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SUMMARY 

Thin-layer chromatographic characterization of benzothiazole derivatives and /3-sito- 
sterol leached by disposable syringes 

A thin-layer chromatographic study of 2-mercaptobenzothiazole, 2-(methyl- 
thio)benzothiazole, 2-(2-hydroxy-ethylthio)benzothiazole, 2-hydroxybenzothiazole, 
zinc 2-mercaptobenzothiazolate, mercaptobenzothiazole disulfide, and fi-sitosterol 
with three developing solvents and eleven spray reagents is reported. A simple method 
is described which highlights the leaching of 2-mercaptobenzothiazole and 2-(2-hy- 
droxy-ethylthio)benzothiazole from the rubber plunger-seals of disposable syringes: 
contact of rubber with bidistilled water, extraction of this liquid with chloroform, 
chromatography on silica gel with the solvents previously studied and spraying with 
N-chloro-2,6-dichloro-p-benzoquinone monoimine. The method may also be used to 
discriminate those syringes sterilized with ethylene oxide, the only ones able to leach 
2-(2-hydroxy-ethylthio)benzothiazole, from those sterilized by irradiation. Owing to 
the fi-sitosterol traces leached, it may also be used to investigate whether the plung- 
er-seals are made of natural rubber. The toxic effects of the compounds leached are 
briefly reported. 

INTRODUCTION 

Les medicaments injectables sont administres presqu’exclusivement a l’heure 
actuelle avec des seringues non reutilisables en matiere plastique’. Ce materiel d’autre 
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part n’est pas d’un emploi Ctroitement spkcialise, mais au contraire tout individu a 
recu, ou recevra un jour, ‘au moins quelques injections avec de telles seringues. Ces 
seules considerations sufhraient A expliquer l’inttr& des PharmacopQs et dis orga- 
nismes de normalisation pour le controle de la qualite de ces materiels .et a justifier 
les travaux entrepris en ce sens. 

La Pharmacopee francaise2, notamment, prescrit que “les preparations injec- 
tables administrees a l’aide de seringues en mat&e plastique ne doivent subir au 
contact de celles-ci aucune modification de leurs prop&es physico-chimiques et toxi- 
cologiques”. Cependant certains d’entre nous ont montre anterieurement3 que les 
&es de piston en elastomtre de seringues de bonne qualite4 cedaient tres rapidement 
cinq composes de structure benzothiazolique (Tableau I). Le mercapto-2 benzothia- 
zole (I) est un accelerateur de vulcanisation couramment utilid et il a ete etabli que 
les composts III, IV et V prenaient naissance au sein de l’elastomire lors de la sttri- 
lisation par l’oxyde d’Cthylene3. Cette reaction ne se produit cependant qu’a partir 
du mercapto-2 benzothiazolate de zinc (VI), tgalement trb employ& et non pas a 
partir du mercapto-2 benzothiazole. Mais en fait l’interet de cette distinction est 
surtout theorique, car en raison des reactions qui se produisent au tours de la vul- 
canisation, l’elastomke renferme finalement de l’oxyde de zinc, du mercapto-2 ben- 
zothiazole et du mercapto-2 benzothiazolate de zinc, quel que soit celui de ces deux 
composts qui a itt utilise5, Le mercapto-2 benzothiazole peut aussi se former a partir 
d’autres accelerateurs tels que le disulfure de benzothiazyle (VII), ou diverses ben- 
zothiazylsulfenamides qui lib&rent en outre leurs amines respectives. 

TABLEAU I 

COMPOSTS &Dl?S PAR LES SERINGUES (I-V) ET PRODUITS DE RfiFkRENCE (I-IV et VI- 
VIII) 

No. Cornpod n x 

I 
II 
III 
IV 
V 
VI 
VII 

VIII 

Mercapto-2 benzothiazole 1 SH 
MCthylthio-2 benzothiazole 1 -SCHJ 
(Hydroxy-2 tthylthio)-2 benzothiazole 1 -SCH2CH20H 
Hydroxy-2 benzothiazole 1 -OH 
(Hydroxy-2 &hoxy)-2 benzothiazole 1 -OCH2CH20H 
Mercapto-2 benzothiazolate de zinc 2 -SZnS- 
Disulfure de benzothiazyle 2 -S-S- 

/?-Sitostirol 

Nous n’avions pu identifier les cinq produits cites qu’en recourant a la spec- 
trometrie de masse. I1 a paru utile d’elaborer en vue de controles de routine une 
methode plus simple telle que la chromatographie sur couche mince (CCM). Ulte- 
rieurement, il a tgalement paru interessant de verifier en mtme temps si l’tlastomtre 
des t&tes de piston etait a base de caoutchouc naturel, en mettant en evidence le p- 
sitosttrol (VIII), qui n’est present que dans le polyrnere d’origine &g&ale et n’est pas 
retrouvt dans les Clastomeres de synthese6. 
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PARTIE EXPeRIMENTALE 

Les essais ont it& prepares selon deux methodes, a partir de seringues sterili&es 
par l’oxyde d’ethylbne (sept marques) ou par les rayonnements ionisants (une mar- 
que): 

Essai A: une seringue de 5 ml a Cte maintenue remplie d’eau bidistillee pendant 
24 h a la temperature ambiante, puis le liquide a tte extrait trois fois par 0,5 ml de 
chloroforme, les extraits r&.mis constituant l’essai A. 

