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Abstract

Recently a significant modification in the composition of a preparation named LiDa has been observed. GC-MS analysis of cap-
sules content performed at the Forensic Examination Bureau, Internal Security Agency indicates the presence of an individual
component similar to sibutramine. After isolating the component by column chromatography and performing a series of examina-
tions using infrared spectroscopy (IR) as well as proton ("HNMR) and carbon ('*C NMR) magnetic resonance, the unknown com-
ponent was identified as N-desmethylsibutramine hydrochloride. The correctness of the structure determination was confirmed

by synthesis of the reference material.
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1. Introduction

The procedure of adding synthetic compounds
with various profiles of pharmacological effect to
herbal products has been known about since the early
nineteen seventies. In order to increase the efficiency
of natural preparations, producers “enhanced” their
product with an addition of a medicine whose activity
corresponded to that of the “original” plant prepara-
tion. In Chinese herbal preparations recommended by
specialists of natural medicine and intended to ease
rheumatic pains, the presence of typical painkillers,
e.g. phenacetins [2], paracetamol [12] and also steroid
(prednisone, prednisolone) [11, 12] and non-steroid
anti-inflammatory drugs (NSAID), e.g. diclofenac,

mefenamic acid, phenylbutazone and indomethacin
[3, 7, 12] was ascertained. Changes in blood morphol-
ogy and also symptoms of aplastic anaemia were ob-
served in persons taking preparations containing
phenylbutazone, which is a medicine withdrawn from
the pharmaceutical market. It was ascertained that the
presence of pyramidone in preparations named
Chuifong Toukuwan Nan Lien, Fonsuning Tongwan,
Hippo Brand Secret Formula Chui Fung Eng was the
direct cause of numerous cases of agranulocytosis [13].
As an alternative to synthetic calmatives, a prepa-
ration in the form of pills with the brand name Sleep-
ing Buddha (1998) was available. In a herbal pre-
paration produced by the Treasure Box Products, Inc.
(Products of China) estazolam was detected [6]. Other
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compounds from the group of benzodiazepines: diaze-
pam and chlorodiazepoxide were identified in prepara-
tions with the common name “the black pearl” origi-
nating from different Chinese and Taiwanese produc-
ers [7]. Besides organic compounds, additives in the
form of salts of heavy metals were found in prepara-
tions of Chinese production. In the literature, there are
many reports about poisonings due to preparations
containing salts of toxic metals, such as arsenic [16],
lead [4], mercury [10] and thallium [14].

In each of the above cases, the producer did not de-
clare the real composition of the product, limiting it-
self at most to specification of components of plant
origin.

In the last two years, preparations that are supposed
to successfully aid in the process of slimming have ap-
peared on the market of natural medicine products. In
preparations called Meizitang and LiDa, the presence
of sibutramine hydrochloride was ascertained. Sibu-
tramine is a synthetic compound which structurally
ought to be treated as a distant derivative of 4-chloro-
amphetamine or N,N-dimethyloamphetamine. Influ-
encing the noradrenergic and serotoninergic system,
this compound is currently used use in treating obesity
(Meridia, Reductil). We presented the analytic profile
of sibutramine and a short characterisation of its phar-
macological properties in previous publications [1, 15].

2. Experimental
2.1. The aim of work

The aim of the present paper was to identify and
present the analytical profile of N-desmethylsibutra-
mine hydrochloride, a new component of Chinese
slimming products.

2.2. Materials

A standard sample of sibutramine hydrochloride
(98.8 % weight) by Abbott GmbH & Co Kg (Ludwigs-
hafen, Germany) was received from the National Insti-
tute of Medicines. Standards of amphetamine sulpha-
te, methylamphetamine hydrochloride, ephedrine hy-
drochloride, phentermine hydrochloride, fenfluramine
hydrochloride, 3,4-methylenedioxyamphetamine hy-
drochloride (MDA), 3,4-methylenodioxymetampheta-
mine hydrochloride (MDMA) and 3,4-methylenedioxy-
ethylamphetamine hydrochloride (MDE) originated
from Sigma. The ethyl ester of diazacarboxylic acid,
N,N-dicyclohexylocarbodiimid, (R)-2-phenylobutiric
acid, the anhydride of acetic acid and silica gel

(70-330 Mesh) originated from Aldrich. Solvents:
methanol, dichloromethane, chloroform, toluene,
pyridine and water originated from Fluka and Merck
and were of the class of purity p.a. or “HPLC grade”.
Other auxiliary reagents: sodium carbonate, sodium
hydroxide, sodium sulphate, magnesium sulphate, hy-
drochloric acid and ammonia water (25% aq.) origi-
nated from Merck. Toluene and pyridine were dried
and cleaned according to the published procedure [17].
4-methoxyamphetamine hydrochloride (PMA) was
obtained according to the published procedure [1].

