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Dosage du dihydrosafrole dans le butoxyde de pipkronyle par chromato- 
graphie liquide haute performance 

J. PASTOR*, A. M. PAUL1 et E. SCHREIBER-DETURMENY 

Laboratoire de Chink Analitique, UFR de Pharmacie, 27 Bd Jean Moulin, 13005 Marseille (France) 

(Rqu le 20 juillet 1988, manuscrit modifik rqu le 4 octobre 1988) 

Le butoxyde de piptronyle (BOP) est utilist comme synergiste de nombreux 
insecticides entrant dans la composition de quelques preparations pharmaceutiques ou 
cosmetiques. Le BOP se prepare a partir du chloromethyldihydrosafrolel; le 
dihydrosafrole (DHS) est un produit intermtdiaire de la synthese et aurait des 
proprietes canctrigenes2~3. 

L’administration quotidienne de DHS per OS a des rats, pendant plusieurs mois, 
a provoqut l’apparition de tumeurs de l’oesophage chez 75% des animaux; quelques 
tumeurs du foie ont tgalement Cte observies, mais en trop petit nombre pour &tre 
significatives2. Le meme mode d’administration a des souris a induit des cancers du 
foie et des poumons chez plus de la moitie des animaux trait&, les tumeurs du foie ne 
touchant que les males alors que les poumons etaient atteints de la meme man&e chez 
les males et les femelles3. 

Beaucoup de travaux sont relatifs au dosage du safrole par chromatographie 
gazeuse (CPG) tquipee dun dttecteur a ionisation de flamme4*5, ou par chromato- 
graphie en phase liquide B haute performance (CLHP) avec _detection en ultra violet 
a 289 nm6 ou a 282 nm7, ou encore par fluorimetrie avec des longueurs d’onde 
d’excitation et d’tmission respectivement de 295 et 323 nm*, ou 290 et 325 nrn’. Le plus 
souvent, le safrole est dose dans les boissons alcooliques ou nor?,‘, dans certains 
aliments’.’ ou dans les parfums’. 

En revanche, les publications relatives au dosage du DHS sont peu nombreuses 
et traitent seulement de la CPG. Larry4 propose une determination semiquantitative 
du DHS dans les boissons non alcooliques, avec detection en ionisation de flamme et 
Ctalonnage interne (m-tolyl-a&ate). Decsy” ttudie les intermediaires dans les 
synthtse du BOP et les &pare par CLHP. Leur dosage est effectue par CPG, et dans le 
cas du DHS, l’etalon interne utilise est le Safrole. 

Le but de notre travail est de proposer une methode sensible pour le dosage du 
DHS dans le BOP. En effet, les teneurs en DHS varient beaucoup selon l’origine des 
butoxydes. 

11 est done utile pour les industriels de connaitre la concentration en DHS dans 
cette mat&e premiere dont la qualitc sera d’autant plus apprecite qu’elle contiendra 
moins de DHS. 

Par ailleurs, il serait souhaitable d’etablir des normes pour la dose maximale 
admissible (DMA). 
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La CLHP avec gradient d’elution et detection par fluorimetrie nous a permis 
d’atteindre une bonne sensibilite. Cette dernitre peut Ctre encore augment&e en 
proctdant a un isolement prtalable du DHS par passage de l’echantillon, en solution 
dans de l’hexane, sur Sep-Pak silice. Le BOP fortement retenu par la silice sera done 
sipare du DHS que l’on retrouvera dans l’eluat accompagnii de quelques impure& du 
BOP. La prise d’essai initiale pourra done etre augment&e sans pour autant introduire 
dans la colonne du BOP dont I’tlution totale demanderait trop de temps. La methode 
proposee est une methode par chromatographie de partage en phase inverse avec 
utilisation d’un &talon interne le safrole. 

EXPERIMENTATION 

Appareillage et conditions ophatoires 
Les spectres de fluorescence du safrole et du DHS en solution dans la phase 

mobile (methanol a 35% d’eau bidistillee) ont et& realists sur un spectrofluorimetre 
Aminco-Bowman, American Instrument Company. 

