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SUMMARY

Identification and quantitation of impurities from benorilate (Salipran) by high-
performance liguid chromatography

High-performance liquid chromatography is used for identification and quan-
titation of impurities which may be encountered in a new antalgic, benorilate (or
Salipran), an ester of aspirin with paracetamol. Gradient elution is carried out using
a stationary phase consisting of porous 10-um silica beads bonded to alkylnitrile
(Micropak CN), and a mixture of hexane-methylenechloride-methanol-acetic acid
with varying methanol percentage as mobile phase. The following impurities were
separated from benorilate: acetylsalicylic anhydride, aspirin, acetylsalicylsalicylic
acid, salophene, amino-4-phenylacetoxy-2-benzoate, paracetamol, p-aminophenol.
The repeatability of the quantitative analysis is good with a standard variation 0£ 0.54 9
for benorilate (7 injections). Detection is by UV absorption at 254 nm, and detectabil-
ity is between 2-10~° moles for p-aminophenol and 4- 10~ moles for salophene.

INTRODUCTION

La pureté chimique des médicaments joue un réle important dans la mesure ot
elle peut conditionner la tolérance de I'organisme humain aux produits administrés.
En particulier, il n’est pas toujours aisé, lorsqu’un médicament provoque des réactions
d’allergie, de les imputer a la molécule elle-méme ou 4 une impureté qui peut exister a
faible concentration. Ainsi, dans le cas de I’aspirine, divers auteurs incriminent, non
pas le produit lui-méme, mais certaines de ses impureté€s dans les allergies que provo-
que ce médicament. Il s’agirait de I'anhydride acétylsalicylique! et ou de Pacide
acétylsalicylsalicylique?. D’autre part, le fait que Paspirine présente une certaine in-
stabilité rend sa conservation difficilé, ce qui complique encore le probleme des réac-
tions d’intoiérance i ce médicament.
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Un ester de P'aspirine appelé bénorilate (ou Salipran) jouit au contraire d’une
excellente stabilité. Le p-acétylaminophénol {ou paracétamol) est ’agent d’estérifica-
tion: ‘

OCOCH, OCOCH;3
COOH COoOo NHCOCH3
. HO@-NHCOCHa
aspirine paracétamot bénorilate

Le bénorilate posséde les propriétés antalgiques de P’aspirine, mais avec une
bien meilleure tolérance? et il est maintenant utilisé en thérapeutique.

Dés lors il était essentiel de disposer, pour contrdler la pureté de cet ester, d’une
méthode d’analyse qualitative et quantitative des impuretés qu’il peut contenir et qui
peuvent provenir: (1) de aspirine: anhydride acétylsalicylique (allergisant possible),
acide salicylique (irritant), acide acétylsalicylsalicylique (allergisant éventuel); (2) du
paracétamol: p-aminophénol (méthémoglobinisant); (3) de la synthése de lester:
aspirine, paracétamol, ester salicylique du paracétamol, ester acétylsalicylique du
p-aminophénol.

Les formules chimiques de ces différents produits sont rassemblées dans le
Tablean I. Ils représentent les impuretés logiquement prévisibles du bénorilate et en
particulier celles pouvant étre néfastes, mais rien ne dit, bien siir, qu’il n’en existe pas
d’auvtres. Seule une méthode d’analyse présentant une haute résolution et une bonne
sensibilité permettra donc une analyse quantitative précise du bénorilate. Nous
montrons ici que la chromatographie en phase liquide rapide permet de résoudre le
probléme.

PARTIE EXPERIMENTALE

Appareillage

Nous avons utilisé un chromatographe en phase liquide Varian (Palo Alto.
Calif., U.5.A.), modéle 8520 a deux pompes et dispositif pour gradient équipé d’un
détecteur LDC UV Monitor (Riviera Beach, Fla., U.S.A.) équipé de microcuves &
circulation de 8 ul (longueur d’onde de détection: 254 nm). L’analyse quantitative est
réalisée au moyen d’un intégrateur calculateur Hewlett-Packard (Avondale, Pa.,
U.S.A.), type 1080.

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

remplie de grains de silice poreuse de 10 um de diamétre nominal sur lesquels sont
greffés des groupements alkylnitrile.