To perform the synthesis of N-desmethylsibutra-
mine [8], to a solution of 150 mg (0.56 mM) sibutra-
mine hydroxide in 2 ml of dry toluene, there was being
added dropwise a solution of 150 mg (0.82 mM) of the
ethyl ester of diazodicarboxylic acid (DEAD) in 3 ml
of toluene. The whole mixture was stirred using a mag-
netic stirrer and heated at 55°C for 16 h. After evapora-
tion of toluene in a vacuum evaporator, the remainder
of the light-brown oil was dissolved in S5ml of solution
containing 2 ml of 36% hydrochloric acid and 3 ml of
ethanol. The solution was boiled for 3 h and then sol-
vents were evaporated under diminished pressure. The
remainder, which was brown oil, was cleaned with the
method of column chromatography (silica gel, chloro-
form as eluent: MeOH:NH; 94:5.5:0.5) obtaining
85 mg (60% efficiency) of N-desmethylsibutramine in
the form of a colourless oil.

2.3. Equipment

GC-MS analysis of N-desmethylsibutramine and
mixtures of psychoactive amines was performed using
an HP 6890 gas chromatograph coupled with a mass
detector HP 5973. A chromatographic column of type
HP-5-MS of length 30 m, inner diameter 0.25 mm and
thickness of phase 0.25 mm was used. The temperature
programme was as follows: start at 110°C, increase
10°C/min, final temperature 280°C maintained for
3 minutes. The remaining parameters of the apparatus:
dosing option — split, partition of the stream 30:1, tem-
perature of the dosing chamber ¢ = 250°C, carrying
gas — helium with a flow of 0.6 ml/min. Spectra were
collected in the range of mass between 40—400 a.m.u.

For separation of diastereomeric derivatives of
N-desmethylsibutramine, the above mentioned appa-
ratus and the same chromatography column was used.
The temperature program: start at 140°C, increase
15°C/min, end temperature 300°C maintained for
2 min. The remaining parameters — as described above.

Measurements of IR spectra were performed using
an infrared spectrometer with Fourier transformation
Bruker IFS 113v (Germany) equipped with a micro-
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scope attachment. The standard material and the inves-
tigated sample were put on the mirror, which was
placed in the field of vision of the lens of the IR micro-
scope and the spectrum was measured with a resolu-
tion of 4 cm ™.

Spectra of proton and carbon nuclear magnetic res-
onance (NMR) were measured using Varian Unity
Plus with frequency 500 MHz for proton and 200 MHz
for carbon spectra. Samples were dissolved in deutered
chloroform.

2.4. Methods
2.4.1. Isolation of N-desmethylsibutramine

A solid sample of beige colour (total mass 2.189 g)
taken from eight capsules was placed in a cone-shaped
flask of 100 ml capacity and then 70 ml of water was
added. After draining off the insoluble parts, a clear
and colourless solution was alkalised with sodium car-
bonate to pH 10. The aqueous solution was extracted
by methyl chloride (3 x 40 ml). The joined organic lay-
ers were dried with dehydrated magnesium sulphate.
After evaporation of solvent on a rotary evaporator
(temperature of water baths 40°C), 58 mg of yellow oil
was obtained. The raw N-desmethylsibutramine hy-
droxide obtained in this way was additionally cleaned
by column chromatography using silica gel as the ad-
sorbent and solvent system chloroform:MeOH:NHj;
aq. in proportion 93:6.5:0.5 as the eluent. After evapo-
ration of solvent 42 mg of a colourless oil was ob-
tained.

2.4.2. The procedure of derivatisation

Acetic derivative — a mixture of about 1 mg N-des-
methylsibutramine, 100 pl of acetic anhydride in
0.5 ml of pyridine was heated at 120°C for 30 min. Af-
ter cooling, the excess of pyridine was evaporated in
anitrogen stream and then 1 ml of methanol was added
to the remains. The whole mixture was heated at 60°C
for 30 min. After cooling the solution was immediately
analysed by means of the GC-MS method.

(R)-2-phenylbutyric derivative — to 1 ml of di-
chloromethane containing 0.5 M N,N-dicyclohexylo-
karbodiimide, 5 mg of R-2-phenylobutyric acid was
added. After about 30 min, 300 pl of the above solu-
tion was added to 0.5 ml of dichloromethane contain-
ing about 0.5 mg of N-desmethylsibutramine. The
whole mixture was transferred to a reaction vessel
(Micro Reaction Vessel, Supelco) and was heated for
3 h at 60°C. After cooling the mixture was immedi-
ately analysed by means of the GC-MS method.

2.4.3. Preparation of samples for GC-MS analysis

Salts of amines were dissolved in water obtaining
solutions of concentration 1 mg/ml. After taking
0.5 ml of aqueous solution of the appropriate com-
pound, the solution was alkalised by adding 0.2 ml of
10% Na,CO; in water. The aqueous solution was ex-
tracted by methyl chloride (0.5 ml). After separating
the organic layer, it was dried using anhydrous sodium
sulphate and analysed by means of the GC-MS
method.

3. Results and discussion

The subject of the study was solid matter of white
colour found in eight capsules of length 1.9 cm, diame-
ter 6 mm and of light or dark green colour. There was
a printed graphic symbol on the capsules and the num-
ber 0871-8335000 printed in white. The average net
mass of a capsule was 273.6 mg (SD = 5.0). The range
of net masses of capsules was between 264.3 and
282.3 mg. Capsules were packed in so-called “blis-
ters” of aluminium having printed graphic characters
in blue and violet colour and the inscription “Dai Dai
Hua Jiao Nang”.

