
, -- 
“&izai0j-&*mai0~a& 138 <1977) En-201 
0 Ekkvier Scientific Publishing Company, Amsterdam - Printed in The Netherlands 

CHROM. lO,OO!3 

IDENTIFICATION ET DOSAGE DES IMPURETl% DU BENORILATE (SALI- 
PRAN) PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE A HAUTE PER- 
FORMANCE 

G. CHEVALIER et P. ROHRBACH 

Luboratoires Eattu, 52-58, Avenue du Mar&ha1 Jofire, 92000 Nanterre (France) 

et 

C. BOLLET et M. CAUDE 

Laboratoire de Chimie anaIytique de I’&ole Supfriiure de Physique et de Chimie de Paris, IO, Rue 
Vauquelin, 75231 Paris Cedex 05 (France) 

(R-u Ie 21 fhrier 1977) . 

SUMMARY 

Identifzcation and quantitation of impurities from benorilate (Saiipran) by high- 
performance liquid chromatography 

High-performance liquid chromatography is used for identification and quaa- 
titatioa of impurities which may be encountered in a new aatalgic, beaorilate (or 
Salipran), an ester of aspirin with paracetamol. Gradient elution is carried out using 
a stationary phase consisting of porous lO-pm silica beads bonded to alkylnitrile 
(Micropak CN), and a mixture of hexaae-methyleaechloride-methanol-acetic acid 
with varying methanol percentage as mobile phase. The following impurities were 
separated from benorilate: acetylsalicylic anhydride, aspirin, acetylsalicylsalicylic 
acid, salophene, amino4pheaylacetoxy-2-benzoate, paracetamol, p-aminophenol. 
The repeatability of the quantitative analysis is good with a standard variation of0.54 % 
for beaorilate (7 injections). Detection is by UV absorption at 254 nm, and detectabil- 
ity is between 2 - 10m9 moles for p-aminophenol and 4- 10-l’ moles for salophene. 

INTRODUCTION 

La puret6 chimique des mgdicaments joue un r6Ie important dans Ia mesure oii 
elfe peut conditionner la toIirance de I’organisme humain aux prod&s administr&. 
En particulier, il n’est pas toujours aid, lorsqu’un medicament provoque des &actions 
d’allergie, de les imputer B la mol&ule elle-m6me ou 5 une impurete qui peut exister 2 
faible concentration. Ainsi. dans le cas de I’aspiriue, divers auteurs iacriminent, non 
pas le produit lti-msme, mais certaiaes de ses impure& daas les allergies que provo- 
que ce mr5dicameW 11 s’agirait de l’aahydride ac&ylsalicylique’ et ou de l’acide 
ac&ylsalicylsalicyliqi&. D’autre part, le fait que l’aspirine prisente une certaine in- 
stabilite retid sa conservation dif&iI& ce qui complique encore le probleme des sac- 
tions &intoKrance & ce m&&ament. 
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Un ester de l’aspirine appele b&orilate (ou Salipran) jouit au contraire dune 
excellente stabilite. Le p-ac&ylaminophenol (ou para&tamol) est l’agent d’esterifica- 

tion: 

?COCH, 

NHCOCH3 

bhorilate 

Le benorilate posdde les proprietes antalgiques de l’aspirine, mais avcc une 
bien meilleure tolerance3 et il est maintenant utilise en therapeutique. 

Des lors ii Ctait essentiel de disposer, pour contrbler la purete de cet ester, dune 
lmtthode d’analyse qualitative et quantitative des impure& qu’il peut contenir et qui 
pcuvent provenir : (1) de l’aspirine : anhydride acetylsalicylique (allergisant possible), 
acide salicylique (irritant), acide adtylsalicylsalicylique (allergisant eventuel); (2) du 
paracetarnol: p-aminophenol (mCthCmoglobinisant); (3) de la synthese de pester: 
aspirine, para&amol, ester salicylique du paracetamol, ester acCtylsalicylique du 
p-aminophinol. 