Solvants

Le méthanol et I’acide acétique étaient de gualité RP (No. 20847 et 20104;
-Prolabo, Paris, France); ’hexane et le chlorure de méthyléne étaient de qualité Uvasol
no. 4372 et 6048; (Merck, Darmstadt, R.F.A.).
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TABLEAU 1
FORMULES DES IMPURETES EVENTUELLES DU BENORILATE
Nom ’ Formule
OCOCH;3
Acétoxy-2 benzoate d’acétamido-4 phényl coo NHCOCH;
(bénorilate)

OCOCH,; CH,0CO
Anhydride acétylsalicylique ©/\ )@
coooc
Acide salicylique @[D“
COOH

OCOCH;
Acide acétylsalicylique (aspirine) @:

COOH
OCOCH;
COOH
Acide acétylsalicylsalicylique @[
coo
Hydroxy-2 benzoate d’acétamido-4 phényl CH
(ou salophéne; ester salicylique du
N-acétyl p-aminophénol) coo@—NHCOCH;

OCOCH,
Acétoxy-2 benzoate d’amino-4 phényl @[

(ester acétylsalicylique du p-aminophénol) @NHz

N-Acétyl p-aminophénol (paracétamol) HO@NHCOCH;

p-Aminophénol HO@NHz

Produits pharmaceutiques

Tous les produits pharmaceutiques nous ont été fournis par les laboratoires
Bottu. Ils ont été mis en solution dans le chlorure de méthyléne. Les volumes injectes
au moyen d’une seringue et d’un injecteur Varian, type Stop-Flow, étaient compris
entre 3 et 25 ul.

RESULTATS

En raison de la diversité des groupements fonctionnels constituant les molécules
des différents produits & séparer, nous avons choisi de mettre en ceuvre la chromato-
graphie de partage en utilisant comme phase stationnaire une silice poreuse de 10 zm
greffée alkylnitrile (colonne Micropak CN).
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Bien que la quasi totalité des produits & séparer soit ionisable, nous avons
écarté la chromatographie d’échange d’ions, car la présence d’eau aurait entrainé
Phydrolyse de I'anhydride acétylsalicylique alors qu’il est indispensable de pouvoir
préciser la teneur de cette impureté éventuelle dans le bénorilate.

Choix de la phase mobile

Les essais d’orientation effectués nous ont amené a choisir comme phase mobile
le mélange tertiaire hexane-chlorure de méthyléne-méthancl auquel on ajoute 0.29,
d’acide acétique afin de fixer 'acidit¢ de la phase mobile et d’éviter les déformations
des pics chromatographiques dues aux sites actifs de Ia silice laissés libres par la réac-
tion de greffage.

Le méthanol permet d’une part d’éluer tous les produits fixés par la colonne,
et, d’autre part, il forme des liaisons hydrogéne avec les produits donneurs tels que
les acides salicylique, acétylsalicylique, acétylsalicylsalicylique et avec les produits
accepteurs tels que le p-aminophénol, ce qui confére a ce solvant une grande sélectivité.

Pour déterminer la composition de la phase mobile permettant d’obtenir une
bonne sélectivité et une durée d’analyse minimale, nous avons mesuré les temps de
rétention des différents solutés en fonction du pourcentage en méthanol dans le mé-
lange.

La Fig. 1 représente les résultats obtenus. On obtient des courbes présentant
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Fig. 1. Variation des temps de rétention des différentes substances chromatographices en fonction du
pourcentage de méthanol de la phase mobile. Colonne, 25 cm X 2.1 mm L.D. Phase stationnaire,
Micropak CN 10 um (silice greffée alkylnitrile). Phase mobile, hexane—chlorure de méthyléne—
méthanol-acide acétique (variant de 93.8:5:1:0.2 3 89:8:5:5:0.2, v/v). Débit, 90 ml/h; pression
d’entrée, 70 bars. . '
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une allure hyperbolique, ce qui est confirmé en portant les temps de rétention en fonc-
tion de l'inverse du pourcentage de méthanol dans le mélange (Fig. 2).

On voit qu’il ne sera pas possible de séparer 'ensemble des composés considérés
par une élution isocratique en un temps raisonnable: le paracétamol, le p-amino-
phénol et le bénorilate seraient €lués en des temps trop longs pour les pourcentages
de méthanol gui assureraient une séparation satisfaisante de ’anhydride acétylsalicy-
lique, de Pacide acétylsalicylique, de P’acide acétylsalicylsalicylique et du salophéne.
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Fig. 2. Variation des temps de rétention des différentes substances chromatographiées en fonction de
Pinverse du pourcentage de méthanol de la phase mobile (conditions expérimentales identiques a
celles de la Fig. 1).

Nous avons donc opé€ré par élution graduée en utilisant deux solvants: un
solvant A : hexane~chlorure de méthyléne—acide acétique (94.8:5:0.2); et un solvant B:
hexane-chlorure de méthyléne~méthanol-acide acétique (89.8:5:5:0.2).

On effectue d’abord une élution avec un mélange de 559 de la phase A et de
45%, de la phase B, soit une phase ayant la composition globale suivante: hexane—
chlorure de méthyléne—méthanol-acide acétique (92.5:5:2.3:0.2).