The IR spectrum of the unknown compound was
recorded directly from the matrix of the capsule
(starch), whilst the spectrum obtained after alkaline
extraction was characterised by the presence of bands
characteristic of sibutramine hydrochloride and
sibutramine in the alkaline form (Figures 1 and 2). The
essential feature of the spectra was the presence of
a broad band originating from stretching oscillations
of the OH group connected with the presence of
hydration water and the presence of a characteristic
band system in the region from about 800 to 600 cm™'
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Fig. 1. IR spectra: A — hydrochloride of the capsule compo-
nent; B — sibutramine hydrochloride.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXX, 225-235



228

D. Blachut, A. Siwinska-Ziotkowska, B. Szukalski et al.

50%—

-50%—

R [T

— T —
3500 3000 2500 2000 1500 1000 cm’

Fig. 2. IR spectra: A — the capsule component as a base;
B — sibutramine as a base.

typical of a 1,4-substituted aromatic ring. In the case of
the spectrum of the unknown compound, the broad
band in the region of 26002800 cm ', which is typical
for amine hydrochlorides, was slightly shifted towards
higher value of wave-numbers in comparison to the
appropriate band in the spectrum of sibutramine hy-
drochloride. This observation pointed to the presence
of an amino arrangement other than tertiary in the
compound’s structure.

GC-MS analysis showed the presence of a compo-
nent with retention time close to but slightly shorter
than sibutramine. Chromatograms of total ionic cur-
rent of a mixture of the unknown component (peak
number 10, ¢.= 12.2 min), sibutramine, two anorexic
medicines and some popular psychoactive amines
from the amphetamine group are shown in Figure 3.
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Fig. 3. TIC chromatogram of a mixture of the unknown com-
ponent, sibutramine, a substance of anorexic activity and
some psychoactive amines. Component identification: 1 — am-
phetamine, 2 — phentermine, 3 — metamphetamine, 4 — fen-
fluramine, 5 — efedrin, 6 — PMA, 7 — MDA, § — MDMA,
9 — MDE, 10 — capsule component, 11 — sibutramine.

The obtained MS spectrum (EI = 70 eV) of the
component was characterised by a similar peak system
(Figure 4) to that of sibutramine. The important differ-
ence was a decrease of m/z value of each peak by
14 a.m.u. The presence of a single atom of chlorine
was confirmed by the typical system of isotopic peaks
at m/z values 264, 265, 266 and 267, which could cor-
respond to the mother ion of composition C;sHp,CIN
and to the product of the loss of a hydrogen atom by
this ion. The molecular composition C;¢Hp4CIN corre-
sponds to the molecular composition of sibutramine
diminished by removing one methylene group. Confir-
mation of the molecular composition of the unknown
compound was obtained after the transformation of the
compound to the acetyl derivative and observing in the
spectrum of the derivative the set of isotopic peaks
corresponding to a molecular ion of mass 308 a.m.u.,
which corresponds to the molecular formula
CisH,6CINO (Figure 5).
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Fig. 4. MS spectra (EI = 70 eV) of the capsule component
(the upper spectrum) and sibutramine (the lower spectrum).

To obtain additional data which would be useful in
the reconstruction of the structure of the unknown
compound, published methods of the synthesis of
sibutramine [5, 8, 9] were analysed. It was established
that the medicine and its derivatives can be con-
structed in three elementary steps (Figure 6). The first
step of transformations aims to obtain the arrangement
of derivatives of 4-chlorophenylcyclobutane (A). The
second is the building of the side chain in a reaction

Problems of Forensic Sciences 2007, LXX, 225-235



Identification of N-desmethylsibutramine as a new ingredient...

229

142
500 100
400]
300| 6
4
200 ) 306 308
377 300
100 " 366 307 308 309
3 5r
1151 ‘
,‘.l i 2980 i il 195178 . 208 222 236 250 264 278
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 miz

Fig. 5. MS spectrum of acetylic derivative of capsule com-
ponent.
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Fig. 6. The general scheme of synthesis of sibutramine and
its derivatives.
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Fig. 7. Propositions of structure for the unknown capsule
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Fig. 8. "H NMR spectrum of N-desmethylsibutramine.

with alkylomagnesium halogens. Depending on the
kind of the alkyl remains of the used Gringard com-
pound, one can obtain derivatives of sibutramine dif-
fering in the structure of the alkyl side chain (B). The
final step is the modification of the primary amino
group or the transformation of phenylocyclobutyl-
alkyloketone as result of any reductive amination reac-

N-CH,
CH(CH,),

2,6 24 2,2 2,0 1,8 1,6 1,4 1,2 1,0 0,8 0,6

Fig. 9. A chosen fragment of "H NMR spectrum of N-des-
methylsibutramine. There is shown the region of signals of
aliphatic protons.
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Fig. 10. "CNMR spectrum of N-desmethylsibutramine.
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Fig. 11. TIC chromatogram of diasteromeric derivatives of
N-desmethylsibutramine.

tion. Assuming that the modification of sibutramine
occurred after the step of obtaining the 4-chloro-
phenylcyclobutylic system, it was expected that
changes in the compound structure would concern the
side-chain or the manner of substitution of the nitrogen
atom.

