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Diffdrentes mdthodes ont et6 d&rites pour rechercher et &valuer le taux de 
kanamycine I3 dans la kanamyciner-“. 

Le principe de la mdthode adopt&e par la FDA’, et de celle qui est d&rite par 
Wakazawa et aJ.=, repose sur l’hydrolyse chlorhydrique a chaud de l’echantillon, ce 
aqui provoque la degradation totale de la kanamycine A, tandis que l’activite anti- 
biotique de la kanamycine B persiste dans une proportion de 20.5% dans les mQmes 
conditions. Des resultats assez reproductibles sont obtenus avec cette m&ode, ic 
la condition d’utiliser le mode de calcul ddcrit par Wakazawa et al. Cependant, il 
sem.ble que l’introduction dans le calcul d’un facteur d’une telle importance, 6tabli 
d’ailleurs pour des melanges synthetiques de kanamycine A et B, peut presenter 
eertains risques. 

La cl~romatographie, en revanche, ne prCsente pas cet inconvenient. Parmi 
les m&hodes d&rites, la chromatographie descendante sur papier suivie d’une 
r&elation microbiologique 3 donne des r&ultats satisfaisants mais necessite une 
longue periode de migration et de revelation qui ne convient pas Zr l’analyse en 
sdrie. Des techniques de chromatographie sur colonne ont 6galement &6 d&rites”‘, 
mais il nous a sembld que la chromatographie sur couche mince, facile SL mettre en 
oeuvre, pourrait mieux convenir encore au contrale de routine des lots de kana- 
mycine. Les essais portant sur cette derni&re technique nous ont conduits Zt mettre au 
point deux methodes que nous decrivons dans la presente note. 

La premiere preconise l’emploi de plaques prefabriquees, de marque d&posbe, 
que I’on trouve dans tout laboratoire specialis& 

La seconde a bte mise au point pour permettre & un opdrateur d’effectuer la 
recherche de la kanamycine I3 avec des plaques classiques de kieselgel pr6parbes par 
:lui-mSme. 

‘MISE AU POINT DES MeTHODES 

11 y a plusieurs annees deja, nous avons cherchd a deceler par chromatographie 
sur couche mince (CCM), la presence dventuelle des differentes substances, sucres 
en particulier, contenues dans les antibiotiques du groupe des aminoglucosides 
(streptomycine, dihydrostreptomycine, kanamycine, ndomycine etc.): nous avons 
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ainsi 6tb amen6s Zt. utiliser des plaques prQtes SI l’emploi, capables de supporter des. 
conditions de r&Slation trQs Cnergiques. 

Nous avons alors constatd que l’on pouvait facilement faire migrer sur plaques. 
de silice prt+fabriqu&es FzS4* des produits aussi polaires que ces antibiotiques, et 
avec un bon pouvoir sCparateur, en utilisant comme phase mobile divers tampons. 
phosphates et en ajustant la polaritd avec diffdrents alcools. 

La separation des kanamycines A et B a done pu dtre &alis&e selon ce principe 
avec une solution de phosphate monopotassique & IS%, dans des conditions de 
chromatographie qui permettent en outre la diff&enciation de la kanamycine des. 

-&. autres principaux antibiotiques du groupe. 
Nous avons ensuite cherche $ utiliser les plaques cla.&iques de gel de silice G 

telles qu’elles sont d&rites dans les prescriptions g&&ales de la PharmacopCe 
Europdenne’ et pour cela nous avons 6t6 amen& & choisir un autre systeme d’6lution. 

C’est ainsi que la polarit de 1’6luant aqueux indiqu6 pour la m&hode prbc& 
dente a 6tB diminu6e par addition d’acdtate d’dthyle et d’acbtone. Pour des pro- 
portions convenables de ces solvants, une migration diffdrente des dcux kanamycines. 
a &t! obtenue. 

Cependant les migrations restaient diffuses et le RF de la kanamycine B seule- 
&ait diff&ent de celui de la kanamycine B contenue dans le melange. Le remplacement 
de l’ac&one par le mbthanol, puis celui du phosphate monopotassique par le phos- 
phate monosodique ont permis d’amdliorer la nettetd des taches et d’obtenir pour 
la kanamycine B des RF identiques en prdsence ou non de kanamycine A. 

Le choix de 1’6luant ainsi fix& diffhrents param&tres intervenant dans la qualit 
du chromatogramme ont bt6 6tudies: (1) la saturation des cuves en vapeurs de 
solvant joue un r61e important; pour obtenir de bons resultats, il est indispensable, 
de maintenir soigneusement la saturation pendant tout le temps de la migration, 
par la m&hode classique consistant & tapisser l’interieur de la cuve avcc du papier 
filtre trempant dans l’dluant; (2) le temps de d&eloppement doit largement depasser 
le temps necessaire pour que le solvant atteigne la partie supdrieure de la plaque; 
des r6sultats satisfaisants ont 6t6 obtenus en 4 11. 

En ce qui concerne la rBv6lation colorbe, le reactif alcalin i la ninhydrine. 
prtSconis6 par Majumdar et afq8 pour rrSv&ler la nComycine a permis de d&eler jusqu’h. 
0.1 pg de kanamycine. 

