiques position-spécifiques en 15N et 

obtenir un gain important en sensibilité. Après transposition de cette séquence, une preuve de 
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concept sur le 1-methylimidazole a permis de mesurer le facteur d’enrichissement au cours du 

fractionnement isotopique induit durant un processus de chromatographie liquide avec une 

précision de 0,1% et rendant pour la première fois possible la mesure PSIA par irm-15N NMR. 

De plus, une étude complémentaire utilisant cette technologie a permis d’affiner le profil 

isotopique d’échantillon de TNT en obtenant une discrimination de l’origine pour chaque 

échantillon tout en gardant une précision de 0,1% dans le cadre d’une application forensique.  

L’utilisation des mesures isotopiques position-spécifiques en 13C apporte de nouveaux éléments 

permettant de retracer l’origine des agents de coupage contenu dans l’héroïne dans le cadre 

d’une étude forensique. Les résultats obtenus permettent de répondre à la troisième 

problématique de ce projet sur les avantages d’une telle méthode. L’irm-13C NMR conduit à 

une augmentation du nombre de paramètres permettant une caractérisation plus précise de 

l’origine de l’agent de coupage étudiée par apport à l’irm-MS utilisée jusqu’à présent. Nous 

avons montré que dans certains cas une même affaire judiciaire peut contenir des lots différents 

d’agent de coupage. Il a également été montré que le paracétamol et la caféine étaient utilisés 

en mélange par les trafiquants et ajoutés en même temps dans le processus d’adultération de 

l’héroïne permettant d’obtenir un suivi commun de ces molécules dans les réseaux de 

distributions. Cette application a été rendue possible grâce à la mise au point de la méthode FS-

INEPT en irm-13C NMR permettant de travailler sur des quantités plus faibles par apport à la 

séquence mono-impulsionnelle classiquement utilisée (40 mg vs 250 mg).  

Actuellement, lors des saisies de produits de coupage comme le paracétamol et la caféine 

aucune classification n’est possible pour ces molécules et par conséquent aucune procédure 

pénale n’est alors menée contre la personne interpellée, sauf si le produit est vendu comme 

stupéfiant. L’irm-13C NMR a montré qu’il était possible d’établir un lien entre ces produits et 

les saisies de stupéfiants coupés par ces premiers grâce à la détermination du profil isotopique 

de chaque molécule impliquée dans le coupage d’un stupéfiant. D’un point de vue tactique et 

stratégique, cet outil permettrait à l’INPS de mettre en évidence la participation indirecte à un 

trafic de stupéfiant, par la mise en avant d’un lien entre les produits de coupage saisis et les 

saisies de stupéfiants coupés par ces premiers dans d’autres affaires judiciaires. Cela ne garantit 

par la poursuite pénale, mais permettrait à la police de justifier une surveillance et de continuer 

les investigations. De plus, lors de l’identification d’un site de production d’agents de coupage 

il serait possible grâce à l’irm-13C NMR de démontrer un lien avec des saisies de stupéfiants 

coupées et poursuivre ainsi pénalement les employés et ceux qui détournent les produits.  
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Malgré l’intérêt d’utiliser l’irm-13C et 15N NMR avec la méthode FS-INEPT pour les études 

isotopiques dans le domaine forensique, certaines limites peuvent encore exister. En effet, la 

caféine pourrait être analysée par l’irm-15N NMR car cette molécule possède 4 azotes ce qui 

rendrait le profil isotopique bien plus complet. Cependant, la caféine est peu soluble dans les 

solvants organiques (< 100 mg) rendant la mesure très longue (> 1 semaine) et non réalisable 

pour une série d’échantillons. Pour pallier ce défaut de sensibilité une sonde spécifiquement 

dédiée à l’observation directe du noyau 15N pourrait être envisagée. Même si la sonde utilisée 

dans ces travaux de thèse est une cryosonde, la configuration inverse (optimisée pour le 1H) 

n’est pas optimale pour un noyau comme le 15N. De plus, une autre séquence pourrait améliorer 

le S/B comme l’HSQC 1D (ou 2D) pour analyser la molécule de caféine.  

Par ailleurs, l’application forensique à la cocaïne et ses produits de coupage pourrait être 

envisagée. En effet, des molécules comme la caféine et la phénacétine sont régulièrement 

utilisées pour le coupage de la cocaïne et pourraient être sujettes à des mesures isotopiques par 

le biais de la méthode FS-INEPT 13C afin de différencier les différents lots et émettre des liens 

entre les différentes saisies policières. De même que pour les saisies de paracétamol/caféine en 

mélange, des saisies de caféine et de phénacétine pures sont également fréquemment effectuées 

par la police. L’irm-13C NMR appliquée sur ce type de saisie pourrait émettre en évidence un 

lien entre les différentes saisies de ces produits de coupage et de ceux contenus dans la cocaïne 

saisie par la police.  

D’une manière générale, l’apport de nouveaux paramètres tels que la composition position-

spécifique 13C et 15N enrichissent les connaissances actuelles. Tous les outils disponibles tels 

que l’irm-MS et l’irm-NMR combinées aux outils statistiques (ACP et méthode de 

comparaison) sont complémentaires et permettent une description de plus en plus fine des 

phénomènes et des différents liens observés.    
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The new face of isotopic NMR at
natural abundance
Tangi Jézéquel,a Valentin Joubert,a Patrick Giraudeau,a,b Gérald S. Remauda

and Serge Akokaa*

The most widely used method for isotope analysis at natural abundance is isotope ratio monitoring by Mass Spectrometry
(irm-MS) which provides bulk isotopic composition in 2H, 13C, 15N, 18O or 34S. However, in the 1980s, the direct access to Site-
specific Natural Isotope Fractionation by Nuclear Magnetic Resonance (SNIF-NMRTM) was immediately recognized as a powerful
technique to authenticate the origin of natural or synthetic products. The initial – and still most popular – application consisted
in detecting the chaptalization of wines by irm-2H NMR. The approach has been extended to a wide range of methodologies over
the last decade, paving the way to a wide range of applications, not only in the field of authentication but also to study metabo-
lism. In particular, the emerging irm-13C NMR approach delivers direct access to position-specific 13C isotope content at natural
abundance. After highlighting the application scope of irm-NMR (2H and 13C), this article describes themajor improvementswhich
made possible to reach the required accuracy of 1‰ (0.1%) in irm-13C NMR. The last part of the manuscript summarizes the
different steps to perform isotope analysis as a function of the sample properties (concentration, peak overlap) and the kind of
targeted isotopic information (authentication, affiliation). Copyright © 2016 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: isotope analysis; SNIF-NMR; irm-NMR; Position-Specific Isotope Analysis; internal standard

Introduction

Isotopic analysis at natural abundance is a powerful tool to track the
origin of molecules. Isotopic fractionation may induce small, but
significant variations in the isotope composition of molecules, and
these variations depend on the physical or (bio)chemical processes
which have led to these compounds. The determination of the
isotope content is used in a wide range of scientific applications
such as food science, pharmaceutical industry, environmental or
forensic sciences, geochemistry, archaeology, ecology or metabolic
studies.[1]

Isotope ratio monitoring Mass Spectrometry (irm-MS) is themost
commonly used technique to determine the bulk isotopic compo-
sition of a sample, that is, the average isotope composition.[2,3]

Irm-MS makes it possible to measure small variations in the natural
abundance of major stable isotopes found in natural processes: 2H,
13C, 15N, 18O and 34S. Other less common isotopic analysis tech-
niques for bulk isotopic composition have been reported, such as
isotope ratio infrared spectroscopy (IRIS)[4,5] or multiple collector–
inductively coupled plasma–mass spectrometry (MC-ICP-MS).[6]

However, these techniques do not enable Position-Specific Isotope
Analysis (PSIA) without a previous degradation (chemical, biochem-
ical and pyrolysis). This is a major limitation, because the isotope
distribution on the different chemical positions of a molecule
provides additional information about its origin.[7–10] Pyrolysis
fragmentation has the advantage to be performed on-line coupled
to GC-irm-MS (Py-GC/irm-MS),[11] but it gives access to four C-atom
positions at most in the molecule. Recently, Eiler et al.[12] proposed
an alternative method based on high-resolution MS, but it is not
widely used yet for isotope analysis.