Analysing the published path of fragmentation of
sibutramine [9], some of its derivatives were chosen
(Figure 7), for which the decomposition path ought to
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be in agreement with formation of the main ions ob-
served in the MS spectrum of the unknown compound.
For each structure I-VI, the breaking o of a bond
Ceyclobutyi—C should result in formation of an intensive
peak corresponding to a cation m/z 100. Due to the fact
that the unknown amino compound reacted with acetic
anhydrate, from the considered group of possible
structures, propositions I and II were removed. In ac-
cordance with the proposed path of fragmentation of
sibutramine [1], the cation m/z 100 should further
fragmentise with transfer of hydrogen atom (1,3-shift)
and formation of an even-electron ion m/z 58. This
type of transformation is impossible in the case of
structure IV, whereas for derivatives III and 1V, it
would deliver a secondary ion with value m/z 72. On
the basis of the above data, the structure of
N-desmethylsibutramine V was initially proposed for
the unknown compound.

To confirm this hypothesis, the unknown com-
pound was isolated from the matrix of the capsules,
cleaned by the column chromatography method and
then its proton 'H NMR (Figures 8 and 9) and carbon
PC NMR magnetic resonance spectra (Figure 10)
were measured. The signal at 3.5 ppm corresponded to
the CH; group bonded to nitrogen atom, whereas four
signals in the range 0.8—1.0 ppm confirm, as in the case
of sibutramine, the presence of two diasterotopic
methyl groups in the form of an isopropyl system.
Such a pattern of NMR spectrum automatically ex-
cludes structures III, IV and VI. A comparison of the
intensity of both signals shows, that to the nitrogen
atom there is bonded only one methyl group that indi-
cates the presence of structure V. In the °C NMR
spectrum of the unknown component there was ob-
served the presence of eight signals corresponding to
the number of magnetic non-equivalent carbon atoms
in the proposed structure of N-desmethylsibutramine.
The correctness of assigning of the structure was con-
firmed through synthesis of N-desmethylsibutramine
and a comparison of the analytical data obtained for
the unknown compound with data recorded for the
standard.

The enantiomeric content of the identified amine
was determined by GC method after its transformation
to a diasteromeric derivative in reaction with optically
active (R)-2-phenylbutyric acid (Figure 11). The MS
spectrum of the obtained derivative is shown in Fig-
ure 12. The obtained result indicates that the capsule
component is a racemic mixture of N-desmethylsibu-
tramine.
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Fig. 12. MS spectrum of (R)-2-phenylbutyric derivative of
N-desmethylsibutramine.

4. Summary

After performance of instrumental investigations,
it was confirmed unequivocally that there had oc-
curred a modification in the content of “herbal” slim-
ming aids named Meizitang and LiDA. In place of
sibutramine, Chinese producers had introduced N-des-
methylsibutramine hydrochloride as the active com-
pound, which is a metabolite of sibutramine that has
stronger anorexic activity than the mother compound.
This is an especially disturbing situation because,
apart from the fact that the preparation ingredients
listed on the packaging are incorrect and misinform
customers, resulting in a threat to their health and life,
this new active component is a compound whose phar-
macological profile has not been examined ad finem
and so it is potentially dangerous for consumers who
are unaware of the threat.
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IDENTYFIKACJA N-DESMETYLOSIBUTRAMINY W ZIOLOWYCH
SUPLEMENTACH DIETY PRODUKCJI CHINSKIEJ

1. Wstep

Proceder dodawania do produktow zielarskich sub-
stancji syntetycznych o réznym profilu oddziatywania
farmakologicznego znany jest juz od poczatku lat sie-
demdziesiatych dwudziestego wieku. W celu zwigksze-
nia skutecznos$ci preparatdow pochodzenia naturalnego,
wytworcy ,,wzmacniali” swoj produkt dodatkiem okres-
lonego leku, ktérego dzialanie korespondowato z prze-
znaczeniem ,,oryginalnego” preparatu roslinnego. W pre-
paratach ziolowych produkcji chinskiej, zalecanych
przez specjalistow medycyny naturalnej i majacych przy-
nosi¢ ulgg w bélach pochodzenia reumatycznego, stwier-
dzano obecnos$¢ typowych substancji przeciwbolowych,
np. fenacetyny [2], paracetamolu [12], a takze sterydo-
wych (prednison, prednisolon) [11, 12] oraz niesterydo-
wych $rodkéw przeciwzapalnych, np. diklofenaku, kwa-
su mefenowego, fenylbutazonu i indometacinu [3, 7, 12].
U o0s6b zazywajacych preparaty zawierajace fenylobu-
tazon, ktory jest lekiem wycofanym z obrotu farmaceu-
tycznego, obserwowano zmiany w obrazie krwi, a takze
objawy anemii aplastycznej. Stwierdzono, ze obecno$¢
aminopiryny w preparatach o nazwie Chuifong Touku-
wan Nan Lien, Fonsuning Tongwan, Hippo Brand Secret
Formula Chui Fung Eng byla bezposrednia przyczyna
licznych przypadkow agranulocytozy [13].

