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ABSTRACT 

Determination by liquid chromatography of 2.3-diaminophenazine and 2-hydroxy-3-aminophenazine in tech- 
nical and formulated carbendazims 

2,3-Diaminophenazine (DAP) and 2-hydroxy-3aminophenazine (HAP) are highly mutagenic com- 
pounds that can be formed during the synthesis of carbendazim. A method has been developed to deter- 
mine the DAP and HAP contents of technical and formulated carbendazims. The method is simple, rapid 
(20 mitt) and minimizes the degradation of phenazines in solution. All of the analyzed technical products 
(14) contained DAP, but only three wettable powders, among the twelve formulations analyzed, gave a 
result above the detection limit. HAP could be detected in none of the samples. 

INTRODUCTION 

La gtnotoxicitt de certains fongicides de la famille des benzimidazoles, et 
notamment celle du carbendazime, est discutee depuis de nombreuses annees [l-3]; 
certaines etudes ont attribue un pouvoir mutagene ClevC au carbendazime tandis que 
d’autres ne faisaient &at d’aucune activitt mutagene. Apres une revue systematique 
des publications sur le sujet, Oesch [4] a conclu que ni le carbedazime ni ses precurseurs 
biologiques (benomyl et thiophanate) n’ont de propriCk% mutagenes et a Cmis 
l’hypothbse que l’activite mutagene mise en evidence par le test de Ames, est a mettre 
a l’actif d’impuretb contenues dans les carbendazimes techniques utilises lors de ces 
essais [5-6]. Des etudes ulterieures ont montre que des molecules du type phtnazine ont 
une activite mutagene, notamment le diamino-2,3 phtnazine (DAP) et l’hydroxy-2 
amino-3 phenazine (HAP) (Fig. 1). Le DAP est forme g partir de deux molecules 
d’orthophtnylenediamine (OPD), produit utilist pour synthetiser le carbendazime 
(Fig. 2) et le HAP est obtenu par oxydation du DAP [7-lo]. 

Pour determiner les teneurs en DAP et HAP des produits techniques et formules 
et verifier une limite maximale eventuelle, il est necessaire de disposer dune methode 
d’analyse relativement simple et rapide. Les methodes d’analyse proposees par des 
fabricants de benzimidazoles (BASF et DuPont de Nemours) font appel a la detection 
par fluorescence pour obtenir une sensibilite suffrsante. Dans la methode BASF, 
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Fig. 1. Structure et formation des impure& recherchkes. I = DAP; II = HAP; III = OPD. 
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Fig. 2. SynthQse du carbendazime. III = OPD; IV = cyanocarbamate de mkthyle; V = carbendazime. 

l’ttape d’extraction des phenazines, dans le cas des poudres mouillables, est assez 
longue et le taux de recuperation est de 53%. 

La methode decrite a ete mise au point pour permettre I’analyse de ces impure& 
par chromatographie liquide avec un detecteur W-visible. L’extraction est effectuee 
par une simple mise en solution et les taux de r&.tptration dans les produits techniques 
et les formulations sont compris entre 95 et 100%. 

MATERIEL ET MfiTHODE 

Nous avons utilise les rbactifs suivants: methanol pour chromatographie liquide 
(Alltech, 166170); acitonitrile pour chromatographie liquide (Alltech, 165690); acide 
sulfurique cont. min. 95%, pour analyse (Merck, 714); NaCl pour analyse (Merck, 
6404); phase mobile: adtonitrile-methanol a 0.1% HzS04 (85:15 v/v); diamino-2,3 
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phenazine et hydroxy-2 amino-3 phenazine de purete superieure a 99% synthetids par 
le Dr. Turk (BASF, Ludwigshafen, R.F.A.). 