Essai B: cent &es de piston de seringues de 5 ml, dparees des corps de serin- 
gues et des tiges des pistons, ont et& immerg&es pendant 24 h a la temperature am- 
biante dans 100 ml d’eau bidistillee, le liquide &ant ensuite soumis a la meme ex- 
traction que ci-dessus pour donner l’essai B. 

Les solutions A et B ont tte dtposdes sur des couches minces de silice ordinaires 
(Merck, ref. 5721) et avec zone de concentration (Merck, ref. 11845), eventuellement 
fluorescentes (Merck, ref. 5729 et 11798). Les depots Ctaient de 2 ~1 pour les couches 
ordinaires et de 20 ~1 ou 100 ~1 pour celles a zone de concentration. 

Les produits de reference suivants ont Cte retenus: mercapto-2 benzothiazole 
(I, Tableau I), qualite “pour analyses” (Prolabo, ref. 25.342.181); methylthio-2 ben- 
zothiazole (II), qualite “reagent” (Eastman Kodak, ref. 4008); hydroxy-2 ethylthio)-2 
benzothiazole (III), obtenu par synthbe a partir de I et du chloro-2 ethanol’. Son 
identite et/au sa purete ont Cte control& par determination du point de fusion’, par 
spectromttries UV3, de masse3 et de resonance magnetique nucliaire du proton; 
hydroxy-2 benzothiazole (IV), qualite “reagent” (Eastman Kodak, ref. 3993); mer- 
capto- benzothiazolate de zinc (VI), qualite industrielle (Vanderbilt, r&f. Zetax, 
agent de vente en France: Polyplastic); disulfure de benzothiazyle (VII), qualitt in- 
dustrielle (So&e Landaise de Produits Chimiques, ref. MBTS); /I-sitosterol (VIII), 
qualite “pour laboratoire” (Merck, ref. 3741). 

Pour la partie qualitative, les produits de reference Ctaient generalement en 
solution $0,5% (m/v) dans l’ethanol absolu, ou en solution saturee en cas de solu- 
bilitt insuffisante (composes VI et VII). Les limites de detection ont ite dCterrni&s 
par dilutions progressives. Pour la partie quantitative, le compost III ttait en solution 
dans l’tthanol aux concentrations de 2,5, 5, 7,5 et 10 mg pour 100 ml. 

Les chromatographies ont CtC developpees sur 15 cm dans les melanges: (a) 
benzene-acetate d’ethyle-a&one (100:5:1); (b) benzene-acetate d’ethyle-acetone 
(100:20:5); (c) dichloromtthane-cyclohexane-&hanol (50:30:20). Plusieurs reactifs 
ont ite utilises pour la revelation (les concentrations indiqdes sont donnees en m/v): 

RI: Vaporiser une solution aqueuse de tetraborate de sodium g 2,34% et d’hy- 
droxyde de sodium a 0,33%, puis une solution methanolique de N-chloro dichloro- 
2,6 p-benzoquinone monoimine a 0,l %. 

R2: Vaporiser une solution chloroformique a 0,035% de N-bromosuccinimide 
et, apres sechage, une solution obtenue par melange de 3 ml de solution de fluores- 
ceine a 0,33% dans la soude 0,l N avec 97 ml d’ethanol. 

R3: Vaporiser un melange de 3 ml de solution aqueuse d’acide hexachloropla- 
tinique (IV) a 15,3%, 97 ml d’eau et 100 ml de solution aqueuse d’iodure de potassium 
a 6%. 

R4: Dissoudre 1,5 g de pentacyanonitrosylferrate de sodium dans 5 ml d’acide 
chlorhydrique 2 N, 95 ml de methanol et 10 ml de solution d’ammoniaque a 25%. 
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Observer les taches apparues avec ce reactif, puis vaporiser une solution de cyanure 
de potassium a 2% dans un melange eau distill&methanol (5:95). Porter les plaques 
a l’ituve a 100°C. 

R5: Vaporiser une solution de nitrate d’ammonium-c&ium(IV) a 10% dam 
l’acide nitrique 0,125 N. 