L’isolement du DHS se fait par passage des butoxydes sur Sep-Pak silice (Waters, 
Ref. 51900). Le solvant d’elution est le melange hexane-ether ethylique (955, v/v). 

Le chromatographe est equip6 de deux pompes (Beckman 114 M et 110 M), d’un 
mtlangeur et d’une colonne PBondapak Cl8 (Waters, Ref. 27334) de 30 cm x 3,9 mm 
I.D. L’injecteur (Beckman 340 organizer) est muni d’une boucle de 20 ~1. La 
programmation du gradient d’elution est assume par un microprocesseur (Altex 421 
controller). 

La phase mobile est obtenue par melange de deux solvants: le solvant 
A (methanol a 35% d’eau bidistillee) et le solvant B (methanol pur). Dans la phase 
initiale, seul le solvant A est pomp& (Clution du Safrole et du DHS) et dans la phase 
terminale seul le solvant B est pomp&, (Clution des impure& du butoxyde) le debit 
&ant constamment de 1 ml min- ‘. 

Le detecteur est un fluorimetre Shimadzu RF 530, la longueur d’onde 
d’excitation est reglee a 292 nm et celle d’emission a 325 nm, l’appareil ttant utilist au 
maximum de sensibilitt. 

L’enregistreur (Kipp & Zonen) est r&gle a 10 mV pleine echelle. La vitesse de 
deroulement du papier est de 5 mm min - ’ lors de la sortie des pits interessants et passe 
B2mmmin- 1 lors de la phase d’elution des impure&. 

RCactifs 
Nous avons utilise alcool mtthylique RS-ACS pour spectrophotomttrie (UV) 

(Carlo Erba); n-hexane RPE (Carlo Erba); ether tthylique RPE (Carlo Erba); safrole 
“pm-urn” (Fluka, Buchs, Suisse, Ref. 84130); dihydrosafrole, prepare par hydrogtna- 
tion catalytique du safrole; butoxyde de piperonyle redistill& sous vide (2 mm de 
mercure). On ne retient que le produit de coeur. 

Prkparation de la gamme d’balonnage 
Toutes les solutions sont preparees a 20°C dans de l’hexane, a partir de deux 

solutions “meres” a 4 g l- ‘, l’une de safrole et l’autre de DHS. Elles sont preparees 
dans des ballons jaugb de 50 ml par pesees exactes de 200 mg de chacune des deux 
substances. Puis on prepare les solutions “stock” a 20 mg l- ’ par dilution au l/200 des 
solutions “meres”. 
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Entin, les solutions “&talons” sont g 0,5 mg I- 1 pour le DHS et a 2 mg I- ’ pour le 
safrole. A partir de ces solutions, on prepare les points de gamme renfermant 50, 100, 
200 et 300 pg 1-l de DHS et dans chaque cas, 200 pg l- ’ de safrole. 

Les solutions de BOP Ctant de 5 g l-l, la solution “gamme” a 50 pg l- ’ de DHS 
correspond done a 10 ppm de DHS dans le butoxyde. 

Priparation des t!chantiIlons de BOP 
Des solutions renfermant le BOP seul ou avec l’ttalon interne (safrole) sont 

prtpartes dans l’hexane. Elles contiennent, par litre, 5 g de BOP addition& ou non de 
200 pg de safrole. On prepare en general 50 ml de solution. 

La solution contenant le butoxyde seul permet de controler l’absence d’impu- 
ret& de temps de retention voisin de celui du safrole et d’avoir une premiere 
approximation de la teneur en DHS. Si celle-ci est trop &levee (hauteur de pit 
superieure a celle du dernier point de gamme) des solutions moins concentrees en BOP 
sont preparees. 

Toutes les solutions (DHS, Safrole et BOP) sont conservees au refrigerateur dans 
des flacons bouchants tmeri. 