Jako alternatywe dla syntetycznych §rodkéw uspoka-
jajacych oferowano preparat w postaci pigutek o nazwie
handlowej Sleeping Budda (1998 r.). W preparacie zio-
lowym wytwarzanym przez firm¢ Treasure Box Pro-
ducts, Inc. (Products of China) stwierdzono obecno$¢
estazolamu [6]. Inne zwiazki z grupy benzodiazepin: dia-
zepam i chlorodiazepoksyd identyfikowano w prepara-
tach o potocznej nazwie ,,czarna perta” pochodzacych od
réznych wytworcow chinskich i tajwanskich [7]. Oprocz
zwiazkow organicznych, w preparatach produkcji chin-
skiej spotykano dodatki w postaci soli metali cigzkich.
W literaturze przedmiotu znajduje si¢ szereg doniesien
o zatruciach wywotanych preparatami zawierajacymi so-
le metali toksycznych, w tym arsenu [16], otowiu [4], rte-
ci[10] i talu [14].

W kazdym z powyzszych przypadkéw wytworca nie
deklarowat rzeczywistego sktadu swojego produktu,
ograniczajac si¢ co najwyzej do wyszczegolnienia sktad-
nikow pochodzenia roslinnego.

Od dwoch lat na rynku produktéw medycyny natural-
nej oferuje si¢ preparaty majace wspomagaé skutecznie
proces odchudzania. W preparatach o nazwie Meizitang
i LiDa stwierdzono obecnos¢ chlorowodorku sibutrami-
ny. Sibutramina jest zwiazkiem syntetycznym, ktory struk-

turalnie nalezy traktowac jako daleka pochodna 4-chlo-
roamfetaminy lub N,N-dimetyloamfetaminy. Oddziaty-
wujac na uktad noradrenergiczny i serotoninergiczny,
zwiazek ten znajduje aktualnie zastosowanie w terapii
otylosci (Meridia, Reductil). Profil analityczny sibutra-
miny oraz krotka charakterystyke jej wlasciwosci far-
makologicznych przedstawiliSmy w poprzednich opra-
cowaniach [1, 15].

2. Czg$¢ eksperymentalna
2.1. Cel pracy

Celem niniejszego opracowania byta identyfikacja
oraz przedstawienie profilu analitycznego chlorowodor-
ku N-desmetylosibutraminy, nowego skladnika prepa-
ratow odchudzajacych produkcji chinskie;j.

2.2. Materiaty

Wzorzec chlorowodorku sibutraminy (98,8% wag.)
produkcji firmy Abbott GmbH & Co Kg (Ludwigshaen,
Niemcy) otrzymano z Narodowego Instytutu Lekow.
Wzorce siarczanu amfetaminy, chlorowodorku metyloam-
fetaminy, chlorowodorku efedryny, chlorowodorku fen-
terminy, chlorowodorku fenfluraminy, chlorowodorku
3,4-metylenodioksyamfetaminy (MDA), chlorowodorku
3,4-metylenodioksymetamfetaminy (MDMA) i chlorowo-
dorku 3,4-metylenodioksyetyloamfetaminy (MDE) po-
chodzily z firmy Sigma. Ester etylowy kwasu diazakar-
boksylowego, N,N-dicykloheksylokarbodiimid, kwas
(R)-2-fenylobutyrowy, bezwodnik kwasu octowego oraz
zel krzemionkowy (70-330 Mesh) pochodzity z firmy
Aldrich. Rozpuszczalniki w postaci metanolu, chlorku
metylenu, chloroformu, toluenu, pirydyny i wody po-
chodzity z firm Fluka i Merck i posiadaty klase czystosci
cz.d.a. lub ,,HPLC grade”. Inne odczynniki pomocnicze:
weglan sodu, wodorotlenek sodu, siarczan sodu, siarczan
magnezu, kwas solny oraz wodny roztwoér amoniaku
(25% aq.) pochodzity z firmy Merck. Toluen i pirydyng
suszono i oczyszczano wg opublikowanego przepisu [17].
Chlorowodorek 4-metoksyamfetaminy (PMA) otrzyma-
no wg opublikowanej procedury [1].

Aby donona¢ syntezy N-desmetylosibutraminy [8],
do roztworu 150 mg (0,56 mM) zasady sibutraminy
w 2 ml suchego toluenu dodano kroplami roztwoér 150 mg
(0,82 mM) estru etylowego kwasu diazodikarboksylo-
wego (DEAD) w 3 ml toluenu. Cato$¢ mieszano magne-
tycznie i ogrzewano w temperaturze 55°C przez 16 go-
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dzin. Po usunieciu toluenu na wyparce prézniowej, po-
zostato$¢ w postaci jasnobrazowego oleju rozpuszczono
w 5 ml roztworu zawierajacego 2 ml 36% kwasu solnego
i 3 ml etanolu. Roztwor ogrzewano do wrzenia przez
3 godziny, a nast¢pnie rozpuszczalniki odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢, ktora byt bra-
zowy olej, oczyszczano metoda chromatografii kolumno-
wej (zel krzemionkowy, eluent chloroform: MeOH:NH;
94:5,5:0,5), otrzymujac 85 miligraméw (wydajnosé
60%) N-desmetylosibutraminy w postaci bezbarwnego
oleju.