R6: Vaporiser une solution de N-ithylmaleimide a 0,625% dans l’isopropanol 
absolu, puis apres skhage a l’air une solution aqueuse d’hydroxyde de potassium a 
1,40%. 

R,: Vaporiser une solution tthanolique de rhodamine B $ 0,5%, puis aprb 
skchage une solution aqueuse a 10% de carbonate de sodium anhydre. Observer sur 
plaques fluorescentes a la lumiere du jour et sous rayonnement de longueur d’onde 
365 nm. 

R8: Vaporiser une solution extemporanee de nitrite de sodium a 0,5% dans 
l’acide chlorhydrique 1 N et porter les plaques a l’btuve a 100°C. 

Rg: Vaporiser une solution adtonique de dithizone a 0,025%. 
RI,,: Dissoudre dans 400 ml d’eau 17 g da&ate de sodium trihydrate, 6 g de 

tetraborate de sodium decahydrate et $ chaud 2 g de thiosemicarbazide. Filtrer apres 
refroidissement. Ajouter 50 ml de solution methanolique de (thiazolyl-2 azo)4 re- 
sorcinol a 0,08%. Ajuster le pH a 7,5 et diluer a 500.ml (delai de conservation: 4 
jours). 

RI ,: Vaporiser une solution d’acktate de cuivre(I1) a 3% dans une solution 
aqueuse d’acide phosphorique a 8% et porter les plaques a 100°C pendant 15 min. 

RkSULTATS ET DISCUSSION 

Les Tableaux II et III presentent les rtsultats obtenus pour les produits de 
reference et les essais, respectivement. Les RF sur plaques ordinaires et avec zone de 
concentration ne sont pas significativement differents. Le signe “ - ” signifie que le 
reactif consider& ne revele pas la tache correspondante. Les changements de couleurs, 
spontanis ou provoques par la chaleur, sont indiquis par le signe “+“. Le signe 
“1” signale les taches qui disparaissent a chaud, le signe “7” celles qui n’apparaissent 
qu’$ chaud ou les changements de couleurs observes apres chauffage. L’adjectif 
“blanc” indique que les taches ne sont visibles que grace a la difference de mouilla- 
bilite de la silice $ leur niveau, par rapport au fond de la plaque. 

Aucun solvant de developpement, m&me non rapporte ici, n’a permis de dis- 
tinguer le mercapto-2 benzothiazole (I) et le mercapto-2 benzothiazolate de zinc (VI). 
Les separations parfois d&rites avec des solvants trb proches de certains de ceux 
utilisW, ou trb differentsg, n’ont pas Ctt retroudes: il parait probable que dans 
certains cas au moins ces comportements apparemment differents sont dus au fait 
que les produits n’ont pas ite chromatographies sur la mdme plaque. Les autres 
composts sont convenablement sipares par les solvants proposes, a l’exception ce- 
pendant des produits IV et VIII dans le solvant (b) et des prod&s VII et VIII dans 
le solvant (c). 

