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SUMMARY 

High-perfmmnce &quid chro!narogrQphy of peffirnocyc~ine 

Penimocycline is an antibiotic obtained by Mannick reaction between tetra- 
cycfine and ampicflline. Separation of penimocycline from tetracyclines and other 
impurities has heen studied by high-performance iiquid chromatography. The most 
e%xtive method is liquid-liquid partition on a IMicropak CH column (non-polar 
hydrocarbon bonded on porous silica microparticles) and gradient elution witk wafer- 
methanol, 0.02 M phosphate buffer @H 7.6) and I mM EDTA. Some results on 
kydrolysis of penimocycline are $ven. 

. . 
- LZI p&imocycJ.ine est un antibiotique nouveau’ obtenu par Gsction de Man&k 

entre Ia tCtracyclitie (TC, substance I) et l%.mpicilline (A, II). Son i&r% est de com- 
biner les ~r~pti&t% des deux fractions dont il est issu, en les am%orant notamment 
dans ~es_a.@ctions B germes kdrtxddlalres comme la bnxeUose. La structure de Ia 
p6rGmocycIine (I?, EFE) setit comme indiqu& c&p&s. 

Sagissznt d’rm antiiiotique fragire tant par la nature de ses constituants que 
par Ia &&on m&kyI&xe, son identification par les m&kodes ckromatographiques 
habitue&s n’est pas possible. II faut rappeler que diffe’rentes techniques ckromato- 
grapkiques ant &5 a~pliqu&s dzms le pass6 & E’analyse des t&racy&nes, Ia chroma- 
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tographie sur co&he &in&, Ia chromatographie sk papie? et ia chromaiographie 
en phase liquide classiqne sur colonnec4, m&hodes qui sont 5 la fois laboriekes, pen 
sensl%les et peu prkises. D’autre part, appliq&es B des p&parations de p&nimocycLine, 
e&s ne permettent d’en tirer aucune conclusion, la- &&nocycline &ant hydrolyske 
et les valeurs R, des tzches obtenues colncidanf avec c&es de la t&acycline et de ses 
impureds. I 

Des travaux analogues eEectu& sut un autre d&iv6 de la f&racycline obtenu 
par r&action de Mannich avec la pyrrokiine (rofit&acycline ou pyrroklinom&hyl- 
Gtracycline) montrent qu’il en est de:mCme et que chromatographies -SW papier et 
SUI couche mince tie sont pas kpplicables Q de telles substances sensibks $-i’hydro- 
~yse7-lx_ . 

La-chxomatographie en phase gazeuse para& B priori, diEcilem&t applicable 
8. des mo%cuks a!ssi Lourdes et ~polaires SEEIS f’omation prklable de‘ ~&XS OXI- 

venabks comme cela a 6tk’gjropos& pour -les-:6~cyclinesfr oh I& aeteurs pr&agnt 
ies d&iv+ trk&hyMyl ptialabkmetit B l’ana&se. _ 

- En revanch$, la chr6matographje _eg phase liqkde para% &re la-&thkfe de 
~. 



. . 
kh&i ~Elfe .a ~35 a&liqu&z H-la &racy&ne= ti B ia roiit&azycli~ez4-1z, ce qai ktait 
encxxragz3n~ ~~compte-tenu .&s anah&.. de structure en&e r&titracyc&ie et 
p&Gniacycline. En&, ahxs que ce travaff &a% en tours den r&k&on, Knox et fu- 
rancP ant pub&5 me tr& importante .&de snr E’analyse des .t&~acyc&~es par chro- 
matographie en phase liquide B ha&e performance qui tiiite @ferneM en faveur de 
cette methade pour I’analyse.de la p&imocyctie. 

Par cette m&ode, iI s’agit de mettre en evidence pour la pkimocycline, un 
pit bien d&G ne pouvant Ctre attribud ni & la t&acy&ne, ni B f’ampicilline, ni B leurs 
impmet&. 

Par ailleurs, il est important de conna&e f’ensemble des impure& pr&sentes 
dans la p&irnocycline_ .B pent s’agir d’abord de celles qui accompagnent g&Grafe- 
ment la titracycline et dent les tenenrs sont IimiGes par les pharmacop&. Ce sent 
principalement la +6pit&acycline (ETC, IV), l’anhydrodtracycfine (ATC, V) et la 
4Gpianh~drot&acycline @4TC, VI)_ 

D’autre part, on peut tgalement e&sager la p&exe des substances obtenues 
par Ia r&action de Mannich SW les impure& pr&Cdentes et qni seraient done l’6pi- 
p&imocycline (EP), l’anhydrop&imocyciine (AP) et I’Cpianhydrop&imocycline 
(EAP). 

