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Взамен ВФС 42-1332-83
5-[(3,4,5-Триметоксифенил)метил]пиримидин-2,4-диамин
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	C14H18N4O3
	М.м. 290,32


 Cодержит не менее 98,5 % и не более 101,0 % триметоприма C14H18N4O3 в пересчёте на сухое вещество.
Описание. Белый или почти белый кристаллический порошок. 

Растворимость. Мало растворим в спирте 96 %, очень мало растворим в воде. 
Подлинность

1. ИК-спектрометрия (ОФС «Спектрометрия в инфракрасной области»). 
Инфракрасный спектр субстанции, снятый в диске с калия бромидом, в области от 4000 до 400 см-1 по положению полос поглощения должен соответствовать спектру стандартного образца триметоприма.

2. Спектрофотометрия (ОФС «Спектрофотометрия в ультрафиолетовой и видимой областях»). 
Спектр поглощения 0,002 % раствора субстанции в натрия гидроксида растворе 0,1 М в области длин волн от 230 до 350 нм должен иметь максимум при 287 нм с удельным показателем поглощения от 240 до 250. 

В качестве раствора сравнения используют натрия гидроксида раствор 0,1 М. 
3. Качественная реакция. 
Раствор калия перманганата. В мерную колбу вместимостью 1 л помещают 16 г калия перманганата, растворяют в натрия гидроксида растворе 0,1 М и доводят объём раствора тем же растворителем до метки. 

Испытуемый раствор. Растворяют 25 мг субстанции в 5 мл серной кислоты растворе 0,005 М (нагревая при необходимости), прибавляют 2 мл раствора калия перманганата, нагревают до кипения, прибавляют 0,4 мл формальдегида раствора 35 % и перемешивают. Прибавляют 1 мл серной кислоты раствора 0,5 М, перемешивают, нагревают до кипения, охлаждают до комнатной температуры и фильтруют. К полученному раствору прибавляют 2 мл метиленхлорида и встряхивают. 
Органический слой испытуемого раствора при облучении УФ-светом с длиной волны 365 нм проявляет зелёную флуоресценцию. 
Температура плавления. От 199 до 203 °С (с разложением, ОФС «Температура плавления», метод 1, без предварительного подсушивания).

Цветность раствора. Раствор 0,5 г субстанции в 10 мл смеси  вода—метанол—метиленхлорид 2:9:10 должен выдерживать сравнение с эталоном BY7 (ОФС «Степень окраски жидкостей», метод 2).

Родственные примеси
Метод 1. Определение проводят методом ВЭЖХ (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография»).
Буферный раствор. Растворяют 1,4 г натрия перхлората в воде, прибавляют фосфорную кислоту концентрированную до рН 3,60±0,05 и доводят объём раствора водой до 1000,0 мл.

Подвижная фаза (ПФ). Метанол—буферный раствор 300:700.
Испытуемый раствор. В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 25,0 мг субстанции, растворяют в ПФ и доводят объем раствора тем же растворителем до метки.

Раствор сравнения. В мерную колбу вместимостью 200 мл помещают 1,0 мл испытуемого раствора и доводят объем раствора ПФ до метки. 

Раствор для проверки разделительной способности хроматографической системы. Содержимое флакона стандартного образца триметоприма для проверки пригодности хроматографической системы (содержит примесь Е), растворяют в 1 мл ПФ. 
Примечание.

Примесь А: N2-метил-[(3,4,5-триметоксифенил)метил]пиримидин-2,4-диамин, CAS 213745-86-9;
примесь B: (2,4-диаминопиримидин-5-ил)(3,4,5-триметоксифенил)метанон, CAS 30806-86-1;
примесь C: (RS)-(2,4-диаминопиримидин-5-ил)(3,4,5-триметоксифенил)метанол, CAS 29606-06-2;
примесь D: 2-амино-5-[(3,4,5-триметоксифенил)метил]пиримидин-4-ол, CAS 92440-76-1;
примесь E: 4-амино-5-[(3,4,5-триметоксифенил)метил]пиримидин-2-ол, CAS 60729-91-1;
примесь F: 5-[(3-бром-4,5-диметоксифенил)метил]пиримидин-2,4-диамин, CAS 16285-82-8;
примесь G: 5-[(3,5-диметокси-4-этоксифенил)метил]пиримидин-2,4-диамин, CAS 78025-68-0;
примесь H: метил(3,4,5-триметоксибензоат), CAS 1916-07-0;
примесь J: 3,4,5-триметоксибензойная кислота; CAS 118-41-2. 

