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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
myosi n-stabilizi ng protei ns and how even-
tual interactions are regulated by the Ca2+
signal.
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Determination de la
composition d'une preparation
medicinale frauduleuse par des
methodes chromatographiques
couplees (GC/MS, GC-FTIR,
HPLC-DAD). Le cas des pilules
chinoises Chuifong- Touku wan

Philippe Arrizabalaga*, Alois Kamatari et Jean-Claude Landry

Abstract. The hyphenated techniques in chromatography (GC/MS, GC-FfIR, 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 a mixture of synthetic drugs (mefenamic acid, indomethacine, hydrochlo-
rothiazid, and diazepam) and some herbal compounds.

Differentes equipes ont montre, par
chromatographie sur couche mince, par
chromatographie liquide haute performan-
ce et par spectrometrie de masse, qu'elles
contiennent une quantite non negligeable
de molecules therapeutiques de synthese
et que leur composition est variable [2-5].

Nous presentons, ici, les resultats obte-
nus par differentes techniques chromato-
graphiques couplees de I'etude de ces pi-
lules importees clandestinement en Suis-
se. Comme dans les travaux precedents,
nous avons pu montrer la presence de
produits de synthese mais egalement et,
pour la premiere fois, celie de composes
naturels d'origine vegetale dont I'activite
therapeutique avaitetedecrite dans la phar-
macopee traditionnelle orientale.

Les analyses ont ete effectuees sur des
extraits de produit brut dans Ie MeOH et
des extraits methylesterifies. Les solutions
ainsi obtenues ont ete etudiees dans des
conditions chromatographiques identi-
ques.

L'identification des constituants a ete
realisee par spectrometrie de masse et
pour certains par spectroscopie infrarou-
ge. Ces deux methodes, separement tres
fiables, permettent une caracterisation in-
discutable des composes organiques.

Introduction

L' attrait pour les medications naturel-
les associees a celui pour l'exotisme des
pharmacopees orientales ont favorise la
vente clandestine de medicaments fraudu-
leux [I].

Parmi eux, les pilules chinoises chui-
fong toukuwan presentent, aux dires du
fabriquant, 'toutes les qualites requises
pour soigner les maladies liees a I'effet du
vent et de 1'humidite tels que rhumatismes
et arthrite' .Elles ne contiendraient que des
extraits de plantes et ne presenteraient

aucun risque pour la sante dans Ie cas de
traitements prolonges. Les pilules sont des
spheres noires, luisantes, d'environ 10 mm
de diametre, pesant en moyenne 440 mg.
Elles sont constituees d'une enve10ppe
noire contenant une poudre blanchatre
heterogene compo see de particules plus
ou moins colorees et cristallisees.

Elles sont vendues par correspondance
et echappent a tout contr6le. Elles sont
deja responsables de nombreux accidents
hematologiques (agranulocytose) aux Etats
Vnis [I] OU elles circulent illicitement
depuis quelques annees.

Partie experimentales

Chrolllatographie en phase gazeuse cOllfJJee ii
une spectromerrie de masse (GC/MS)

L'extrait brut est obtenu en traitant I pilule
finement broyee par 15 ml de MeOH (3 X 5 ml)
dans un bain a ultrasons pendant 30 min. La soln.
est ensuite filtree (lSO-DISC N-254, diametre 25
11m,porosite 0,45 11m,Supelco) puis concentree
par evaporation sous vide. La derivatisation se
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Figure. Chromatogramme (GC/MS) de l' extra it brut dans Ie methanol: (] )4-l1lethyl-5-thiazoleethanol, (2) diazepam, (3)acide 1I11?fenamique;l'attrihution
des pics correspondant aLIXcomposes naturels est indiquee dans le tab. I

Resultats et discussion

ciaux de reference sont I'indomethacine, I'acide
mefenamique, I'hydrochlorothiazide (Sigma Che-
mical Co.) et Ie 4-methyl-5-thiazo]eethanol (AL-
drich Chemical Co.). Le diazepam a gracieuse-
ment ete offert par les Laboratoires Sauter S.A.
de Geneve. Les solvants org. sont de qualite
puriss ou HPLC-grade (Fluka AG).

fait par action de I m] de BF) a 10% dans Ie
MeOH surO,S ml d'extraction methanolique. Le
melange obtenu est chauffe au bain-marie a 70°
pendant ca. 10 min. II est refroidi, extrait a
I'heptane, sec he (Na2S04) puis concentre par
evaporation. Chromatographe Hewlett-Packard
S890 equipe d' une colonne capillaire SPB-5, (30
m X 0.32 mm 10), (Supelco SA). Programme de
temp.: 70° pendant 2 min suivi d'une augmenta-
tion de temp.jusqu'a 280° a raison de 4° par min,
injecteur 250°. Spectrometre de masse VG 70 SQ
equipe du systeme d'acquisition et de traitement
de donnees VG Analytical 11250 j ainsi que
d'une ban que de spectres de reference NBS (Na-
tional Bureau of Standards) [6].

Chromatographie en phase gazeuse couplee a
une spectrol1letrie infrarouge a transformee de
Fourier (GC-FTIR)

Les solns. sont Ies memes que celles utilisees
pour I'etude par GC/MS. Chromatographe Per-
kin-Elmer 8600 equipe d'une colonne SPB-],
(ISmx0,53 mm IO)(SupelcoSA). Programme de
temperature: 70° pendant I min suivi d'une aug-
mentation de temp. jusqu'a 280° a raison de 4°
par min, injecteur 250°. Spectrometre infrarouge
Perkin-Elmer a transformee de Fourier 1720X,
equipe d'un detecteur MCT et d'un systeme
d'acquisition et de traitement de donnees
SEARCH for fROM.

