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Détermination des traces de pyréthrinoides

(bioperméthrine et décaméthrine)

dans les substrats biologiques par chromatographie -en phase gazeuse
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SUMMARY

Determination of traces of biopermethrine and decame-
thrine purethrinoids in biological substrates through gas
chromatography

Pyrethrinoids are well-placed among the modern means
of fighting against insects in agriculture. Studies of toxicity
and degradation and the remanence test on food products
involve the development of a reliable, sensitive and rapid
method of tirrating.

The method described here is 3 progress when compared
with existing mechods as {ar as the 2xtraction in substrates
conraining lipids as weil as the direct titration of :he bio-
permethrine and decamethrine througn gas chromato-
zrapny are concerned. Thus, the analysis dme (s reduced
and identical, whatever the substrates may de, and the 2ffi-
ciency of axtractions and purifications is above 30 7 in all
the cases. Tie determination Umic which is improved, is
below 2.5 pg for decamethrine and the variation coeffi-
cient is below 10 T,

Samples are extracted through crushing with hexane.
The extracts, which are dried on sodium sulphate, are puri-
fied on Florisil columns according to two methods based
on whether or not they contain lipids. Then, the concen-
trated efuates are analysed through gas chromatography on
short apelar columa SE 30 with an eleciron capture derec-
tor.

With some precautions, the potential decompositions in
the chromarograph were properly controlled ; in fact, the
method was successfully applied to studies of remanence
on wheat and migratory locus:.

RESUME

Les pyréthrinoides apparaissent en bonne position parmi
les moyens modernes de lurte ingsecticide en agriculture.
Las études de toxicité et de dégradation, le contrdle de
rémanence sur les produits alimentaires nécessirent la mise
au point d'une meéthode de dosage flable, sensible et
rapide, de ces produits.

La méthode décrite ici apporte des ameliorations par
rapport aux méethodes existantes en c2 qui concerne
[*axrraction dans les subscrars contenant des lipides ainsi
que le dosage direct par chromatographie 2n phase gazeuse
de fla biopermérhrine er de la décaméenrine. Le temps
d’anaiyse 2st ainsi réduit et 3gal, quets que sowent les sud-
strats ¢ le rendement des exiraciions 2r purifications st
superieur ¢ 90 7 dans tous les cas. La timite de dérermina-
tion, sensiblement améliorée, st inférieure 4 2,5 pg pour la
décamétarine, er le coefficient de vanarion injérieur
10 7.

Las échantillons subissznr une extracrion par broyage
avec de ["hexane. Les axiraits séches sur sulfare de sodium
sont purifiés sur colonnes de Florisil sefon deux processus,
suivant qu’ils renjferment ou non, des lipides. Les éluars
concentrés sont ensuite analysés par chromarographie zn
phase gazeuse sur colonne courte apolaire SE 30, avec un
détecreur ¢ capture d’élecrrons.

Moyennant certaines précautions, les décompositions qui
peuvent se produire dans le chromatographe onr été con-
venablement maitrisées ; la méthode a éré appliquée avec
succds & des érudes de rémanence sur blé et sur criguer
pélerin.

INTRODUCTION

Le besoin en insecticides, peu toxiques pour I’envi-
ronnement et la chaine biologique alimentaire, a
conduit & érudier les possibilitds d’utilisation
d’extraits naturels végétaux.

A1n51, les plantes & pyréthrines, mentionnées au
prermer siécle de I’ére chrétenne, dans le livre chi-
nois Chou-Li, pour leurs rermarquables propriétés
insecticides, ont été cultivéss sur une échelle assez
importante depuis le déout du XX* siécle (Martel,
1978). En 1924, Staudinger et Ruzicka ont &tabli la
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formule chimique des substances actives extraites des
fleurs de pyréthre. Puis, des composés proches de
ces pyréthrines furent synthétisés et fabriqués indus-
wriellement : alléchrine en 1949, la resméthrine en
1967. Enfin, apparurent la perméthrine en 1973 puis
la cyperméthrine, la décaméthrine et le fenvalérate,
les premiers « pyréchrinoides » stables & la lumiére
du jour. Comme les pyréthrines naturelles, ces sub-
stances agissent trés rapidement sur les insectes, par
effet de choc, au niveau du systéme nerveux. Elles
sont également peu toxiques pour [homme 2t les
animaux & sang chaud et facilement biodégradables.