Toutes ces substances absorbent dans :‘ultraviolet (UV) et peuvent done &e 
d8tect&s dans f’&uent de la cofonne chromatographique par absorptiom&rie W. 
En revanche, l’ampicilline n’absorbe que t&s _pen dans l’W et n’est pratiquement- 
pas d&elable B t&s faibie teneur. \ 

Now zwous utiiisC un chromatcgraphe en phase liquide Varian (Palo Alto, 
Cafif., U.S.A.) ModZle 8520 & deux pompes et dispositif pour gradient, CqnippC d’nn 
spectrophotomdtre enregistrenr Varian mod&Ie Variscan comportant des microcuves 
21 circulation de 8 ~1 et que nous avons Fait fonctionner B 267 nm. 

Phases stationmires 
Now avons mis en oeuvre des phases stationnaires t&s varZes: rCsine 

Cchangeuses de cations peHiculaire PeElionex SCX 4653 pm (Whatman, Spri&Ield 
Mill, Maidstone, Great Britain); phase greff6e non polaire sur support pellicuiaire 
Vydac 3CbUpm (Applied Science Labs., State Coliegc, Pa., U.S.A.) et Permaphase 
ODS 20-37 pm (DuPont, Wifmington, Del., U.S.A.); colonnes Micropak CN(Varian) 
(phase grefF6e polaire snr support porenx de silice IOpm); Micropak CH (phase 
grefEe non polaire snr support porenx de silice lO,.~m). 

On op&e par les techniques maintenant classiques de la chromatographie en 
phase liquide, telks qu’eEIes sont d&rites par exemple dans bibl. ‘17. 

Le mtthanol et l’t+thanol Ctaient de qua&5 RP No. 20847Fet 20821 Prolabo, 
Paris, France, I’acide &%yI&xdiaminot&-aac&ique (ED’FA; se1 disodique) de qualit 



Antibiotiqges 
_-. 

Tous les antibiotiques identif%% no*us ant e+$fOur&is par les Iaboratoires Bottu. 
,Ces &chanti!lons-&Gent dissous dans du -dim&hyls&oxyde, des es&s preliminaires 
ayant mom& que Ia p&imocycIine est assez stable dans- ce solvaut. On emploie la 
qualit pour spectroscopic, anhydre (conserve sur tamis moKkula&e &inde $A) fes 
concentrations sent d’envircn 10 mg/ml pour la pCnimocyciine et 5 mg/m.l pour Ia 

t&racycIiue, celle-ci ayant un coefhcient d’extinction sp&iSpe B 267 nm environ 
deux fois plus grand que celui de 12 @nimocycEne. L&s ~ohxmes inject& au moyen 

d’une seringue et d’un injccteur Varian type Stop-flow, etaient de 5 yI environ. 

Chromatographie d’&bange d’ions 
Les &udes concernant la rolititicycline ayant CM effect&es par chromate- 

graphic c’echange d’ions15*‘6, nous avons pens5 utihser cette m&hode. Nous avons 

op&k sur une co!onne de 2 m x Q-5 mm (diamctre intieur) remplie avec une &sine 
khangeuse de cations pel&mkire type Pellionex SCX et avec 8ution graduke par un 
melange eau-ethanol contenant 1 mM d’EDTA. 

Un chromato,oramme type est represent4 Fig. 1. On obtient trois pits seulement, 
correspondant successivement B la p&imocycEne, B la dtracyctine et 5 I’epit&.ra- 
cycline. La tisoh~tion obtenue avec ce type de phase stationnake est done ins&i- 
Sante. Par ailieurs Ies conditions de pH de la phase &ante sont t&s s&v&es; le pH 
doit @Ire maintenu entre 7.2 et 7.7 sous peine d’avoir une hydrblyse de la pkrimocychne 
avec lihkation de tetracycline. 
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Fig. 2. Cbromatogmmme d’une ptipsxation de p6nimo=cycliue sur une colonne de 25 cm (2.1 nim de 
dizr&tre intkieur) Micropak CH. Elution grad& pz eau-m~tbanol, tampon phosphate 0.02 M, 
EDTA 1 m&f_ D&bit, 80 ml/b. Potrrcentage voItique initial et fin& en m&an01 25 % et 50% res- 
pectivement. L-e proa dn gradient est reprkente en tiret~. Pression initi&, 250 bars; pression f?rAe. 
300 bars. Knje-ctitin, 5~1 d’urxe solution B LO mg~rnl. 

