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au regard des techniques actuelles de caractérisation, la détermination de Ila
structure d'une molécule telle que la pénicilline peut sembler simple aux chimistes
d'aujourd'hui. pourtant, au début des années 1940, la caractérisation d'un composé
organique est une opération longue et délicate. pour le comprendre nous allons
rappeler de quels outils d'analyse disposaient les chimistes avant 1945.

cet article fait suite a « la pénicilline i - découverte d'un antibiotique » qui retrace
I'histoire de la découverte des propriétés bactéricides de la pénicilline et la mise au
point des procédés de production industrielle. cette molécule est devenue le premier
antibiotique a connaitre une tres large diffusion alors méme que sa structure n'était pas
établie de facon certaine. le présent article s'intéresse a la détermination de sa

structure ainsi qu'a sa synthese.

1. techniques d'analyse de Ila structure
chimique

1.1. I'analyse structurale dans les années 1940
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figure 1. structure de la pénicilline.

il faut d'abord garder a I'esprit que les méthodes de purification sont peu nombreuses et
d'une efficacité limitée. elles se résument essentiellement a deux techniques : la
recristallisation et la distillation [la]. la chromatographie en phase gazeuse ne se
développe qu'au milieu des années 1950 et lorsque abraham utilise la chromatographie
d'adsorption pour purifier la pénicilline en 1940, il fait figure de pionnier : c'est une

technique qui vient d'apparaitre [2].

les chimistes d'alors ne disposent de presque aucune des techniques spectroscopiques
d'analyse structurale utilisées en routine aujourd'hui. la diffraction des rayons x

commence a peine a étre utilisée avec succés sur des cristaux moléculaires de molécules
aromatiques simples [3]. ce sont les premiers balbutiements de I'analyse par
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spectroscopie uv-visible et infrarouge : la spectroscopie uv-visible commencera a étre
appliquée sur des grosses molécules organiques a partir de 1945. c'est également a
cette période que la spectroscopie infrarouge devient un outil d'analyse [4]. la
spectrométrie de masse est utilisée pour analyser les molécules organiques a partir du
milieu des années 1950 et il faut attendre les années 1960 pour que la rmn soit utilisée

en chimie.

en 1940, l'analyse structurale est encore un processus trés long qui peut prendre
plusieurs années, voire plusieurs décennies comme dans le cas des stérols [1b]. ernst
chain[1l] dira plus tard que « la pénicilline est probablement la derniere molécule
organique d'origine biologique a avoir été analysée en faisant appel aux méthodes
classiques de la chimie organique » [5].

ces méthodes sont les suivantes [1c] :

e I'analyse élémentaire : la dégradation d'une quantité de I'ordre de la centaine de
milligramme de substance permet de déterminer ses proportions en carbone,
hydrogéne, azote et oxygéne[2]. elle permet également d'estimer la quantité
d'halogénes, de phosphore, de soufre et des autres éléments. la micro-analyse permet
de travailler sur des masses de produits inférieures a 5 mg.

e la cryométrie et I'ébulliométrie permettent de déterminer la masse molaire.
e les tests chimiques permettent de connaitre les fonctions présentes.

e la dégradation de la molécule, en général par oxydation : les différents produits de
dégradation sont a leur tour soumis a I'analyse structurale pour essayer de
reconstruire la molécule de départ.

e la dérivation de la molécule ou de ses résidus de dégradation par des voies de
transformation connues.

dans les deux derniers cas, on compare les fragments issus de la dérivation et de la
dégradation a des produits dont la structure est connue.

I'exemple suivant montre comment établir, a I'aide de ces méthodes, la structure de
deux molécules de méme formule brute c2h402.
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figure 2. exemple d'analyse structurale de deux molécules de méme formule brute c2h4o
Py

la molécule (a) soumise a l'action du pentachlorure de phosphore donne un composé
chloré. cela prouve la présence d'un groupe hydroxyle au sein de (a) qui peut donc étre
ré-écrit (c,h;0)oh. son sel de sodium (c,h;o0)ona soumis a I'action de la soude naoh a
haute température produit un gaz identifié comme étant le méthane ch4 et le sel na,co,.
un des atomes d'hydrogéne du méthane provient de la soude, (a) contient donc un
radical méthyl -ch3. cela permet de conclure que la structure de la molécule (a) est (ch3
)-co-oh avec une double liaison c=0 pour respecter la valence du carbone. c'est l'acide
éthanoique.

cette structure peut étre confirmée par syntheése. il est connu que I'action de nach3 sur
co, meéne a l'acide éthanoique. on peut vérifier que le composé synthétique est
identique en tout point a (a).