Leur durée de vie & la (umiére, suffisante pour la
lutte insecticide, jointe a des conditions d’obtention
plus faciles que les pyréchrines narurelles, permet
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d’envisager des utilisations agricoles de ces pyréthri—
noides. Nous pouvons ajouter une autre propriété en
faveur de telles utilisations : ¢’est la possibilité de
détection de trés faibles traces dans les résidus aprés
traitement, par extraction, purification et dosage en
chromatographie gaz liquide au moyen d’un détec-
teur & capture d’électrons.

Le présent travail est une contribution 2 la mise au
point d’une méthode fiable, rapide et sensible pour
le dosage de traces de pyrethrmmdes dans les sub-
strats végétaux et animaux. Cette méthode a,
ensuite, éte’ appliquée & 'étude de la persistance et
de I’activité de ces substances sur un trés grand rava-
geur, jusqu’a présent combatiu par la dieldrine, le
criquet pelerin, et sur la végétation que cet insecte
consomme.

PRODUITS EXPERIMENTES

Parmi les pyréthrinoides les plus récemment créés
(Elliott, 1978), nous en avons retenu deux en raison
de leur activité insecticide et de leur résistance au
rayonnement ultraviolet trés supérieures aux pyréth-
rines narurelles :

— isomére d trans de la perméthrine ou bioper-
méthrine (NRDC 147)
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Ce produit a été décrir. pour la premiére fois par
Elliott er al. en 1973. Il s’agit de ’isomeére 4 trans du
dichlorochrysanthémate de métaphénoxybenzyle ou
2,2-diméthyl 3-(2,2 dichlorovinyl) cyclopropane car-
boxylate de 3 phénoxybenzyle.
~ décaméthrine (NRDC 161)
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Ce composé a été deécrit en 1974 par Elliott ; il
s'agit du 4 cis 2,2 diméthyl 3-(2,2 d1bromovmyl)
cyclopropane carboxylate de « cyano 3-phénoxy-
benzyl. Il est mille sept cents fois plus actif sur les
mouches domestiques que les pyréthrines naturelles
et trente-quatre fois plus actif que la bioresméthrine
(Martel, 1978).

I

METHODES DE DOSAGE

Les méthodes d’extraction, purification et dosage,
s’inspirent de celles mises au point par Hascoet et
André (1978), avec des modifications concernant :
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— Dextraction sur de trés petits échantillons,

— la purification de substrats contenant des lipi-
des,

— le remplacement du dosage chromatographique

" aprés transestérification par le dosage direct
sur colonne courte avec possibilité d’utiliser un
¢talon interne.

1. Extraction

Des échantillons de blé de 10 g environ sont
broyés pendant 5 min. dans un broyeur Sorvall, avec
50 ml d’hexane et 20 g de sulfate de sodium anhy-
dre,

Aprés filtration sous vide au Biichner, un
deuxiéme broyage est effectué dans les mémes condi-
tions.

Aprés ringage du broyeur et du filtre par deux fois
10 ml d’hexane, 'ensemble des filtrats est concsniré
sous vide a I’évaporateur rotatif et ramené & 10 ml
exactement avec de ’hexane.

Chaque criquet (pesant deux 4 trois grammes) fait
I’objet d’une semblable extraction, avec des pots de
broyage plus petits et des quantités plus faibles
d’hexane et de sulfate de sodium.

L’extraction de l'insecticide, au niveau des ovai-
res, ceufs, oothéques et larves de criquet, est réalisée
dans un mini-broyeur avec 4 mi d’hexane. L'extrait
est alors filtré dans une fiole jaugée de 10 ml, & tra-
vers un petit entonnoir bouché d’un tampon de laine
de verre et rempli de sulfate de sodium anhydre. L2
volume est amené 4 10 ml avec de petites portions
d’hexane en rincant le broyeur et le filtre.

2. Purification des extraits

2.1. Exiraits ne contenant pas de corps gras

L’utilisation du détecteur & capture d’électrons
nécessite ’injection d’extraits soigneusement puri-
fiés. Cette purification est effectuée par chromato-
graphie sur colonne de florisil,

Nous utilisons des colonnes Pyrex, & robinets
Téflon, de 30 cm de long de | cm de diamérre inté-
rieur, munies d’un réservoir 4 solvant de 150 ml.

Le remplissage est constitué par un tampon de
laine de verre, 5 g de florisil 4 3 % d’eau et 2 g de
sulfate de sodium anhydre.

Aprés ringage des colonnes par 20 mi d’éther de
pétrole, on dépose 1 ml de P’extrait de blé correspon-
dant a 1 g de végétal et éventuellement une quantité
fixée d’étalon interne (la perméthrine pouvant servir
d’étalon interne pour le dosage de la décaméthrine et
inversement).