2.3. Aparatura

Analizg GC-MS N-desmetylosibutraminy oraz mie-
szaniny amin psychoaktywnych wykonano na chromato-
grafie gazowym HP 6890 sprzgzonym z detektorem mas
HP 5973. Zastosowano kolumng chromatograficzna typu
HP-5-MS o dlugosci 30 m, $rednicy wewngtrznej 0,25 mm
i grubosci fazy 0,25 pum. Program temperaturowy prze-
biegal nastepujaco: temperatura poczatkowa 110°C, przy-
rost 10°C/min, temperatura koncowa 280°C utrzymywa-
na przez 3 minuty. Pozostate parametry instrumentu: opcja
nastrzyku — split, podziat strumienia 30:1, temperatura
komory nastrzykowej ¢t = 250°C, gaz nosny — hel o prze-
ptywie 0,6 ml/min. Widma rejestrowano w zakresie mas
40-400 a.j.m.

Do rozdzialu pochodnych diasteromerycznych N-de-
smetylosibutraminy uzyto powyzszego urzadzenia oraz
tej samej kolumny chromatograficznej. Program tempe-
raturowy: temperatura poczatkowa 140°C, przyrost
15°C/min, temperatura koncowa 300°C utrzymywana
przez 2 minuty. Pozostale parametry —jak podano wyze;j.

Pomiary widm IR przeprowadzono na spektrometrze
podczerwieni z transformacja Fouriera firmy Bruker
(Niemcy), model IFS 113v z przystawka mikroskopowa.
Substancj¢ wzorcowa i materiat badany naktadano na lus-
terko, ktore umieszczano w polu widzenia obiektywu mi-
kroskopu IR i mierzono widmo z rozdzielczoscia 4 cm .

Widma protonowego i wgglowego jadrowego rezo-
nansu magnetycznego (NMR) mierzono na urzadzeniu
Varian Unity Plus przy czgstosci 500 MHz dla widm pro-
tonowych i 200 MHz dla widm weglowych. Probki roz-
puszczano w deuterowanym chloroformie.

2.4. Metody
2.4.1. Izolacja N-desmetylosibutraminy

Substancjg stala koloru bezowego (tacznie 2,189 gra-
ma) pobrana z o$miu kapsutek umieszczono w kolbie stoz-
kowej o pojemnosci 100 ml, a nastgpnie dodano 70 ml
wody. Po odsaczeniu czg$ci nierozpuszczalnych, kla-
rowny 1 bezbarwny roztwor zalkalizowano weglanem
sodu do pH 10. Roztwor wodny ekstrahowano chlorkiem

metylenu (3 x 40 ml). Potaczone warstwy organiczne su-
szono bezwodnym siarczanem magnezu. Po odparowa-
niu rozpuszczalnika na wyparce obrotowej (temperatura
tazni wodnej 40°C) otrzymano 58 mg zéttego oleju. Otrzy-
mang w ten sposob surowa zasade N-desmetylosibutrami-
ny oczyszczano dodatkowo metoda chromatografii kolum-
nowej, stosujac zel krzemionkowy jako adsorbent i uktad
rozpuszczalnikowy chloroform:MeOH:NHj; aq. w propor-
cjach 93:6, 5:0,5 jako eluent. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika otrzymano 42 mg bezbarwnego oleju.

2.4.2. Procedura derywatyzacji

Pochodna acetylowa — mieszaning ok. 1 mg N-desme-
tylosibutraminy, 100 pul bezwodnika octowego w 0,5 ml
pirydyny — ogrzewano w temperaturze 120°C przez
30 min. Po ochtodzeniu nadmiar pirydyny odparowano
W strumieniu azotu, a nastgpnie do pozostatosci dodano
1 ml metanolu. Cato$¢ ogrzewano w temperaturze 60°C
przez 30 min. Po ochtodzeniu roztwodr bezposrednio ana-
lizowano metoda GC-MS.

Pochodna (R)-2-fenylobutyrowa — do 1 ml dichloro-
metanu zawierajacego N,N-dicykloheksylokarbodimid
o stezeniu 0,5 M, dodano 5 mg kwasu R-2-fenylobutyro-
wego. Po ok. 30 min 300 pl powyzszego roztworu do-
dano do 0,5 ml dichlorometanu zawierajacego okoto
0,5 mg N-desmetylosibutraminy. Cato$¢ przeniesiono do
naczynia reakcyjnego (micro reaction vessel, Supelco)
i ogrzewano przez 3 godziny w temperaturze 60°C. Po
ochtodzeniu mieszaning bezpo$rednio analizowano me-
toda GC-MS.