Cetie phase permet de s€parer avec une bonne résolution anhydride acétyl-
salicylique, Iaspirine, P’acide acétylsalicylsalicylique et le salophéne. Puis on augmente
rapidement le pourcentage du solvant B, donc la teneur en méthanol. Les quatre
autres composés: I'acétoxy-2 benzoate d’amino-4 phényl, le bénorilate, le paracéta-
mol, une impureté non identifiéc du p-aminophénol et le p-aminophénol lui-méme
sont ¢lués avec une durée totale d’analyse d’un peu plus de 30 min (Fig. 3). Remar-
quons toutefois que I"aspirine et I’acide salicylique sont élués au méme temps de réten-
tion et ne peuvent &tre séparés par cette méthode.



198 ’ G. CHEVALIER, P. ROHRBACH, C. BOLLET, M. CAUDE

2 du “

solvant 8

100 profil du gradient
- o o e e e e

s
[
/]
90 I
!
!
1
1
80

10 ®

. impurate non idomitico
lies au p-aminophenol

J
'Q@

- T T T T
[|] 10 20

(23
=]

Temps (min)

Fig. 3. Chromatogramme du bénorilate et de ses impuretés éventuelles en solution dans le chlorure
de méthyléne. 1 = anhydride acétylsalicylique (1 mg/ml); 2 = aspirine (1.5 mg/ml); 3 = acide
acétylsalicylsalicylique (1.5 mg/ml); 4 = salophéne (0.5 mg/ml); 5 = acétoxy-2 benzoate d’amino4
phényl (1 mg/ml); 6 = bénorilate (0.5 mg/ml); 7 = paracétamol (0.5 mg/ml); 8 = p-aminophénol
(1.5 mg/ml). Colonne, 25cm X 2.1 mm LD. Phase stationnaire, Micropak CN 10 um. Phase
mobile: solvant A, hexane—chlorure de méthyléne-acide acétique (94.8:5:0.2); solvant B, hexane—
chlorure de méthyléne-méthanol-acide acétique (89.8:5:5:0.2). Débit, 90 mi/h; pression d’entrée,
70 bars. Quantité injectée, 3 pl.

Analyse quantitative

Nous avons tout d’abord vérifié la reproductibilité de la réponse du détecteur
et des temps de rétention pour des teneurs en quelques impuretés (celles qui sont
jugées les plus nocives et qui nécessitent donc un contrdle rigoureux et qui sont par
ailleurs les plus difficiles 4 séparer) comprises entre 1 et 39/ environ. A cet effet, nous
avons effectué 7 injections successives de bénorilate auquel nous avions ajouté quatre
impurités aux teneurs suivantes (% en poids): Anhydride acétylsalicylique, 1.5%;
aspirine, 1.9%;; acide acétylsalicylsalicylique, 2.7%;; salophéne, 1.7%. La teneur en
bénorilate était donc de 92.29.

Le Tableau II rassemble les résultats obtenus.et la Fig. 4 représente le chromato-
gramme correspondant a Pinjection No. 2. Les concentrations de chaque soluté ont
été déterminées par normalisation interne. Au seuil de confiance de 959, on obtient
un écart type relatif de + 0.54% pour le produit principal et compris entre 4+ 6.2 et
+ 13.69 pour les principales impuretés éventuelles du bénorilate, ce qui peut étre
considéré comme satisfaisant. -

3 Par ailleurs, le Tableau II montre une bonne reproductibilité des temps de
rétention de chacun des solutés, ce qui est important pour I'identification des impuri-
tés, et d’autre part démontre la stabilité du systéme chromatographique adopté, -
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TABLEAU I .

ANALYSE QUANTITATIVE D’UN ECHANTILLON DE BENORILATE ADDITIONNE DE
QUATRE IMPURETES

Injection Bénorilate Anhydride Aspirine Acide Salophéne
acétylsali- aceétylsali-
cylique cylsalicyligue
% Ie % Ig % 143 % g %o tr

Poids (min) Poids (min) Poids {(min) Poids (min) Poids (min)

1 92,11 17.42 1.54 2.80 193 365 270 469 1.73 6.89
2 92.03 17.51 1.38 2.83 1.79 3.64 3.23 461 1.57 695
3 9245 17.58 1.28 2.89 1.58 3.72 3.06 4.1 1.66 7.03
4 92.18 17.63 1.45 2.89 1.58 3.60 3.37 4.68 1.63 6.96
S 934 17.32 1.02 2.78 1.39 3.58 281 4.52 1.40 7.15
6 924 17.31 146 276 142 3.56 3.20 4.49 1.55 6.96
7 9223 17.34 1.14 2.76 1.44 3.58 2.86 4,51 1.63 694

Moyenne 924 17.44 1.32 2381 1.59 361 3.03 4.57 1.6 698

Ecart-type 043 0.12 0.18 0.05 0.19 005 0.23 008 0.1 0.08

Ecart-type relatif %, 0.5 0.7 13.6 138 119 14 7.6 1.7 5.2 1.1
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Fig. 4. Chromatogramme du bénorilate (pic No. 6) et de quatre de ses impuretés (¢f., Fig. 3 et Tableau
I, injection No. 2). Colonue, 25cm X 2.1 mm LD. Phase stationnaire, Micropak CN 10 gm.
Phase mobile, hexane—chlorure de méthyléne-méthanol-acide acétique (92.8:5:2:0.2). Débit, 90
mi/h; pression d’entrée, 70 bars. Quantité injectée, 2.5 ul d’une solution de bénorilate a 10 mg/ml
dans le chlorure de méthyléne.