On rince ensuite par deux fois 2 ml d’éther de
pétrole et on élue les pyréthrinoides par 70 ml du
mélange éther éthylique a4 10 Y dans [’éther de
pétrole.

L’éluat est amené & sec a l’évaporateur rotatif et
repris avec, exactement, 10 ml d’hexane pour le
dosage chromatographique.
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2.2. Extraits contenant des lipides

Nous avons remplacé la méthode de partage
acétonitrile-hexane, utilisée par Hascoet et André,
par une separanon chromatographique sur colonnes
identiques & celles urilisées précédemment.

Dans ce cas, aprés avoir déposé sur la colonne
I ml de Pextrait de criquet et éventuellement la
quantité fixée d’étalon interne, on élue successive-
ment les lipides avec 110 ml d’hexane puis les
pyréthrinoides avec 70 ml du mélange éther éthyli-
que 4 10 % dans [’éther de pétrole.

Un contrdle gravimétrique nous montre que la
totalité des matiéres grasses se retrouve dans le pre-
mier éluat et un contrdle avec des solutions étalons
nous a montré que 120 mi d’hexane n’éluent aucune
trace de perméthrine ni de décaméthrine (fig. /).
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. . Fwa. 1. — Purification sur colonnes Florisil.
{ - Elution des corps gras par !’hexane
2 - Elution de la perméthrine § mélange éther éthylique 4
3 - Elution de la décaméthrine 10 % dans I’éther de pétrole.

F1G. 1. — Purification on Florisil column.
1 - Hexane elution of fats
2 - Permethrine elution ¢with ethyl ether 10 % in
3 - Decamethrine elution {petroleum ether.

»
’

2.3. Rendement des extractions-purificarions. Justesse

[Is sont mesurés sur des extraits contaminés au
moment du broyage par 15 pg de perméthrine et
15 g de décaméthrine (fabl.” [). Parallelement, des
essais 4 blanc, sur nos substrats non contaminés,
n’ont permis de détecter aucune trace de pyréthrinoi-
des.

3. Conditions chromatographiques

Le choix d’une bonne colonne et des conditions
chromatographiques s’est avéré assez délicat pour évi-
ter les décompositions en cours de dosage et pour
'obtention d’une reproductibilité et une sensibilité
satisfaisantes.
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TABLEAU L. — Rendements extractions-purifications.

TaBLe [ —
Pesticide
Perméchrine Décaméchrine
Substrac
B1& 93 . 91
Criquec N 92

Sur un chromatographe Pye 104, nous avons utilisé
deux colonnes apolaires, courtes, en pyrex de 4 mm
de diamétre intérieur (tableau [I). Bien que ces deux
colonnes soient trés peu différentes, elles donnent des
résultats peu semblables en ce qui concerne le dosage
de la décaméthrine (fig. 2).

TaBLEAU [I. — Conditions chromatographiques.

TaBLE 11, —

Colonne I Colonne II

40 ca de longueur
Remplie de SE 30 3 5 %
sur shromosocb W 100-120 Mesh

colonne 3 215°C
Tempéracure{injecteur : 150°C

détaczeur : 100°C
azoce ¥ purifid
*5 mi/an

Gaz vecteur t

zapture d'&lac-
trons
alimencacion pulséw ¢
150 us
aczémuacion @ 5 x 02

Décectaur ¢

fn)ec:inn : 3 ul

30 cm dé longueur
Remplie de 5E 30 4 3 %
jur chromosorb ¥ 30-100 Mesh

colonne & 215°C
Température { injecceur : 300°C
| déceczeur ¢ 300°C
3az seezeur : azote ¥ purifié
. 35 aljen

Détecreur : =apcurs d’&leccrong

alimencacion pulsde :

300 us

aczinuacion ¢

30 34

13

10 x (0%({gammna @
50 ﬁg/nl)

5 x 10%(gamme :
3 ag/al)

iajection :

3 i {gamme
150

5 ul {gamaw :

;03003
ag/al)
1353

4]

ou

Heuteur da pic
\-\
Cotenrs §
P T S S—— ]
Coberne 1L

) X [X0] ]

FIG. 2. ~ Courbes d’éralonnage et chromatogrammes.
V - Perméthrine colonne [
A - Perméthrine colonne II
+ - Décaméthrine colonne [
¢ . Décaméthrine colonne [I.

FiIG. 2: — Calibration curves and chromatograms.
V - Permethrine column [
A - Permethrine column (I
+ - Decamethrine column [
¢ . Decamethrine column II.
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Hauteur de pic

2 ng/mi

19 par criquat

S ng/mi

FIG. 3. — Limite de détection.
X, P - Perméthrine

.FIG. 3. — Detection limit.
x, P - Permethrine 0, D - Decamethrine,

FiG. 4: _ Dég(adation de pyrethrinoides sur plantules de bHié.
x - Décaméthrine 0 - Perméthrine.

