FORSCHUNG

161

myosin assemblies. Proteins with one or
two copies of the motif may bind to the
myosin filaments and exert there their
function. Studies are underway to clarify
the relationship of the CaVP-IgCalvin
complex with myosin filaments and with
myosin-stabilizing proteins and how even-
tual interactions are regulated by the Ca?*
signal.

Studies in our laboratory were supported by
the Swiss National Science Foundation.
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Détermination de la
composition d’une préparation
médicinale frauduleuse par des
méthodes chromatographiques
couplées (GC/MS, GC-FTIR,
HPLC-DAD). Le cas des pilules

chinoises Chuifong-Toukuwan

Philippe Arrizabalaga*, Alois Kamatari et Jean-Claude Landry

Abstract. The hyphenated techniques in chromatography (GC/MS, GC-FTIR, HPLC-
DAD) are available for the molecular analysis of organic compounds. A traditional
herbal medicine claimed to have a natural composition is studied by these appropriate
methods. The analysis of crude and derivatized extracts of the pills showed that they are
constitued by amixture of synthetic drugs (mefenamic acid, indomethacine, hydrochlo-
rothiazid, and diazepam) and some herbal compounds.

Introduction

L’attrait pour les médications naturel-
les associées a celui pour I’exotisme des
pharmacopées orientales ont favorisé la
vente clandestine de médicaments fraudu-
leux [1].

Parmi eux, les pilules chinoises chui-
fong toukuwan présentent, aux dires du
fabriquant, ‘toutes les qualités requises
pour soigner les maladies liées a ’effet du
ventetde I’humidité tels que rhumatismes
etarthrite’. Elles ne contiendraient que des
extraits de plantes et ne présenteraient

aucun risque pour la santé dans le cas de
traitements prolongés. Les pilules sontdes
sphéres noires, luisantes, d’environ 10 mm
de diametre, pesant en moyenne 440 mg.
Elles sont constituées d’une enveloppe
noire contenant une poudre blanchitre
hétérogeéne composée de particules plus
ou moins colorées et cristallisées.

Elles sont vendues par correspondance
et échappent a tout contrdle. Elles sont
déja responsables de nombreux accidents
hématologiques (agranulocytose) aux Etats
Unis [1] ou elles circulent illicitement
depuis quelques années.

Différentes équipes ont montré, par
chromatographie sur couche mince, par
chromatographie liquide haute performan-
ce et par spectrométrie de masse, qu’elles
contiennent une quantité non négligeable
de molécules thérapeutiques de synthése
etque leur composition est variable [2-5].

Nous présentons, ici, les résultats obte-
nus par différentes techniques chromato-
graphiques couplées de I’étude de ces pi-
lules importées clandestinement en Suis-
se. Comme dans les travaux précédents,
nous avons pu montrer la présence de
produits de synthése mais également et,
pour la premiere fois, celle de composés
naturels d’origine végétale dont I’activité
thérapeutique avait été décrite dans la phar-
macopée traditionnelle orientale.

Les analyses ont été effectuées sur des
extraits de produit brut dans le MeOH et
des extraits méthylestérifiés. Les solutions
ainsi obtenues ont été étudiées dans des
conditions chromatographiques identi-
ques.

L’identification des constituants a été
réalisée par spectrométrie de masse et
pour certains par spectroscopie infrarou-
ge. Ces deux méthodes, séparément trés
fiables, permettent une caractérisation in-
discutable des composés organiques.

Partie expérimentales

Chromatographie en phase gazeuse couplée a
une spectrométrie de masse (GC/MS)

L’extrait brut est obtenu en traitant 1 pilule
finement broyée par 15 ml de MeOH (3 x 5 ml)
dans un bain & ultrasons pendant 30 min. La soln.
est ensuite filtrée (ISO-DISC N-254, diameétre 25
pm, porosité 0,45 pm, Supelco) puis concentrée
par évaporation sous vide. La dérivatisation se
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Figure. Chromatogramme (GCIMS) de ’extrait brut dans le méthanol: (1) 4-méthyl-5-thiazoleéthanol, (2) diazépam, (3) acide méfénamique, Iattribution
des pics correspondant aux composés naturels est indiquée dans le tab. |