Хроматографические условия

	Колонка
	250×4,0 мм, силикагель октадецилсилильный, деактивированный по отношению к основаниям, для хроматографии, 5 мкм;

	Температура колонки
	25 °С;

	Скорость потока
	1,3 мл/мин;

	Детектор
	спектрофотометрический, 280 нм;

	Объём пробы
	20 мкл;

	Время хроматографирования
	11-кратное от времени удерживания пика триметоприма. 


Хроматографируют раствор для проверки разделительной способности хроматографической системы, раствор сравнения и испытуемый раствор. 

Относительное время удерживания соединений. Триметоприм – 1 (около 5 мин); примесь C – 0,8; примесь Е – 0,9; примесь A – 1,5; примесь D – 2,0; примесь G – 2,1; примесь B – 2,3; примесь J – 2,7, примесь F – 4,0;  примесь Н – 10,3.

Пригодность хроматографической системы. На хроматограмме раствора для проверки разделительной способности хроматографической системы разрешение (RS) между пиками примеси Е и триметоприма должно быть не менее 2,5.
Поправочные коэффициенты. Для расчёта содержания примесей площади пиков следующих примесей умножают на соответствующие поправочные коэффициенты: примесь В – 0,43; примесь Е – 0,53, примесь J – 0,66. 
Допустимое содержание примесей. На хроматограмме испытуемого раствора:
– площадь пика любой
 примеси не должна превышать 0,2 площади основного пика на хроматограмме раствора сравнения (не более 0,1 %); 

– суммарная площадь пиков всех примесей не должна превышать 0,4 площади основного пика на хроматограмме раствора сравнения (не более 0,2 %).

Не учитывают пик примеси H и пики, площадь которых составляет менее 0,04 площади основного пика на хроматограмме раствора сравнения (менее 0,02 %).
Метод 2. Определение проводят методом ВЭЖХ (ОФС «Высокоэффективная жидкостная хроматография»).
Буферный раствор. Растворяют 1,14 г натрия гексансульфоната в 600 мл калия дигидрофосфата раствора 0,1 М и доводят значение рН раствора до 3,10±0,05 фосфорной кислотой концентрированной.

Подвижная фаза (ПФ). Метанол—буферный раствор 400:600.
Испытуемый раствор. В мерную колбу вместимостью 25 мл помещают 25,0 мг субстанции, растворяют в ПФ и доводят объем раствора тем же растворителем до метки.

Раствор сравнения. В мерную колбу вместимостью 200 мл помещают 1,0 мл испытуемого раствора и доводят объем раствора ПФ до метки. 
Раствор для проверки разделительной способности хроматографической системы. В мерную колбу вместимостью 100 мл помещают 5,0 мг стандартного образца триметоприма и 5,0 мг стандартного образца примеси В триметоприма, растворяют в ПФ и доводят объём раствора тем же растворителем до метки. 
Примечание.

Примесь I: 3-анилино-2-[(3,4,5-триметоксифенил)метил]проп-2-еннитрил, CAS 30078-48-9.
Хроматографические условия

	Колонка
	250×4,6 мм, силикагель нитрильный для хроматографии, с площадью поверхности 350 м2/г и размером пор 10 нм, 5 мкм;

	Температура колонки
	25 °С;

	Скорость потока
	0,8 мл/мин;

	Детектор
	спектрофотометрический, 280 нм;

	Объём пробы
	20 мкл;

	Время хроматографирования
	6-кратное от времени удерживания пика триметоприма. 


Хроматографируют раствор для проверки разделительной способности хроматографической системы, раствор сравнения и испытуемый раствор. 

Относительное время удерживания соединений. Триметоприм – 1 (около 4 мин); примесь В – 1,3; примесь H – 1,8; примесь I – 4,9.