200 G. CHEVALIER, P. ROHRBACH, C. BOLLET, M. CAUDE

Limites de detection

Certaines des impuretés éventuelles du bénorilate pouvant conduire a des
réactions d’allergie, il était intéressant de préciser les quantités minimales détectables
pour la méthode de détection utilisée (absorptiométrie dans I'ultraviolet en utilisant
un détecteur 2 longueur d’onde fixe 254 nm, en raison de la présence d’au moins un
noyau benzénique dans tous les composés étudiés).

Nous avons considéré que la limite de détection était atteinte pour un signal
égal a deux fois le bruit de fond du détecteur. Le Tableau III rassemble les résultats
obtenus. La quantité minimale détectable est comprise entre 2 nmoles pour le p-amino

TABLEAU Il
QUANTITES MINIMALES DETECTABLES
Composé Quantité minimale
détectable (mole)
Anhydride acétylsalicylique 1.5-10—1°
Acide salicylique 7 -10—%°
Aspirine 5.5-10~%°
Acide acétylsalicylsalicylique 6.5-10-1°
Salophéne 4 -1074
Acétoxy-2 benzoate d’amino-4 phényl 7 -10—®
Paracétamol 6 -io—
2 -10-°

p-Aminophénol

phénol et 40 pmoles pour Ie salophéne. Ces quantités minimales détectables déja trés
faibles pourraient encore étre diminuées si cela s’avérait nécessaire, en utilisant un
spectrophotométre permettant.-de choisir pour chaque produit la longueur d’onde
correspondant au maximum d’absorption. A titre d’exemple, la Fig. 5 représente un
chromatogramme d’un échantillon de bénorilate auquel ont été rajoutés 0.4%, d’an-
hydride acétylsalicylique, 0.209/ de salophéne et 0.25%/ de paracétamol (injection de
25 ul d’une solution de bénorilate 4 20 mg/ml).

CONCLUSION

La chromatographie en phase liquide 4 haute performance permet d’identifier
et de doser les impuretés gui pourraient étre éventuellement rencontrées dans un
nouvel antalgique, le bénorilate. On opére par €élution graduée en chromatographie
de partage sur phase alkylnitrile greffée sur une silice poreuse de 10 um (Micropak
CN), la phase éluante étant constituée d’un mélange hexane—chlorure de méthyléne—
méthanol-acide acétique. La détection est effectuée par absorptiométrie dans 'ultra-
violet (254 nm), ce qui confére i la méthode une grande sensibilité.

'RESUME

La chromatographie en phase liquide & haute performance permet d’identifier
et de doser les impuretés qui pourraient étre éventuellement rencontrées dans un
nouvel antalgique, le bénorilate (ou Salipran), ester de I’aspirine avec le p-acétylamino-
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Fig. 5. Chromatogramme d’un échantilion de bénorilate (6) auquel ont été ajoutés 0.20% de
salophéne (4), 0.25 9, de paracétamol (7) et 0.4%, d’anhydride acétylsalicylique (1). Conditions chro-
matographiques identiques a celles de la Fig. 3. Quantité injectée, 25 pul d’une solution de bénorilate
a 20 mg/ml dans le chlorure de méthyléne.

phénol (ou paracétamol). On opére par élution graduée en chromatographie de par-
tage sur silice poreuse de 10 gm greffée alkylnitrile (Mikropak CN) la phase éluante
étant constituée d’un mélange hexane-chlorure de méthyléne-méthanol-acide acéti-
que 3 teneur variable en méthanol. On sépare ainsi du bénorilate les impuretés éven-
tuelles suivantes: anhydride acétylsalicylique, aspirine, acide acétylsalicylsalicylique,
salophéne, acétoxy 2-benzoate d’amino-4 phényl, paracétamol et p-aminophénol.
La reproductibilité de 'analyse quantitative du bénorilate a été étudiée: I’écart-type
relatif est de 0.549( pour le bénorilate (7 injections). La détection, effectuée par ab-
sorptiometric dans I'ultraviolet 2 254 nm confére i la méthode une trés bonne sensi-
bilité: les quantités minimales détectables sont comprises entre 2 nmoles pour le p-
aminophénol et 40 pmoles pour le salophéne.
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