Fic. 4. — P_,vrethrinoids degradation in wheat seedlings.
x - Decamerhrine 0 - Permethrine

A4

% du produit initial

0, D - Décaméthrine.
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10 jours soréds trastement

FiG. 5. — Reémanence de pyrethrinoides sur criquet pélerin.
7 . Femelle traitée a 8 pg par g de poids vif

A - Male traité a 8 ug par g de poids vif

C - Femelle traitée 3 10 uy par criquet

+ - Mile traité a 10 ug par criquet,

FiG. 5. — Pyrethrinoids remanence on migratory locust.
¥ - Female treated with 8 pg per g of weight

A - Male treated with 8 ug per g of weight

O - Female treated with 10 pg per locust

+ - Male treated with 10 ug per locust.

15 20 jours
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Pour ce composé, les chromatogrammes obtenus
avec la colonne [ indiquent une décomposition par-
tielle et la courbe d’étalonnage montre une certaine
absorption irréversible sur la colonne.

Le choix des colonnes, le traitement de remplissage,
nécessitent donc le plus grand soin pour ce dosage.

De méme, !'utilisation de colonnes courtes, de forts
débits de gaz vecteur et de températures modérées,
sont trés souhaitables. Néanmoins, il est possible
d’éviter touté décomposition comme le prouvent les
chromatogrammes obtenus avec la colonne II qui ont
conservé une remarquable stabilité aprés plus de cent
analyses. '

Les coefficients de variation des hauteurs de pics,
pour des séries de vingt injections de trois solutions
éralons, ont été déterminés sur la colonne [ (tabl. II1).
Les valeurs indiquées sont donc des valeurs extrémes
de variation pour la plupart de nos essais.

TaBLEAU [II, — Coefficients de variation.

TasLE {II, —
Produic Décaméchrine Perméchrine
Concenctracion
ug/ml 0,05 0,1 0,15 | 0,05 0,1 } 0,15

Coafficienc de <
variation 2 9,1 7,51 6,3 3,8 12,1 | 13,6

La limite de détection mesurée sur la colonne [1.
avec des injections de 5 ul, est de 0,35 ng/ml, soit
2,5.10~12 g pour une solution de décaméthrine et
2 ng/ml, soit 10~!! g pour une solution de perméth-
rine (fig. 3).

Cette méthode a été appliquée, avec succes, & des
études de la dégradation de ces pesticides sur plantu-
les de blé, de leur persistance dans les criquets et de
leur transmission a la descendance de ces insectes
(fig. 4 et 5 - tabl. IV). :

TaBLeau 1VY. — Dégradation de la décaméthrine sur criquets
males et femelles et passage dans {’ovaire
fen % de la contamination initiale).
)

3
TaBLE IV, —

Jours apriés craicemenc| | 2 3 4 6| 7 8 9 10 {11 (13 |16
Femalles 451 251 76159 | 30| 20 21| 15 9 -1~ -
Miles 6| 15| 25|21 15 13 7 7 5 4 13 1
Ovaires 10,9 NN N N 2,9f 2,8 = - |- -

§ = néanc.
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CONCLUSIONS -

Le présent travail est une contribution a la mise au
point de méthodes de dosage chromatographique des
pyréthrinoides, décaméthrine et bioperméthrine.

Notre méthode apporte quelques améliorations par
rapport a celle mise au point par André et Hascoett,
par ailleurs satisfaisante.

La purification des substrats contenant des lipices
est simplifiée et le rendement d’extraction-purification
st supérieur a 90 % dans tous nos échantillons.

Le temps d’analyse se trouve réduit pour les sub-
strats lipidiques et égal & celui des substrats non gras.

Notre méthode a permis de traiter des échantillons
gras trés petits (ovaires, ceufs de criquets, erc.), avec
les rendements signalés plus haut.

Les décompositions intervenant fréquemment lors
du dosage direct par chromatographie en phase
gazeuse ont pu &tre évitées. Le temps d’analyse se
trouve ainsi réduit et la reproductibilité et la limite de
détection égales et méme sensiblement améliorées par
rapport 4 la méthode par transestérification.

L’application 4 une étude de rémanence sur criquet
pélerin et sur plantules de blé qui comportait une cen-
taine d’analyses, s’est révélée satisfaisante, tant en ce
qui concerne I'absence de décomposition que [a repro-
ductibilité et la sensibilité.
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