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(54) TINH THE CUA MUOI CATION HOA TRI MOT CUA AXIT 3-
HYDROXYISOVALERIC VA QUY TRINH SAN XUAT TINH THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén tinh thé ciia mubi cation hoa tri mot ciia axit 3-hydroxyisovaleric
(sau day, dugc goi 1a HMB), ma c6 do hoa tan uu viét va dé dang xu ly, va quy trinh san
xudt tinh thé nay. Tinh thé ciia mudi cation hoa tri mot cia HMB dugc két tua trong dung
dich HMB nuéc chtra hop chit chtra cation hoa tri mot va c6 d6 pH nam trong khoang tir
4,0 dén 9,0, va tinh thé cua mudi cation héa tri mot cia HMB sau d6 dugc gom tur dung
dich nudc.
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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé& cap dén tinh thé cua mubi cation héa tri mot cia axit 3-
hydroxyisovaleric (B-hydroxy-f-metylbutyrat) (sau day, dugc goi 1a HMB) 1a hiru ich, vi
du, nhu san phém, nguyén liéu tho, ban thanh phém, hodc cac loai twong tu cua thuc phém
tir nhién, thubc, m§ phdm, hoac cac loai tuong tu va quy trinh san xuat tinh thé nay.

Tinh trang ky thuat cta sang ché

HMB 1a hitu ich, vi du, nhu san phém, nguyén liéu tho, ban thanh phém hoac loai
‘tuong tu cua thuc phém tu nhién, ché phém duoc phém, my phém hoac cac loai tuong tu.
HMB 14 axit hiru co thu dwoc tir qua trinh chuyén héa leuxin trong co thé va duge cho 12

¢d hiéu qua trong xay dung co hodc ngan thoai hoa co (tai liéu non-patent 1 va 2).

Tu géc d6 thwong mai, HMB dugc phan phéi trén thi truong chi ¢ dang axit
cacboxylic tu do hodc mudi Ca. Cu thé, trong cac tng dung thuc ph?lm bd sung/thuc pham
tw nhién, mudi Ca dugc s dung trong hau hét céac treong hop, vi mubi Ca 1a dang bot va

uu viét trong xu 1y (tai liéu non-patent 3).

Ca 14 khoang chét quan trong déng vai trd trong hinh thanh xuwong, hoat dong than
kinh, cir dong co va twong tu. Tuy nhién, gan ddy da c6 béo c4o rang Ca qua liéu dan dén
lam tang nguy co t& vong do bénh tim mach hodc bénh tim do thiéu mau cuc bo (tai lidu

non-patent 4).

Tai liéu tham khao

Tai liéu patent

Tai liéu patentl: WO 2014/166273

Tai liéu patent 2: Patent M¥ s6 6.248.922

Tai liéu patent 3: WO 2013/025775
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Tai liéu non-patent
Tai liéu non-patent 1: Journal of Applied Physiology, Vol. 81, p. 2095, 1996
Tai liéu non-patent 2: Nutrition & Metabolism, Vol. 5, p. 1, 2008

Tai liéu non-patent 3: Journal of the International Society of Sports Nutrition, Vol. 10, p.
6,2013

Tai liéu non-patent 4: The BMJ., Vol. 346, p. 228, 2013
Muc dich ciia sdng ché

Trong linh vuc bao ché duoc phém, c6 mdt van dé 1a Ca dugc dan xuét tir mudi Ca
sin sang lién két v6i thanh phan khac nhu photphat dé tao thanh mubi khong tan va dung
dich néng do cao khong thé bao ché dugc. Pbi véi mudi Ca (theo cac tai liéu patent 1 dén
3) va mubi Mg (tai liéu patent 1), quy trinh san xuét st dung qué trinh tinh thé hoéa dugc
boc 10, nhung mat khac, vé dang mudi ngoai trir Ca va Mg, khdng co tinh thé cua cac dang
mudi bat ky nao di biét, va can dén tinh thé hiru ich trong cong nghiép ciia mubéi HMB va
quy trinh san xuét cua tinh thé mudi nay.

Theo d6, muc dich cua sang ché 12 dé xuét tinh thé cia mudi cation hoa tri mot cua
HMB, ma c6 d6 hoa tan wu viét va d& dang xir 1y va quy trinh san xuat tinh thé nay.
Ban chit k§ thuét cia sang ché

Sang ché dé cap dén cac muc tir (1) dén (23) sau day:
(1) Tinh thé cia muéi cation héa tri mot cia HMB.
(2) Tinh thé theo muc (1) néu trén, trong d6 mudi cation héa tri mot 1a mudi natri.
(3) Tinh thé theo muc (1) néu trén, trong d6 mudi cation héa tri mot 1a mudi kali.
(4) Tinh thé theo muc (1) néu trén, trong d6 mubi cation hoa tri mot 12 mudi amoni.
(5) Tinh thé theo muc (2) néu trén, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phwong phéap nhiéu
xa bot, tinh thé ¢ cac dinh tai cac gdc nhiéu xa (20) 12 8,4+0,2°, 6,6 £0,2°, 19,7+0,2°, 13,3
+0,2° va 29,4 +0,2°.
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(6) Tinh thé theo muc (5) néu trén, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phwong phap nhiéu
xa bot, tinh thé con cé cac dinh tai cac gbc nhiéu xa (20) 14 35,140,2°, 17,3 +£0,2°, 24,5+0,2°,
17,8+0,2° va 29,9+0,2°.