Appareillage et conditions chromatographiques 
L’appareillage et les conditions chromatographiques Ctaient: bain a ultrasons 

Bransonic 521; tubes a centrifuger de 100 ml, fonds plats et bouchons a visser Pirex No. 
22; centrifugeuse (2000 g) Beckman J-6B; chromatographe liquide comprenant une 
pompe isocratique Tracer 990, une vanne d’injection Rheodyne 7125 munie d’une 
boucle de 20 ~1, un detecteur spectrophotometrique UV-visible Perkin-Elmer LC-95, 
un enregistreur Linear Modele 255 et un integrateur Infotronics CRS 304, ou 
chromatographe liquide Hewlett-Packard HP 1090 comprenant une pompe iso- 
cratique, un systeme d’injection automatique, un dttecteur UV-visible a barette de 
diodes, un enregistreur et un integrateur; colonne HS-3 Silica (Perkin-Elmer, 0258- 
0167) 83 x 4,6 mm, diametre des particules 3 pm; debit 1,25 ml mini; longueurs 
d’onde 453 nm pour le detecteur a longueur d’onde variable. 453 nm et 270 nm pour le 
detecteur a barette de diodes; temperature ambiante. 

Mode opkatoire 
Prt?paration des solutions &alons. Optrer a l’abri de la lumiere. Peser, a 0,Ol mg 

prb, environ 10 mg de DAP ou de HAP dans un ballon jauge de 100 ml. Dissoudre et 
porter au volume avec du methanol. Prelever immediatement des aliquotes de 2 ml de 
cette solution dans des flacons de 50 ml avec bouchons a visser. Evaporer rapidement 
a set sous courant d’azote et conserver au refrigerateur a 4°C. 
Le residu set (environ 0,2 mg de phtnazine) est remis en solution avec un volume 
determine de methanol a 0,02% HzS04 concentre, et dild pour obtenir la ou les 
concentration(s) desirCe(s). 
Extraction de I’khantillon. Operer a l’abri de la lumiere. Peser, a 0,Ol g prP% 
environ 1 g d’tchantillon dans un tube a centrifuger. Ajouter 50 ml de methanol et 
extraire pendant 5 min dans un bain a ultrasons. Dans le cas des suspensions 
concentrees, ajouter 1 g de NaCl pour obtenir un surnageant limpide. Centrifuger 
a 2000 g pendant 10 min. Prelever immtdiatement 20 ml de surnageant dans un 
erlenmeyer de 25 ml et acidifier au moyen de 0,4 ml de methanol a 1% HzS04 
concentre. 

Dosage. Verifier la linearit& et la stabilite de la reponse chromatographique en 
injectant 20 ~1 des solutions etalons dans les conditions decrites ci-dessus. La surface 
des pits de deux injections successives ne doit pas differer de plus de 2%. Injecter 
ensuite deux fois la solution tchantillon, suivie dune injection d’une solution Ctalon de 
concentration voisine. 

La quantite de phenazine (DAP ou HAP) est calculie par la formule suivante: 

teneur en DAP (ou HAP) = hcP 0,51 mg kg-’ 
HP 

dans laquelle h = hauteur du pit de la solution ichantillon (moyenne de 2 injections); 
H = hauteur du pit de la solution italon (moyenne de 2 injections); p = prise d’essai 
(en g) de l’echantillon; c = concentration en DAP (ou HAP) dans la solution de 
reference (en pg ml-‘); P = purett du DAP (ou HAP) de reference (en %). 
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Rl?SULTATS ET DISCUSSION 

Stabilitt et extraction des phtnazines 
Le DAP et le HAP se presentent sous for-me de poudres cristallines de couleur 

jaune pour le DAP et brun-rouge pour le HAP. 11s sont solubles dans le benzene et le 
dichloromtthane et trts solubles dans l’eau et les alcools. Les solutions aqueuses et 
methanoliques de couleur jaune prennent rapidement une coloration brunltre. Cette 
d&coloration montre que ces molecules sont instables et leur stabilite depend de la 
lumiere et du pH. 