In 1981, an alternative method to measure position-specific 2H
isotope compositions based on Nuclear Magnetic Resonance

spectrometry (SNIF-NMRTM) was proposed by Martin et al.[13] In this
review, we will use the more recent terminology of isotope ratio
measurement by NMR (irm-NMR). Contrary to irm-MS, irm-NMR
may provide isotopic information on each molecular position while
being non-destructive.

In 1988, irm-2H NMR has become the official method to detect
sugar addition in wines[14] and to authenticate their origin.[15,16]

Other applications such as the detection of sugar addition in fruit
juices[17] and the origin determination of vanillin[18] or acetic acid[19]

are recognized by official authorities. Apart from its application to
authentication, irm-2H NMR is also a powerful tool to determine
which metabolic pathway has led to a molecule of biological
relevance.[20,21]

However, irm-2H NMR presents four major limitations: (i) the 2H
low sensitivity, (ii) the small frequency range of 2H leading to signal
overlap, (iii) low molecular dynamic ranges because of the quadru-
polar relaxation and (iv) potential exchange with the solvent.
Therefore, the applications of irm-2H NMR are limited to small
molecules (M< 300g/mol). Fortunately, driven by these limitations
and by scientific curiosity, scientists have extended this approach to
irm-13C NMR – which in turn has its own limitations – over the last
15 years.

In addition to a description of the main concepts and definitions
of NMR-based isotope analysis at natural abundance, this paper
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describes the application scope of irm-NMR (2H and 13C), and the
major improvements which made possible to reach the required
accuracy of 1‰ (0.1%) in irm-13C NMR. Further improvements such
as multi-pulse sequences using polarization transfer, internal refer-
ence or 2D developments are also discussed. Finally, a flowchart
summarizes the different ways to implement irm-13C NMR.

Principles of Isotopic NMR Analysis

Isotopic isomers

Molecules with identical formulas but with different isotope consti-
tutions (Fig. 1) could react differently during enzymatic or chemical
processes, thus leading to position-specific natural abundance
values that slightly differ from their average value. For the most
common elements (H, C, N, O or S), the natural abundance of the
heavy isotopes is low. The relative variations from the average value
are very small, but detectable by NMR, and they form a unique
source of information.
Specific parameters are used to describe such variations.[22] The

isotopic ratio R (Eqn (1)) represents the molar ratio between a
heavier and a lighter isotope of the element E (noted hE and lE,
respectively):

R hE=lE
� � ¼ N hE

� �
N lE
� � : (1)

The isotopic abundance x (Eqn (2)) is defined by the molar frac-
tion of the heavy isotope:

x hE=lE
� � ¼ N hE

� �
∑k

1N
jE
� � : (2)

In the case of irm-2H NMR, the isotopic abundance can be
replaced by the isotope ratio because of the very low isotopic
abundance of deuterium.
Because the variations of the two previous parameters are very

low, the isotope composition δ (Eqn (3)) expressed in ‰ (per mil)
is used to study variations between the analyte against an interna-
tional measurement standard (std). For 13C, the international stan-
dard is Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB) with RPDB= 0.0112372.

δ hEstd ¼ R hE=lE
� �

R hE=lE
� �

std

� 1

 !
�1000 (3)

Isotopic fractionation

Isotopic fractionation is the modification in isotope composition
during a transformation (difference between initial and final state).
If the conversion from substrate to product is complete, there is no
fractionation, bymass balance. For incomplete transformations, the
fractionation factor (α) for two states A and B is defined as in Eqn(4):

αA�B ¼ RA
RB

: (4)

If α< 1, the phase B is enriched in heavy isotope (normal isotope
effect) and vice versa (inverse isotope effect). For practical reasons,
the isotopic fractionation is generally expressed as the enrichment
factor ε (expressed in‰):

ε ¼ α� 1ð Þ�1000: (5)

NMR conditions for isotopic analysis

Because isotopic variations at natural abundance are very small,
very stringent conditions for irm-NMR are essential to obtain an
accurate determination of these deviations (accuracy being defined
as the contribution of both precision and trueness).[23] Trueness
and precision are imposed by the range of isotope composition;
while 1% accuracy is sufficient for irm-2H NMR because the range
of 2H isotope composition is about 50%, 1‰ becomes the target
value for irm-13C NMR because of a more restricted isotope compo-
sition range (50‰). The four following points are particularly
critical: (i) Signal-to-Noise Ratio (SNR), (ii) pulse angle (α) and repeti-
tion time (TR), (iii) spectrometer stability and (iv) 1H decoupling
conditions.

SNR has a direct impact on the measurement precision in irm-
NMR because the relative error ΔS

S on the peak area S is expressed
through Eqn (6)[24]:

ΔS
S

≥
1

2� SNRð Þ : (6)

Therefore, obtaining a precision of 1‰ requires a SNR of at least
500.[25] TRmust be optimized to avoid partial saturation that would
affect the peak areas in a T1-dependent fashion.

[26] For instance,
TR ¼ 7:Tmax

1 (where Tmax
1 is the greater value of T1 encountered in

the sample) should lead to the relative error of 1‰ required for
13C isotopic NMR. However, in practice TR ¼ 10:Tmax

1 is required
to eliminate the impact of nuclear Overhauser effect (nOe) on 13C
peak areas[27] in 1H decoupled spectra. With such TR/T1 values, it
was shown that the optimal pulse angle to achieve an optimal
SNR is always close to 90°.[28] In the case of irm-2H NMR, there is
no need to take nOe account because of the quadrupolar nature
of the 2H nucleus; therefore, TR ¼ 5:Tmax

1 is sufficient because the
target precision is 1%. Moreover, typical T1 values for 2H nuclei
are shorter than for 13C or 15N, resulting in lower TR.[29]

Hardware improvements have made NMR spectrometers more
and more stable; however, the proportionality constant between
the number of resonating spins and the signal intensity depends
on a great number of factors such as the amplifier gain, the probe
quality factor and the temperature. These factors are not perfectly
stable during the NMR experiment and can induce variation of
the flip angles (amplifier gain, probe quality factor), of the signal in-
tensities (flip angles, probe quality factor) or of the position of the
peaks (temperature). Furthermore, cross effects can be observed;
as an example imperfect 180° pulses (during a multi-pulse se-
quence or during the decoupling scheme) lead to incomplete

Figure 1. Difference (illustrated in the case of ethanol and for the carbon
element) between isotopologues and isotopomers. Isotopologues only
differ by their isotope compositions whereas isotopomers have the same
numbers of heavy isotopes but they differ by their positions.
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inversion or refocusing and modulate NMR peak intensities by res-
onance frequencies.[30,31] A simple calibration procedure cannot
correct for this modulation: a small change in the temperature, for
instance, may result in changes in resonance frequencies of some
of the NMR peaks; peak intensities may, in turn, be modulated to
a different extent.