(7) Tinh thé theo muc (6) néu trén, trong d6 trong nhiéu xa tia X bing phuong phap nhidu
xa bot, tinh thé con cé cac dinh tai cac gbc nhidu xa (20) 12 16,6+0,2°, 23,9 +0,2°, 18,8+0,2°,
18,0+0,2° va 25,3+0,2°.

(8) Tinh thé theo muc (2) néu trén, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phwong phap nhiéu
xa bot, tinh thé ¢ cac dinh tai cac gbc nhidu xa (20) 12 6,7+0,2°, 13,3 £0,2° va 20,0 +0,2°.

(9) Tinh thé theo muc (8) néu trén, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phuong phap nhidu
xa bot, tinh thé con ¢ cac dinh tai cac goc nhiéu xa (20) 13 6,0£0,2°, 47,7 £0,2°, 40,620,2°,
26,7+0,2° va 12,0+0,2°.

(10) Tinh thé theo muc (8) hoic (9) néu trén, trong dé tinh thé co cac tham sé 6 don vi xap
xi nhur sau khi dugc do & nhiét d6 khoang -180°C: a=10,6679 A (1,067 nm); b=5,8862 A
(0,589 nm); ¢=26,736 A (2,673 nm); a=90°; f=97,966°; y=90°; V=1662,6 A (1,66 nm?; va
7=8; ti trong dugc tinh toan (Dcalc, gem™) 13 1,407 gem™; va nhom ddi xting khéng gian
la C2/c.

(11) Tinh thé theo muc (3) néu trén, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phuong phap nhidu
xa bot, tinh thé c¢6 cac dinh tai cac gbc nhidu xa (20) 12 9,0£0,2°, 27,1 £0,2°, 23,8+0,2°, 16,1
+0,2° va 22,9 £0,2°.

(12) Tinh thé theo muc (11) néu trén, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phwong phap nhiéu
xa bot, tinh thé con cé cac dinh tai cac goc nhifu xa (20) 13 30,7+0,2°, 8,1+0,2°, 6,4+0,2°,
32,1+0,2° va 28,5+0,2°.

(13) Tinh thé theo muc (12) néu trén, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phwong phap nhiéu

xa bot, tinh thé con ¢6 cac dinh tai cac gdc nhidu xa (20) 12 40,1£0,2°, 31,1 £0,2°, 24,6+0,2°,
18,7+0,2° va 34,4+0,2°.
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(14) Tinh thé theo muc (4) néu trén, trong do trong nhidu xa tia X bang phwong phap nhiéu
xa bot, tinh thé ¢ cac dinh tai cic gbc nhiéu xa (20) 1a 19,9+0,2°, 21,1 £0,2°, 29,9+0,2°,
17,3 £0,2° va 18,0 £0,2°.

(15) Tinh thé theo muc (14) néu trén, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phuong phap nhiéu
xa bot, tinh thé con cé cac dinh tai cac gbc nhiéu xa (20) 1 25,6+0,2°, 8,6 £0,2°, 18,2+0,2°,
39,6+0,2° va 40,5+0,2°.

(16) Tinh thé theo muc (15) néu trén, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phuong phap nhiéu
xa bot, tinh thé con c6 cac dinh tai cac gbc nhiéu xa (20) 12 28,8+0,2°, 39,7+0,2°, 18,6+0,2°,
15,54+0,2° va 14,3+0,2°.

(17) Quy trinh san xuét tinh thé cia mubi cation héa tri mét cia HMB, quy trinh bao gdm
budc cd dac dung dich HMB nuéce chira hop chét chtra cation hoa tri mot va cé d6 pH tur
4,0 dn 10,0 dudi 4p suét da giam tai nhiét d6 tir 20 dén 60°C dé két tia tinh thé cia mubi
cation hoa tri mét cua HMB trong dung dich nudc, va bude gom tinh thé ctia mudi cation

héa tri mot cia HMB tir dung dich nudec.

(18) Quy trinh san xuét tinh thé cua mubi cation héa tri mét cia HMB, quy trinh bao gém
budc bd sung, nhu tinh thé mam, tinh thé ctia mudi cation héa tri mot cia HMB vao dung
dich HMB nudc chira hop chét chira cation hda tri mot va c6 do pH tir 4,0 dén 10,0, bude
két tua tinh thé cua mubi cation héa tri mot cua HMB trong dung dich nudc, va bude gom

tinh thé cua mudi cation hoa tri mot cia HMB tir dung dich nuée.