2.4.3. Przygotowanie materiatu do analizy me-
todq GC-MS

Sole amin rozpuszczono w wodzie, otrzymujac roz-
twory o stgzeniu 1 mg/ml. Po pobraniu 0,5 ml roztworu
wodnego odpowiedniego zwiazku, roztwor alkalizowa-
no, dodajac 0,2 ml 10% Na,CO; w wodzie. Roztwor
wodny ekstrahowano chlorkiem metylenu (0,5 ml). Po
oddzieleniu warstwe organiczna suszono bezwodnym
siarczanem sodu i analizowano metoda GC-MS.

3. Wiyniki i dyskusja

Badaniom poddano substancj¢ stata koloru biatego
znajdujaca si¢ w o$miu kapsutkach o dlugosci 1,9 cm,
$rednicy 6 mm i o kolorze jasno- badz ciemnozielonym.
Kapsulki posiadaly nadrukowany znak graficzny oraz
numer 0871-8335000 w kolorze biatym. Srednia masa
netto kapsutki wynosita 273,6 mg (SD = 5,0). Zakres mas
netto kapsulek wynosit od 264,3 do 282,3 mg. Kapsuitki
opakowane byly w tzw. ,,blistry” aluminiowe noszace na-
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drukowane znaki graficzne w kolorze niebieskim i fiole-
towym oraz napis o tresci ,,Dai Dai Hua Jiao Nang”.

Widmo IR nieznanego sktadnika zarejestrowano bez-
posrednio w matrycy kapsulki (skrobia), zas widmo
otrzymane po ekstrakcji zasadowej charakteryzowato si¢
obecnoscia pasm charakterystycznych dla chlorowodor-
ku sibutraminy i sibutraminy w postaci zasady (rycina 1
12). Cecha istotng widm byta obecnos$¢ szerokiego pasma
pochodzacego od drgan rozciagajacych OH, zwiazanych
z obecno$ciag wody hydratacyjnej oraz obecnos¢ charak-
terystycznego uktad pasm w rejonie od ok. 800 do
600 cm™' typowego dla 1,4-podstawionego piericienia
aromatycznego. W przypadku widma zwiazku niezna-
nego, szerokie pasmo w rejonie 2600-2800 cm ', ktore
jest typowe dla chlorowodorkéw amin, bylo przesunigte
nieznacznie w kierunku liczb falowych o wyzszej warto$-
ci w poréwnaniu z analogicznym pasmem w widmie
chlorowodorku sibutraminy. To spostrzezenie wskazy-
wato na obecnos¢ w strukturze zwiazku uktadu ami-
nowego innego niz trzeciorzedowy.

Analiza GC-MS wykazata obecnos$¢ sktadnika o czasie
retencji zblizonym, ale nieco krétszym niz sibutramina.
Chromatogram catkowitego pradu jonowego mieszaniny
sktadnika nieznanego (pik numer 10, #. = 12,2 min), sibu-
traminy, dwoch lekow anorektycznych oraz kilku popu-
larnych amin psychoaktywnych z grupy amfetaminy,
przedstawia rycina 3.

Zarejestrowane widmo MS (EI = 70 eV) sktadnika
charakteryzowato si¢ podobnym, jak w przypadku sibut-
raminy, ukladem pikow (rycina 4). Istotng réznica byto
zmniejszenie warto$ci m/z kazdego piku o 14 ajm. Po-
twierdzeniem obecnosci pojedynczego atomu chloru byt
typowy uktad pikéw izotopowych przy wartosciach m/z
264, 265, 266 1 267, co mogto odpowiadaé jonowi ma-
cierzystemu o sktadzie C,H,4CIN oraz produktowi utra-
ty atomu wodoru przez ten jon. Sklad czasteczkowy
C1¢H24CIN odpowiada sktadowi czasteczkowemu sibu-
traminy pomniejszonej po odjeciu jednej grupy metyle-
nowej. Potwierdzenie sktadu czasteczkowego substancji
nieznanej uzyskano po przeprowadzeniu zwiazku w po-
chodna acetylowa i zaobserwowaniu w widmie pochod-
nej pakietu pikow izotopowych odpowiadajacych jonowi
molekularnemu o masie 308 ajm, co odpowiada wzorowi
czasteczkowemu CgH,sCINO (rycina 5).

W celu uzyskania dodatkowych danych, ktoére mogty-
by by¢ przydatne w rekonstrukcji struktury nieznanego
zwiazku, przeanalizowano opublikowane metody syn-
tezy sibutraminy [5, 8, 9]. Stwierdzono, ze uktad leku
oraz jego pochodnych moze by¢ skonstruowany w trzech
zasadniczych etapach (rycina 6). Pierwszy cykl prze-
ksztatlcen zmierza do otrzymania uktadu pochodnych
4-chlorofenylocyklobutanu (A). Drugi obejmuje rozbu-
dowg tancucha bocznego w reakcji z halogenkami alkilo-
magnezowymi. W zaleznosci od rodzaju reszty alkilowej
uzytego zwiazku Gringarda, otrzyma¢ mozna pochodne

sibutraminy rézniace si¢ budowa bocznego tancucha al-
kilowego (B). Etapem koncowym jest modyfikacja
pierwszorzedowej grupy aminowej lub przeksztalcenie
fenylocyklobutyloalkiloketonu w wyniku dowolnej re-
akcji redukcyjnego aminowania. Zaktadajac, ze modyfi-
kacja sibutraminy nastgpifa po etapie otrzymania uktadu
4-chlorofenylocyklobutylowego, nalezato oczekiwac, ze
zmiany struktury zwiazku dotycza tancucha bocznego
lub sposobu podstawienia atomu azotu.