TECHNIQUES 

RBactiver des plaques de gel de silice p&es & l’emploi FzS4 & 110” pendant 1 h. 
D&poser 50 et 100,ug de 1’6chantillon & examiner et 1 & 5 pg de kanamycine B de. 
reference. DBvelopper le chromatogramme Zt l’aide d’une solution de phosphate 
monopotassique h. 15% pendant 3 & 5 h. RBv&ler par pulv6risation d’une solution de, 
ninhydrine $I. 0.25% dans l’ac&one suivie d’un chauffage & 110” pendant 15 min. 

..w ll!fcw10& B 
I_ Preparer une plaque de gel de silice G de 0.5 mm d’dpaisseur. Activer la plaque 

* D. C. Fortigplntten Kicsclgcl Faals Art, 5715/0025 de Merck, Darmstadt, R.F.A. 
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& 110” pendant 1 h. Deposer 5 et 10,~g de l’echantillon Zr examiner et 0.1 B 0.5 ,ug 
.de kanamycine I3 de reference. 

Saturer une cuve de chromatographie, tapissee interieurement de papier 
-filtre, avec les vapeurs de 1’8luant de composition suivante: solution de phosphate 
monosodique*2 Hz0 B 10% dans l’eau distillde-methanol-a&ate d’ethyle 
(8:7:3). Introduire la plaque dans la cuve et laisser developper pendant 4 h h. la 
temperature du laboratoire, 

S&her le chromatogramme sous courant d’air chaud et pulv&riser le reactif 
suivant: 0.25 g de ninhydrine, 10 ml de methanol, 47 ml de n-butanol, 50 ml de 
pyridine, et 3 ml d’eau distill6e. Chauffer pendant 15 min Zt 110” jusqu’h. coloration 
satisfaisante. 

.RI%ULTATS ET DISCUSSIONS 

La methode A a donne une excellente separation de la kanamycine B dans la 
‘kanamycine, permettant d’en ddceler une proportion aussi faible que lo/, (Fig:. 1). 

1). n a 0 
(5 0 0 0 00000 

j 1:5 i!, $0 
J.tg kana B 

2:5 -I+ ,; i 6, 
ug &hantillon ug kana I3 

Fig. 1. Ddtection de la kanamycinc B (kana B) dans la kanamycine par CCM selon la mbhode A. 

Cependant le systeme d’blution preconise ne peut dtre applique qu’avec les 
;plaques prefabriquees de marque deposee dans la fabrication desquelles l’operateur 
n’a aucun moyen de contriile. La separation observee est probablement due $I, la 
,presence d’un liant polycarboxylique utilise dans la fabrication des plaquesg. Comme 
l’a demontre Vanderhaeghe lo, et ainsi que nous l’avons confirm& si l’on ajoute it 
.du gel de silice H une r&sine polycarboxylique, egalement de marque deposee*, 
.on obtient la encore une bonne separation des deux kanamycines; au contraire, en 
l’absence de ce liant, les antibiotiques migrent ensemble au front du chromatogramme. 

* Carbopol de Goodrich Chemical Company, 3135 Euclid Avenue, ‘Cleveland 15, Ohio, 
‘IJZtats-Unis. 
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La methode B, en revanche, ne pr6sente plus cet inconvenient et !‘operateur 
a la maitrise de la preparation des plaques. 

Les RF obtenus sont plus faibles que ceux de la methode A, mais les taches 
sont encore bien differenciees et permettent de deceler jusqu’g 1% de kanamycine B. 
dans la kanamycine (Fig. 2), aussi facilement qu’avec la mbthode A. 

L’experimentation de ces deux mdthodes a permis en outre de montrer qu’elles. 
pouvaient Qtre utilisees pour l’identification de la kanamycine en presence d’autres. 
aminoglucosides (neomycine, streptomycine, dihydrostreptomycine). Dans ce dernier 
cas, les antibiotiques sont revel& par pulverisation d’un melange & parties &gales; 

$I:0 o.;, o‘zo 
’ uo kana B 

Fig. 2. DOtcction de la kanamycinc B dans la knnamycine par CCM selon la m&hod0 B. 

0 0 0 

0 0 

0 0 

Go st&pt mdlhge Dl& k&a 

Fig. 3. Idcntificntion de la kanamycine par CCM scion la mOthode A. N&o= nbomycine; strcpt- 
streptomycine; DWS = dihydrostreptomycinc; kana = kanamycine. 
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d’une solution de dihydroxy-1,3 naphtal6ne (ou de phloroglucinol) & 0.2% dans 
I’alcool dthylique et d’une solution d’acide sulfurique 9 N, suivie d’un chauffage & 
150” pendant 5 & 10 min (Fig. 3 et 4). 

00 0 

0 0 

Fig. 4. Identification dc la kanamycine par CCM scion la m6thode 13. Abbrdviations, voir 16gendc 
dc la Fig. 3, 

CONCLUSIONS 

Nous proposons deux m&hodes de chromatographie sur couche mince per- 
mettant, l’une comme l’autre, d’une part de deceler et d’evaluer quantitativement 
jusqu’c?. 1% de kanamycine B dans la kanamycine, et d’autre part de caract&iser cet 
antibiotique parmi d’autres aminoglucosides. 

La m&ode A, utilisant des plaques prefabriquees de marque dGpos&e, donne 
une excellente s6pnration des kanamycines. 

La m6thode B permet d’obtenir des r6sultnt.s aussi satisfaisants malgr6 des RI: 
moins &vc%. Elle utilise des plaques prtSpar6es par I’expbrimentateur lui-mCme et, 
pour cette raison, elle pourrnit Qtre pr6coniGe dans le protocole de contrBle de la 
kanamycine d’une pharmacopee. 
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