La decomposition du DAP et du HAP dans l’eau et le methanol a CtC suivie en 
fonction du temps sur des solutions contenant 10 pg ml-’ (Fig. 3). Les courbes 
montrent que les deux phtnazines sont plus stables dans le methanol et que, dans l’eau, 
la demi-vie du DAP n’est que de 80 min, celle du HAP de 3 h 3.5 min. Par contre, les 
solutions de phenazines conservtes a l’abri de la lumibre sont stables pendant plus de 
2 h et aprb 6 h, la concentration en DAP dans le methanol etait encore Cgale a 95% de 
la concentration initiale. Ces deux phtnazines sont stables en milieu acide pendant au 
moins 15 jours. 

lo- 

0 , I 1 I I I I I > 
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Fig. 3. Courbes de d&composition des phknazines. DAF’ dam l’eau (0) et dans le mkthanol (0); HAP dans 
I’eau (+) et dans le methanol (A). 

Comme ces molecules sont solubles dans l’eau et stables en milieu acide, les 
premiers essais d’extraction ont et& effectuts avec de l’acide chlorhydrique 1 M, comme 
preconise dans la methode BASF, mais en milieu fortement acide, le HAP et le DAP 
s’adsorbent sur de nombreux substrats: le kaolin (mat&e de charge de certaines 
poudres mouillables), les particules de carbendazime non dissoutes, les tiltres en 
polyethylene des colonnes d’extraction en phase solide, qui ont &C essay&es comme 
moyen de concentration. Sur base de ces essais, il a et& juge preferable d’utiliser comme 
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solvant d’extraction le methanol et, pour eviter au maximum la decomposition, 
d’optrer a l’abri de la lumiere, d’acidifier le surnageant obtenu apres centrifugation et 
d’injecter les solutions sans &tape de concentration. 

Chromatographie et ddtection 
Pour ameliorer la symttrie des pits, la phase mobile doit contenir une petite 

quantite d’acide fort ainsi que du methanol dont le pourcentage permet de controler 
la separation. Le melange acttonitrilemCthano1 a O,l% HzS04 (85:15 v/v) a tte 
retenu, ainsi qu’une colonne contenant de la silice non modifiee. Dans ces conditions 
la reponse chromatographique est lintaire dans une gamme de concentrations allant de 
30 a 4000 ng ml-’ avec un coefficient de correlation de 0,99998 pour les deux 
phenazines; le DAP est &pare du carbendazime et des autres composes extraits, mais le 
HAP ne Vest pas (Fig. 6). Ce dernier peut cependant etre analyse specifiquement, car 
ces molecules ont des spectres d’absorption caracteristiques (Fig. 4) et la detection 
dans le visible a 453 (ou 409 nm) permet de mesurer le HAP (Figs. 5 et 6). 

Au debut de l’etude, une colonne de phase inverse a activite reduite (HS-3 CR 
C18, Perkin-Elmer, ref. 0258-0194) a tgalement etC utilisee avec la m&me phase mobile. 
Sur cette colonne, le DAP et le HAP sont &pares des autres composes, mais les temps 
de retention sont relativement longs (de I’ordre de 3,4 min pour le HAP et de 4,6 min 
pour le DAP pour un debit de 1,25 ml min-‘). La colonne de silice a Cte finalement 
retenue, car la colonne de phase inverse s’est rapidement deterioree. Elle permet 
d’analyser le DAP en un temps plus court et le HAP qui nest pas sbpare peut ttre 
mesure grace a son absorption en lumiere visible. 

Les essais, la mise au point de la methode et les chromatogrammes des Figs. 5 et 
6, ont tte realises avec un detecteur a barette de diodes qui offre I’avantage de mesurer 
simultanement a plusieurs longueurs d’onde et permet d’enregistrer l’ensemble du 

460 500 

longueur d'onde (nm) 

Fig. 4. Spectres d’absorption du DAP (- ) et du HAP (- - -) dans le phase mobile. 
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Fig. 5. Chromatogrammes P 270 et 453 nm d’une solution btalon contenant du DAP (0,16 pg ml-‘) et du 
HAP (0,08 pg ml-‘). Pits: 1 = HAP; 2 = DAP. 