Analizujac opublikowang droge fragmentacji sibu-
traminy [9], wytypowano kilka jej pochodnych (ryci-
na 7), dla ktoérych droga rozpadu powinna przebiegac¢
wraz z produkcja gltéwnych jondéw obserwowanych
w widmie MS zwiazku nieznanego. Dla kazdej ze struk-
tur I-VI rozpad o wigzania Cyciobuy—C powinien prze-
biega¢ z powstaniem intensywnego piku odpowiadaja-
cemu kationowi m/z 100. Ze wzgledu na fakt, ze nie-
znany zwiazek aminowy reagowat z bezwodnikiem oc-
towym, z rozwazanej grupy struktur usunigto propozycje
[11I. Zgodnie z proponowana $ciezka fragmentacyjna dla
sibutraminy [1], kation m/z 100 powinien ulega¢ dalszej
fragmentacji przebiegajacej z transferem atomu wodoru
(1,3-shift) i otrzymaniem jonu parzystoelektronowego
m/z 58. Tego typu przeksztalcenie jest niemozliwe w przy-
padku struktury IV, natomiast dla pochodnych I1I1 IV do-
starczytoby jonu potomnego o wartosci m/z 72. Na pod-
stawie powyzszych danych zaproponowano wstgpnie dla
nieznanego zwiazku strukture¢ N-desmetylosibutraminy V.

W celu potwierdzenia tej hipotezy, zwiazek nieznany
izolowano z matrycy kapsutek, oczyszczono metoda chro-
matografii kolumnowej i wykonano jego widmo protono-
we 'H NMR (Rycina 8 i 9) oraz weglowe *C NMR re-
zonansu magnetycznego (rycinal0). Sygnat przy 3,5 ppm
odpowiadat grupie CH; zwiazanej z atomem azotu, na-
tomiast cztery sygnatly w przedziale 0,8-1,0 ppm po-
twierdzaja, jak w przypadku sibutraminy, obecnos¢
dwoch diasterotopowych grup metylowych w postaci
uktadu izopropylowego. Taki obraz widma NMR wy-
klucza automatycznie struktury III, IV i VI. Porownanie
intensywnosci obu sygnatéw wskazuje, ze z atomem azo-
tu zwiazana jest tylko jedna grupa metylowa, co wska-
zywaloby na obecno$é struktury V. W widmie >C NMR
nieznanego sktadnika zaobserwowano obecno$¢ o$miu
sygnalow, co koresponduje z liczba nierdéwnocennych
magnetycznie atomow wegla w zaproponowanej struk-
turze N-desmetylosibutraminy. Trafno$¢ przyporzadko-
wania struktury potwierdzono synteza N-desmetylosibu-
traminy, a nastgpnie porownaniem danych analitycznych
uzyskanych dla zwiazku nieznanego z danymi zarejes-
trowanymi dla wzorca.

Sktad enancjomeryczny zidentyfikowanej aminy
ustalono metoda GC po przeprowadzeniu jej w pochodna
diasteromeryczna w reakcji z optycznie czynnym kwa-
sem (R)-2-fenylobutyrowym (rycina 11). Widmo MS
otrzymanej pochodnej przedstawiono na rycinie 12.
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Otrzymany wynik wskazuje, ze sktadnik kapsulek to
mieszanina racemiczna N-desmetylosibutraminy.

4. Podsumowanie

Po przeprowadzeniu badan instrumentalnych po-
twierdzono jednoznacznie, ze nastapita modyfikacja skta-
du ,,ziotowych” preparatdow wspomagajacych odchudza-
nie o nazwie Meizitang i LIDA. W miejsce chlorowodorku
sibutraminy producenci chinscy wprowadzili jako sub-
stancj¢ aktywna chlorowodorek N-desmetylosibutraminy,
ktdra jest metabolitem sibutraminy o dziataniu anorektycz-
nym silniejszym od zwiazku macierzystego. Jest to sytua-
cja podwdjnie niepokojaca, gdyz oprocz faktu, ze podane
na opakowaniu informacje dotyczace sktadu preparatu sa
nieprawdziwe, wprowadzaja nabywcg w blad i stanowia
zagrozenie dla jego zdrowia i zycia, to dodatkowo nowy
aktywny skladnik jest zwiazkiem o niezbadanym do konca
profilu farmakologicznym, a wigc zwigzkiem potencjalnie
niebezpiecznym dla nie§wiadomych zagrozenia konsu-
mentow.

Problems of Forensic Sciences 2007, LXX, 225-235