Mode opbatoire 
Stparation sur Sep-Pak. Les Sep-Pak sont charges avec 1 ml des solutions de 

BOP ou de la gamme d’ttalonnage prectdemment preparees. L’elution est faite avec 
3 ml du melange hexane-ether tthylique (95:5, v/v) a la vitesse de 1 ml min- ‘. L’etude 
de l’eluat fractionnt a montre que le DHS et le safrole se retrouvent dans le 3eme 
millilitre. La mtthode consiste done a eliminer les deux premiers millilitres et a injecter 
une fraction (20 ~1) du troisieme millilitre. Cette injection est faite immediatement 
apres Clution. Dans le cas contraire, l’eluat est conserve au refrigtrateur dans des 
flacons bouchts tmeri. Nous nous sommes assures qu’en aucun cas le BOP n’est clue en 
mtme temps que le DHS ou le Safrole. Si l’on desire recuperer le BOP, il convient de 
proctder ulterieurement a une tlution par le methanol. 

Des essais preliminaires rtalises sur les solutions de la gamme d’etalonnage avec 
passage sur Sep-Pak ou sans passage nous ont montre que les rapports des hauteurs de 
pits du DHS a celles du Safrole Ctaient identiques. 11 est toutefois indispensable de 
traiter les solutions &talons dans des conditions identiques a celles des solutions de 
BOP. 

CLHP. Vingt microlitres du 3eme millilitre provenant de l’elution des “Sep- 
Pak” sont inject& en tete de colonne. 

Le gradient d’elution est le suivant: solvant A pur, 18 min; passage du solvant 
A au solvant B, 5 min; solvant B, 20 min; retour au solvant A, 10 min; solvant A seul, 
5 min. Puis nouveau cycle. 

Le debit de la phase mobile est dans tous les cas de 1 ml min- ‘. Dans les 
conditions optratoires prectdemment d&rites, le temps de retention du safrole est de 
l’ordre de 600 s, celui du DHS de 780 s. Des exemples de chromatogrammes obtenus 
avec un point de gamme et avec un BOP sont reproduits Figs. 1 et 2. 

La teneur en DHS est calculee par rapport a une droite d’etalonnage cons&trite 
en portant en abscisse la concentration en DHS dans le butoxyde exprimee en ppm, et 
en ordonnees le rapport de la hauteur du pit de DHS a celle du pit de safrole. 
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Fig. 1. Chromatogramme provenant de l’injection de 20 ~1 de la solution dans l’hexane du point de gamme 
d 40 ppm (soit 4 ng de DHS et 4 ng de safrol dans 20 ~1 d’hexane). 

Rl?SULTATS ET DISCUSSION 

Choix de I’.Gtuion interne 
Nous avons choisi comme etalon interne le safrole car son aftinite pour la silice 

du Sep-Pak est voisine de celle du DHS; de plus, ces deux composes en solution dans la 
phase mobile (methanol 4 35% d’eau bidistillee) presentent des spectres de fluores- 
cence identiques. Nous avons constate que tous les Cchantillons de BOP ne 
renfermaient pas de safrole. Comme nous l’avons dit ci-dessus, un essai preliminaire 
sur solution de butoxyde pet-met de s’assurer de l’absence de safrole. 

Avantages du gradient d’kiution 
11 serait tout a fait possible d’obtenir avec le solvant A, sans gradient d’tlution, 

une senaration convenable du safrole et du DHS. Mais l’tlution ulttrieure des 
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Fig. 2. Chromatogramme provenant de l’injection de 20 ~1 du 3Pme millilitre d’kluat d’un Sep-Pak chargk 
avec 0,5 mg d’un BOP addition&e de 200 ng de safrole. Le pit “I” provient d’une impurett: du butoxyde. 

impuretes du butoxyde serait excessivement longue et rendrait la methode peu 
interessante par la duree dune analyse. C’est pourquoi now avons tte amen&s a utiliser 
un gradient d’elution conduisant tres rapidement a un solvant ne renfermant que du 
methanol, solvant permettant d’eluer les impuretts precitees en une vingtaine de 
minutes, alors qu’avec le solvant initial, l’tlution complete des impuretb demandait 
environ 2 heures. 