(19) Quy trinh theo muc (18) néu trén, trong d6 budc két tia mudi cation héa tri mot cua
HMB 1 bude bd sung hoic bd sung theo kiéu nho giot dung méi duoc chon tir nhém gém
nitril va xeton dé két tia tinh thé cua mudi cation hoa tri mot cia HMB.

(20) Quy trinh theo muc (19) néu trén, trong do nitril 13 axetonitril va xeton 1a dung moi
dwoc chon tir nhém gom axeton, metyl etyl xeton, metyl isobutyl xeton va dietyl xeton.
(21) Quy trinh theo muc bat ky trong s6 cac muc tir (17) dén (20) néu trén, trong d6 hop

chat chira cation hoa tri mot 1a hop chat chira natri va muoi cation héa tri mot ma muoi

natri.



34545

(22) Quy trinh theo muc bét ky trong sé cac muc tir (17) dén (20) néu trén, trong d6 hop
chét chira cation héa tri mot 13 hop chét chira kali va mudi cation héa tri mot ma mubi kali.
(23) Quy trinh theo muc bt ky trong s cac muc tir (17) dén (20) néu trén, trong d6 hop
chét chia cation héa tri mot 13 hop chét chira amoni va mudi cation héa tri mot ma mudi
amoni.

Hiéu qua dat dugc clia sang ché

Theo sang ché, tinh thé ciia mudi cation héa tri mot cia HMB, ma dé xtt 1y, va quy
trinh san xuét tinh thé nay duoc dé xuét. Tinh thé ctia mudi cation hoa tri mot caia HMB
theo sang ché 12 tinh thé mudi c6 tinh vu viét ching han nhu thé hién do hoa tan cao, khong

hinh thanh mudi khong tan, va khong gay bét thuong vé dién giai, so véi mudi canxi.
MBS ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 13 hinh minh hoa cac két qua nhiéu xa tia X theo phwong phéap nhiéu xa bot
cta tinh thé cua natri HMB khong hydrat thu dugce tir vi du 1.

Fig.2 13 hinh minh hoa céc két qua phan tich pho hong ngoai (infrared spectroscopic
- IR) cua tinh thé ciia natri HMB khong hydrat thu duoc tir vi du 1.

Fig.3 14 hinh minh hoa cac két qua nhidu xa tia X theo phuong phéap nhi€u xa bot
cta tinh thé ctia natri HMB khong hydrat thu duoc tr vi du 2.

Fig.4 13 hinh minh hoa céc két qua phén tich phd hong ngoai (infrared spectroscopic
- IR) cua tinh thé ctia natri HMB khong hydrat thu dugc tir vi du 2.

Fig.5 13 hinh minh hoa céc két qua nhiéu xa tia X theo phuong phép nhiéu xa bot
cua tinh thé cta kali HMB khong hydrat thu dugc tir vi du 5.

Fig.6 14 hinh minh hoa cac két qua phéan tich pho hong ngoai (infrared spectroscopic
- IR) cua tinh thé ctia kali HMB khong hydrat thu duoc tir vi du 5.

Fig.7 14 hinh minh hoa cac két qua nhidu xa tia X theo phuong phap nhiéu xa bot
cla tinh thé ctia amoni HMB khong hydrat thu duoc tir vi du 7.
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Fig.8 12 hinh minh hoa céc két qua phan tich phd hong ngoai (infrared spectroscopic

- IR) cua tinh thé cia amoni HMB khong hydrat thu dwgc tir vi du 7.

Fig.9 1a hinh minh hoa cac két qua nhiéu xa tia X theo phuong phap nhiéu xa bot
cta tinh thé cia natri HMB dihydrat thu duoc tir vi du 3.

Fig.10 12 hinh minh hoa cac két qua phén tich ph6 hong ngoai (infrared spectroscopic
- IR) cuda tinh thé cua natri HMB dihydrat thu duoc tir vi du 3.

MO ta chi tiét sang ché
Tinh thé theo sang ché

Tinh thé theo sang ché 12 tinh thé cia mudi cation hda tri mot cia HMB, cu thé hon,
natri HMB, kali HMB hodc amoni HMB (sau day, doi khi dugc dé cap dén 12 "tinh thé theo
sang ché"). Tinh thé theo sang ché c6 thé dugc x4c nhan 1a tinh thé cia HMB béng phuong
phap st dung sic ky long hidu ning cao - HPLC nhu d mo6 ta trong cac vi du phan tich
dudi day.