La N-chloro dichloro-2,6 p-benzoquinone monoimine (R,), proposee pour la 
revelation du meroapto-2 benzothiazolelO, met en evidence tous les derives benzo- 
thiazoliques considires et le B-sitosterol, avec des differences de coloration permettant 
dans une certaine mesure de les distinguer (Fig. 1). Aucune modification des couleurs 
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n’a Cte notee en l’absence de prevaporisation de la solution tampon, prkconisee dans 
le cas des phenols pour tlargir l’eventail des couleurs11J2. Le reactif R2 a it& d&it 
pour la revelation de certains insecticides organo-phosphor& soufr&3*14 et du mer- 
capto- benzothiazole ls. 11 met en evidence tous les produits analysis. Reactif des 
alcaldides16 employe plus recemment pour la localisation de plusieurs adjuvants pour 
ilastomiress, l’iodoplatinate de potassium (R3) revtle galement tous les produits 
analyses. Lui seul donne une coloration specifique avec l’hydroxy-2 benzothiazole 
(IV), identique a celle que prend la zone de concentration lorsque de telles plaques 
sont utilides. Son inconvenient pour des analyses rep&es est son cotit. La penta- 
cyanonitrosylferrate de sodium (R4) met en evidence les thiols17-19. Le cyanure de 
potassium coupe les disulfures organiques et les fait reagir a leur tour, ce qui permet 
de distinguer les composes I et VII. Neanmoins, et bien qu’il r&Ye tous les produits 
consider&, ce systeme de revelation ne presente que peu d’interet, car les colorations 
sont plies et peu caracteristiques. Egalement d&it pour les thiolszO, le riactif R5 
revele tous les produits analyses, avec une modeste possibilite de differentiation sur 
la base des colorations obtenues. La N-ethylmalbimide (R6) permet en principe de 
distinguer les thiols des disulfures, qui ne reagissent pasip. Neanmoins, le produit 
VII a itb r&&t. Mais seule la difference de mouillabilitt au niveau des taches per-met 
de localiser les composes II et III, substitues sur le soufre, et le compose IV, non 
soufre en position 2. Ce reactif est par ailleurs lacrymogine. Employ&e comme reactif 
de certains lipides’ 9~2 l q2 z, la rhodamine B (R,) a ete retenue pour la mise en evidence 
de composts heterocycliques sur plaques fluorescentes23. Elle revele de facon iden- 
tique tous les composes analysts. Le nitrite de sodium (Rs), propose pour les derives 
indoliques2* et thiazoliques* 5 ne prtsente pas d’autre inter&t que de localiser les ta- 
ches par leur difference de mouillabilite. La tache du compose I ne reste jaune qu’une 
ou deux secondes et le compose VII n’est pas mis en evidence. D’abord retenue a 
cause de la presence de zinc dans le produit VI 26, la dithizone (R9) permet en fait de 
reveler tous les produits consider&. La tache rose de RF 0 sur plaques ordinaires, 
identique a celle observee avec un se1 mineral de zinc, reste sur la ligne de depot dans 
le cas des plaques a zone de concentration, sans aucune migration vers la zone de 
chromatographie. Elle est cependant sans inter&t pour differencier les composes I et 
VI dans les essais en raison des reactions qui se produisent au tours de la vulcani- 
sation. Le rtactif Rio, propose pour le dosage du zinc*‘, n’a et& essayi que pour 
tenter de distinguer ces deux composes, mais la meme conclusion qu’avec le reactif 
precedent s’impose. L’adtate de cuivre en solution phosphorique (R, 1), utilisi pour 
la revelation du p-sitosterol dans les extraits organiques de caoutchouc natureF, 
donne aussi des colorations avec les composes I, VI et VII et inversement la plupart 
des autres reactifs testes reagissent avec le p-sitosterol. Enfin, avec des d&p&s de 2 
~1 sur couches ordinaires fluorescentes, tous les composes benzothiazoliques presen- 
tent au moins une tache sombre sous rayonnement de 254 nm. Toutefois, dans le cas 
du compose VII, c’est la tache du compose I, present en tant qu’impurete, qui ap- 
parait ainsi. Des taches secondaires sont Cgalement visibles dans ces conditions pour 
le /SsitostCrol, mais non la tache principale correspondant aux RF indiques. Avec des 
depots de 20 ,ul sur plaques fluorescentes a zone de concentration, apparaissent en 
outre a 254 nm la deuxieme tache du compose I et la troisieme du compost VII, et 
d 365 nm les premieres taches des compods I et VII et celle du compose VI. Ces 
constatations sont en accord avec les caracteristiques d’absorption des divers produits 
que nous avons btablies ailleurs3. 
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TABLEAU II 

PRODUITS DE REFERENCE 

Plaques ordinaires, fluorescentes pour l’observation sous UV, depp8ts 2 ~1. 

Composd Rp x 100 Couleurs obtenues avec les djiirents rhactiji (R) 
ahs les solvants 

Rl R2 R3 R4 RS 

a b c 

II 51 

III 11 

IV 15 

VI 0 
26 

VII 26 

32 

50 

I 26 

50 

VIII 

Fond des 
plaques 

12 

45 67 Grange 

60 78 

57 71 

Jaune + 
brun 7 

Jaune 
pfile 1 

24 62 Jaune 
pale 

29 63 Beige 

0 0 
45 67 

45 

60 

67 

72 

78 

Orange 

Jaune + 

gris 
Jaune 

29 67 Bleu --* 
blanc 

Blanc 

Vert + 
jaune 

- Jaune 

Rose Jaune Jaune Blanc -+ 
pale sale jaune 

Rose Jaune Jaune 
pile pae 

Vet? + Bleu 
jaune argente 7 

Vert + Jaune 
jaune pale 

Vert + 
jaune 
Vert + 
jaune 
Rose 

Jaune 

Jaune* 

Jaune 

Vert + Jaune 

Rose 
ptile 

Bleu -* 
mauve t 

mauve t 

Blanc + 
mauve + 
jaune 
- 

Beige 

Mauve + 
jaune 
halo mauve 

Brun 

- 

Bleu 
violack 
+ mauve t 

Bleu -+ 
mauve t 
- 

- 

Blanc 

Mauve t 

Blanc + 
gris vert 

Blanc + 
mauve 
Blanc + 
mauve 
Blanc + 
mauve 

Jaune + 
mauve 

Brique Gris-vert Jaune 

l N’apparait pas dam le solvant c. 