Valeur de la Athode 
Lin6aritt. La rkponse est lineaire entre 10 et 80 ppm, l’equation de la droite de 

regression ttant: 
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Y = 0,0125 X + 0,0271, r = 0,9972, p < 0,Ol 

y = hauteur du pit DHS 

hauteur du pit safrole 

X = mg de DHS par kg de BOP 

Pourcentage de &upt?ation. Nous avow pro&de a des experiences de charge en 
ajoutant dans un BOP renfermant initialement 18 ppm de DHS, des quantites 
croissantes et connues de ce dernier. Nous donnons dans le Tableau I les resultats 
obtenus. 

A l’exception de la charge a 10 ppm, le pourcentage de recuperation est compris 
entre 97 et 103%. La marge d’erreur correspond sensiblement a la precision de la 
mtthode. 

Prtcision de la mtthode. La reproductibilite a ttt etudiee a deux niveaux: celui de 
la reproductibilite des hauteurs de pits en injectant 10 fois successivement le meme 
Cluat apres passage sur Sep-Pak (cet Cluat provient d’un BOP contenant 33 ppm de 
DHS). Nous avons obtenu WI = 33,7; r~ = 0,717 et CV% = 2,13%. Puis, afin de juger 
de la reproductibilite de l’elution sur Sep-Pak, nous avons fait passer sur onze Sep-Pak 
differents la meme solution de butoxyde en proctdant a une seule injection pour 
chaque Cluat. Nous avons obtenu dans ce cas m = 3 1,8; 0 = 1,124 et CV% = 3,42%. 

&mite de detection. Pour determiner la limite de detection nous avons calcult 
l’ecart type des variations observees sur la ligne de base (apres agrandissement 
photographique de cette derniere) et nous avons retenu comme limite de detection la 
valeur qui correspond a 3 fois l’ecart type. Cette limite de detection est de 3 ppm. 

Rthltats 
La methode a Cte appliquee a la determination de la teneur en DHS dans 

plusieurs BOP. Les resultats sont present&s dans le Tableau II; les concentrations en 
DHS, exprimees en ppm et en micromoles kg- l, sont extremement variables et 
s’echelonnent de quelques ppm a plusieurs milliers. 

11 est a remarquer que la distillation est un bon moyen de purifier les butoxydes 
presentant une forte teneur en DHS. Nous avons pro&de a une distillation sous vide (2 
mm de mercure) du butoxyde “A” qui renfermait 3 1.5 ppm de DHS. Le produit distill6 
ne renferme plus que 9 ppm de DHS. 

TABLEAU1 

BTUDE DU POURCENTAGE DE R~~CUP~ATION EN kl0u~ANT DANS UN BOP REN- 
FERMANTINITIALEMENT18ppmDEDHS,DESQUANTIT~SCROISSANTESETCONNUES 
DECEDERNIER 

Qumtiti de DHS Quantitt? de DHS 
ajouthe (ppm) retrouvhe (ppm) 

Pourcentage de 
recuperation 

10 9 90 
20 19,4 97 
40 40 100 
60 61,6 103 
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TABLEAU II 

CONCENTRATIONS EN DHS DETERMINES DANS LES BOP ANALYSES 

BOP analj&s DHS en ppm DHS en pm01 kg- 1 

A distill& 9 55 
B 16 98 
C 27 165 
D 55 335 
E 128 780 
F 305 1860 
A 315 1920 
G 3662 22 329 

CONCLUSION 

La technique que nous proposons permet de doser le DHS dans le butoxyde de 
piperonyle avec une limite de detection Cgale a 3 ppm. La methode est reproductible 
(CV% de l’ordre de 3,5%). Elle est relativement simple et permet d’effectuer une 
determination en une heure environ. 

11 est indispensable de proctder a un dosage avec &talon interne car il est 
impossible de concentrer les eluats par evaporation, car au tours de cette derniere, le 
DHS se volatilise. 

L’utilisation simultanee d’une separation prealable sur Sep-Pak et d’une 
detection spectrofluorimetrique permet d’evaluer tres rapidement le DHS a des 
concentrations minimes de l’ordre de 5 ppm. 
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