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Note 

Shparation des produits dedhcomposition du dimbtindhesur Sephadex 
G-10 et i-H-20 

M. BUCHMANN et U. W. KESSELRING* 

EcoIe de Pharntacie, Universiti de Lausame, 3 PI. du Chriteau, CH-1005 Luusame (Suissel 

(Rgu le 28 janvier 1980; manuscrit modifit rgu le 12 mai 1981) 

L’etude de stabilite du maleate de dimetindene a permis de mettre en evidence, 
par chromatographie sur couche mince r, 7 produits de decomposition importants. 

Apres separation et purification sur Sephadex G-10 et LH-20, quatre substan- 
ces ont pu Ctre identifiees partiellement ou totalement’: 

I f[dim&hyIamino-2 ethyl N-oxyde)-2 indknylidkne-11-l ethyl}-2 pyridine 

3 II (dimithylamino-2 &hyl)-2 hydroxy-2 indanone-I 

IV {@ydroxy(hydroxy-6 pyridyl-2) mtthylinel-I indinyl-2}-2 ithenol 

V hydroxy-13 4H-indinol [I,?-d]pyridol[l,la]azlpinone-4 

L’importance des autres produits de dkomposition, p_ ex. NF,, NF,, NF,, VI0 et 
III de structure inconnue, est decrite en detail ailleurs3. 

Le Sephadex LH-20, utilise comme les autres gels de la sCrie pour la separation 
de macromolecules en fonction de leurs poids molkulaires a r&&5, une fois de plus, 
ses interessantes proprietes adsorbantes 4*5, dues surtout a deux types d’interaction: 
les forces d’interactions hydrophobes et, secondairement, les liaisons hydrogene6-‘. 
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PARTIE EXPeRIMENTALE 

Prtfparation des Pchantillons ti s&parer SW Sephades HI-20 
Le maleate de dimetindene en dilution dans de la cellulose microcristalline (14) 

se decompose lors d’une conservation pendant 10 jours 5 80 *A d’humidite relative et 
a 7O”C, en une serie de produits de degradation parmi lesquels se trouvent les quatre 
substances cities, dont la structure ttait a elucider. Pour simplifier leur separation et 
purification sur colonne, des extractions liquide-liquide sont prealablement effectuees 
en milieu neutre et a pH 10 permettant respectivement3 d’obtenir 2 solutions en milieu 
organique (50 ml) contenant du dimetindene, III et V (solution A), dimetindene NF,, 
II, III et NF, (solution B). II reste une solution aqueuse (solution C) qu’il faut re- 
duire au volume de 50 ml, contenant I, IV, VIO, plus d’autres substances, de fluo- 
rescence bleue ou violette, ou non fluorescentes provenant de la decomposition for&e 
du dimetindene. 

La composition quantitative des trois solutions est inconnue; cependant elles 
contiennent ensemble 3 g de produit. 

Prkparation des colonnes et Plution des prodttits 
L’ensemble des conditions de travail qui permet la separation des substances 

I, II, IV et V est resume darts le Tableau I. Un premier passage sur colonne de la 
solution C permet la separation des produits I et IV, associes a des substances de 
degradation secondaires (Tableau I, col. 1). Deux colonnes differentes sont ensuite 
necesaires pour obtenir I 5 un degre de purete suffisant pour l’identifier (Tableau I, 
col. 2 et 3) alors qu’une seule suffit pour isoler IV, (Tableau I, col. 4). Le produit II 
est purifie a l’aide de deux traitements successifs de l’echantillon par le meme systeme 
chromatographique (Tableau I, col. 5). V est tres facilement obtenu a cause de sa trts 
forte retention (Tableau I, col. 6). 

Solvants. Les solvants utilisb sont de l’eau fraichement distillee, de l’acide for- 
mique 9%100°/& de l’ammoniaque 25%, de l’ethanol. Les solutions d’elution sont 
prepares au moment de l’emploi. 

Phases statiomaires. Elles sont constituees de Sephadex G-10 et de Sephadex 
LH-20, dont la poudre est diposie, pour gontlement, dans de l’eau distilk pendant 
24 h. La suspension obtenue est ensuite versee dans la colonne, le tassement se faisant 
lentement, par decantation. En cas de non utilisation immediate, la phase stationnaire 
est imbibee d’une solution aqueuse d’azoture de sodium 0.02 %. 

Cofonnes. Les colonnes utilistes sont en verre, de diambtre intkrieur de 2.5 cm. 
Grace 8 des pistons mobiles, leur longueur peut varier, pour l’une de 12 a 37 cm, pour 
l’autre de 68 a 93 cm. Elles sont montee dans un dispositif control& par un collecteur 
de fractions, permettant l’elution a debit constant, la detection facile des substances 
eludes, ainsi que le fractionnement de l’eluat3. 

Clzarges. Les solutions A, B et C sont injectles sur les colonnes par fractions 
de 10 ml, contenant environ 0.1 a 0.4 g de produits3. 

Contrc2e des fractions r&upPrPes. Apris detection des fractions k rkupirer, 
leur degre de purete est determine par chromatographie sur couche mince Kieselgel 

HF,,, B l’aide des systemes chromatographiques decrits en detail ailleurs’. 
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L’Cvolution des differentes separations est representke dans les Fig. 1 a 5. I, 
II, IV et V sont obtenus a un degre de purete suffisant pour permettre leur analyse 
par Ies mtthodes spectroscopiques’. 