la molécule (b) ne réagit pas avec le pentachlorure de phosphore, ce qui permet
d'exclure la présence d'un groupe hydroxyle. en revanche, son hydrolyse permet

d'obtenir (c) de formule ch4o et (d) de formule chzo I'obtention de ch3cl par action du

2"
pentachlorure de phosphore permet d'identifier (c) au méthanol ch30h, et la substitution
par nh2 dans (d) prouve l'existence d'un groupe hydroxyle, ce qui permet d'aboutir a la
structure (hco)oh. (b) doit étre le produit de condensation de (c) et (d), soit ch3o(och),

le méthanoate de méthyle.

vérification par synthése : le chauffage en milieu acide d'un mélange de méthanol et
d'acide méthanoique produit de l'eau et le méthanoate de méthyle en tout point
identique a (b).

cet exemple montre que, méme pour une molécule simple (moins de dix atomes, une
seule fonction chimique, aucun stéréocentre), I'analyse requiert la mise en oeuvre de
plusieurs cycles de réaction / purification / caractérisation. on mesure des lors les
difficultés rencontrées pour des molécules de plusieurs dizaines d'atomes,
polyfonctionnelles et a plusieurs stéréocentres comme la pénicilline.

1.2. pourquoi essayer de déterminer la structure ? une
stratégie de production

avant d'examiner plus précisément |'établissement de la structure de la pénicilline, il
est utile de s'interroger sur le but poursuivi par les chercheurs. il faut garder a l'esprit
que la production de pénicilline entre 1940 et 1942 est tres faible. les doses obtenues
par fermentation a partir du champignon penicillium notatum permettent a peine de
réaliser les essais cliniques. la possibilité de produire une substance permettant
d'éviter I'infection des blessures est, en ces temps de guerre, une source de motivation
tres forte pour mettre au point une voie de synthése totale de la molécule afin de la
mettre en production industrielle. c'est dans I'espoir de mettre au point cette syntheése
que ernst chain et edward abraham entament a oxford, vers la fin de 1942, une
collaboration avec wilson baker et sir robert robinson[3] . cette petite équipe collabore
également avec dorothy hodgkin[4], pionniére des caractérisations structurales par
diffraction des rayons x. elle s'enrichira d'une quinzaine de collaborateurs au cours des
années. |I'effort de guerre ameénera jusqu'a un millier de chimistes anglais et américains

a travailler a la syntheéese de la pénicilline jusqu'en 1945 [6].

2. élucidation de la structure de la pénicilline



2.1. un composé soufré ?

a la fin de 1941, trés peu de caractéristiques structurales de la pénicilline sont établies.
les chercheurs ont constaté, en essayant d'améliorer le processus d'extraction, que
I'activité antibactérienne disparait en milieu acide ou basique et I'analyse élémentaire
montre que la molécule contient de I'azote mais pas de soufre. cette derniére donnée
est trés importante puisqu'elle oriente toutes les analyses ultérieures. en 1942, les
produits de dégradation par hydrolyse acide sont caractérisés : il s'agit de dioxyde de
carbone, d'un aldéhyde et d'un acide aminé. ce dernier sera isolé par abraham qui le
nomme « pénicillamine ». la pénicillamine est analysée en posant I'hypothése d'une
molécule non-soufrée mais de nombreux résultats sont incohérents. la substance
cristallisée est confiée pour analyse a hodgkin et baker. ils remarquent que les
quantités des éléments c, h, n déterminées par l'analyse élémentaire conduisent a
déduire une proportion aberrante d'oxygeéne. ils suggeérent de reconsidérer la présence
du soufre et baker prouvera cette présence par un test chimique : I'analyse élémentaire
de départ était erronée. cette correction permet d'interpréter plusieurs observations
restées sans explications jusque la et relance l'activité des chercheurs.

2.2. les différentes hypotheses

de nombreux progrés sont faits en 1943 : la structure de plusieurs produits de
dégradation de la pénicilline est élucidée a l'aide de caractérisations chimiques et des
hypothéses concernant la structure de la pénicilline sont émises. la premiére émane de
robinson qui propose I'existence d'un noyau oxazolone (figure 3 a). chain et abraham en
revanche soutiennent qu'un noyau B-lactame, c'est a dire un amide cyclique a 4
chainons, est au coeur de la structure (figure 3 b).
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figure 3. structures proposées pour la pénicilline par robinson (a) et chain et abraham (b

).

d'autres structures seront proposées par des équipes américaines, mais jusqu'en 1945
c'est la structure oxazolone de robinson qui est privilégiée par la majorité des
chercheurs. son grand mérite est de permettre d'interpréter la dégradation de la
pénicilline a ph = 2 en une molécule qui présente deux groupes acides et un groupe
basique et dont la structure avait été établie par robinson également (figure 4) [6-7].
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figure 4. raisonnement de robinson pour justifier la structure oxazolone.