Quoiqu’ii s’agisse d’un produit de qualite “pour analyses”, le mercapto-2 ben- 
zothiazole (I) utilise contient du disulfme de benzothiazyle (VII), mais en proportion 
trop faible pour que certains des reactifs le mettent en evidence au sein du produit 
I (Rz par exemple). Inversement, le disulfme de benzothiazyle est souille de, mercap- 
to-2 benzothiazole, qui lui, est d&cl8 par la plupart des reactifs. La nature dune 
troisieme tache de RF intermediaire n’a pas CtC klucidke, mais la presence d’impuretes 
est ici comprbhensible, le produit n’etant destine qu’a l’industrie. Enfin, tous les com- 
poses de reference montrent avec la dithizone (R9) une leg&e tache rose, mais uni- 
quement avec des depots de 20 ~1 ou 100 ~1 sur plaques a zone de concentration: elle 
traduit la presence de faibles quantites de zinc. 
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WV 

R6 R7 R8 R9 RIO Rll 254 nm 365 nm 

Mauve 

- 

Blanc 

Blanc 

Blanc 

- 

Mauve 
pile 

Violet 

Violet* 

pile 

Blanc 

Blanc 

Rose 
viola& 
fork 
- 

Rose 
violact 
fonct 

Rose 
violact 
fond 

Rose 
viola& 
fond 

- 

Rose 
violact 
fonck 

Rose 
violacd 
Rose 
viola&* 
Rose 
violact 

Rose 
viola& 
fonct 

Rose 
Viola& 
pile 

Jaune + 
blanc 
- 

Blanc 

Blanc 

Blanc 

Blanc 

- 

- 

Blanc 

Blanc 

Turquoise 
+ violet 
jaune 

Turquoise 
+ violet 

Turquoise 
+ jaune 

Turquoise 
-+ violet 

Rose 
Turquoise 
halo jaune 
+ brun 

Turquoise 

Blanc 

Jaune + 
blanc 

Turquoise 
-+ jaune 

Vert --, 
gris vio- 
lack 

Crkme 

- 

Vert -, 
jaune t 
- 

Blanc 

Blanc 

Blanc 

Rose - 
Cr6me 1 Jaune 

Vert + 
jaune 1 
- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

- 

- 

Blanc 

Brunf - 

Blanc 

- 

Les composes II, IV, VI et VII n’ont Cti mis en evidence dans les essais dans 
aucune des conditions optratoires retenues, sur aucune marque de seringues et quel 
qu’ait Cti le mode de stbrilisation. Les derives I, III et VIII ont par contre Cd retrouves 
dans plusieurs cas (Tableau III). Ainsi, pour toutes les marques de seringues sterilisies 
par l’oxyde d%thylene, le compose III a Cti: caracttrisi dans les extraits prepares a 
partir d’une seule unite (essai A), mais uniquement avec un depot de 20 ~1 sur plaque 
a zone de concentration. Dans les extraits obtenus a partir de 100 t&s de piston 
(essai B), le compose III a ~$5 dicelt mCme avec un depot de 2 ~1 sur plaque ordinaire. 
Sur couche a zone de concentration, un depot de 20 ~1 a en outre mis en evidence le 
compose I, mais la tache, petite, n’itait revtlee que par le riactif R1 et disparaissait 
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TABLEAU III 

ESSAIS 

Sthrilisation* 

0.e. r.i. 

Essai PIaque** RF x 100 Couleurs obtenues avec les d@rents rkac- 
____ ah les solvants t$s (R) 

A B ord. Z.C. 
(a) (b) (c) RI R2 & 

20 /d + 11 24 62 Jaune Rose - 
211 + 11 24 62 Jaune Rose Jaune pale 

20 fil + 11 24 62 Jaune Rose Jaune ptie 
26 45 61 Orange - 

loo /I1 + 12 29 67 - - 

+ 20 /11 + 26 45 67 Orange Vert -) - 
jaune 

+ loo /ll + 12 29 67 - - 

* Sterilisation: o.e. = oxyde d’tthylene; r.i. = rayonnements ionisants. 
l * Plaque: ord. = ordinaire; Z.C. = avec zone de concentration. 

Fig. 1. Chromatographie des produits de reference. Plaque ordinaire; depots: 2 ~1 de solutions ethanoliques 
a 0,5% (m/v) ou saturbs (c$ texte); solvant (b); revelation par les reactifs Ri et Rr 1 employ&s successive- 
ment. 1 = Mercapto-2 benzothiazole (I); 2 = methylthio-2 benzothiazole (II) (la tache a et6 entourke 
avant sa disparition, due au chauffage nkcessaire rl la revelation du /?-sitosterol); 3 = (hydroxy-2 Cthyl- 
thio)-2 benzothiazole (III); 4 = hydroxy-2 benzothiazole (IV); 5 = disulfure de benzothiazyle (VII); 6 = 
mercapto-2 benzothiazolate de zinc (VI); 7 = p-sitosterol (VIII). 