Chrol1latographie liquide haute performance
(HPLC)

Les extractions au MeOH (4 x 5 ml) de 100
mg de substance blanche finement pulverisee
sont realisees dans un bain ultrasonique. Les
solns. obtenues apres filtration sont ajustees a
100 ml par addition de methanol. Chromatogra-
phe Varian5020B equipee d'une boucle d'injec-
tion 1011] Rheodyne 7125, d'une colonne phase-
inverse LC 18-DB Supelcosil (taille des particu-
les 5 11m,4,6 x 150 mm), d' un detecteur a barrette
de diodes (DAD) Perkin-Elmer LC-235 et d'un
integrateur Perkin-Elmer LCI-100. Deux syste-
mes d'eluant ont du etre utilises separement:
systeme A: MeOHI H)P04 13 mM(7:3), systeme
B: MeCN IKH2P04 (15:85) avec addition d'aci-
de phosphorique concentre jusqu'a pH 3,3. Le
debit a ete fixe a 2 m]/min. Les produits commer-

L' analyse de la solution esterifiee con-
firme I'identification de I'ostholle dont Ie
pic de faible intensite dans Ie chromato-
gramme de \' extrait brut est partiellement
masque par Ie pic intense de I' acide mete-
namique. Elle permetegalementde mettre
en evidence d'autres composes d'origine
vegetale dont les esters des acides palmi-
tique, linoleique et olei'que ainsi que celie
du calarene [18], isomere structural de
I'aristolane [19], egalement utilises en

L'etude par GC/MS de I'extraction Orient pour leurs proprietes therapeuti-
dans Ie methanol permet d'identifier un ques.
grand nombre de constituants du melange Les composes de synthese tels que
(fig. 1). I' ester de l' acide parachlorobenzoi'que

Les composes de synthese tels que Ie (agent de conservation) et l'indomethaci-
diazepam, pic 2, (tranquillisant) et I' acide ne (analgesique) ant egalement ete identi-
mefenamique, pic 3, (antiinflammatoire) fies. L'etude de l'indomethacine par GCI
sont caracterises aisement par leur spectre MS avait montre qu'il n' etait identifiable
de masse. Le 4-methyl-5-thiazoleethanol, que so us sa forme esterifiee [20].
pic 1, dont les proprietes sedatives et hyp- La liste des produits d' origine vegetale
notiques peuventjustifier sa presence dans et leur provenance probable sont reportes
ce type de preparation, peut egalement dans Ie tab. 1.
etre un produitde thermolyse de la thiami- L'identification de composes organi-
ne (vitamine Bl) dans l'injecteur 'on- ques par GC-FTIR est un moyen analyti-
column'. Cette hypothese n'a pas pu etre que puissant et recent qui se heurte au
confirmee lors de la recherche des pics de nombre insuffisant de spectres de reteren-
masse specifiques du fragment pyrirnidi- ce pour les produits en phase vapeur. No-
ne (mlz = 122). treetude a porte sur lesproduits de synthe-

Parmi les composes naturels, nous ne se (4-methyl-5-thiazoleethanol, diazepam,
signalerons que Ie 4-methyl-4-heptene-3- acide mefenamique) qui ont pu etre obser-
one dont I'intensite du signal soit compa- ves par cette technique, les autres consti-
rable a celie des produits de synthese. Ce tuants trop dilues n'ayant pu etre detectes.
produit se forme lors de la degradation La realisation de spectres de reference et
thermique de la paille de riz [7]. Les autres leur comparaison aux spectres experimen-
constituants d' origine vegetale presentent tau x permet une caracterisation extreme-
des signaux dontl'intensiteestplus faible. ment fiable d'un compose.
Les composes que nous avons identifies L' etude quantitative par chromatogra-
(5-hydroxy-5,6-dihydromaltol [8], osthol- _ phie liquide haute performance (HPLC)
Ie [9-12], guai'ol [13], eudesmol [14][15], permet Ie dosage simultane des cinq pro-
eremanthine [16][17]) sont connus pour duits de synthese dont I'ordre d'elution
leurs utilisations dans des preparations par Ie systeme A (MeOH/H3P04) est I'hy-
medicinales des pharmacopees orientales. drochlorothiazide (tR = 0,89), le4-methyl-
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Tab. 2. Teneur (mg/pilule) en composes therapeutiques de synthese determinee par HPLC-DAD
(x valeur moyenne, S,: ecart type)

Tab. I, Composes naturels identifies par chromatographie en phase gazeuse associee a une
spectromttrie de masse

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

PIC") Composes

A 5·hyuro ) - ,6-
uihydmmallol

IJ 4.mclh} 1-4-h~plcn- - nc

uaioJ

f) Luu smol
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pour sa participation a l'interpretation des spec-
tres de masse.
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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 la fabrication artisa-
nale de ces preparations.

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

De telles preparations, i11icitement dis-
tribuees et frauduleuses, echappent a tout
controle de qualite et peuvent presenter un
danger pour la sante publique. ElIes doi-
vent faire l' objet de surveillance.
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5-thiazoleethanol (tR = 1,22), Ie diazepam
(tR = 2,22), I'indomethacine (tR = 3,89) et
I'acide mefenamique (tR = 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 l' 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 a
des identifications et des analyses de tres
grande fiabilite. Ce mode d'identification
a permis de mettre en evidence la presence
d'hydrochlorothiazide (diuretique) qui
n'avait pas pu etre observe par les techni-
ques analytiques precedentes.

Les resultats obtenus pour I'analyse de

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

Conclusion

L 'etude des piIules chuifong -touku wan
par des methodes chromatographiques et
spectroscopiques perform antes a permis
de montrer que la nature vegetale des
constituants n'etait pas seule responsable
de l' 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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