spectre du compose Clue. Ce detecteur est cependant moins stable que le detecteur 
a longueur d’onde variable avec lequel ont ttC effect&es les analyses des tchantillons et 
dont le seuil de detection dans le visible a et& estimt a 0,2 mg kg-l pour le DAP et 0,4 
mg kg-’ pour le HAP. Si necessaire, cette limite de detection peut encore &tre ameliorte 
en augmentant la prise d’essai puisque les deux phenazines sont tres solubles dans le 
methanol. 
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Fig. 6. Chromatogrammes $270 et 4.53 nm du carbendazime technique TC 3 contenant du DAP (63 mg 
kg-‘) et do@ par du HAP (4 mg kg-‘). Pits: 1 = HAP; 2 = DAP. 

ReproductibiW et rendement analytique de la mtthode 
La reproductibilitC de la mkthode est illustrbe au Tableau I. Pour le produit 

technique TC 10 et la poudre mouillable WP 4 dont les teneurs en DAP sont de l’ordre 
de 20 et 200 mg kg-‘, les coefficients de variation pour six rkpCtitions sont infkrieurs 
$ 1%. Pour les Cchantillons TC 6 et WP 3 contenant entre 1 et 2 mg kg-l, ils sont 
compris entre 5 et 10%. 
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TABLEAU I 

REPRODUCTIBILITl? DE LA MfiTHODE, MESURgE SUR DEUX PRODUITS TECHNIQUES 
(TC) ET DEUX POUDRES MOUILLABLES (WP) 

TC6 TC 10 wP3 wP4 

Prise DAP Prise DAP Prise DAP Prise DAP 
d’essai (mg kg-‘) d’essai (mg kg-‘) d’essai (mg kg-‘) d’essai (mg kg-‘) 
(g) (g) (g) (g) 

1,0591 1,77 
1,0283 1,70 
l,OOoo 1,78 
1,0212 1,92 

Moyenne 1,79 
Ecart-type 0.09 
Coefhient de 

variation (%) 5,l 

0,9901 20,03 
1,0076 20,40 
0,9367 20,37 
1,0178 20,23 
2,462O” 19,96 
5,0098” 20,20 

20,19 
0.18 

0.9 896 076 

0,992O 1,54 0,1176 
0,9899 1,53 0,1055 
1,0322 1,83 0,1217 
1,020O 1,61 0,1043 

0,9918 
1,0071 

1,63 
0,14 

226,3 
228,3 
224,8 
226,8 
225,3 
227,l 

226,4 
1,28 

’ Extraction par 200 ml de m&hanol. 

Le rendement analytique a CtC determine en melangeant 2 ml de methanol 
contenant entre 1 et 20 pg de DAP a 1 g de technique TC 5 et a 1 g de poudre mouillable 
WP 1. Le methanol est evapore s.ous courant d’azote le plus rapidement possible et 
l’extraction est effectuee suivant la methode dkcrite. Dans le cas de la suspension 
concentree SC 1, peser 10 g de la formulation dans des tubes a centrifuger contenant 
des quantitis croissantes de DAP, obtenues par evaporation de solutions metha- 
noliques, prealablement resolubilisees dans 0,5 ml d’eau pour faciliter le melange avec 
la suspension aqueuse. Peser 1 g de suspension dopee et effectuer l’extraction en 
suivant le mode opiratoire. Les resultats (Tableau II) sont compris entre 94 et 100% 
pour les 3 types d’echantillons. Les pourcentages moyens sont de 96 (f 2) pour la 
suspension concentrie, de 97 ( f 3) pour le carbendazime technique et de 98 ( + 1) pour 
la poudre mouillable. 

TABLEAU II 

RENDEMENT ANALYTIQUE 

Rhultats en % de DAP ajout8. 