CCM DE BENZOTHIAZOLES 349 

CJV Conclusion 

R7 RQ Rll 

Rose violace 
Rose violack 
Rose viola& 
- 

Turquoise - 
Turquoise - 
Turquoise Blanc 

- - 

Rose violack - 

- 

Brun 1 
Vert -+ 
jaune t 
Brun t 

254 ?lm 365 nm 

-t 
+ 
+ 
+ 

Compose III 
Compose III 
Compose III 

+ Compose I 
b-Sitosdrol 

+ + Compose I 
/_I-Sitosterol 

Fig. 2. Chromatographie des solutions essais et estimation de la migration du compose III. Plaque a zone ._ 
de concentration; d&&s: 100 ~1 (sauf cornpod I: 2 ~1); solvant (b); revelation par le reactif Rt. 1,2, 3 et 
4 = compose III, en solution a 2,5, 5, 7,5 et 10 mg pour 100 ml, respectivement; 5 et 6 = seringues 
stbriliskes par l’oxyde d’bthylene, essais B et A, respectivement; 7 = seringues sttriliskes par irradiation, 
essai B; 8 = compose I en solution IO,5% (m/v). 
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rapidement. Un depot de 100 ~1 a 6te nkessaire pour observer le compose VIII. Dans 
le cas des seringues stCriliskes par irradiation, l’emploi d’une seule unite n’a mis en 
evidence aucune migration, malgre le recours a des plaques a zone de concentration 
et I’augmentation des volumes deposes. Pour les extraits prepares avec 100 tCtes en 
revanche, un depot de 20 ~1 sur ce mQme type de plaques a montre la presence du 
compose I: la tache obtenue avec le reactif R1 ktait ici plus grande et pouvait etre 
r&lee par d’autres rtactifs sans inter& dans le cas precedent. A nouveau, un depot 
de 100 ~1 a seul permis de caracteriser le compose VIII. 

Pour un essai donne (A ou B) et des conditions chromatographiques fixees, les 
differents pro&d& de revelation n’ont pas tous ikis en evidence les m&es produits: 
ce sont le reactif R1 et l’observation a 254 nm qui ont permis le plus grand nombre 
de caracterisations. Les limites de detection aver le reactif R1 ont Ctt trouvtes &gales 
a 0,l pg pour le compost I, 5 pg pour les composks III et IV, et 10 pg pour le composk 
II. En rapprochant ces valeurs des resultats du Tableau III, on voit que les seringues 
sterilisies par l’oxyde d’tthylene ddent essentiellement le compose III et a un bien 
moindre degre seulement le compose I, puisque celui-ci n’a pu &tre caracterise qu’avec 
un depot plus important alors qu’il est plus facilement dkcelable. Cette conclusion, 
logique puisqu’une grande part du compost I s’est transform&e en composi III, est 
d’autre part en accord avec les resultats obtenus en spectrometrie UV3, les spectres 
observes 6tant superposables a celui du compose III (maximum B 280 nm) et trb 
differents de celui du compost I (maximum 51. 320 nm). Au contraire, les seringues 
stkilides par irradiation ne peuvent ceder que le seul compose I puisqu’il n’a pas Cte 
transformi et celui-ci, present en plus grande quantite que dans le cas prkckdent, 
migre de fagon plus importante. 11 est certain que les solubilitis respectives des deux 
produits dans l’eau interviennent aussi, en plus de leur taux dans l’elastomke, dans 
le niveau de concentration atteint. 

Ces conclusions sont illustrees par la Fig. 2, dans laquelle tous les depots ont 
Cte de 100 ~1 pour une meilleure visibilitk, sauf celui du compose I, plus facile a 
dkeler. Dans le cas de seringues steriliskes par I’oxyde d’ethyltne, la tache du com- 
pose III dans l’essai A a une intensite comprise entre celles des solutions ri 2,5 et 5 
mg pour 100 ml, et tres proche de cette derniere. En tenant compte de la concentration 
due a l’extraction chloroformique, cela signifie qu’une seringue de 5 ml cede I son 
contenu, en 24 h et a la temperature ambiante, pres de 75 pg du compose III et que 
la concentration atteinte est done voisine de 1,5 mg pour 100 ml. Ce resultat est t&s 
proche de celui determine antirieurement par spectrophotometrie, qui ttait de 1,34 
mg pour 100 mF*. La migration du compose I a partir des seringues sterilistes par 
l’oxyde d’ethyltne ou par irradiation n’a pas CtC estimee, car elle n’est visible que 
dans l’essai B, dont les modalites de prkparation sont Cloignees des conditions ha- 
bituelles d’emploi des seringues. 

