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SUMMARY 

Reversed-phase high-performance liquid chromatography determination of ethylenethio- 

urea in ethylenebisdithiocarbamate formulations 

The ethylenethiourea (ETU) contents of ethylenebisdithiocarbamate formu- 
lations have been determined by reversed-phase chromatography. The method is 
simple, rapid (25 min), and allows to control easily the analysis time in order to 
minimize the ETU formation from the intermediary degradation products in solutions. 
The analyzed products contain less than 0.2 % ETU except for-the more than three 
years old formulations. Samples stored under normal conditions have shown an ETU 
increase of 30 to 80% after two years. 

INTRODUCTION 

Les fongicides du groupe des ethylene-bis-dithiocarbamates (EBDC) sont 
probablement les fongicides les plus utilists 5 l’echelle mondiale. Les recherches sur 
la toxicite des EBDC ont montrt que cette toxicite etait principalement due a l’ethylene- 
thiouree ou imidazolidine-2-thione (ETU). Ce composk est connu depuis longtemps 
comme agent cancerigene, t&tog&e et comme responsable de modifications de la 
fonction thyroidienne. Les kidus d’ETU sur les vegetaux peuvent provenir de la 
degradation ou de la metabolisation des EBDC apres les traitements et de I’ETU 
initiaIement present dans les formulations commerciales. Afin de pouvoir Cvaluer les 
teneurs en ETU dans les formulations, il est indispensable de disposer dune methode 
de dosage specifique et precise. De nombreuses methodes ont Cte d&rites dans la 
litterature. Elles sont basees sur differentes techniques : couche mince, electrophorese, 
polarographie, chromatographie en phase gazeuse etc. Un releve de ces methodes a 
CtC publie dams le rapport sur I’Cthylenethiouree present& par les experts de la “Com- 
mission on Terminal Pesticide Residues” du IUPAC’. 

En 1962, Johnson et TylerZ ont prouve, en chromatographiant sur papier des 
extraits aqueux des divers derives dithiocarbamiques, que les for&ides ithyltie-bis- 
dithiocarbamiques contenaient une impurete, identifike comme &ant de I’ETU. En 
1972, Bontoyan et aL3, en appliquant une methode de chromatographie en phase 
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gazeuse (GLC), ont dCcelC dans les formulations commerciales des teneurs en ETU 
variant de 0.1 0A ti plus de 2 %_ Et plus tard, Bontoyan et Looker* ont prouve que de 
I‘ETU seformait au tours du stockage des EBDC, en fonction de la teneur en humiditt, 
de la temperature et de la dur& de stockage. 

La m&ode de chromatographie en phase liquide a haute performance 
(HPLC), d&rite dans le present article, a CtC presentee au Symposium CIPAC en 
1978 (bib]. 5) et comparee a une methode de chromatographie en phase gazeuse apres 
dtrivatisation de I’ETU en S-benzyl ETU. La methode GLC donnait des resultats 
SystCmatiquement suptrieurs. Cette difference avait CtC attribute aux produits inter- 
mediaires de dCcomposition qui peuvent former de 1’ETU1~5-a. 

La mCthode par chromatographie liquide a l’avantage d’opcrer 2 temperature 
ambiante, d’itre rapide et reproductible si le temps entre l’extraction et I’injection 
est strictement respecte car, dans ces conditions, la formation d’ETU en tours 
d’analyse est fortement limitee. 

MATERIEL ET METHODE 

Mat&-iel et rkactifs 
(I) Filtre Millipore de 0.45 ,um de porosite (ref. HAWP 02500) ou Cquivalent; 

(2) tube B centrifuger de 100 ml, fond rond et bouchon a visser Sovirel no. 22 ou 
Cquivalent; (3) centrifugeuse (29OOg); (4) tvaporateur rotatif sous vide; (5) bain 
thermostatique de prtcision; (6) ETU pur; (7) methanoi p.a.; (8) tgtrahydrofuranne 
Uvaso! (Merck, Darmstadt, R.F.A., 81 IO ou equivalent); (9) solution de stock: prt- 
parer une solution contenant 20 mg d’ETU dans 200 ml d’eau distill&e; (IO) solutions 
Ctalons: diluer la solution de stock de man&e 5 obtenir des solutions Gtalons conte- 
nant 4, 10, 15, 20, 30 et 40 pg d’ETU par ml. 