Tinh thé theo sang ché c6 thé dugc x4c nhan 13 tinh thé ctia mudi natri bang phép do
ham lurong natri trong tinh thé bang quang ké hap thu nguyén tr dwoc md ta trong cc vi du
phan tich sau day. Vi dy, tinh thé theo sang ché co thé dwoc xac nhan 12 tinh thé ctia mudi
natri don phén tir boi thuc t& 12 ham lwong natri trong tinh thé thuong 13 16,4+3,0% theo
trong luong, t5t hon 14 16,442,0% theo trong luong, tot nhat 13 16,4+1,0% theo trong luong,

Tinh thé theo sang ché ¢ thé duge xac nhén 13 tinh thé cia mudi kali bang phép do
ham luong kali trong tinh thé bang quang ké hap thu nguyén tir dwoc mo ta trong cac vi du
phan tich sau day. Vi du, tinh thé theo sang ché co thé duoc xac nhan 12 tinh thé ctia mudi
kali don phan t&r boi thuc t& 13 ham hrong kali trong tinh thé thuong 1a 25,043,0% theo
trong luong, t6t hon 1a 25,0+2,0% theo trong luong, tot nhat 14 25,0+1,0% theo trong lugng.

Tinh thé theo sang ché c6 thé duoc xac nhan 13 tinh thé ciia mudi amoni bang phép
do ham luwong amoni trong tinh thé bang HPLC dugc md ta trong cac vi du phén tich sau

day. Vi du, tinh thé theo sang ché c6 thé duoc xac nhan 1a tinh thé cia mudi amoni don
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phan tu boi thuc té 13 ham lwong amoni trong tinh thé thuong 1a 13,3+3,0% theo trong

lugng, t6t hon 1a 13,3+2,0% theo trong luong, tot nhat 13 13,3+1,0% theo trong luong.

Tinh thé theo sang ché c6 thé dwoc x4c nhan 13 tinh thé khong hydrat héa hozc hydrat
hda bang phép do sir dung phwong phap Karl-Fischer nhu dd md ta trong cc vi du phén
tich dudi day. Cu thé, tinh thé ma ham luong nude duoc do bang phuong phap néu trén
thuong 12 nho hon hodc bang 1,5% theo trong lwong, t6t hon 1a nhé hon hodc bang 1,3%
theo trong luong, tot nhat 13 nhoé hon hodc béng 1,0% theo trong Iuong, co thé dugc xac
nhén 13 tinh thé khong hydrat. Tinh thé cta natri HMB c6 thé dugc xac nhan 1a dihydrat
boi thue té 13 ham luong nude duoc do béi phuong phép néu trén thuong 14 20,5+5,0% theo
trong luong, t6t hon 14 20,5+3,0% theo trong luong, t5t hon nira 1 20,5+1,0% theo trong

lugng.

Tinh thé ctia natri HMB khong hydrat bao gdm tinh thé cta natri HMB khong hydrat
ma mAu nhidu xa tia X theo phwong phap nhifu xa bot ciia tinh thé st dung CuKa nhu
nguén tia X dugc dac trung boi cac gia tri dugc thé hién trén cac hinh vé Fig.1 va Fig.3 va
cac bang 1 va 3. Sau day, Fig.1 va Fig.3 lan luot tuong ting v6i céc két qua nhiéu xa cua

tinh thé cua natri HMB khong hydrat ciia bang 1 va bang 3.

Tinh thé cua natri HMB khong hydrat ciing bao gdm tinh thé ctia natri HMB khong
hydrat ma thé hién phé hip phu hong ngoai dwgc minh hoa trén cac Fig.2 va Fig.4 khi trai

qua phéan tich hdng ngoai (IR) duge mo ta trong cac vi du phan tich dudi day.

Cu thé, tinh thé cua natri HMB khong hydrat t6t hon 1a ¢ cac dinh tai cac gdc nhidu
xa (20) theo (1) séu day trong nhidu xa tia X bang phwong phép nhiéu xa bot sir dung CuKa.
nhu nguf?)n tia X, cu thé hon c6 cac dinh tai cac gdc nhiéu xa (20) theo (ii) sau day, ngoai
cac dinh tai cac gbc nhidu xa (20) cua (i), t6t hon van 13 c6 cac dinh tai cac goc nhiéu xa

(20) theo (iii) sau day, ngodi cac dinh tai cdc gdc nhiu xa (20) cta (i) va (ii).