Les rkultats present& permettent de proposer pour le contrble rapide du re- 
largage des seringues une methode simple. L’essai sera p&park selon les modalites A 
dans le cas (le plus frequent) de la sttrilisation par l’oxyde d’bthylene, ou selon les 
modalites B en cas d’irradiation, et 20 /.d de la solution essai seront deposes sur une 
plaque a zone de concentration. On emploiera les solvants (a) et (c), ou (b) et (c), et 
on localisera les taches par le reactif R1 ou par observation a 254 nm si la plaque est 
fluorescente. Le compose III devant Ctre synthCtid, il est a la rigueur possible pour 
des controles de routine de ne deposer que le composk I, et d’attribuer au compost 
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III la tache eventuellement observee qui aurait un RF voisin de celui indique pour ce 
produit dans les m&mes conditions operatoires (Tableau II): la comparaison des rap- 
ports des RF du compose I et de la tache consider& avec ceux observes ici permettrait 
tout de meme d’affirmer la presence de l’(hydroxy-2 Cthylthio)-2 benzothiazole. Si 
l’on souhaite verifier l’origine de l’elastomtre, on dtposera sur une plaque B zone de 
concentration 100 ~1 d’essai B et de solution de @itosterol et on utilisera le rkactif 
R1 1. Cela ne dcessite pas de chromatographie supplementaire, car il est possible de 
vaporiser le reactif R1 1 sur la plaque deja r&lee par le riactif Ri. La methode peut 
etre eventuellement utiliske pour determiner le mode de sterilisation s’il est ignore. 
Dans le cas d’un depot de 20 ~1 de l’essai B sur plaque a zone de concentration, la 
mise en evidence du compose I permet d’affirmer I’emploi d’un systtme de vulcani- 
sation mercaptobenzothiazolique et la migration du mercapto-2 benzothiazole au 
moins. Selon qu’on observe ou non une seconde tache correspondant au compose 
III, les seringues ont 6ti steriliskes par l’oxyde d’ethylene ou par irradiation. 

Le protocole propose peut paraitre critiquable en ce qui concerne le contact 
prolongi de l’eau avec les tetes de piston et la concentration que realise l’extraction 
par un faible volume de chloroforme: on peut en effet penser que ces modalites ne 
reflbtent pas les conditions habituelles d’utilisation des seringues. Mais le controle 
d’un objet ou dun materiau se fait toujours dans des conditions plus draconiennes 
que celles de son emploi, de faGon a preserver une marge de skcuriti, et d’ailleurs 
dans la realitt, l’emploi de telles seringues est loin d’etre extemporane. En milieu 
hospitalier, les injections sont trop souvent preparees d l’avancezg. Les diabetiques 
qui se soignent eux-memes a domicile placent frequemment d&s le matin au refrige- 
rateur toutes les seringues pleines d’insuline nkcessaires pour la journk une recente 
etude qui a montrk l’absence de contamination bactirienne des seringues reutilisies 
pendant 7 jours n’a pu que les conforter dans cette habitude30. Enfin dans les pous- 
se-seringues et pompes portables actuellement de plus en plus utilids, les temps de 
contact sont de plusieurs heures ou de plusieurs jours. Or, nous avons montre que 
la migration de Qhydroxy-2 Cthylthio)-2 benzothiazole commence des les premieres 
secondes et ne fait que croitre ensuitez8. 

Comme deja dit, aucune migration dans les mkdicaments n’est admise actuel- 
lement. Cette prescription cependant pourra eventuellement apparaitre trop stricte 
et il n’est pas absolument exclu que l’on en vienne a tolirer une migration “accep- 
table” de produits bien identifies et reconnus atoxiques. En ajustant les conditions 
operatoires (nombre de &es de piston, temps et temperature de contact, volumes 
d’eau et de solvant extracteur, volume depose, nature des plaques) de faGon 6 obtenir 
des resultats negatifs pour les relargages inferieurs a ceux qui seraient admis, la me- 
thode constituerait un essai limite analogue a ceux frtquemment prescrits par les 
Pharmacopees. Avec le reactif Ri, elle permettrait d’evaluer l’importance de la mi- 
gration des composes benzothiazoliques. Avec d’autres reactifs ou des proddes de 
revelation non specifiques (observation sous UV, vapeurs d’iode), elle pourrait Ctre 
itendue B d’autres constituants des Clastomkres susceptibles de migrer. 