AppareifZage et conditions de la chromatographie liqltide 
(1) Chromatographe liquide Tracer 990 tquipC d’un dctecteur B longueur 

d’onde variable Tracer 970, d’une vanne Rheodyne 7120 munie dune boucle d’injec- 
tion de 20 ~1, dun enregistreur et d’un integrateur Infotronics CRS 304; (2) colomre 
de 200 x 4.6 mm contenant du NuclCosil50 Cl8 de 5 pm ou colonne de 125 x 4 mm 
contenant du LiChrosorb RP-18 de 5 pm; (3) &ant: eau distillte contenant 0.05 % 
de tetrahydrofuranne (agiter maettiquement et chauffer a environ 40°C pour dtga- 
zer); (4) dtbit: 1.0 ml/min, pression: 1500 psi. pour la colonne de NuclCosil et 
1000 p-s-i. pour la colonne de LiChrosorb; (5) temperature ambiante; (6) longueur 
d’onde: 233 nm. 

Mode opbaloire 
Darts Ie tube a centrifuger, peser B 0.1 mg pres une prise d’essai (Pg) contenant 

environ 0.8 g d’EBDC. Ajouter, B la pipette, 50 ml de methanol. Boucher hermetique- 
ment et agiter pendant exactement 5 min. Centrifuger B 2900 0” pendant 5 min. Pre- 
lever immediatement 10 ml de sumageant dans un erlenmeyer de 50 ml a rodagc 
normalisd Evaporer B set, sous vide au moyen dun Cvaporateur rotatif (t = 35°C). 
Reprendre le rdsidu set par addition, & la pipette, de 20 ml d’eau. Agiter 2 a 3 min 
pour dissoudre I’ETU. Filtrer sur filtre Milliporc. Suivant la teneur en ETU, la solu- 
tion filtree peut etre dilude (facteur de dilution = d)_ Injecter la solution finale exacte- 
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ment 15 min aprb le preltvement dans les conditions d&rites ci-dessous. Ne traiter 
qu’une prise d’essai B la fois. La temperature d’evaporation et les temps entre la mise 
en solution, le prelevement et l’injection doivent Ctre strictement respect& 

D&erminotion en HPLC 

Injecter 20 ~1 dune ou deux solutions &Ions, injecter ensuite la solution a 
analyser, laisser le chromatogramme se developper pendant 15 min, puis injecter une 
ou plusieurs solutions ttalons de concentrations voisines. Calculer la quantite d’ETU 
en pglml (0) dans la solution analysee en rapportant la hauteur du pit a celle du pit 
de la solution etalon de concentration la plus voisine. Teneur en ETU (% m/m) = 
Q-d/P- 100 oti Pest poids de la prise d’essai en g et d le facteur de dilution eventuelle 
apres filtration. 

Rl%ULTATS ET DISCUSSION 

L’extraction de !‘ETU soit par l’eau, soit par lc methanol donne des extraits 
contenant parfois un grand nombre de substances pouvant interferer avec L’ETU 
dans les conditions de la methode. De plus, l’extraction par l’eau ou par un melange 
eau-methanol donne, mCme apres centrifugation, un sumageant relativement trouble. 

Les essais ont montre que la meilleure man&e de proceder Ctait d’extraire 
I’ETU par agitation de la prise d’essai dans du methanol, de centrifuger, de prelever 
une partie aliquote de l’extrait methanolique, d’tvaporer le methanol et de reprendre 
le rtsidu par de l’eau. La r&up&ration dans l’eau possede I’avantage d’eliminer un 
certain nombre de substances extraites par le methanol mais insolubles dans l’eau et 
d’eviter ainsi l’accumulation de ces substances sur la colonne. La filtration de l’extrait 
aqueux sur papier filtre ne permet pas d’obtenir des solutions limpides; par contre, 
apres une filtration sur filtre Millipore, le filtrat est parfaitement clair. Au tours 
d’essais de reproductibilitt, les resultats obtenus indiquaient une augmentation de la 
teneur en ETU en fonction du temps lors d’injections successives d’une mGme prise 
d’essai. 