Les for-mules chimiques de ces differents produits sont rassemblees dans le 
Tableau I. 11s representent les impure& logiquement previsibles du btnorilate et en 

particulier celles pouvant @tre ntfastes, mais rien ne dit, bien sfr, qu’il n’en existe pas 
d’autres. SeuIe une m&thode d’analyse prksentant une haute r&solution et une bonne 
sensibilitt permettra done une analyse quantitative prkise du benorilate. Nous 
montrons ici que la chromatographie en phase 
probleme. 

liquiderapide permet de resoudre le 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Appareilage 
Nous avons utilid un chromatographe en phase liquide Varian (Palo Alto, 

Calif., U.S.A.), modele 8520 & dew pompes et dispositif pour gradient 5qui@ d’un 

dttecteur LDC UV Monitor (Riviera Beach, Fla., U.S.A.) Cquipe de microcuves B 
circulation de 8 ~1 (longueur d’onde de detection: 254 nm). L’analyse quantitative est 

reali& au moyen dun integrateur calculateur Hewlett-Packard (Avondale, Pa., 
U.S.A.), type 1080. 

Phase stationnaire 
Nous avons utilise une colonne Micropak CN (Varian). Cette colonne est 

remplie de grains de silice poreuse de 10pm de diam&re nominal sur lesquels sont 
g-r&Es des groupements alkylnitrile. 

sohn ts 
Le methanol et l’acide acetique etaient de quahte RP (No. 20847 et 20104; 

I’rolabo, Par+, France) ; l’hexane et le chlorure de m&hyKne &Gent de qualit& Uva~ol 
no. 4372 et 6048; (Merck, Darmstadt, R.F.A.). 
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TABLEAU I 

FORMULES DES IMPURET& BVENTUELLES DU BGN~RILATE 

Nom Form&e 

A&oxy-2 henzoate d’acktamido-4 pMny1 
(Mnorilate) 

Anhydride ac&ylsalicylique 

Acide salicylique 

Acide a&tykalicylique (aspirine) 

Acide ac&ylsalicyIsaIicylique 

Hydroxy-2 hcnzoate d’acktamido-4 phenyl 
(ou SalophSne; ester SaIicylique du 
N-a&y1 paminophenol) 

Acktoxy-2 henzoate d’amino4 phenyl 
(ester ac&ylsalicylique du p-aminophknol) 

N-A&y1 p-aminophenol (para&amol) 

p-Aminophtkol 

NHCOCH3 

OCOCH3 

a 0 
COOH 

NUCOCH3 

NH2 

NH2 

Prod&s pharmaceutiques 
Tous les produits pharrnaceutiques nous ant it6 fournis par les laboratoires 

Bottu. 11s ont ttC mis en solution dans le chlorure de m&hyl&e. Les volumes inject& 
au moyen d’une seringue et d’un injecteur Varian, type Stop-Flow, ttaient compris 
entre 3 et 25@. 

EUZSL~LTATS 

En raison de la diver&? des groupements fonctionnels constituant les mol&xles 
des diff&ents produi@ B separer, nous avons choisi de mettre en ~uvre la chromato- 
graphic de partage en utilisant comme phase stationnaire une silice poreuse de 10 pm 
g&f& alkylnitrile (colonne Micropak CN). 
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Bien que la quasi totalit des produits a &parer soit ionisable, nous avow 
CcartC la chromatographie d’tihange d’ions, ear la pr&ence d’eau aurait entrak? 
l’hydrolyse de l’anhydride acetylsalicylique alors qu’il est indispensable de pouvoir 
pr6ciser la teneur de cette impurete Cventuelle dans le binorilate. 

Choix de la phase mobile 
Les essais d’orientation effectues nous ont amen6 5 choisir comme phase mobile 

Ie mCIange tertiaire hexane-chloiure de methyl&e-m&thanol auquel on ajoute 0.2% 
d’acide acetique afin de fixer l’acidite de la phase mobile et d’6viter les deformations 
des pits chromatographiques dues aux sites actifs $e la silice IaissQ libres par la Sac- 
tion de greffage. 

Lo m&hanol pet-met d’une part d’eluer tous les produits fixes par la colonne, 
et, d’autrc part, il forme des liaisons hydrog&ne avec les produits donneurs tels que 
les acides salicylique, ac&tylsalicylique, ac&ylsalicylsalicylique et avec les produits 
accepteurs tels que Iep-aminophenol, ce qui con&e Zt ce sofvant une grande selectivite. 