(i) 8,4+0,2°, tot hon l1a 8.4+0,1°; 6,6+0,2°, t6t hon 1a 6,6=0,1° 19,7+0,2°, t6t hon la
19,7+0,1°; 13,3+0,2°, t&t hon 1a 13,3+0,1°; va 29,4+0,2°, tot hon 13 29,4+0,1°,
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(ii) 35,1%0;,2°, tét hon 1a 35,1+0,1°; 17,3+0,2°, t6t hon 1a 17,3+0,1°; 24,5+0,2°, t6t hon 1a
24.5+0,1°; 17,8+0,2°, t6t hon 1a 17,8+0,1°; va 29,9+0,2°, tét hon 14 29,9+0,1°,

(iif) 16,6+0,2°, t6t hon 1a 16,6+0,1°; 23,9+0,2°, t6t hon 14 23,9+0,1°; 18,8+0,2°, t6t hon 1a
18,8+0,1°; 18,0+0,2°, t6t hon 1a 18,0+0,1°; va 25,3+0,2°, tét hon 1 25,30,1°,

Tinh thé cua natri HMB dihydrat bao gom tinh thé cua natri HMB dihydrat ma mau
nhifu xa tia X theo phwong phap nhiu xa bot cta tinh thé st dung CuKo nhu ngudn tia X

duoc dédc trung boi cac gid tri dugc thé hién trén Fig.9 va bang 5.

Tinh thé cua natri HMB dihydrat ciing bao gom tinh thé ciia natri HMB dihydrat ma
thé hién phd hip thu hong ngoai durge minh hoa trén Fig.10 khi trai qua phén tich hong

ngoai (IR) duoc mo ta trong cac vi du phan tich dudi day.

Cu thé, tinh thé cua natri HMB dihydrat tét hon 13 ¢6 cac dinh tai cac géc nhidu xa
(20) theo (iv) sau ddy trong nhidu xa tia X bang phuong phap nhiéu xa bot stt dung CuKo
nhu ngudn tia X, tot hon 14 c6 céac dinh tai cac goc nhiéu xa (20) theo (v) sau dy, ngoai cac

dinh tai cac géc nhidu xa (20) cta (iv):

(iv) 6,7+0,2°, t&t hon 12 6,7+0,1°; 13,3+0,2°, tét hon 1a 13,3%0,1°; va 20,00,2°, tt hon Ia
20,0+0,1°,

(v) 6,0£0,2°, t&t hon 1a 6,0+0,1°; 47,7+0,2°, t6t hon 14 47,7+0,1°; 40,6+0,2°, t6t hon 14
40,6+0,1°; 26,7+0,2°, t&t hon 1a 26,7+0,1°; va 12,0+£0,2°, t6t hon 1a 12,0+0,1°.

Phuong phap xéc dinh cAu trac tinh thé gdm phan tich cu tric bang thiét bi nhiéu
xa tia X tinh thé don. Tinh thé don cua mubi cation hoa tri mot cua HMB duogc ¢b dinh vao
nhiéu xa ké, va anh nhiéu xa dugc do s dung tia X véi budce song dinh trude trong khi
quyén tai nhiét 46 phong hoac trong dong khi tro tai nhiét do dinh trude. Viée xac dinh ciu
trac bang phuong phap truc tiép va viée loc céu tric bang phuong phap binh phuong nho
nhét duoc thuc hién st dung tap hop cua chi s6 mat béng va cuong d6 nhidu xa duoc tinh

toan tir anh nhidu xa, dé thu duoc cu trac tinh thé don.

Theo mdt phuong an, dang tinh thé ctia natri HMB dihydrat t5t hon 1a thé hién cac
két qua phan tich tinh thé hoc bang tia X tinh thé don ma tinh thé c6 cac tham sé xap xi sau,
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cu thé 13, cac kich thuéc mang don vi khi duoc do tai nhiét do khoang -180°C: a=10,6679
A (1,0668 nm); b=5,8862 A (0,5886 nm); c=26,736 A (2,674 nm); a=90° B=97,966°;
v=90°; V=1662,6 A> (1,66 nm®); va Z=8; ti trong dugc tinh toan (Dcalc, gem™) 1a 1,407
gem™; va nhom ddi xing khong gian 12 C2/c. Theo mdt phuong én, dang tinh thé ctia natri

HMB dihydrat t6t hon 13 ¢6 cong thirc [Na**(CsHoO4) *2H20].

Tinh thé cta kali HMB khong hydrat bao gdm tinh thé cta kali HMB khong hydrat
ma mAu nhidu xa tia X theo phuong phap nhiéu xa bot cia tinh thé sit dung CuKa nhu

ngudn tia X dwoc dic trung boi cac gi tri dugce thé hién trén Fig.5 va bang 8.

Tinh thé cta kali HMB khong hydrat ciing bao gém tinh thé cua kali HMB khong
hydrat ma thé hién phd hép thu hong ngoai duge minh hoa trén Fig.6 khi trai qua phén tich

phd hong ngoai (IR) duge mo ta trong cac vi du phan tich dudi day.