Le Tableau I montre qu’il est necessaire de contr6ler le temps d’analyse, de 
maintenir la prise d’essai aux environs de 0.8 g d’EBDC et de ne proceder qu’& une 
seule injection de l’echantillon car la teneur en ETU passe de: 0.096 B 0.123, soit 
une augmentation d’environ 30%, lorsque I’extrait methanolique est conserve pen- 
dant deux heures avant de poursuivre l’analyse, et de 0.096 2 0.115, soit une aug- 
mentation de 20 %, lorsque la solution aqueuse, apres filtration, est conservee pendant 
trois heures avant d’Ctre injectee. 

TABLEAU I 

TENEUR EN ETU EN %, MESUREE EN FONCTION DU TEMPS DANS L’EXTRAIT 
MBTHANOLIQUE ET EN SOLUTION AQUEUSE POUR L’l%HANTILLON NO. 1 

PrtSvement Temps entre la mise en sohtion dam I’eaa et l’injection (min) 
de l’extrait - -__. 
mPthanoliqae 20 100 180 

Immtdiatement 0.096 0.105 0.115 
Apr.5 1 h 0.114 0.125 0.135 
Aprk2h 0.123 0.134 0.145 
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Des essais prt%minaires sur des colonnes de gel de silicc normal ou modifit 
chimiquement par des groupcments -CN ou -N(CH,), n’ont pas permis de &parer 
parfaitement I’ETU de nombreuses substances se trouvant dans I’extrait mtthanolique 
sans utiliser un gradient d’Clution_ Cependant, Farrington et Hopkins’ ont depuis 
pubI% une mCthode utilisant une colonne de SphCrisorb CN de 5 pm avec comme 
&ant 35 % (v/v) d’6thanol absolu dans I’hexane. L’ETU &ant polaire et soluble dans 
l’eau n’est pas ou peu retenu sur une colonne de “reversed-phase” si on utilise pour 
Mution un m8ange tel que eau-mCthano1. C’est pourquoi, 1’Clution a Ct.5 effect&e 
avec de I’eau contenant 0.05% de tttrahydrofuranne. Dans ces conditions, le temps 
de r&ention de I’ETU est de 4 min 35 set pour la colonne de NuclCosil CIB, mais n’est 

T 
0.064 A 

b) 

i i5 B io MIN 

Fig. 1. (a) Chromatogrvnme d’une solution etalon contenant 2Opg ETU par ml. (b) Chromato- 
gramme de l’&hantilIon no. 5 (voir Tableau IV). (c) Chromatogramme de l’&hantilIon no. 9 (voir 
Tableau IV). 
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separi que d’environ 30 set dune substance presente en faible quantite dans la 
plupart des formulations (Fig. 1). Pour cette raison, il est preferable de mesurer la 
hauteur des pies et non leur surface. Certaines des analyses de 1980 ont ite effectue’es 
sur une colonne LiChrosorb RP-18. Le temps de retention est alors de 2 min 40 see; 
Ie pit et la separation obtenus sont Cgalement satisfaisants. 

La reproductibilite obtenue pour neuf injections de solutions Ctalons de 
differentes concentrations est illustke au Tableau IL Le coefficient de variation est 
de 0.17% et le rapport hauteur/concentration indique une bonne IinCaritC dans la 
gamme des concentrations utilistes. 

TABLEAU II 

REPRODUCI’IBILIT~ ET LINtiARlTg OBTENUES POUR NEUF INJECTIONS DE SOLU- 
TIONS BTAL~NS 

Concentration en ETU (f.ig/mI) Na~Ce~~r~Concen~ration ’ 

:x 
1s 
15 
20 
40 
1.5 
10 
10 
Moyenne 
W-type 
Coefifcient de variation 

l Unit& arbitraire. 

111.6 
112.0 
111.6 
111.7 
112.2 
111.8 

111.9 
111.9 
111.8 
111.8 

0.19 
0.17% 

ks coefficients de variation de l’ordre de 2%, obtenus pour des prises d’essai 
croissantes d’une formulation de zirame dopee a 0.1 et 0.5 oA d’ETU, montrent que 
l’extraction est complete et la reproductibilite de la methode est satisfaisante car 
sept repetitions sur l’&hantillon no. 10 ont don& un coefficient de variation de 2.5 % 
(Tableau III). 