Decoupling is indispensable – not only to make the peak inte-
gration easier, but also to improve the SNR and thus the accuracy
of the method. Conditions used for routine spectra on modern
spectrometers are sufficient to obtain an accuracy close to 1%
and can be used for irm-2H NMR.[32] However, non-uniform
proton decoupling over the 1H bandwidth constitutes the main
obstacle to obtain a better accuracy (1‰) over the entire 13C
spectrum.[31] Even a very small residual coupling (apparent cou-
pling under decoupling conditions) can degrade the trueness by
several per mil (Fig. 2).

Because this effect comes partly from the spectrometer
instability, it is not repeatable and also degrades the precision.
Therefore, the 1H decoupling must be uniform on a wide range
of 1H chemical shifts. Specific decoupling conditions are there-
fore needed in the case of irm-13C NMR, characterized by large
coupling constants and by the need for a high precision. These
conditions are described in sub-section ‘Requirements and
peculiarities’.

irm-2H NMR

Requirements and peculiarities

Asmentioned before, irm-2H NMRwas the first isotopic NMR exper-
iment developed, because its characteristic properties make it
relatively straightforward to achieve quantitative conditions. How-
ever, the low natural abundance and the small magnetogyric ratio
of 2H lead to quite long experimental times. As an example, with
such constraints, the analysis of a 500-mg vanillin sample on an
11.75-T spectrometer (500-MHz 1H) takes 5.8 h for three spectra.[33]

To determine the position-specific isototopic abundance from
peak areas, irm-2H NMR uses chemical internal references with
known isotopic composition. In the case of irm-2H NMR, the official
internal reference is tetramethylurea (TMU).[14,18,34,35] A comparison
with the area of the molecule of interest makes it possible to deter-
mine the position-specific isotopic abundance of position i thanks
to Eqn (7). The studied molecule and the reference are supposed
to be perfectly pure.

xi ¼ xref :
Si
Sref

:
nref
ni

:
Cref

C
(7)

xi Isotopic abundance of position i (isotopomer i)

xref Isotopic abundance of the reference compound

Si Peak area of position i in the molecule

Sref Peak area of the reference compound

ni Number of equivalent hydrogens associated to position i of
the molecule

nref Number of equivalent hydrogens associated to the reference

C Molar concentration of the product

Cref Molar reference concentration

Applications

As mentioned in the introduction, irm-2H NMR is nowadays com-
monly used for metabolism elucidation and to authenticate the or-
igin of wines, fruit juices and natural products. Recent reviews cover
the major contributions in these domains. Because the latest one
published in 2006, several publications[33] have described similar
applications; therefore, only recent works will be detailed here.
The price of natural vanillin compared to its synthetic alternative
is very high, leading to increasing fraudulent adulterations, notably
by the addition of non-natural vanillin to vanilla extracts. The irm-2H
NMR method proposed by Remaud et al.[18] was validated and
made official as a result of a collaborative study.[36] The two other
food products that are recognized by official authorities are wine
and vinegar. As a consequence, several papers on these applica-
tions were published. A protocol based on the determination of
the 2H content of the methyl group in acetic acid was established
from a collaborative study.[37] Therefore, it can be used to assess
the undeclared addition of synthetic acetic acid in canned products
(e.g. pickles)[38] or in vinegar having a specific botanical origin, such
as rice.[39] Regularly, works on the characterization of wines associ-
ated to their geographical origin are published. As an illustration,
Romanian wines were extensively studied by irm-2H NMR. The
authors[40] concluded that wine-producing regions from Romania
were isotopically distinct because of geoclimatic conditions and
grape varieties. Finally, recent works aimed at finding correlations
between isotopic data (including 2H PSIA) and parameters defining
the denomination of the product. Statistics were then employed for
chemometric analysis.[41–43] A full strategy was developed to
analyze the position-specific fractionation of tree-ring cellulose by
irm-2H NMR.[21] By combining the climate data (temperature and
humidity) and physiological signals (photosynthesis, water
taking),[44] demonstrated the adaptation of trees to past environ-
mental changes during a century time-scale. In this study, high
magnetic fields (>14 T) associated to cryo-probes made it possible
to work with much smaller amounts of material, that is, hundred of
milligrams instead of grams. The authors demonstrated that the 2H
intramolecular pattern in glucose depended on the CO2 level in at-
mosphere, establishing an indicator of the long-term increase of
CO2 in plants.[45]

However, because of the low chemical shift range (10ppm) and
the low sensitivity of 2H, the applications of irm-2H NMR have been
limited to small molecules (M< 300g/mol) and concentrated sam-
ples, requiring a high product quantity (m> 500mg).

Furthermore, 2H NMR spectra can be corrupted by chemical
exchange with hydrogens from the solvent. That is particularly true
for labile hydrogens in HOD, but it can also be observed with other
solvents such as CDCl3.

Irm-13C NMR – whose specific limitations are described in the
section ‘irm-13C NMR’ –was developed more recently.[46] The huge
chemical range (250ppm) and the lower linewidth provide the

Figure 2. Impact of the residual coupling Jres (resulting from imperfect 1H
decoupling) on the trueness of isotopic 13C NMR measurements. Δ is the
variation of relative intensities for ethanol.
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possibility to analyze biggermolecules thanwith irm-2H NMR, 2 and
chemical exchange does not disturb the isotopic data. Moreover,
this method provides position-specific isotopic ratio for each car-
bon yielding complementary information that will be discussed in
this review. The analysis of mixtures is also theoretically possible
with the use of an internal reference and will be discussed in sub-
section ‘Determination of the 13C intramolecular composition’.

irm-13C NMR

Requirements and peculiarities

In 1995, Singleton et al.,[47] performed the first 13C isotopic mea-
surement at natural abundance by NMR to study a Diels–Alder
reaction by measuring relative position-specific isotopic composi-
tions. The isotope effects are assessed by relative comparison of
peak areas within the molecule and one peak of the substrate (or
the product) is used as internal reference. While it is quite efficient
for such purposes,[48–50] this approach does not provide the
complete 13C intramolecular composition of the molecule and is
not able to compare the isotope composition between substrates
and products. Indeed, the experimental conditions (particularly
1H-decoupling) used in these works were too far from the criteria
described in this section to reach the accuracy needed for isotopic
analysis at natural abundance.
However, Tenailleau et al.[51] showed in 2004 that such precision

and trueness could be reached using an inverse-gated decoupling
pulse sequence with TR=10. T1 max and specific 1H decoupling con-
ditions. But it is only in 2007 that optimized 1H-decoupling using
adiabatic pulses was proposed[31] (Fig. 3). It was demonstrated that
the decoupling efficiency could be measured using a 13C bi-labeled
molecule such as ethanol or acetic acid. These two molecules are
complementary. Ethanol allows the characterization of the 1H
decoupling efficiency in the presence of 1H–1H homonuclear cou-
pling whereas for acetic acid decoupling is easier because all the
protons have the same frequency. On the other hand, chemical
shift range of acetic acid is 4 times larger than the one for ethanol,
which allows the evaluation of the effect of 13C shift range.
The signal of each 13C in these bi-labeled molecules is described

by a doublet arising from carbon–carbon coupling. Because the
two doublets arise from the same molecule, their area should be
strictly identical, that is, the ratio between the two doublets should
be equal to 1.000. The relative variation from this value is an effi-
cient tool to evaluate the accuracy of 13C NMR. As represented in

Fig. 3, Tenailleau et al.,[31] compared WALTZ-16 and Cos/OIA
adiabatic pulses on bi-labeled 13C ethanol and 13C acetic acid for
different decoupling offsets.