Cu thé, tinh thé cua kali HMB khong hydrat t6t hon 13 ¢6 cac dinh tai cac géc nhidu
xa (20) theo (vi) sau day trong nhidu xa tia X bang phwong phap nhidu xa bot st dung CuKo
nhu ngudn tia X, cu thé hon ¢6 cac dinh tai cac goc nhiéu xa (20) theo (vii) sau day, ngoai
céc dinh tai cac goc nhidu xa (20) cua (vi), tot hon van 1a c6 cac dinh tai cac goc nhiéu xa

(20) theo (viii) sau day, ngoai cac dinh tai cac géc nhiéu xa (20) cua (vi) va (vii).

(vi) 9,0+0,2°, tét hon 1a 9,0+0,1°; 27,1+0,2°, tét hon la 27,1+0,1°; 23,8+0,2°, tét hon la
23.840,1°; 16,10,2°, t6t hon 13 16,10,1°; va 22,9+0,2°, t6t hon 1a 22,9+0,1°.

(vii) 30,70,2°, tét hon 1a 30,7+0,1°; 8,120,2°, t6t hon 1a 8,1+0,1°; 6,40,2°, tot hon 14
6,4+0,1°; 32,10,2°, t&t hon 1a 32,1+0,1°; va 28.5+0,2°, tét hon 1a 28,5+0,1°.

(viii) 40,10,2°, t6t hon 1a 40,1+0,1°; 31,10,2°, tét hon 1a 31,1+0,1°; 24,620,2°, tét hon 1a
24.,6+0,1°; 18,7+0,2°, t6t hon 1a 18,7+0,1°; va 34,4+0,2°, tot hon 1a 34,4+0,1°.

Tinh thé ctia amoni HMB khong hydrat bao gém tinh thé ctia amoni HMB khong
hydrat ma méu nhidu xa tia X theo phuong phap nhiéu xa bot cua tinh thé s dung CuKa

nhu ngudn tia X duoc dic trung bdi cac gi tri duoc thé hién trén Fig.7 va bang 10.

-10-



34545

Tinh thé ctia amoni HMB khong hydrat ciing bao gom tinh thé ciia amoni HMB
khong hydrat ma thé hién phé hap thu hong ngoai dugc minh hoa trén Fig.8 khi trai qua
phan tich phd hong ngoai (IR) duge mo ta trong céc vi du phén tich dudi day.

Cu thé, tinh thé cua amoni HMB khong hydrat t6t hon 13 c6 cac dinh tai cac goc
nhidu xa (20) theo (ix) sau d4y trong nhiéu xa tia X bang phuong phap nhiéu xa bt str dung
CuKo nhu ngudn tia X, cu thé hon c6 cac dinh tai cac goc nhiéu xa (20) theo (x), ngoai céac
dinh tai cac goc nhiéu xa (20) cla (ix), t6t hon van 14 c¢6 cac dinh tai cac goc nhidu xa (20)

cua (xi) sau dy, ngoai cac dinh tai cac goc nhidu xa (20) cta (ix) va (x).

(ix) 19,9+0,2°, tét hon 13 19,9+0,1°; 21,1+0,2°, tt hon 1a 21,1£0,1°; 29,9+0,2°, t6t hon 1a
29,9+0,1°; 17,3+0,2°, t&t hon 1a 17,3+0,1°; va 18,0+0,2°, t6t hon 12 18,0+0,1°.

(x) 25,6%0,2°, tt hon 1a 25,6+0,1°; 8,6+0,2°, t6t hon 1a 8,6+0,1° 18,2+0,2°, tot hon 1a
18,2+0,1°; 39,6+0,2°, t6t hon 12 39,6+0,1°; va 40,5£0,2°, tot hon 1 40,5+0,1°.

(xi) 28,8+0,2°, tét hon 1a 28,8+0,1°; 39,7£0,2°, tét hon 1a 39,7+0,1°; 18,6+0,2°, tot hon 1a
18,60,1°; 15,5+0,2°, t6t hon 1a 15,5+0,1°; va 14,3+0,2°, tot hon 1a 14,3+0,1°.

Quy trinh san xuét tinh thé ctia mudi cation hoa tri mot cia HMB theo sang ché

Quy trinh san xuét tinh thé theo sang ché 13 quy trinh san xuat duge mo ta duéi day

(sau ddy, d6i khi duoc dé cap dén 14 "quy trinh san xuét tinh thé theo sang ché").

Quy trinh san xuat tinh thé theo sang ché bao gdm quy trinh san xudt tinh thé cua
mudi cation hoa tri moét cia HMB, bao gém buédce ¢d diac dung dich HMB nuéce chure hop
chét chira cation hoa tri mot va c6 pH ndm trong khoang tir 4,0 dén 10,0, cu thé hon, it nhat
mot hop chét duoc chon tir hop chét chira natri, hop chét chira kali va hop chét chira amoni,
tai nhiét do tir 20 dén 60°C dé két tia tinh thé cia mudi cation héa tri mot cia HMB, cu the
hon, it nhat mét tinh thé dwgc Iya chon tir tinh thé cta natri HMB, tinh thé cua kali HMB
va tinh thé ctia amoni HMB, trong dung dich nuéc, va bude gom tinh thé ciia mudi cation

héa tri mot cia HMB tr dung dich nuée.
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HMB duoc chua trong dung dich HMB nudc c6 thé 13 hop chat dwoc san xuat boi
phuong phap san xuat bat ky nhu phwong phép 1én men, phuong phép enzym, phuong phép

chiét xuét tir cac san phdm ty nhién, hodc phwong phép tong hop hoa hoc.