Pour determiner la composition de la phase mobile permettant d’obtenir une 
bonne selectivite et une duree d’analyse rninimale, now avons mesurt les temps de 
r6tention des differents solutes en fonction du pourcentage en methanol dans le me- 
lange. 

La Fig. I represente les resuitats obtenus, On obtient des courbes presentant 

tR Cminl 

30 I 

I 
0 1 2 3 i 5 

CH,OH 7. . 

Fig. 1. Variation des temps de &tention des diikentes substances chromatographi&s en fonction du 
powcentage de m&hanol de la phase mobile. Colonne, 25 cm x 2-l mm I.D. Phase stationnaire, 
Micropak CN 1Oym (silice greffke alkylnitrile). Phase mobile, hexane-chlorure de mkthylkne- 
m&anoi-acide a&tique (variant de 93.8:5:1:0.2 8 89:8:5:5:0.2, v/v). Debit, 90Sml/b; pression 
t.iknB&7Qh 
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une allure hyperbolique, ce qui est confirme en portant les temps de rgtention en fonc- 
tion de I’inverse du pourccntage de methanol dans le melange (Fig. 2). 

On voit qu’il ne sera pas possible de &parer l’ensemble des composes consider& 
par une Clution isocratique en un temps raisonnable: le paracktamol, le p-amino- 
phenol et le benorilate seraient CluCs en des temps trop longs pour les pourc;tntages 
de methanol qui assureraient une separation satisfaisante de l’anhydride a&tylsalicy- 
lique, de l’acide acttylsalicylique, de l’acide ac&ylsalicylsalicylique et du salophene. 

, 
I 

0 20 40 60 80 _l_liO - 
C”,OH % 

Fig. 2. Variation des temps de retention des diffkentes substances chromatographikes en fonction de 
I’inverse du pourcentage de methanol de la phase mobile (conditions expkrimentales identiqces B 
celles de la Fig. 1). 

Nous avons done opke par elution graduke en utilisant deux solvants: un 
solvant A: hexane-chlorure de methyl&e-acide acCtique (94.8:5:0.2); et un solvant B: 
hexane-chlorure de methylene-methanol-acide acetique (89.8 5 15 :0.2). 

On effiktue d’abord une elution avec un melange de 55% de la phase A et de 
45% de la phase B, soit une phase ayant la composition globale suivante: hexane- 
chlorure de m&hyl&r~methanol-acide acetique (92.5 :5 :2.3 :0.2). 

Cette phase permet de &parer avec une bonne resolution l’anhydride acityl- 
salicylique, l’aspirine, l’acide ac&ylsalicylsalicylique et le salophene. Fuis on augmente 
rapidement le pourcentage du solvant B, done la teneur en mCthanol_ Les quatre 
autres composes: l’ac&oxy-2 benzoate d’amino4 phenyl, le benorilate, le parackta- 
mol, une impurete non identi66e dup-aminophkrol et le p-aminophCno1 lui-mCme 
sont elu& avec une dur& totale d’analyse d’un peu plus de 30 min (Fig. 3). Remar- 
quons toutefois que l’aspirine et l’acide salicylique sont dluCs au m&me temps de reten- 
tion et ne peuvent &e skpar6.s par cette methode. 
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Fig. 3. Chromatogmmme du bknorilate et de ses impuretb eventuelles en solution dans le chlorure 
de m&hy#ne. 1 = anhydride ac&ylsalicylique (1 mg/ml); 2 = aspirine (1.5 mg/ml); 3 = acide 
af%ykakyhalicyhque (1.5 mg/ml); 4 = salophene (OS mg/ml); 5 = a&toxy-2 benzoatc d’amino-4 
phenyl (1 mg/ml); 6 = bknorilate (OS mg/ml); 7 = parac&amol (OS mg/ml); 8 = p-aminophenol 
(1.5 mg/ml). Colonne, 25 cm x 2.1 mm I.D. Phase stationnaire, Micropak CN lOpurn_ Phase 
mobile: solvant A, hexane-chlonne de methylene-acide acktique (94.8:5:0.2); solvant B, hexane- 
chlonue de methylen+methanol-acide ac&ique (89.8:5:5:0.2). Debit, 90 ml/h; pression d’entr&, 
70 bars. Quantite inject&z, 3 ~1. 