These conditions allowed the acquisition of NMR spectra for
isotopic analysis with 1‰ accuracy – the low variability is also an
indication of the measurement precision. In 2007, Caytan et al.[52]

developed a precise and accurate method to reduce the experi-
ment time, based on a paramagnetic reagent (Chromium (III) ace-
tylacetonate) to decrease the T1 and consequently TR. In the case
of vanillin at natural abundance, the use of a paramagnetic reagent
allowed a reduction of TR by a factor of 10 without decreasing the
accuracy.

Another peculiarity of irm-13C NMR (vs irm-2H NMR) is that the
satellite peaks because of the presence of adjacent 13C should be
taken into account because neglecting them leads to an error of
1.1%, namely 11‰ error on the isotopic composition. The peak
area of the studied carbon position i (isotopomer i) must therefore
be corrected by a factor compensating for the loss of intensity
because of 13C–13C satellites according to Eqn (8):

Si ¼ S 1þ u � 0:011ð Þ (8)

where Si is the corrected peak area for position i, S the area without
any correction, u is the number of carbons directly connected to the
considered carbon position i and 0.011 (1.1%) represents the aver-
age natural abundance of 13C. However, that supposes an appropri-
ate separation between the main peak of interest and its satellites.

The long-term stability of this procedure was also demonstrated
using natural abundance samples.[24] The trueness of irm-13C NMR
was assessed by Gilbert et al.[53] and Bayle et al.,[54] based on a com-
parison of NMR to the Py-GC/IRMSmethod on small molecules such
as ethanol and acetic acid. A good agreement between the Δ value
and the ‘true value’ obtained by mass spectrometry was observed.
As a result, the use of bi-labeled ethanol and acetic acid is advised
to qualify NMR spectrometers for irm-13C NMR.

Determination of the 13C intramolecular composition

Two strategies can be used to determine the position-specific
isotopic abundance (xi) from the peak areas (Si).

In the first one, the molar fractions fi for each position are calcu-
lated with Eqn (9):

f i ¼ Si

∑nSi
: (9)

Figure 3. Variation (in‰) of relative intensities as a function of the decoupling offset for 13C of two bi-labeled samples: acetic acid (--●--) and ethanol (-▪-). (a)
The initial decoupling experiment was performed with a WALTZ-16 sequence (b) The optimized decoupling experiment used cos/OIA pulses. Reprinted with
permission from Ref.[31] Copyright 2007 Journal of Magnetic Resonance.
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Then, the isotopic 13C abundance of position i (xi) is obtained
according to Eqn (10):

xi ¼ xb � f i

Fi
: (10)

Here, xb represents the bulk isotopic abundance determined by
irm-MS and Fi is the statistic molar fraction Fi= pi/∑pi. This approach
requires that the irm-MS measurement is reliable and that the
integration of all signals in the 13C NMR spectrum is possible. The
former is often achieved, but accurate irm-MS values are difficult
to obtain for halogenated molecules, and for the latter overlapping
signals preclude a correct integration.

The second strategy would be to perform irm-13C NMR using an
internal reference as for irm-2H NMR. The chosen substance used as
a reference should meet the following criteria: (i) it should not react
with the analyte and should show adequate solubility, (ii) the chem-
ical shifts of the reference have to be different from those of the
analyte to avoid peak overlapping and thus erroneous quantitative
measurements, (iii) the longitudinal relaxation time T1 of the refer-
ence should be of the same order of magnitude as the ones of
the analyte, (iv) the chosen molecule should have a large number
of equivalent nuclei that minimizes the reference concentration
and so, avoids dilution of the sample, and (v) for isotopic analysis,
the reference compound must also have a well-known isotope
content.

The introduction of the reference can be either direct into the
sample solution (internal reference) or into a coaxial insert to avoid
co-solubility issues and potential interactions (external reference).
However, the external reference approach induces a lower preci-
sion than the internal reference.[55] Therefore, this calibration
method was not applied very often to perform irm-NMR.

The choice of an adequate internal reference is constraining be-
cause bringing together the necessary conditions may turn out to
be a challenge. In this context, Electronic Reference To access
in vivo Concentration (ERETIC) has been developed in order to avoid
the addition of a chemical standard in the field of in vivo NMR.[56]

The signal coming from the chemical reference is here replaced
by an electronic signal whose area and chemical shift can be freely
chosen by the operator. It provides several advantages as it sim-
plifies sample preparation, avoids both chemical interaction and
peak overlap between the reference and the analyte. The ERETICTM

method was successfully applied in numerous fields[57–60] and no-
tably for isotopic 2H NMR.[61–63] The use of TMU as an internal refer-
ence is thus not necessary anymore which provides a main
advantage because the NMR analysis is no more governed by the
T1 of TMU which is often longer than those of the analytes.[64] How-
ever, The ERETICTM method was never applied to irm-13C NMR
because the stability of the electronic reference signal did not
match the needed precision.

At first sight, the determination of xi by irm-13C NMR could be
achieved using a variant of Eqn (9) adapted to 13C NMR analysis.
The concentration ratio of the reference over the molecule of

interest (Cref
C ) depends on both the weighed mass and the purity

of the two compounds. The isotopic abundance of 13C is therefore

calculated by Eqn (11) where Prefm represents the purity of the inter-
nal reference and Pm the purity of the analyte:

xi ¼ nref

ni
� mref� Pref

m

m� Pm
� M

Mref
� Si

Sref
� xref : (11)

However, as explained previously, irm-13C NMR requires an accu-
racy better than 1‰whichmeans that both theweighedmass and

the purity of the compound of interest and of the internal reference
have to be known with a precision better than 1‰. This is
extremely challenging: although the purity of the internal reference
can be given by a certificate of analysis, an accurate knowledge of
the analyte purity is muchmore difficult, especially in a routine con-
text. Hence, the protocol used in irm-2H NMR cannot be simply
transferred to irm-13C NMR.

An alternative way to determine xi is to quantify in situ the con-
centration ratio of both compounds by quantitative 1H NMR with
a 1‰ accuracy and precision. This strategy has been first
established to perform 2H-irm NMRmore easily.[65] Position-specific
isotopic abundances are then obtained using Eqn (12):

xi ¼ nref

ni
� S1refH �nHi

S1Hi�nrefH
� Si

Sref
� xref : (12)

An important consideration to take into account is that this
analytical strategy requires performing both 1H NMR and 13C NMR
analysis on the same sample in order to determine the concentra-
tion ratio and the xi values respectively. Because of the low sensitiv-
ity of 13C NMR, there is no other choice but to work with highly
concentrated samples. Unfortunately, because 1H NMR is much
more sensitive, the analysis of highly concentrated samples by 1H
NMR can induce signal intensity and line shape distortions by radi-
ation damping (RD) which severely hamper the accurate quantita-
tive analysis of concentrated samples by 1H NMR.

Different approaches could be considered to cope with this
phenomenon,[66] such as the dilution of the sample or the mistune
of the receiver coil. However, both solutions would significantly
affect the reproducibility of the experiment, thus being incompati-
ble with the precision requirement of irm-13C NMR.

A solution was recently suggested by Bayle et al.,[67] who devel-
oped a new sequence called Double-WET (DWET) to suppress RD
while being able to perform highly accurate quantitative analysis
without having to dilute the sample or to modify the hardware.
The DWET sequence (Fig. 4) is based on the principles of the WET
sequence[68] and the Outer Volume Suppression (OVS) method
used in localized spectroscopy to saturate the signal arising from
outside the volume of interest.[69,70] Only the spins resonating in a
thin slice in the middle of the sample are detected, which is a tiny
portion of the initial sensitive volume.