Si la migration de traces de p-sitosterol reste probablement sans incidence 
toxicologique, celle des derives benzothiazoliques est plus preoccupante. En effet, 
bien que le mercapto-2 benzothiazole (I) soit autorisk, parfois d’ailleurs avec des 
restrictions, par la Food and Drug Administration et certains autres organismes dans 
les Clastomeres venant au contact des aliments3i, il faut se souvenir que les effets 
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d’un produit peuvent &tre tres differents suivant la voie d’administration. Le mer- 
capto- benzothiazole a ainsi 6th rendu responsable de reactions dermatologiques32-34 
et on a pu lui attribuer avec assez de vraisemblance des effets embryotoxiques et 
mutagenes chez l’animal 35,36. Des effets du meme ordre et des modifications de l’ac- 
tiviti des transferases et des oxydases ont aussi CtC rapport& A propos du dim&e 
qu’est le disulfure de benzothiazyle (VII) en cas d’inhalationJ7. L’(hydroxy-2 ethyl- 
thio)-2 benzothiazole (III) n’est pas utilid dans l’industrie et la litterature toxicolo- 
gique a son sujet est done a peu p&s inexistante. Cependant, une etude chez la sou- 
ris3* a conclu que sa toxicite lors d’une seule administration etait plus importante 
que celle du mercapto-2 benzothiazole, celui-ci &ant au contraire plus nefaste en cas 
d’administrations rep&es. Les effets les plus nets dans le cas dune dose importante 
des deux composts etaient une stimulation du systeme nerveux central, une vasodi- 
latation peripherique et une sialorrhee. En cas d’intoxication subaigu~le _mercapto-2 
benzothiazole avait des effets htpatiques marques, qu’on pouvait igaiement observer 
a un moindre degre avec Qhydroxy-2 Cthylthio)-2 benzothiazole. Dans les etudes de 
toxicite aigd, les deux composes se montraient plus toxiques par voie parent&ale 
que par voie orale. Enfin, peut-&tre faut-il attribuer a l’(hydroxy-2 ethylthio)-2 ben- 
zothiazole, &ant don& le nombre des marques dans lesquelles nous l’avons trouve, 
les inhibitions de cultures de liquide amniotique constatkes lorsque les amniocenteses 
Btaient faites au moyen de seringues a usage unique3g*40. 

CONCLUSION 

La mise au point de la methode proposee nous a amen& a etudier le compor- 
tement chromatographique de differents composts benzothiazoliques dans diverses 
conditions. En depit de sa simplicite, le protocole prksente permet en une seule ape- 
ration de contr6ler la qualite des seringues du point de vue de la migration de leurs 
composants, de connaitre leur mode de sdrilisation et de prkciser l’origine de leur 
Clastomere. 11 est utilisable aussi bien par le pharmacien hospitalier pour le choix 
d’une marque que par le fabricant de seringues pour le controle des t&tes de piston 
qui lui sont livrees par l’industrie du caoutchouc. 11 pourrait Ctre utilid comme mt- 
thode d’essai limite dans l’hypothise oii un taux acceptable de migration serait tolere. 
D’ores et deja, il a permis de montrer la presence de mercapto-2 benzothiazole dans 
des midicaments presentb en seringues prtremplies. Les don&es toxicologiques brib- 
vement rapportees permettent de considerer que les resultats obtenus ne sont pas 
sans interet pour la sauvegarde de la Sante publique. 
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RlbUMl? 

Le mercapto-2 benzothiazole, le methylthio-2 benzothiazole, l’(hydroxy-2 
ethylthio)-2 benzothiazole, l’hydroxy-2 benzothiazole, le mercapto-2 benzothiazolate 
de zinc, le disulfure de benzothiazyle et le /3-sitostirol ont ttC Studies en CCM avec 
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trois solvants de diveloppement et onze reactifs de revelation. Une m&ode simple 
est proposte pour la mise en evidence de la migration du mercapto-2 benzothiazole 
et de l’(hydroxy-2 ethylthio)-2 benzothiazole a partir des t&es de piston en Clastomtre 
des seringues a usage unique: contact de l’elastomdre avec de l’eau bidistillte, ex- 
traction du liquide par le chloroforme, chromatographie sur gel de silk avec les 
solvants prkcedemment Ctudib et rtvklation par la N-chloro dichloro-2,6 p-benzo- 
quinone monoimine. La methode permet aussi de distinguer les seringues sterilisees 
par l’oxyde d’ethylene, qui seules c&dent de I’(hydroxy-2 &hylthio)-2 benzothiazole, 
et celles sterilistes par irradiation. Elle est igalement utilisable pour prkciser si les 
&es de piston sont ou non en caoutchouc naturel, grace aux traces de /I-sitosterol 
ddees. Les effets toxiques des composes relargues sont britvement rapport& 
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