Analyse qzhntitative 
Nous avons tout d’abord vCrifi~ la reproductibilit& de la Spouse du d6teeteur 

et des temps de retention pour des teneurs en quelques impure& (celles qui sont 
jug& les plus nocives et qui nkessitent done un controle rigoureux et qui sont par 
ailleurs les plus difficiles B s&parer) comprises entre 1 et 3 o/0 environ. A cet effet, nous 
avons effectue 7 injections successives de benorilate auquel nous avions ajoute quatre 
impwit& aux teneurs suivantes ( oA en poids): Anhydride ac&ylsalicylique, 1.5 %; 
aspirine, 1.9 oA ; acide acityIsaIicylsalicylique , 2.7 %; salophene, 1.7%: La teneur en 
bkrorilate Ctait done de 92.2%. 

Le Tableau II rassemble les rkrltats obtenuset la Fig. 4 reprksente le chromato- 
gramme correspondant 5 l’injection No. 2. Les concentrations de chaque solute ont 
et6 determin&s par normalisation inteme. Au seuil de confiance de 9.5%, on obtient 
un &art type relatZ de f 0.54% pour le produit principal et compris entre f 6.2 et 
f 13.6% pour les principales impuretes eventuelles du EnoriIate, ce qui peut Ctre 
consid& comme satisfaisant. 

Par ailieurs, le Tableau II montre uue bonne reproductibilite des temps de 
retention de chacun des soIutks, ce qui est important pour l’identification desimpuri- 
tk, et d’autre part demon&e la stabilite du systeme chromatographique adopt& . 
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TABLEAU II 

AN.4Lxx QUANTITATIVE D-UN I~CHANTILLON DE BGNORIL~TE ADDITLdNNG DE 
QUATRE IMPURETl% 

Injection B&orilate Anhydride Aspirine Acide Saloph&re 
ac&&di- act!tylsali- 
cytique cykaficylique 

-~ 

% t* % tR % tR % tR % t, 

p&is (min) Poids (min) Poiak (min) Poids (min) Poids (min) 

1 92.11 17.42 1.54 2.80 
2 92.03 17.51 1.38 2.83 
3 92.45 17.58 1.28 2.89 
4 92.18 17.63 1.45 2.89 
5 93.4 17.32 1.02 2.78 
6 92.4 17.31 1.46 2.76 
7 92.23 17.34 1.14 2.7B 

Moyenne 92.4 17.44 1.32 2.81 
Ecalt-type 0.43 0.12 0.18 0.05 
Ecart-type relatif % 0.5 0.7 13.6 1.8 

1.93 3.65 2.70 4.69 1.73 6.89 
1.79 3.64 3.23 4.61 1.57 6.95 
1.58 3.72 3.06 4.51 1.66 7.03 
I.58 3.60 3.37 4.68 1.63 6.96 
1.39 3.58 2.81 4.52 I.40 7.15 
1.42 3.56 3.20 4.49 1.55 6.96 
1.44 3.58 2.86 4.51 1.63 6.94 

1.59 3.61 3.03 4.57 1.6 6.98 
0.19 0.05 0.23 0.08 0.1 OS8 

11.9 1.4 7.6 1.7 5.2 1.1 

I w 

0 5 lo 15 20 
Temps (mini 

Fig. 4. Chromatogramme du Worilate (pit No. 6) et de quatre de scs irnpuretks (cf., Fig. 3 et Tableau 
II. injection No. 2). Colome, 25 cm x 2.1 mm I.D. Phase stationnaire, Micropak CN 10flm. 
Phase mobile, hexane+chIorure de m&byl~ne+m~thanol-acide aa%ique (92.8:5:2:0.2). Debit, 90 
ml/h; pression d’entnk, 70 bars. Quantite inject&z, 2.5 ~1 d’une solution de btnorilate 1 10 mg/ml 
dans le chlorux de m&hyl&e. 
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Limites de detection 
Certaines des lmpuretes Cventuelles du benorilate pouvant conduire a des 

reactions d’allergie, il itait int&essant de p&ciser les quantit& minimales dCtectables 
pour la mithode de detection utili& (absorptiom&rie dans l’ultraviolet en utilisant 

un detecteur B longueur d’onde fixe 254 nm, en raison de la prksence d’au moins un 
noyau benz&ique dans tous les composes Ctudies). 