Figure 4. The DWET sequence. The basic segment (between brackets) is
composed of two selective RF pulses applied simultaneously with the
gradient ge and followed by a dephasing gradient pulse gi. Each selective
pulse excites a bandwidth ΔF, the central frequency of the first one is +δf
(δf>ΔF/2), that of the second one is �δf. This basic segment is repeated
N times. A non-selective hard pulse is then applied after the gradient
recovery delay τ, and only the spins resonating at frequencies between
� δf+ΔF/2 and + δf�ΔF/2 are detected.[67]

The new face of isotopic NMR at natural abundance
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This new strategy was successfully applied to discriminate the
origin of vanillin samples based on their 13C isotopic profiles.[71]

Thanks to this new approach, it is now possible to perform PSIA
by irm-13C NMR without the need to know precisely the weighed
mass and the purity of both the internal reference and the analyzed
compound. A summary of the analytical protocol to measure xi
through this approach is described below (Fig. 5).
The use of an internal reference method for 13C-irm NMR offers

several advantages. Because the use of irm-MS is not necessary any-
more, the analysis of mixtures and impure compounds becomes
possible, and acquisitions performed with multi-pulse sequences
no longer prevent determination of position-specific isotopic abun-
dances after appropriate calibration (see sub-section ‘Applications’).

This approach should enable, in the near future, the study of iso-
tope affiliations between substrates and products relying on these
more sensitive and better resolved experiments.

Applications

The protocol described in the two previous sub-sections (except for
the recently developed internal reference approach) has led to an
inter-laboratory study showing that irm-13C NMR can be used as a
routine methodology,[72] as discussed in the last section of this
manuscript. The irm-13C NMR methodology has opened the way
to new applications in a variety of fields, which would not have
been accessible to irm-2H NMR because of sensitivity and/or

Figure 5. Flowchart illustrating how 13C position specific isotope ratios can be accurately measured relying on a pure NMR strategy combining 13C isotopic
experiments with a high precision quantitative 1H NMR strategy.

T. Jézéquel et al.
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resolution limitations. The paragraphs below illustrate this applica-
tion potential, focusing on the specificities of the associated NMR
experiments.

Irm-13C NMR was used to study the isotopic composition of
multistep-synthesized products – such as active pharmaceutical in-
gredients (API). Pharmaceutical counterfeiting is one of the world’s
most prolific black market industries; in this context the irm-13C
NMR method allowed a better definition of the 13C signature of
the API according to (i) the raw materials, (ii) the types of chemical
reactions involved in patent violation and (iii) the geographic origin
of API. The first work carried out by Silvestre et al.[73] demonstrated
the efficiency of irm-13C NMR by applying the experimental proce-
dure described above to the origin discrimination of two ‘common’
drug medicines: aspirin and paracetamol (Fig. 6). These results
illustrate the potential of the method to detect counterfeiting and
patent infringement in the pharmaceutical industry.

The same protocol could be applied a priori to any molecule. But
for some of them, a direct measurement is not possible because of
a lack of solubility or to the existence of several iso-forms in solu-
tion. The analysis of pure glucose or fructose is a good example
because isomers cannot be avoided in solution. The optimum pro-
cedure requires appropriate derivatives for such molecules. Gilbert
et al. proposed a global strategy for PSIA of glucose, fructose and
sucrose.[74,75] After observing that the 13C intramolecular content
within ethanol differed between C3 and C4 plants, efforts were
made to measure PSIA on sugars even if derivatization was
required.

The authors pointed out that great care should be taken for the
choice of the derivatives when considering the required accuracy
of 1‰. Among the derivatives some of themhad free OH functions.
They clearly demonstrated that any traces of 2H (from lock sub-
stances, as residual HDO, for example) could generate ‘extra peaks’
via the isotope chemical shift effect and therefore unexpected

sources of errors for δ13Ci.
[76] The use of solvent free of HDO pre-

vents such problems. Their work also revealed that the intramolec-
ular 13C distribution in sugars is significantly different, not only
according to the photosynthesis pathway (C3, C4 and CAM), but also
to the post photosynthesis isotope effects.[77,78] Thus, the plant
origin for sugars can be now assessed by irm-13C NMR. One original
application is to detect the adulteration of tequila by cheaper alco-
hol from cane sugar or maize. Once the direct isotope link between
sugar and the corresponding ethanol was established,[79] irm-13C
NMR applied to ethanol was able to distinguish pure ethanol from
agave (tequila) from other sources including C4-plant origin (maize
and sugar cane). It should be emphasized that other techniques like
mass spectrometry (irm-MS) measuring the bulk 13C content are
inefficient to tackle this problem.

Another application was reported by Diomande et al.[80] on nat-
ural xanthines like caffeine, theobromine and theophylline with
major commercial relevance as flavoring agents in coffee, tea,
guarana, kola nut and cocoa. Their authentication is a major issue
because consumers need to be reassured regarding the equiva-
lence between the label and the origin of the product. The main
difficulty of such a study is the very low solubility of xanthines in
classical organic solvents: a few milligrams for theobromine and
theophylline (~9mg in 1mL of CDCl3) and a few tens of mg for caf-
feine (~90mg in 1mL of CDCl3). This low solubility is incompatible
with the target SNR of 500. The authors proposed a double strategy:
(i) derivatization of theobromine or theophylline into caffeine and
(ii) use of a cryoprobe to boost the sensitivity of irm-13C NMR. In this
study, different types of caffeine from natural or commercial coffee,
cocoa and tea were analyzed by irm-13C NMR. The range of δ13Ci
values for caffeine is very large (over 60‰ difference between dif-
ferent origins). The 13C depletion of methyl groups is particularly
discriminant and differs between the isotopic profiles of synthetic
and natural caffeine, thus reflecting their sequential incorporation

Figure 6. Principal component analysis (PCA) of acetylsalicylic acid (aspirin) samples, showing how samples from different geographical origins and from
different batches of starting material (phenol) can be differentiated based on the δ13Ci of the aromatic carbons C3–C8 as variables. Numbers indicate the
origin of aspirin: France 1,2; Spain 3; Greece 4; 5,12, United Kingdom 13; USA 6,7,14; Turkey 8; Poland 9,11,16,20; Italy 10; Germany 15; Mexico 17; Australia
18,19. Reprinted with permission from Ref..[73] Copyright 2009 Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.
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during the biosynthetic process. The irm-13C NMR analysis method
was successfully applied to origin authentication, providing more
detailed information than the global isotopic composition analysis
by irm-MS.
The interpretation of isotopic fractionation during natural pro-

cesses is also an exciting application of isotopic irm-13C NMR anal-
ysis and of isotopic measurements in general. Isotopic analysis
makes it possible to characterize reaction mechanisms and distin-
guish between different biosynthetic origins.[79,81,82] A recent work
carried out by Romek et al.[83] examined position-specific isotope
composition (δ13Ci) within tramadol. This well-known synthetic
analgesic was recently found in the bark and wood of roots of the
African medicinal tree Nauclea latifolia. However, no theory can
explain the high level of tramadol obtained in this natural environ-
ment which is totally deprived of human activity or cattle grazing
that could contaminate the site through residues of pharmaceutical
or veterinary processes. Based on results from irm-13C NMR, Romek
et al. demonstrated that a biosynthetic origin could explain this
occurrence, and they suggested two hypothetical biosynthetic
pathways to explain it.
PSIA also shows great promises to determine the fate of pollut-

ants in environment. In forensic environmental investigations, it
could be a promising tool to determine the source of a pollution
and hence the liable party. Moreover, it could help to understand
remediation processes better. Julien et al.[84] recently measured
the position-specific isotopic composition of fuel additives such as
Methyl Tert-Butyl Ether (MTBE), to investigate whether irm-13C
NMR could be used as a tool to identify the origin of environmental
contaminations. In particular, PSIA could help tracking the origin of
ether precursors. The same authors[85] used irm-13C NMR to study
the isotopic fractionation induced by liquid–vapor transformations
that occur during evaporation (the main remediation process for
volatile organic compounds). Several liquid–vapor transition pro-
cesses were studied by irm-13C NMR in order to simulate the
position-specific fractionation during evaporation. The authors
demonstrated that the Craig–Gordon isotope model, originally
derived for water evaporation, is also valid for organic liquids, espe-
cially for describing the volatilization of nonpolar organic liquids
with air-side limitation of the volatilization rate.[86] Models of 13C
fractionation upon sorption were also established[87] from previous
works on the position-specific isotope effects observed during
chromatography elutions from which normal and inverse isotope
effects were determined.[88]