fait par action de | ml de BF, a 10% dans le
MeOH sur 0,5 ml d’extraction méthanolique. Le
mélange obtenu est chauffé au bain-marie a 70°
pendant ca. 10 min. Il est refroidi, extrait a
I'heptane, séché (Na,SO,) puis concentré par
évaporation. Chromatographe Hewlett-Packard
5890 équipé d’une colonne capillaire SPB-5, (30
m X 0.32 mm 1D), (Supelco SA). Programme de
temp.: 70° pendant 2 min suivi d’une augmenta-
tion de temp. jusqu’a 280° & raison de 4° par min,
injecteur 250°. Spectrométre de masse VG 70 SQ
équipé du systéme d’acquisition et de traitement
de données VG Analytical 11250 J ainsi que
d’une banque de spectres de référence NBS (Na-
tional Bureau of Standards) [6].

Chromatographie en phase gazeuse couplée a
une spectrométrie infrarouge 4 transformée de
Fourier (GC-FTIR)

Les solns. sont les mémes que celles utilisées
pour I'étude par GC/MS. Chromatographe Per-
kin-Elmer 8600 équipé d’une colonne SPB-1,
(1Smx0,53 mm ID)(Supelco SA). Programme de
température: 70° pendant 1 min suivi d’une aug-
mentation de temp. jusqu’a 280° a raison de 4°
par min, injecteur 250°. Spectrometre infrarouge
Perkin-Elmer a wransformée de Fourier 1720X,
équipé d’un détecteur MCT et d’un systéme
d’acquisition et de traitement de données
SEARCH for IRDM.

Chromatographie liquide haute performance
(HPLC)

Les extractions au MeOH (4 x 5 ml) de 100
mg de substance blanche finement pulvérisée
sont réalisées dans un bain ultrasonique. Les
solns. obtenues apres filtration sont ajustées a
100 ml par addition de méthanol. Chromatogra-
phe Varian 5020B équipée d’une boucle d’injec-
tion 10wl Rheodyne 7125, d’une colonne phase-
inverse LC /8-DB Supelcosil (taille des particu-
les 5 um, 4,6 x 150 mm), d’un détecteur a barrette
de diodes (DAD) Perkin-Elmer LC-235 et d’un
intégrateur Perkin-Elmer LCI-100. Deux syste-
mes d’éluant ont du étre utilisés séparément:
systeme A: MeOH/ H,PO,, 13 mm (7.3), systeéme
B: MeCN /KH,PO, (15:85) avec addition d’aci-
de phosphorique concentré jusqu'a pH 3,3. Le
débitaété fix€ 2 2 ml/min. Les produits commer-

ciaux de référence sont I"indométhacine, I’acide
méfénamique, I’hydrochlorothiazide (Sigma Che-
mical Co.) et le 4-méthyl-5-thiazoleéthanol (Al-
drich Chemical Co.). Le diazépam a gracieuse-
ment été offert par les Laboratoires Sauter S.A.
de Genéve. Les solvants org. sont de qualité
puriss ou HPLC-grade (Fluka AG).

Résultats et discussion

L’étude par GC/MS de I’extraction
dans le méthanol permet d’identifier un
grand nombre de constituants du mélange
(fig- 1).

Les composés de synthése tels que le
diazépam, pic 2, (tranquillisant) et I’acide
méfénamique, pic 3, (antiinflammatoire)
sont caractérisés aisément par leur spectre
de masse. Le 4-méthyl-5-thiazoleéthanol,
pic 1, dont les propriétés sédatives et hyp-
notiques peuventjustifier sa présence dans
ce type de préparation, peut également
&tre un produit de thermolyse de la thiami-
ne (vitamine Bl) dans l’injecteur ‘on-
column’. Cette hypothese n’a pas pu étre
confirmée lors de la recherche des pics de
masse spécifiques du fragment pyrimidi-
ne (m/z = 122).

Parmi les composés naturels, nous ne
signalerons que le 4-méthyl-4-heptene-3-
one dont I’intensité du signal soit compa-
rable a celle des produits de synthése. Ce
produit se forme lors de la dégradation
thermique de la paille de riz [7]. Les autres
constituants d’origine végétale présentent
des signaux dont I’intensité est plus faible.
Les composés que nous avons identifiés
(5-hydroxy-5,6-dihydromaltol [8], osthol-
le [9-12], guaiol [13], eudesmol [14][15],
erémanthine [16][17]) sont connus pour
leurs utilisations dans des préparations
médicinales des pharmacopées orientales.