160 200 280 
Fmctions recuperees 

0000cIY 

000 a-1 

46 49 52 55 Fmctions 

Fig. 1. a, SCparation pr&ninaire de I et IV sur Sephadex LH-20; b et c, contrdle des fractions r6cupkrkes 
Par chromatographie sur couche mince et indication des taches correspondant aux produits de dtkompo- 
sition (les autres taches reprksentent des substances inconnues). Phase mobile: mithanol-ac. formique 
25% (15:I). 

Les experiences decrites revelent les principaux avantages des gels de polydex- 
tran: pas de retention irreversible des solutes, pits symttriques (distribution gaus- 
sienne), pas de souillure des Busts avec de la phase stationnaire. Les separations 
obtenues, hautement reproductibles, indiquent une t&s grande stabilite des gels, & 
condition toutefois qu’ils soient protkges contre l’attaque des moisissures. 

Sur la base des structures des produits de decomposition identifies et des capa- 
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Fig. 2. a, Separation des impuretks souillant I sur Sephadex LH-20; b et c, contr6le des fractions r&.x@ 
r&s par chromatographie sur couche mince et indication des taches correspondant au produit de d&corn- 
oosition (les autres taches reprksentent des substances inconnues). Phase mobile: mithanol-ac. formique 
S5% (1511). 

cites d’adsorption des Sephadex, il est possible de formuler des hypotheses quant aux 
forces d’interactions entre gels et solutb. 

En ce qui conceme la purilication de I (Tableau I, col. 2 et 3), elle se fait sur 
des colonnes de Sephadex LH-20 et G-10, qui ont !e meme volume total ( Vi = 417 
ml) et approximativement le meme volume mort ( V, = 125 ml)‘. Les volumes de 
retention de I sur Sephadex LH-20 et G-10 sont de 202 et 229 ml respectivement. 
L’adsorption sur Sephadex G-10 ttant negligeable, il s’en suit que I n’est pratique- 
ment pas retenu sur Sephadex LH-20, quel que soit le solvant utilise. 

Si l’eluant HCOOH 3 o/0 (Tableau I, col. 2 et Fig. 3) permet la retention sur 
LH-20 des deux produits fluorescents souillant I, de poids molkculaires cornparables, 
on peut en deduire que la phase stationnaire se comporte aussi comme adsorbant. 
Dans ce cas, la separation est expliquee par l’effet des forces de dispersion, am- 
pliliees lorsque le degre d’association des molecules de solvants augmente’“, ce qui est 
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Fig. 3. a, Separation des demiires impure& souillant I sur Sephadex G-10; b et c, contrble des fractions 
r&xp&&s par chromatographie sur couche mince et indication des taches correspondant au produit de 
dkomposition. Phase mobile: mithanol-ac. formique 25 % (15:l). 

obtenu par l’utilisation dune phase mobile de force ionique plus grande. L’addition 
d’acide formique, dans nos conditions experimentales, empkhe la precipitation des 
derives basiques et augmente la force ionique (retention plus forte du solute le plus 
hydrophobe). En outre, le formiate d’ammonium est elimine par simple evaporation3. 

La separation de I et IV (Tableau I, col. 1) ne peut se faire que grke B des 
interactions supplementaims, par des forces hydrophobes et par pants hydrogene, 
entre IV et la phase stationnaire. L’augmentation du volume de retention V, Iorsque 
l’acidite de l’eluant augmente [Tableau I, col. 1: V, (IV) = 360 ml; col. 4: V, (IV) = 
416 ml] implique que les forces hydrophobes sont plus importantes que les interac- 
tions par ponts hydrogene. 

V est fortement retenu sur Sephadex LH-20 (Tableau I, col. 6 et Fig. 5) a cause 
de sa structure aromatique importante. Cette derniere se retrouve dans le produit I. 
Seule la presence de la fonction aminoxyde rendant I tres soluble dans l’eau peut 
expliquer sa faible retention sur la colonne Sephadex LH-20, dans des conditions 
chromatographiques comparables (Tableau I, col. 2). 
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Fig. 4. a. Purification du produit de dkomposition II sur Sephadex LH-20; b. contrGle des fractions 
r&up&k par chromatographie sur couche mince et indication des taches correspondant au produit de 
dkcomposition II et au dimetindtne (DI). Phase mobile: cyclohexane-benzine-ditthylamine (76:15:6). 
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Fig. 5. Purification du produit de dkcomposition V. 

La skparation de II et du dimCtind&ne (Tableau I, col. 5 et Fig. 5) doit Ctre 
expliqde par la diffkrence du caractkre hydrophobe de Ieurs structures. 

CONCLUSION 

La skparation et la purification des produits de d&gradation du dimktindkne (I, 

II, IV et V) sur Sephadex LH-20 et G-10 est possible et pourrait Ctre expliquke par 
la formation de ponts hydro@?ne et d-interactions hydrophobes. Celles-ci sont fa- 
voriskes par les &ants polaires et reprbentent, dans les systkmes considkris, les in- 
teractions Ies plus importantes ayant lieu entre sol&s et phases stationnaires. 
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