Пригодность хроматографической системы. На хроматограмме раствора для проверки разделительной способности хроматографической системы разрешение (RS) между пиками триметоприма и примеси В должно быть не менее 2,0.
Поправочные коэффициенты. Для расчёта содержания примесей, площади пиков следующих примесей умножают на соответствующие поправочные коэффициенты: примесь Н – 0,5; примесь I – 0,28. 
Допустимое содержание примесей. На хроматограмме испытуемого раствора:
– площадь пика любой
 примеси не должна превышать 0,2 площади основного пика на хроматограмме раствора сравнения (не более 0,1 %); 

– суммарная площадь пиков всех примесей не должна превышать 0,4 площади основного пика на хроматограмме раствора сравнения (не более 0,2 %).

Не учитывают пик примеси В и пики, площадь которых составляет менее 0,04 площади основного пика на хроматограмме раствора сравнения (менее 0,02 %).
3. Анилин. Определение проводят методом ГХ (ОФС «Газовая хроматография»).
Испытуемый раствор. Растворяют 0,5 г субстанции в 35 мл цитратного буферного раствора рН 5,0, прибавляют 10 мл трет-бутилметилового эфира, взбалтывают и центрифугируют в течение 10 мин. Используют верхний слой. 
Стандартный раствор. Разбавляют 5 мл хлористоводородной кислоты концентрированной водой до 50 мл, прибавляют 12,5 мг анилина и встряхивают до полного растворения. К 35 мл цитратного буферного раствора рН 5,0 прибавляют 10 мкл полученного раствора, 10 мл 1,1-диметилэтилметилового эфира, взбалтывают и центрифугируют в течение 10 мин. Используют верхний слой.
Хроматографические условия
	Колонка
	капиллярная 30 м × 0,53 мм, покрытая поли(диметил)силоксаном, 3 мкм;

	Детектор
	азотно-фосфорный;

	Газ носитель
	гелий для хроматографии;

	Скорость потока
	12 мл/мин;

	Деление потока
	2:1;

	Объём пробы
	3 мкл;

	Время хроматографирования
	15 мин;

	Температура
	
	Температура, °C

	
	Колонка
	80

	
	Инжектор
	230

	
	Детектор
	270


Хроматографируют раствор сравнения и испытуемый раствор.

Пригодность хроматографической системы. На хроматограмме раствора сравнения относительное стандартное отклонение площади пика анилина не должно превышать 5,0 % (6 определений). 
Допустимое содержание примеси. На хроматограмме испытуемого раствора площадь пика анилина не должна превышать площадь основного пика на хроматограмме раствора сравнения (не более 0,0005 %).
Потеря в массе при высушивании. Не более 1,0 % (ОФС  «Потеря в массе при высушивании», способ 1). Для определения используют около 1,0 г (точная навеска) субстанции. 

Сульфатная зола. Не более 0,1 % (ОФС «Сульфатная зола»). Для определения используют около 1,0 г (точная навеска) субстанции.

Тяжёлые металлы. Не более 0,002 %. Определение проводят в соответствии с ОФС «Тяжёлые металлы», метод 2, в зольном остатке, полученном после сжигания 1,0 г субстанции, с использованием эталонного раствора 2.
Остаточные органические растворители. В соответствии с ОФС «Остаточные органические растворители».
*Бактериальные эндотоксины. Не более 0,36 ЕЭ на 1 мг триметоприма (ОФС «Бактериальные эндотоксины»). Для проведения испытания готовят исходный раствор субстанции концентрацией 50 мг триметоприма в 1 мл ледяной уксусной кислоты, который разводят водой для БЭТ не менее чем в 200 раз. pH раствора субстанции корректируют буферными растворами.
Микробиологическая чистота. В соответствии с ОФС «Микробиологическая чистота».

Количественное определение. Определение проводят методом титриметрии. 
Около 0,25 г (точная навеска) субстанции растворяют в 50 мл уксусной кислоты ледяной и титруют 0,1 М раствором хлорной кислоты. Конечную точку титрования определяют потенциометрически (ОФС «Потенциометрическое титрование»). 

Параллельно проводят контрольный опыт.

1 мл 0,1 М раствора хлорной кислоты соответствует 29,03 мг триметоприма C14H18N4O3.
Хранение. В защищённом от света месте.
*Испытание проводят для субстанции, предназначенной для производства лекарственных препаратов для парентерального применения.
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