Nous avons consider6 que la limite de detection etait atteinte pour un signal 
Cgal a deux fois le bruit de fond du detecteur. Le Tableau III rassemble les r&wltats 
obtenus. La quantid minimale detectable est comprise entre 2 nmoles pour le p-amino 

TABLEAU111 

colllposf! Qtcatrrite’ mininrale 
dpIectable (mole) 

Anhydride ac&ylsalicylique 
Acide saiicylique 
Aspirine 
Acide ac&ylsalicylsalicylique 
Salophkne 
Ac&oxy-2 benzoate &amino-4 phbyl 
Paracktamol 
p-Aminophinol 

___ 

1..5-10-'" 
7 -lO-lo 
.5.5-10-10 
6.5-10-‘” 
4 -lo-” 
7 -lo-lo 
6 -IO-” 
2 -10-g 

phenol et 40 pmoles pour le salophene. Ces quantites minimales detectables deja tres 
faibles pourraient encore Ctre diminuies si cela s’averait necessaire, en utilisant un 
spectrophotomttre permettantde choisir pour chaque produit la longueur cl’onde 
correspondant au maximum cl’absorption. A titre d’exemple, la Fig. 5 represente un 

chromatogramme d’un 6chantillon de benorilate auquel ont Cte rajoutis 0.4% d’an- 
hydride acetylsalicylique, 0.20 % de salophene et 0.25 % de paracCtamo1 (injection de 
25~1 dune solution de benorilate a 20 mg/ml). 

CONCLUSION 

La chromatographie en phase liquide a haute performance permet d’identilier 
et de doser les impure& qui pourraient Ctre Cventuellement rencontr6e.s dans un 
nouvel antalgique, le bCnorilate_ On opere par Clution grad&e en chromatographie 
de fiartage sur phase alkylnitrile greff6e sur une silice poreuse de 10,~m (Micropak 
CN), la phase Cluante Ctant constituee d’un melange hexane-chlorure de methylene- 

methanol-acide adtique. La detection est effect&e par absorptiometrie dans l’ultra- 
violet (254 nm), ce qui confere ti la methode une grande sensibilite. 

La chromatographie en phase liquide & haute performance permet d’identifier 
et de doser les impureds qui pourraient &re Cventuellement rencontr&s dans un 
nouvel antalgique, le benorilate (ou Salipran), ester de l’aspirine avec le~acetylamino- 
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Fig. 5. Chromatogramme d’un tihantilton de tinorilate (6) auquel ont CtC ajoutes 0.20% de 
salophene (4), 0.25 oA de paracetamol(7) et 0.4% d’anhydride acetylsalicylique (1). Conditions chro- 
matographiques identiques ?I celles de la Fig. 3. Quantite inject&z ,25 fd dune solution de btnorilate 
a 20 mg/ml dans Ie chlorure de methyltne. 

phenol (ou paracttamol). On op&e par 6lution grad&e en chromatographie de par- 
tage sur silice poreuse de 10pm greff& alkylnitrile (Mikropak CN) la phase &ante 
Ctant constituee dun melange hexane-chlorure de mtthylene-methanol-acide a&i- 
que A teneur variable en methanol. On &pare ainsi du benorilate les impure& iven- 
tuelks suivantes: anhydride acetylsalicylique, aspirine, acide ac&ylsalicylsalicylique, 
salophene, acetoxy 2-benzoate d’amino-4 phenyl, paracitamol et p-aminophenol. 
La reproductibilite de I’analyse quantitative du benorilate a CtC ttudi&e: I’ecart-type 
relatif est de 0.154~% pour Ie btnorilate (7 injections). La dktection, effectu& par ab- 
sorptiomttrie dans l’ultraviolet % 254 urn confere 5 la m&hode une tr&s bonne sensi- 
bilite: les quantites minimaIes detectables sont corn&es entre 2 nmoles pour le p- 
aminophenol et 40 pmoles pour le saIoph&re. 
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