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2.5.41.
METYLU, ETYLU I IZOPROPYLU BENZENOSULFONIAN W SUBSTANCJACH CZYNNYCH
Poniższa metoda ogólna została zwalidowana do oznaczania estrów metylowego, etylowego i izopropylowego kwasu benzenosulfonowego (w zakresie stężeń od 2,5 µg/g do 40 µg/g) w bezylanie amlodypiny. 
Jeżeli metoda jest przeznaczona do innych substancji czynnych, szczególnie takich które zawierają różne stężenia estrów kwasu benzenosulfonowego, stężenia roztworu badanego i roztworów porównawczych muszą zostać odpowiednio dostosowane i metoda musi być odpowiednio zwalidowana. 
Metoda ta nie jest odpowiednia dla bezylanu klopidogrelu, ponieważ zaobserwowano, że podczas analizy metodą chromatografii gazowej otrzymywany benzenosulfonian metylu był produktem pochodzącym z rozkładu. 
METODA

Chromatografia gazowa head-space (2.2.28) połączona ze spektrometrią mas (2.2.43). Przygotować roztwór badany i roztwory porównawcze bezpośrednio przed użyciem.

Mieszanina rozpuszczalników: woda OD, acetonitryl OD (20:80 V/V). Ważne jest użycie acetonitrylu o odpowiedniej czystości. 
Roztwór A. Rozpuścić, używając ultradźwięków, 30 mg bezwodnego tiosiarczanu sodu OD i 60,0 g jodku sodu OD w wodzie OD, i uzupełnić takim samym rozpuszczalnikiem do 50,0 mL. 
Roztwór wzorca wewnętrznego. Uzupełnić 10 µL metanosulfonianu butylu CSP (BMS) mieszaniną rozpuszczalników do 10,0 mL. Uzupełnić 20 µL roztworu mieszaniną rozpuszczalników do 100,0 mL.
Roztwór ślepej próby. Wprowadzić 0,50 mL roztworu A i 0,50 mL roztworu wzorca wewnętrznego do fiolki head space, i zamknąć natychmiast fiolkę błoną silikonową pokrytą politetrafluoroetylenem i aluminiowym kapslem.
Roztwór badany. Odważyć 25,0 mg substancji badanej do fiolki head space poj. 20 mL. Dodać 0,50 mL roztworu A i 0,50 mL roztworu wzorca wewnętrznego, i zamknąć natychmiast fiolkę błoną silikonową pokrytą politetrafluoroetylenem i aluminiowym kapslem. Po reakcji derywatyzacji, może być obserwowany osad, jednak nie wpływa to na wiarygodność oznaczenia. 
Roztwór porównawczy (a). Rozpuścić po 25,0 mg benzenosulfonianu metylu OD (MBS),  benzenosulfonianu etylu OD (EBS) i metanosulfonianu izopropylu OD (IMS) w toluenie OD, i uzupełnić takim samym rozpuszczalnikiem do 5,0 mL. Uzupełnić 50 (L roztworu roztworem wzorca wewnętrznego do 25,0 mL. 

Roztwór porównawczy (b). Uzupełnić 40 (L roztworu porównawczego (a) roztworem wzorca wewnętrznego do 20,0 mL. Wprowadzić 0,50 mL tego roztworu i 0,50 mL roztworu A do fiolki head space poj. 20 mL, i zamknąć natychmiast fiolkę błoną silikonową pokrytą politetrafluoroetylenem i aluminiowym kapslem.
Roztwór porównawczy (c). Uzupełnić 500 (L roztworu porównawczego (a) roztworem wzorca wewnętrznego do 20,0 mL. Wprowadzić 0,50 mL tego roztworu i 0,50 mL roztworu A do fiolki head space poj. 20 mL, i zamknąć natychmiast fiolkę błoną silikonową pokrytą politetrafluoroetylenem i aluminiowym kapslem.
Kolumna:
(
materiał: stopiona krzemionka;

(
wymiary: długość 30 m, średnica wewnętrzna 0,25 mm;

(
faza nieruchoma: polietylenoglikol z deaktywacją polarną OD (grubość warstwy 1 µm).
Gaz nośny: hel do chromatografii OD.

Użycie uszczelki otworu wlotowego z obojętnego materiału bez waty szklanej redukuje znacząco efekt przeniesienia pomiędzy wprowadzeniami.
Szybkość przepływu: 0,5 mL/min.

Stosunek strumienia dzielonego: 1:20. 
Można  zastosować następujące warunki statycznej metody head-space:
· temperatura równoważenia: 60oC;
· czas równoważenia: 30 min;

· temperatura przewodu łączącego: 120oC.
Temperatura:
	
	Czas (min)
	Temperatura (oC)

	Kolumna
	0 ( 1

1 ( 10
	40

40 ( 130

	Dozownik próbki
	
	220

	Detektor:  przewód łączący
                 źródło


                 analizator
	
	280

250

200


Pod koniec analizy temperatura kolumny jest podwyższona do 240oC i utrzymywana w tej temperaturze 7 min. 

Detekcja: spektrometr mas jak podano poniżej; dostosować ustawienia detektora do uzyskania zgodności z kryteriami przydatności układu:
(
kwadrupolowy spektrometr mas wyposażony w źródło jonizacji elektronami (70 eV);
(
parametry spektrometru mas dla monitorowania pojedynczego jonu (single-ion monitoring, SIM) ustawionego jak podano poniżej:
	Substancja
	Jon oznaczany 

(m/z)
	Jon kwalifikowany 
(m/z)

	Butylu jodek (BuI)*
	184
	127

	Metylu jodek (MeI)*
	142
	127

	Etylu jodek (EtI)*
	156
	127

	Izopropylu jodek (iPrI)*
	170
	127

	*powstały w reakcji derywatyzacji BMS, MBS, EBS i IMS.


Wprowadzenie: 1 mL fazy gazowej roztworu badanego, roztworów porównawczych (b) i (c), i roztworu ślepej próby.

Retencja względna w porównaniu z wzorcem wewnętrznym (BuI) (czas retencji = ok. 8,5 min): MeI = ok. 0,51; EtI = ok. 0,63; iPrI = ok. 0,68.

Przydatność układu:

(
rozdzielczość: nie mniej niż 1,5 pomiędzy pikami EtI i iPrI na chromatogramie roztworu porównawczego (c);

(
stosunek sygnału do szumu: nie mniej niż 10 dla piku każdego jodku alkilu na chromatogramie roztworu porównawczego (b).
Obliczyć zawartość każdego benzenosulfonianu alkilu w µg/g wg poniższego wzoru:
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A1 
= 
powierzchnia piku każdego jodku alkilu na chromatogramie roztworu 
porównawczego (c);

A2
=
powierzchnia piku każdego jodku alkilu na chromatogramie roztworu badanego;

C
=
procentowa zawartość każdego estru;

I1
= 
powierzchnia piku wzorca wewnętrznego na chromatogramie roztworu 



porównawczego (c);

I2
=
powierzchnia piku wzorca wewnętrznego na chromatogramie roztworu badanego;

W1
= 
masa każdego estru użyta do przygotowania roztworu porównawczego (a), w 
miligramach;

W2
= 
masa substancji badanej w roztworze badanym, w miligramach;
0,05 
=
współczynnik rozcieńczenia.
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