L’analyse de la solution estérifiée con-
firme I’identification de I’ostholle dont le
pic de faible intensité dans le chromato-
gramme de I’extrait brut est partiellement
masqué par le pic intense de |"acide méfé-
namique. Elle permet également de mettre
en évidence d’autres composés d’origine
végétale dont les esters des acides palmi-
tique, linoléique et oléique ainsi que celle
du calaréne [18], isomére structural de
I’aristolane [19], également utilisés en
Orient pour leurs propriétés thérapeuti-
ques.

Les composés de synthése tels que
I’ester de 1’acide parachlorobenzoique
(agent de conservation) et I’ indométhaci-
ne (analgésique) ont également ét€ identi-
fiés. L’étude de I"indométhacine par GC/
MS avait montré qu’il n’était identifiable
que sous sa forme estérifiée [20)].

Laliste des produits d’origine végétale
et leur provenance probable sont reportés
dans le tab. 1.

L’identification de composés organi-
ques par GC-FTIR est un moyen analyti-
que puissant et récent qui se heurte au
nombre insuffisant de spectres de référen-
ce pour les produits en phase vapeur. No-
tre étude a porté sur les produits de synthé-
se (4-méthyl-5-thiazoleéthanol, diazépam,
acide méfénamique) qui ont pu étre obser-
vés par cette technique, les autres consti-
tuants trop dilués n’ayant pu étre détectés.
La réalisation de spectres de référence et
leur comparaison aux spectres expérimen-
taux permet une caractérisation extréme-
ment fiable d’un composé.

L’étude quantitative par chromatogra-
phie liquide haute performance (HPLC)
permet le dosage simultané des cing pro-
duits de synthése dont I’ordre d'élution
par le systtme A (MeOH/H,PO,) estI"hy-
drochlorothiazide (r, =0,89), le 4-méthyl-
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Tab. 1, Composes naturels identifies par chromatographie en phase gazeuse associee d une
spectromttrie  de masse
PIC") Composes Origine Ref.
A 5-hyuro )- ,6- mall
uihydmmallol [8)
[J 4.mclh} 1-4-h~plcn- - nc ucSgradali  n Ihenmque [71
de wirutile d n.ee
uaioJ Bu/mil/lim  wiutlllwm
| inne-gingiv
"hro.n'//il/ buLWIILIL 113]
f) Luu smol Sp/itll rwumililllilcu,\
(L.I Lib'/r/m;s 13lichtor, 1141]151
t/is  (FISCH)
) Ercmanlhinc cremmuen A il/milll \
E. g1encu-mal [16][ 171
( CI.-BII)
~lhollc Allgelim pib-crin ¢\ ")
Allrdill jlip(flica (. GR\Y) [9-121
ur: lim flolY/rforplw — ( \ 1)
alurcm; or arislolunc I,.,.V%cma  debili.l
( unel Zt. ) [181
D) rh.lollinC Awnlm die
Allillm  \pedes (A. chillem£') [19)

") Reference du pic sur le chromatogram me de lafig. 1.

Tab. 2. Teneur (mg/pilule) en composes therapeutiques de synthese determinee par HPLC-DAD

(x valeur moyenne, S,: ecart type)

Pilult:s 2

Poids (mg) 425 390
1) lim ‘hlurOlhia/illc 2.8 17
Dia" cflam 15 1.0
Ind Imclhacinc 3.4 3.6

A ill 'melen:unique 1.2 1.2

5-thiazoleethanol (t; = 1,22), le diazepam
(t =2,22), l'indomethacine (t, = 3,89) et
I'acide mefenamique (t; = 6,47). Le sys-
teme B a ete utilise pour controler les re-
sultats precedents caril permet une meilleu-
re separation de I'hydrochlorothiazide et
du 4-methyl-5-thiazoleethanol. L'etude
preliminaire, effectuee avec un detecteur a
barette de diodes (DAD), permet de deter-
miner pour chaque produit de reference
son temps de retention relatif ainsi que son
absorption dans I' ultraviolet entre 190 et
370 nm. Ces informations permettant de
controler la 'purete’ d'un pic en utilisant
deux parametres independants (temps de
retention et absorption UV) conduisent d
des identifications et des analyses de tres
grande fiabilite. Ce mode d'identification
apermis de mettre en evidence lapresence
d'hydrochlorothiazide  (diuretique) qui
n'avait pas pu etre observe par les techni-
ques analytiques precedentes.