I'hypothése B-lactame est écartée a priori car la réactivité de la pénicilline est tres
différente de celle des pB-lactames isolées qui sont beaucoup moins sensibles a
I'hydrolyse acide. pourtant c'est bien cette structure B-lactame qui est mise en évidence
par la cristallographie par diffraction des rayons x en 1945 par hodgkin. robert b.
woodward[5] proposera une interprétation a la différence de réactivité entre les -
lactames libres et la fonction présente dans la pénicilline. au sein de cette derniere, la
B-lactame fait partie d'un systéeme bicyclique, et I'environnement de I'azote ne peut pas
étre plan car cela engendrerait une tension de cycle trop grande. ceci empéche la
délocalisation électronique sur la fonction amide telle qu'observée sur une B-lactame
libre (figure 5).
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figure 5. différence de réactivité entre la B-lactame libre et la B-lactame bicyclique.

or cette délocalisation a pour effet de diminuer I'électrophilie du carbonyle. Ila
conclusion est que le carbonyle de la pénicilline est beaucoup plus électrophile que celui
d'une B-lactame libre, il est donc beaucoup plus réactif par addition nucléophile et c'est
pourquoi sa désactivation est si aisée en milieu acide (figure 6) [6-8]. on peut remarquer

que la structure proposée par robinson apparait dans ce mécanisme comme un
intermédiaire réactionnel.
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figure 6. schéma de dégradation de la pénicilline en milieu acide.
il aura donc fallu prés de trois ans de recherches pour établir la structure de la

pénicilline. il y a alors en grande-bretagne et aux états-unis prés d'un millier de
chimistes qui tentent de mettre au point sa synthéese totale.

3. la synthese totale



3.1. des difficultés inattendues

la voie de synthése la plus explorée alors repose sur des tentatives de condensation de
dérivés d'oxazolones avec la pénicillamine (figure 7).
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figure 7. tentative de synthése de la pénicilline par condensation de deux molécules.

plusieurs produits de condensation sont isolés et analysés, mais aucun ne présente
d'activité antibiotique. la synthése de la pénicilline se révele plus difficile que ne
I'avaient espéré les chercheurs [6].

3.2. une synthese inutile ?

mais le principal frein a la mise au point de cette synthése fut sans doute I'absence de
motivation. en effet Il'effort de guerre a permis de mettre au point un procédé par
fermentation [2]. en 1945, la molécule est produite en quantités telles que les
restrictions sur sa distribution sont levées, la mise au point d'une synthése totale n'est
plus une priorité. vers la fin 1945 une molécule dont les caractéristiques sont en tout
point semblables a celle de la benzylpénicilline est synthétisée avec un rendement de...
0,1 % ! les espoirs d'amélioration de ce rendement sont faibles et la recherche dans ce

domaine connait une désaffection rapide. elle est totalement abandonnée dés 1946.

3.3. synthese totale et pénicilline synthétiques

il faut attendre 1957 pour que john sheehan, chimiste américain au massachusetts
institute of technology, mette au point la synthese totale de la
phénoxyméthylpénicilline, ou « pénicilline v » (figure 8).
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figure 8. structure de la pénicilline v.

cette synthése sera publiée en 1959 [9]. il est clair a cette époque qu'aucun procédé de
synthése totale n'est compétitif par rapport aux méthodes industrielles de fermentation,
mais son intérét est ailleurs. en effet, la méthodologie de sheehan lui permet d'obtenir
des dérivés de la pénicilline qui en different par la chaine latérale de la fonction amide.



il ouvre ainsi une voie de synthése a de nouvelles substances qui ne sont pas
disponibles dans la nature et qui peuvent présenter des propriétés antibiotiques : ce
sont les pénicillines synthétiques.
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5. notes

[1] ernst chain : prix nobel de physiologie-médecine pour « la découverte de la

pénicilline et ses effets curatifs de nombreuses maladies infectieuses », partagé

avec florey et flemming en 1945.

[2] la quantité d'oxygéne est en général déterminée de maniere indirecte, par
différence entre la masse de carbone, d'hydrogéne et d'azote et la masse molaire
de la substance.

[3] sir robert robinson : prix nobel de chimie en 1947 pour « ses recherches
d'importance biologique sur les substances extraites des plantes et spécialement
sur les alcaloides ».

[4] dorothy hodgkin : prix nobel de chimie 1964 pour la détermination de
structures biochimiques importantes (pénicilline et vitamine b12) par diffraction
des rayons x.

[5] robert burns woodward : prix nobel de chimie 1965 pour ses
accomplissements exceptionnels en synthése organique.
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