Irm-13C NMR Performed by Multi-Pulse
Sequences

Requirements and peculiarities

While the usefulness of irm-13C NMR was demonstrated for a
number of applications after some adaptations, the experiment
duration can become prohibitive for routine analysis. An alternative
to reduce the experiment time is to usemulti-pulse NMR sequences
based on polarization transfer from highly sensitive 1H to less sen-
sitive 13C nuclei. The two most common polarization transfer se-
quences mediated by 1JCH are Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer[89] (DEPT) and Insensitive Nuclei Enhanced
by Polarization Transfer[90–93] (INEPT). Both sequences theoretically
allow amaximumSNR enhancement in the order of γ(1H)/γ(13C)≈ 4.
Moreover, because the repetition rate is now governed by 1H longi-
tudinal relaxation, the experiment duration can be significantly

shortened. However, the DEPT and INEPT sequences must be per-
formed in very particular condition to reach the accuracy (precision
and trueness) needed for isotopic analysis.

The precision is a priori more critical in multi-pulse sequences
than in the one-pulse experiment, because of (i) signal variations
resulting from pulse imperfections arising from RF field inhomoge-
neity – especially for 180° pulses (see sub-section ‘NMR conditions
for isotopic analysis’); (ii) off-resonance effects.[94] These drawbacks
are combinedwith the 1H decoupling issue alreadymentioned, and
could prevent the use of INEPT and DEPT to perform a precise
position-specific 13C isotope analysis. In 2010, Thibaudeau et al.[30]

developed optimized DEPT and INEPT sequences in order to reach
the precision requirements of isotopic analysis.[76] To minimize the
contribution of the pulse imperfections and off-resonance effect on
the NMR signals, all the 180° hard pulse were replaced by adiabatic
pulses. The precision of these multi-pulse approaches was studied
in details by Bussy et al. in 2011[95] by comparing the short-term
and long-term stability of DEPT and INEPT versus the one-pulse
experiment. The results obtained on an ibuprofen sample con-
firmed the high precision of the three evaluated pulse sequences
(one-pulse, DEPT and INEPT) for isotopic finger-printing (Table 1).

However, the long-term stability was much better for INEPT than
for DEPT. The explanation can be found in the stability of the RF
pulse amplitude. The 180° pulses used in the two sequences were
adiabatic pulses and were therefore immune to transmitter varia-
tions. For other pulses, the signal intensity is proportional to cos
(θ); therefore, a variation in θ induces a signal variation proportional
to sin(θ). Consequently, 90° pulse variations have low impact on
intensities while for pulses different from 90°; small variations in
the flip angle can induce significant signal intensity variations.
The INEPT sequence contains only 90° and 180° pulses, but the last
proton pulse of the DEPT was 60°. Therefore, the INEPT sequence
was foundmore suitable than DEPT for 13C isotopic measurements.

Concerning trueness, when polarization transfer techniques are
used, a bias in the isotope ratio measurement is generated because
the signal intensities of the different CHn systems depend on sev-
eral experimental parameters such as the number of attached pro-
tons, the pulse flip angles, the coupling constants and the evolution
periods.[30] This can be exploited to edit a decoupled 13C spectrum,
and this characteristic often makes people say that multi-pulse
sequences are ‘not quantitative’. Another source of error affecting
the polarization transfer efficiency in a position-specific fashion is
the loss of signal intensity resulting from relaxation during the
evolution periods. According to the usual values of 1H and 13C T2,
such distortion can reach several per mil. As a consequence, the

Table 1. Stability of the reducedmolar fractions of ibuprofenmeasured
by one pulse and multipulse (DEPT and INEPT) NMR experiments[95]

One pulse DEPT INEPT

Short-term stability (‰)a 1.6 1.7 1.4

Long-term stability (‰)a b 6.2 0.7

aThe short and long-term stabilities were calculated according to the
formula: 1000 × σi/(fiR)av where (fiR)av and σi are the average value and
the standard deviation of the partial reduced molar fraction of the
position i calculated, respectively, over five consecutive experiments and
over five experiments performed over three months.[95]

bLong-term stability was not measured in this work for the one-pulse

sequence; however, it was done previously for other molecules, and the

value found was always very close to the short-term stability.
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observed relative intensities are not only governed by molar
fractions. Therefore, xi values are not directly accessible by such
methods. However, in the case of profiling applications – such as
authentication – the compared samples are prepared in a very rig-
orous manner and contain the samemolecule at the same concen-
tration and temperature and in the same solvent; consequently,
with the same relaxation times, coupling constants and number
of attached protons. The contribution of the pulse sequence to
the relative intensities is therefore the same for all the samples.
Because this contribution is reproducible – under previously
described conditions – isotope fingerprinting from reduced
molar fractions, even based on a limited number of carbons, can
be obtained, as attested by results presented in sub-section
‘Applications’.[95,96]

When xi values are needed – as in affiliation studies – it is impor-
tant to note that multi-pulse NMR sequences only allow the
observation of carbon positions carrying at least one proton; conse-
quently, the isotopic information given by quaternary carbons is
lost. As mentioned, 13C position-specific isotopic abundances are
currently determined from the global 13C abundance measured
by irm-MS and from the total molar fractions fi (Eqn (11)) including
the one of quaternary carbons. Consequently, for molecules
containing quaternary carbons, the determination of the xi values
is not possible with the currently applied strategy because molar
fractions cannot be calculated for all carbons. However, this
drawback is overcome by using an internal reference in irm-13C
NMR (see sub-section ‘Determination of the 13C intramolecular

composition’). In this case, there is no need to measure all the
carbons of the molecule. Nevertheless, it will be necessary to
determine – for each measured carbon – the contribution of the
sequence to the signal intensity, in order to apply a correction. That
could be done by comparing, on a standard sample, intensities
obtained with the INEPT sequence with those obtained with the
one-pulse sequence.