DEXLJSSfON 

Les chrom&ogrammes obteenus mettent eLz Cvidence de &on c&z&e I’existence 
de la moI&nie de p&imocycfine qti -peut Ctre parfaiiement s&Parke de la tdtracycline 
&e-m~e~ II eiZ probable qu’une trwspocition de cette dpamtion B t’&helfe ptipara- 
tive permet&-& d’isok des qua@& notabfes de pCnimocycIine pure ah de hi 
tippliquer dkeFes m3hodes d%tude de sccture. 

Sur le pti purement chromatogmphique, il est intkessant de comparer Zes 



rdtats obtenus Z ceux de Knox et krra.ndf7 dans fe cas dest&racycbnes. Selon c&s 
auteurs le fait que-les tkacycilines soknt insohtbkk da&s. les hydrocarbures Leur a fait 
attr:buer leur separation sur une phase statitinnaire voisine de fa n&re~(siEce gre&e 
trialkylsiiyl a ch&ne cow*) 5 uti mtkanisme de partage par paire &ions: en milieu 
e&u-acetouitrile utilist~pour l’eiution, 1 t’ac&onitrile se concentrerait B -Ia surface de La 
phase stationnaire hydrocarbon&z et la sCparation Gait fondle sur l’extraction, par 
l’acetonr’trile, de paires d’ions t&raeychne-ion perchlorate. Knox et Jurand op2red en 
milieu acide (pH compris entre 1.5 et 2.0) done dans des conditions t&s dZ&entes 
des n6tres. Ici nous op6rok en milieu neutre @EL 7.6) de sorte que- nous pensons 
plutW5 lane chromatographie de partage entre I’ean et du methanol qui viendrait 
gotier la phase fixe hydrocarbon& mais sass intervention de paires d’ions. 

iilydroljte de ICZ p&nimocycline 

La methode que nous avons mise au point permet d’etudier I’hydrolyse de fa 
pkimocycline dans diErents milieux. A titre d’exempie, la Fig_ 3 reprkente les chro- 
matogrammes obtenus immediatement apr&s la mise en solution d’une preparation 
de penimocycline (Fig. 3a; la teneur en pCnimocycline est de SS”A environ) et apr& 
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Fig 3. Hydrolyse de ~a p&imc&line en z$lieu DMSO an&ire_ <a) Chromatogamme’obtea it% 
midiatement a&s dissolution de Echantil!on. Lz p&paratic\n cansid~~ cantit 85% de phi- 
mocycline. (b), Chromatogramme obtenu 8 h aprk.. Pow Ies con$tio&s opEratoSs: &Fig. 2. 
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8-h en-solution dans fe DMsd anhydre. On constate une tr& forte augmentation des 
pits de ETCet de +lTC au detriment des pits de EP et de P (Fig. 3b). 

En milieu eau-methanol(5-0:50) 5 pM 7.6 l’hydrolyse est totale en 3 h environ; 
le temps de demi-vie de la pCnimocycline a pu Ztre ivalue Z 30 min environ. 

CONCLUSION 

La cbromatographie en phase liquide a haute performance permet de de- 
montrer I’existence de la p&imocycline et d’en analyser certaines impure&: la 
.meilleure m&hode est une chromatographie de partage sur phase non polaire g&fee 
sur une silice poreuse (Micropak Cl-l), la phase Cluante &ant constituee dun melang: 
eau-methanol, tampon phosphate 0.02 il# @I-r 7.6), EDNA 1 mM (Glution grad&e). 
La methode permet aussi d’ettudier l’hydrolyse de la p&imocycline qui donne de la 
tetracycline, au meme titre que d’autres bases de 1Mannich de la tetracycline. 

Rl%UME 

La penimocycline (obtenue par reaction de Man&h entre la tetracycline et 
l’ampicilline), a CtG identifiee et sCpar&e des te’mcyclines et autres impuretes par chro- 
matographie en phase liquide 5 haute performance. Une separation satisfaisante en 
20 min environ est obtenue par cbromatographie de p.armge sur colonne Micropak CH 
(phase non polaire _gffee sur silice poreuse) et Clution gradue en milieu eau-mCthano1. 
tampon phosphate 0.02 M (pR 7.5), EDTA 1 m&f. Quelques indications sont don&es 
sur I’hydrolyse de la penimocycline avec formation de &racycline. 
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