Trong trubrng‘ hop ma vt chét rén can tré qué trinh tinh thé héa dwgc chira trong
dung dich HMB nudc, vat chét ran ¢ thé dugc loai bo béng cach st dung tach ly tam, loc,
loc gbm hoidc phwong phép tuong tw. Trong trudng hop ma tap chat hoic mudi tan trong
nudce can tré qué trinh tinh thé héa duge chia trong dung dich HMB nudc, tap chét hoac
mudi tan trong nudc co thé duoc loai bo, vi du, bang cach cho dung dich nuéce di qua cot

dwoc nhdi nhya trao d6i ion, hodc phuong phap twong tu.

Trong trudng hop ma tap chat ki nude can tro qua trinh tinh thé héa dugc chira trong
dung dich HMB nuéc, tap chét ki nuée c6 thé duoc loai bé, vi du, bang cach cho dung dich
nuée di qua cdt duoc nhdi nhya hip phu tong hop, cacbon hoat tinh hoic phuong phap
tuong tu. Dung dich nude ¢ thé duoc diéu ché dé co néng do HMB thuong 1a 16n hon hodc
bang 500 g/L, t6t hon 13 16n hon hodc bang 600 g/L, tét hon nita 12 16n hon hodc bang 700
g/L, tot nhét 13 16n hon hodc bang 800 g/L.

Hop chét chtra natri bao gém, vidu, hop chét géc chéng han nhu natri hydroxit, hodc
mudi trung tinh ching han nhu natri duoc cacbonat héa, natri duoc sulfate hoa, natri dugc
nitrat hoa hodc natri dugc clonat hda. Mudi trung tinh bao gE‘)m, vi du, natri cacbonat, natri

sulfat, natri nitrat hoac natri clorua.

Trong trudng hop st dung hop chit gde nhu hop chét chira natri, d6 pH ctia dung
dich HMB nuéc duoc didu chinh bang hop chét gbe, va tir d6 ¢é thé thu duoc dung dich
HMB nuéc chira hop chat chtra natri va c6 d6 pH thuong ndm trong khoang tir 4,0 dén 10,0,
t6t hon 1a tir 4,5 dén 9,5, t6t nhét 14 tir 5,0 &én 9,0.

Hop chét chua kali bao gSm, vi du, hop chét géc chrfmg han nhu kali hydroxit, hoac
mubi trung tinh chéng han nhu kali duoc cacbonat hoa, kali dugc sulfate hoa, kali dugc
nitrat hda hodc kali dugc clonat hda. Mubi trung tinh bao gém, vi du, kali cacbonat, kali

sulfat, kali nitrat hoac kali clorua.
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Trong trudong hop st dung hop chit gbc nhu hop chat chira kali, d6 pH cua dung
dich HMB nué6c duoc didu chinh bang hop chat gbe, va tir d6 c6 thé thu duge dung dich
HMB nuéc chira hop chat chira kali va ¢ do pH thuong nam trong khoang tir 4,0 dén 10,0,
t6t hon 1a tir 4,5 dén 9,5, tét nhat 13 tir 5,0 dén 9,0.

Hop chat chira amoni bao gom, vi du, hop chat goc chang han nhu dung dich amoni
nudce, hodc muodi trung tinh chang han nhu amoni dugc cacbonat hoa, amoni dugc sulfate
hoa, amoni duoc nitrat hda hodc amoni dugce clonat hoa. Muoi trung tinh bao gom, vi du,

amoni cacbonat, amoni sulfat, amoni nitrat hoac amoni clorua.

Trong trudng hop st dung hop chét gbc nhu hop chat chira amoni, d6 pH cia dung
dich HMB nuéc duoc didu chinh bang hop chat gbe, va tir @6 co thé thu dugce dung dich
HMB nuéc chta hop chit chira amoni va ¢6 d6 pH thuong nam trong khoang tir 4,0 dén

10,0, t&t hon 1a tir 4,5 dén 9,5, t6t nhét 14 tir 5,0 dén 9.,0.

Quy trinh két tda tinh thé cia mubi cation héa tri mét cia HMB trong dung dich
nudc néu trén bao gém, vi duy, quy trinh ¢6 dac dung dich nude dudi diéu kién ap suat giam,
va quy trinh b sung hodc bd sung theo kiéu nho giot dung méi duge chon tir nhém gém
nitrit va xeton trong dung dich nuéc. Theo cac quy trinh ndy, mét hodc nhidu quy trinh cé

thé duoc sir dung két hop.