Applications

The irm-13C INEPT approach has already been applied in different
domains. In 2013, Remaud et al.[96] applied the INEPT pulse se-
quence on 11 samples of naproxen obtained from different geo-
graphical origins and companies. PCA was then performed to
observe which carbon allowed the discrimination of the analyzed
samples (Fig. 7). Naproxen is a molecule for which the classical
one-pulse irm-13C NMR would lead to very long analysis durations
because of its size and limited solubility, making the INEPTmethod-
ology very efficient for the PSIA of such molecules. The INEPT
method was also capable to discriminate 13 different samples of
ibuprofen from five countries by their 13C distribution with the
targeted precision and within a reasonable measurement time:
1 h35min for five spectra instead of 49 h using a one-pulse
sequence.[95]

In 2015, Merchak et al.[97] performed 13C isotopic analysis for
isotope-profiling applications by simultaneously determining the
position-specific 13C content and the metabolomics profile of

Figure 7. Principal component analysis (PCA) on naproxen, whole data set of fi/Fi from
13C INEPT NMR experiments: PC1 (41%) versus PC2 (36%) bi-plot

(score + loading plots). The triangles stand for the parameters (variables) used for PCA, and the squares for the sample identification. Through that bi-plot,
it is possible to determine which carbon of the molecule allows the discrimination of the samples as a function of their origin production point (raw
material and process). Reprinted with permission from Ref.[96] Copyright 2013 European Journal of Pharmaceutical Sciences.
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triacyglycerols in olive oils from four different geographical origins,
illustrating the emerging concept of ‘isotopomics’ that merges
isotopic analysis with metabolomics. NMR spectra were obtained
with the one-pulse and INEPT sequences. Both experiments
allowed the classification of olive oils as a function of their geo-
graphical origin but with an experiment time seven-fold lower for
the INEPT sequence when compared to the one-pulse sequence.
Multi-pulse NMR sequences can thus be applied to perform iso-

topic finger-printing and used as an analytical tool in pharmaceuti-
cal and food industries. However, these methods share a drawback
with the one-pulse approach: the risk of signal overlap that may
prevent the accurate determination of peak areas. Even for small
molecules such as ibuprofen, two carbon signals can be slightly
overlapped, leading to a lower precision on the corresponding peak
areas.[95] The quantitative isotopic analysis of larger molecules
and/or complexmixtures would be severely hampered by the same
drawback. An appealing solution is to rely on quantitative two-
dimensional (2D) NMR, whose potential for isotopic analysis was
recently investigated.[98]

Two-Dimensional NMR

Requirements and peculiarities

Multi-dimensional (nD) NMR, proposed by J. Jeener in 1971[99] and
further developed by Ernst and coworkers,[100] offers a better
discrimination of resonances than 1D NMR and provides a solution
to the overlap problem.[98] Hetero-nuclear 2D NMR expe-
riments[101,102] are particularly appealing for irm-13C NMR. However,
similarly to the INEPT sequence, the multi-pulse character of 2D
NMR affects its trueness. A bias in the isotope ratio measurement
is generated because the signal intensities of the different CHn

systems depend on several experimental parameters and the
observed relative intensities of correlation peaks are not only
governed by molar fractions. However, as for the INEPT sequence,
it is not a problem for applications to origin discrimination, and this
drawback could be overcome by using an internal reference in
irm-13C NMR (see sub-section ‘Requirements and peculiarities’).
Yet, the repeatability and reproducibility of 2D experiments are

affected by their long experiment time. The latter is directly linked
to the incremental nature of 2D NMR spectroscopy. Indeed, be-
cause the number of t1-incremented experiments determines the
resolution in the indirect F1 dimension and because the number
of scans impacts the sensitivity, both parameters need to be
sufficient to perform precise quantitative analysis. As a conse-
quence, the duration of 2D NMR experiments can reach several
hours, making NMR spectra more sensitive to spectrometer hard-
ware instabilities over time.[103–105] Fortunately, the last decades
have witnessed the development of various approaches to reduce
this duration.[32,106,107]

To perform 13C isotopic analysis by 2D NMR, it is thus necessary
to achieve 1H–13C correlation experiments with a very high preci-
sion (2 per mil or lower) with short experimental times (1h
or lower) in order to limit the impact of the spectrometer instabil-
ity. Such performance has been reached only very recently,
through the work of Martineau et al.,[108] who obtained 2D
1H–13C heteronuclear spectra with a precision better than 2‰
thanks to methods permitting a reduction of the experiment du-
ration based on the reduction of the number of indirect-domain
increments: spectral aliasing,[109] non-uniform sampling (NUS)[110]

and linear prediction (LP).[111] This study was achieved with
1H–13C Heteronuclear Single Quantum Correlation (HSQC) which

is the most widely used heteronuclear pulse sequence in NMR.[101]

The precision of experiments was evaluated from their repeatabil-
ity, measured on an ibuprofen sample.

A very high precision was obtained (2‰) despite the fact that no
adiabatic pulses and no optimized decoupling schemes were used.
This result was attributed to the intrinsic symmetry of HSQC se-
quence which effectively compensates numerous pulse imperfec-
tions arising from RF field inhomogeneities and off-resonance
effects. Spectral aliasing and linear prediction provided very good
results, while NUS failed to yield the precision required for isotopic
analysis (Fig. 8). However, the processing of NUS data was not yet
optimized in this study, which could explain such a low precision.

It must be noted that the HSQC sequence is mainly composed
of two INEPT blocks and does not include any RF pulse with a flip
angle different from 90° or 180°. Consequently, although its long-
term repeatability has not been yet evaluated, the same behavior
as INEPT can be expected (see sub-section ‘Requirements and
peculiarities’).

Applications

This methodology was exploited by Merchak et al. on complex
triacylglycerol matrices with the aim to discriminate commercial
edible oils from different origins.[112] A precision of 2 per mil
was obtained for HSQC spectra recorded in only 22min, using a
cryoprobe. These promising results show that our method can
be used to classify oil samples depending on their geographical
and botanical origin. These results could open application per-
spectives for authentication purposes in various fields such as
food or pharmaceutical sciences.

Figure 8. Precision of 2D 1H–13C HSQC experiments evaluated from their
repeatability, measured on a ibuprofen sample, on a 500-MHz Bruker
spectrometer equipped with a cryoprobe. Relative standard deviations
(RSD) were calculated on reduced peak volume ratios (i.e. the volume of a
given peak is divided by the sum of all the integrated volumes). Dark-filled
rectangles correspond to the spectra acquired in classical conditions (full
SW), light-filled rectangles to those acquired with spectral aliasing (10 ppm
SW). Dotted rectangles correspond to the non-uniform sampling (NUS)
experiments and hatched rectangles to those processed with linear
prediction (LP). Reprinted with permission from Ref.[108] Copyright 2013
American Chemical Society.
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Irm-13C NMR Implementation

The impact of an analytical method depends on its ability to be
widely implemented and applied routinely. Because irm-NMR
methods are particularly critical in terms of analytical performance,
it is indispensable to ensure that they provide the expected true-
ness and precision on a given spectrometer prior to their applica-
tion. The following paragraphs describe the most critical aspects
during the implementation of irm-13C NMR methods.

Qualification of the NMR spectrometer: accuracy evaluation
before implementation

As shown in section irm-13C NMR, the uniformity of the 1H decoup-
ling is the first point to be evaluated before implementing and

applying irm-13C NMR. Therefore, a careful evaluation of the
decoupling performance is a prerequisite. As previously discussed,
[1,2-13C2] ethanol and [1,2-13C2] acetic acid are well suited to evalu-
ate the precision and trueness of irm-13C NMR.[54] Such molecules
are considered as standards for the instrumental qualification
(operational and performance) of the spectrometer in a given
configuration (probe+hardware). A series of acquisitions must be
performed with a systematic change of the decoupler offset.[54]

The use of these test molecules allows evaluating the gap
between the experimental measurements and the ‘true’ value
Δ (‰) using Eqn (13) (given for ethanol, but it is the same principle
for acetic acid):

Δ ‰ð Þ ¼ f CH2
FCH2

� 1

� �
� 1000 ¼ f CH2

0; 5
� 1

� �
� 1000: (13)