R&f&rence Quantiti de DAP ajoutee (mg kg-‘) Moyenne Coeffcient de 
variation (%) 

20 8 4 176 

TC 5 95,7 97,9 loo,4 94,4 97,l 237 
WP 1 99.2 98.0 96.7 98.3 98.1 1.1 
SC 1 97.9 96,7 94,2 93.7 95,6 2.1 
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TABLEAU III 

TENEURB EN DAP ET EN HAP DANS LES PRODUITS TECHNIQUES 

R&f&exe Annb de fabrication DAP (mg kg-‘) HAP (mg kg-‘) 

1 1988 74,4 n.d.* 
2 1988 4s n.d. 
3 1988 635 n.d. 
4 1988 866 n.d. 
5 1988 co,5 n.d. 
6 1988 138 n.d. 
7 1988 458 n.d. 
8 1987 137 n.d. 
9 1988 23,7 n.d. 

10 1988 20,2 n.d. 
11 1989 331 n.d. 
12 1989 371 n.d. 
13 1989 26,0 n.d. 
14 1989 835 n.d. 

’ Moyenne d’au moins trois d&terminations. 
* n.d. = Non d&e& (limite de dktection: voir discussion). 

Rcbultats aks analyses 
Les resultats sont repris aux Tableaux III et IV. Les teneurs en DAP des 

ichantillons de carbendazime technique (TC) vont de moins de 0,5 a pres de 1000 mg 
kg-‘. En ce qui conceme les produits formulCs (Tableau IV), seules trois poudres 
mouillables (WP) contiennent du DAP, parmi lesquelles l’echantillon WP 4, qui en 
contient 226 mg kg-‘. 

Les deux types de formulations fabriquees en milieu aqueux: les suspensions 
concentries (SC) et la formulation “granules a disperser dans l’eau” (WC) ne 

TABLEAU IV 

TENEURS” EN DAP ET EN HAP DANS LES PRODUITS FORMULl% 

RCf&rence Ann&e de fabrication DAP (mg kg-l) HAP (mg kg-l) 

WPl 1985 n.d.* n.d. 
WP2 1985 <0,5 n.d. 
WP3 1988 136 n.d. 
WP4 1985 226 n.d. 
WP5 1985 n.d. n.d. 

WG 1 1988 n.d. n.d. 

SC 1 1985 n.d. n.d. 
SC 2 1988 n.d. n.d. 
SC 3 1985 n.d. n.d. 
SC 4 1985 n.d. n.d. 
SC 5 1985 n.d. n.d. 
SC 6 1989 n.d. n.d. 

’ Moyenne d’au moins trois dbterminations. 
b n.d. = Non d&e& (limite de dttection: voir discussion). 
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contiennent pas de DAP. Ce qui s’explique par la decomposition rapide des phenazines 
dans l’eau. Le HAP n’a ttt dttecte dans aucun des produits analyses. Cette mithode 
a tgalement CtC appliquie a des formulations de binomyl et de thiophanate-methyl 
avec comme resultat pour les deux phenazines “non d&e&‘. 

CONCLUSION 

La methode decrite permet d’analyser rapidement, avec une bonne precision et 
une sensibilite suffkante, les teneurs en DAP et HAP dans les carbendazimes 
techniques et formules. Tous les carbendazimes techniques analyses (14 tchantillons) 
contiennent du DAP en quantite parfois importante. Le DAP a et& d&&e dans trois 
poudres mouillables mais pas dans les suspensions concentrees a base d’eau, ni dans la 
formulation “granules a disperser dans l’eau” fabriqute en presence d’eau. Le HAP 
n’est pas forme, en quantite mesurable par cette methode, ni lors de la synthbse du 
carbendazime ni lors de sa formulation. 

RESUME 

Le diamino-2,3 phenazine (DAP) et l’hydroxy-2 amino-3 phenazine (HAP) sont des impuretes 
fortement mutagenes form&es lors de la synthese du carbendazime. Une mbthode a et& etudi&e pour 
determiner les teneurs en DAP en HAP dans les carbendazimes techniques et formules. La methode est 
simple, rapide (20 min) et evite la degradation des phenazines en solution. Tous les produits techniques 
analyses (14) contiennent du DAP, mais settles trois poudres mouillables, sur les douze formulations 
analydes, ont donnC un resultat superieur a la limite de detection. Le HAP n’a tte d&t&e dans aucun des 
echantillons. 
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