Les resultats obtenus pour I'analyse de

1 X
374 4.9 407 30.1
2.1 1.3 19 0.6
11 1 1.2 0.2
3.7 35 0.1
12.0 11.6 12. 0.9

4 pilules d'un meme lot montrent une
h€terogeneite importante des melanges
(tab. 2), lavariation de la teneur en hydro-
chlorothiazide, e.g., pouvant varier d'un
facteur deux.

Conclusion

L 'etude des pilules chuifong -touku wan
par des methodes chromatographiques et
spectroscopiques performantes a permis
de montrer que la nature vegetale des
constituants n'etait pas seule responsable
de I'effet therapeutique souhaite de ce
medicament.

La presence de molecules de synthese
(hydrochlorothiazide,4-methyl-5-thiazo-
leethanol, diazepam, indomethacine et
acide mefenamique) a pu etre demontree
sans ambiguite. Ces principes actifs de
nombreux medicaments de la pharmaco-
pee moderne participent certainement par
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leurs effets 'benefiques' a la reputation de
ces preparations.

Les molecules d'origine vegetale que
nous avons caracterisees sont egalement
utilisees dans des preparations m€dicina-
les orientales, dont les effets sont peu
connus. Elles ne doivent pas etre negli-
gees meme si leurs concentrations sem-
blent beaucoup plus faibles que celles des
molecules de synthese.

La mise en evidence, par des methodes
quantitatives, d'une grande variation des
teneurs en principe actif trouve probable-
ment son origine dans lafabrication artisa-
nale de ces preparations.

La comparaison de nos analyses avec
celles effectuees precedemment dans des
laboratoires americains [1][2][5] montre
que, sous une meme appellation, la nature
des constituants et leur concentration est
variable.

De telles preparations, illicitement dis-
tribuees et frauduleuses, echappent d tout
controle de qualite et peuvent presenter un
danger pour la sante publique. Elles doi-
vent faire I'objet de surveillance.

NOlIsvoudrions tout particulierement remer-
eier Mme. Silvia Stasny et M. Yves .lallin pour
leur aide precieuse ainsi que le Dr. MarcoSimolla
pour sa participation @ l'interpretation  des spec-
tres de masse.

Re~u le 23 janvier 1992

[l eA. Ries, Mervyn A, Sahud, MD, JAMA

1975,231,352.

[2] S. Yuen. e.A. Lau-Cam, J. Chromatogr.
1985,329, 107.

[3] P.J.G. Forster, Br. Med. J. 1979, 1,308.

[4] a) L.Offerhaus,M.N.G. Dukes, H.M.Smits,
Br. Med. J. 1979,1,669; b) G. Newton,
ibid. 1979,1,669.

[5] AJ.e. Ethier, G. Lauriault, M. LeBelle,

B.A. Lodge, e. Savard, W.-W. Sy, W.L.
Wilson, J. Chromatogr. 1989,469,406.
Office of Standard Reference Data. Na-
tional Bureau of Standards, Gaithersburg.
MD 20899

A.E. Lipska-Quinn, S.H .Zeronian, K.M.
Me Gee, Fondam. Thermochem. Biomass
Converso Pap-Int. COIIf 1985, 453-71.

(6]

(71

[8] R.Tressl, B. Helak, Helv. Chim. Acta 1982,
65,483.
[9] T. Kosuge, M. Yokota, K. Sugiyama, T.

Yamamoto, T.Mure, H. Yamazawa, Chem.
Pharm. Bull. 1985, 33, 5351.

[10] M. Kozawa, K. Baba, Y. Matsuyama, K.
Hata, Chem. Pharm. Bull. 1980, 28, 1782.

[11] Y. Kumar, J. Reisch, D.B. M. Wichrema-
ratne, R.A. Hussain, K.S. Adesina, S. Balas-
ubramaniam,  Photochemistry 1987, 26,
511.

[12] K. Baba, K. Hata, Y. Kimura. Y. Matsu-

yama, M. Kozawa, Chem. Pharm. Bull.

1981, 29, 2565.

[13] H.D. Friedel, R. Matusch, He/v. Chim. Acta
1987,70, 1616.
[14] J.S. Sohoni, S.R. Rojatkar, M.M. Kulkarin,

N.N. Dhaneshwar,
ur, B.A. Nagasampagi,
kin Trans. 11988, 157.

S.S. Tavale, N.G. Tay-
J. Chem. Soc., Per-