Figure 9. irm-13C NMR isotopic analysis flowchart in three steps: (i) NMR qualification of the spectrometer; (ii) questions one should ask before starting the
NMR isotopic experiment; (iii) different protocols for irm-13C NMR. For the classical approach, irm-MS must be performed in parallel to obtain bulk isotopic
values and calculate position-specific xi values.
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The error made on the partial molar fraction determination by
13C NMR is given by the parameter whose absolute value must
reach a value of 1‰ (with a repeatability of 1‰) to perform
valuable irm-13C NMR experiments: a shift in indicates a trueness
default, while the standard deviation of repeated experiments char-
acterizes the precision. If these conditions are met, the spectrome-
ter can be used directly for studying isotope affiliations or
authentication. If not, it can only be used for comparative data,
for example authenticity studies but can also be used to obtain
the ‘true’ values by applying appropriate correction factors.[54]

Irm-13C NMR flowchart

The analytical approach to perform irm-13C NMR is represented in
Fig. 9 through a flowchart which summarizes the different steps
that should be taken into account to perform isotopic analysis
and the different analytical strategies available.
The flowchart is divided into three principal steps: (i) the spec-

trometer qualification before isotopic analysis as shown in the
previous paragraph, (ii) the crucial criteria to be considered for
quantitative isotopic analysis and (iii) a description of the two
analytical approaches to perform irm-13C NMR, that is, with or
without internal reference. This last block presents the workflow
as a function of the analyzed sample (low or high molecular weight
molecule), the pulse sequence (one-pulse ormulti-pulse – 1D or 2D)
and the targeted application (authentication or affiliation).

Conclusion

Isotope analysis by NMR provides unique information on the
isotopome in domains where the use of irm-MS only is not suffi-
cient to acquire position-specific information. Thanks to careful
methodological developments, irm-13C NMR has considerably
extended the possibilities of this analytical approach. The optimiza-
tion of one-pulse experiments has been critical in reaching the 1‰
precision and trueness requirements set by the tiny variations of
the 13C natural abundance. A major breakthrough was achieved
thanks to adiabatic pulses that improved the uniformity of 1H
decoupling. These first improvements have made it possible to
trace molecules according to their origin and/or their manufactur-
ing process in many applications fields such as pharmaceutical
counterfeiting, environmental sciences, metabolic pathways eluci-
dation or food adulteration. Moreover, it is now possible to get
the true values of the position-specific isotopic compositions by
the one-pulse sequence (assuming that the global isotopic abun-
dance is measured by irm-MS, and that all the peaks are separated
and measurable). However the experiment duration is still an issue
because of the low sensitivity of 13C and to the long 13C longitudi-
nal relaxation times. This difficulty was recently circumvented by
multi-pulse sequences such as INEPT or HSQC to improve the sen-
sitivity or resolution. New approaches were successfully applied to
the discrimination of olive oil samples by INEPT, opening a wide
range of new application perspectives under the isotopomics
concept. However, the molar fraction of all the carbons cannot
be calculated, therefore preventing the determination of the
position-specific isotopic abundances, xi, values. The use of an inter-
nal reference will solve this problem bymaking it possible to deter-
mine the xi values after appropriate calibration, without the need to
observe the signal of all the carbons of the analyzed compound.
The analysis of larger molecules and complex mixtures is now
possible regardless of purity and peak overlap considerations.

Although isotopic analysis by NMR spectrometry has been
widely improved in the last decade, there is yet a large room for im-
proving the analysis efficiency in terms of duration and accuracy. As
an example, the electronic referencing method could be applied to
irm-13C NMR to overcome the different constraints induced by the
use of a chemical reference. However, it would be necessary to en-
sure that the electronic signal is sufficiently stable and reproducible
to reach an accuracy of 1‰. It has been proved that it was possible
to perform isotopic analysis by 2D NMR. Therefore, it would be
interesting to investigate the potential of ultrafast 2D NMR (2D
NMR UF)[106,113] in this field, because this approach makes it possi-
ble to record 2D spectra in a much reduced time compared to
conventional – and even to other fast – 2D methods.

Another prospect to extend the application of isotopic analysis is
the development of irm-15N NMR whose implementation will be
made easier because it requires the same kind of parameters as
those used in irm-13C NMR, mainly 1H decoupling with adiabatic
pulses and multi-pulse sequences. Irm-15N could be applied to
forensic studies involving molecules containing more than two
non-equivalent N atoms. Molecules with single nitrogen atoms will
be used in attribution and comparative studies, particularly with the
use of an internal standard.

Further, NMR could also be involved in new emergent analyses:
enantiomer-specific isotope analysis (ESIA)[114,115] and isotopo-
logues containing two heavy atoms (clumped isotopes).[116] For
ESIA, it is clear that enantiomeric separation is within the scope of
NMR, then the irm-13C NMR criteria could be applied on each
separated position leading to complete or partial PSIA of each
enantiomer. The titration of 2H-13C clumped isotopes by NMR has
been already demonstrated as a proof of concept.[117] Several pulse
sequences as 2D INADEQUATE[103] offer the analyst a potential
access to 13C–13C clumped isotopes[118] in organic molecules.
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Résumé : Dans la bataille contre le trafic des 
stupéfiants, c’est le concept de profilage du 
produit illicite qui est couramment utilisé comme 
outil de lutte contre les réseaux de distribution de 
la drogue. Ce profilage est réalisé à partir des 
teneurs en impuretés de synthèse, des solvants 
résiduels, etc. Le projet ANR FRIIME propose de 
suivre le même objectif en utilisant la teneur 
isotopique comme marqueur intrinsèque de la 
molécule cible. Jusqu’à présent seule la teneur 
moyenne en isotope a été exploitée et mesurée 
par spectrométrie de masse isotopique (SMRI). 
En recourant à une technologie innovante 
utilisant la résonance magnétique nucléaire 
(RMN), la capacité de mesurer site par site les 
teneurs isotopiques, donne maintenant accès à 
de nouvelles informations. 

Ces travaux de thèse reposent sur l’optimisation 
d’une séquence multi-impulsionnelle (INEPT) 
permettant d’améliorer significativement la 
sensibilité de la RMN 13C et d’assurer un traçage 
isotopique complet des molécules de taille 
importante. Ce nouvel outil sera testé sur des 
échantillons réels de drogue pour lesquels les 
agents de coupage seront analysés afin 
d’obtenir un profil isotopique marqueur de leur 
origine. De nouvelles informations sur les 
réseaux seront ainsi collectées. 
Pour la première fois, ce savoir-faire sera 
également transposé à l’analyse isotopique 
positionnelle en 15N par RMN quantitative 
comme contribution pour les analyses 
d'explosifs comme le 2,4,6-trinitrotoluène (TNT). 
 

 

Title : Forensic Research using Isotope Intra-Molecular Experiments: development and use of 
quantitative 13C and 15N NMR spectrometry 
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Abstract: In the battle against the illicit drugs 
market, this is drug profiling which is currently 
used as a tool to track drugs trafficking routes.  
Profiling methods can rely on synthetic 
impurities, residual solvents, etc.  In the ANR 
project FRIIME, the same objective will be 
pursued but using the intrinsic marker of the 
isotopic content of the target molecules. So far, 
only overall isotopic content has been exploited 
and measured by isotope ratio mass 
spectrometry (irm-MS). By using innovative 
methods  employing nuclear magnetic resonance 
(NMR),  the study of the position-specific isotopic 
distribution of the targeted products is now 
obtained. 
 

This work was based on the optimization of a 
multi-pulse sequence (INEPT) enabling to 
improve significantly NMR 13C sensitivity in 
order to ensure full isotopic tracing on large 
molecules. This new tool will be tested on real 
samples of drug for which the cutting agents will 
be analyzed to have an isotopic profile marker 
of their origin. Then new information on 
networks will be obtained. 
For the first time, this knowledge will be 
transposed to 15N position-specific isotopic 
analysis by quantiative NMR as contribution for 
explosives analyses as 2,4,6-trinitrotoluene 
(TNT).   
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