TABLEAU LIl 

~Aux DE RI%UP&ATI~N ET REPRODUCTIBILITG DE LA METI-IODE 

ZirQme dope 6 0. I % &ET-U Zirame dopP d 0.5% d’ETU RPpPtitiom SW I’Pchantillon no. 10 

Prise d’essni 
tEU 

P&e d’essai 

lEU 

Prise d’essai 

tk?j tg1 (gJ E 

0.4982 0.104 0.3024 0.482 1.0358 0.104 
0.6952 0.102 0.503 1 0.493 la?43 0.103 

0.9849 0.105 0.7491 0.493 1.0043 0.101 
1.5489 0.106 l.OOlO 0.505 1.0073 0.106 

2.1174 0.101 1.5203 0.483 1.0330 0.100 
2.64O2 0.101 2.1738 0.501 1.0155 0.099 

1.0067 0.100 

Moyenne 0.103 0.493 0.102 
Coefficient de 
vsriation (%) 2.1 1.9 2.5 
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Les teneurs en ETU des formulations commerciaIes analy.s&s en 1978 et en 
1980 sont prCsentCes au Tableau IV. Ces teneurs sont de i’ordre de 0.1% pour les 
Cchantillons de ma&be de fabrication recente (1977-1978); par con&e, pour des 
produits plus ancients tels que I’&hantillon no. 7 (1975) et I’&hantilIon no. S (1971), 
elles sent respectivement de 0.32 et de 0.63% et au_-entent de 40 5 60% au tours 
de deux anntes supplCmentaires de stockage dans des conditions normales. Les deux 
Cchantillons de mancoz&e ont des teneurs inferieures 5 0.1 y. et, apr&s deux an&es 
de stockage, ces teneurs sont de I’ordre de 0.1%. Les Cchantillons contenant du 
ma.ncoz&be et du ma&be en melange avec d’autres fongicides contiennent trt% peu 
d’ETU bien que ces &hantillons aient &t conserves pendant dix-huit mois au labora- 
toire avant d’Ctre analysCs. 

TABLEAU IV 

TENEURS EN ETU DANS LES FORMULATIONS’ 

No. 
l?chantillon 

Type de produit Anne2 de 
fubricution 

m-iY (%I 

R.&tdtats de 
1978 

Rtkdrats de 

1980 

: 

3 
4 
5 
6 
7 
s 
9 

10 
11 

12 

13 

14 

Zirame Ma&be dope 85 % B 3 % ETU 

Man&e 80 % 
Man&e 80 % 
Man&e 80 % 
Man&be 80% 
Man&e 80 % 
Man&e 80% 
Mancoz&e 83 % 
Mancoztbe 83 % 
Mancoztibe 67 % + 

carbendazime 8 % 
Mancoz&e 35.5 % + carbenda- 

zime 3.3 % + soufre 40 % 
Man&e 60% + 

thiophanatemethyl14% 
Man&e 25 % t thiophanate- 

m&thy1 7 0k i soufre 50% 

* MoyeMe d’au moins 3 d&terminations. 

- 
1978 
1977 
1977 

- 

197.5 
1971 

- 

1978 

- 

- 

- 

- 
- 

2.95 

0.07 
0.10 
0.10 
0.11 
0.12 
0.32 
0.63 
0.06 
0.07 

- 

- 

- 

- 
0.09 
0.17 

- 
- 
- 

0.43 
0.89 
0.11 
0.10 

0.04 

0.01 

0.03 

0.02 

CONCLUSION 

La m&hode d&rite permet de doser avec une reproductibilitC satisfaisante 
I’ETU dans les formulations d’EBDC; la durCe d’analyse est courte et Ies conditions 
operatoires doivent Ctre strictement contr6ltes afin de limiter au maximum la for- 
mation d’ETU pendant les manipulations. 
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Les teneurs en &hyltnethiouree (ETU) de formulations B base d’ithyl&ne-bis- 
dithiocarbamates ant Ctt dCterminCes par ChromaEographie liquide au moyen d’une 
colonne de NuclCosil C18 de 5 pm ou de LiChrosorb RP-18 de 5 pm. La mCthode est 
simple et rapide (25 min) et permet de contr6ler aisement le temps d’analyse afin de 
limiter au maximum la formation d’ETU au tours des manipulations. Les teneurs 
trouvees sont inferieures 5 0.2% sauf pour les formulations de plus de trois ans. 
Dans des conditions normales, les teneurs en ETU ont augment& en deux aos, de 
30 2 80% dans les formulations stockees. 
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