Trong quy trinh ¢6 dac dung dich nuéc dudi diéu kién 4p sudt giam, nhiét do cua
dung dich nudc thudng ndm trong khoang tir 0 dén 100°C, t6t hon 1a nam trong khoang tir
10 dén 90°C, t6t hon nita 13 tir 20 dén 60°C. Trong quy trinh c6 dac dung dich nuéc dudi
diéu kién 4p suat giam, thoi gian giam ap suét thuong 13 tir 1 dén 120 gio, tot hon 1a tir 2
dén 60 givy, tot nhét 13 tir 3 dén 50 gio.

Trong quy trinh bd sung hodc bd sung theo kiéu nho giot, dung méi duoc chon tir
nhém bao gdm nitril va xeton trong dung dich nudc dé két tia tinh thé ciia mudi cation hoa
tri mot cua HMB, tinh thé cua mudi cation hoa tri mot cia HMB ¢6 thé dwoc bo sung nhur
tinh thé mam trude khi hodc sau khi bit dau bd sung dung méi duoc chon tir nhém bao gom

nitril va xeton nhung trudce khi két tha tinh thé cua mudi cation héa tri mét cia HMB. Tinh
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thé mam bao gém tinh thé ctia mudi cation hda tri mot cia HMB duoc tao ra béi quy trinh

c6 dac dung dich nuéce dudi dieu kién ap suat giam.

Thoi diém b sung tinh thé mam c6 thé 13 thoi gian bt ky mién 1a trude khi tinh thé
ctia mudi cation héa tri mot cia HMB bi két tiia, nhung thuong 14 nim trong khoang tir 0
dén 5 gid, tét hon 12 nam trong khoang tir 0 dén 4 gio, t6t nhat 13 ndm trong khoang tir 0
dén 3 gio, sau khi bat dau bd sung theo kiéu nho giot hoic bd sung dung mdi dwgc chon tur

nhom gom c6 nitril va xeton.

Nitril t5t hon 14 axetonitril, va xeton tét hon 12 xeton dugc chon tir nhém gém axeton,
metyl etyl xeton, metyl isobutyl xeton va dietyl xeton, t6t hon 13 xeton duoc chon tir nhém

gdm axeton va metyl etyl xeton, t5t hon nira van 13 axeton.

Tai thoi diém b6 sung hoic bd sung theo kiéu nhé giot dung méi duge chon tir nhém
bao gém nitril va xeton, nhiét do ctia dung dich nudc co thé 13 tai nhiét 6 bat ky mién 1a
nhiét do d6 khong gay ra thoai bién HMB, nhung dé tang cudng ti 1é tinh thé héa cua tinh
thé ctia mubi cation hoa tri mot cia HMB bﬁng cach ha thép do hoa tan, nhiét do thuong la
nhé hon hodc bing 80°C, tét hon 13 nhé hon hodc bang 70°C, t6t hon nita 12 nhé hon hoac
bang 60°C, 6t nhat 12 nho hon hoic bang 50°C. Gia tri gidi han thip hon cla nhiét do
thuong 16n hon hodc bang 0°C, tét hon 14 16n hon hodc bang 10°C.

Lugng ma trong d6 dung moi dugce chon tir nhdm gbm nitril va xeton duoc b6 sung
hodc b sung theo kiéu nho giot thuong nam trong khoang tir 1 dén 30 1an, t6t hon 14 tir 2

dén 25 1an, t6t hon nira 14 tir 3 dén 10 lan so vé6i lugng cua dung dich nudéc.

Thoi gian ma trong d6 dung mdi dugce chon tir nhom gdm nitril va xeton duogc bd
sung hodc bd sung theo kiéu nhé giot thudng nim trong khoang tir 1 dén 48 gio, tot hon 1a
tir 2 dén 30 gidy, tot hon nita 13 tir 3 d&én 20 gio.

Sau khi tinh thé cia muéi cation hoa tri mot cia HMB nhd d6 dugc két taa, tinh thé
duoc két tia c6 thé con duge gia hoa thuong 13 tir 1 dén 48 gio, t6t hon 1a tir 1 dén 24 gio,
t6t nhat 12 tir 1 dén 12 gid. "Pugc gia hoa" 6 nghia 13 phat trién tinh thé mot khi dimg buéc

két tia tinh thé ctia mudi cation héa tri mot cuia HMB.
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Sau budc gia hoa tinh thé, budc két tua tinh thé ctia mubi cation héa tri mot cua
HMB c6 thé duoc bat dau lai. Quy trinh gom tinh thé ctia mudi cation hoa tri mét cia HMB
khong bi gidi han cu thé nhung gém, vi du, gom bﬁng cach loc, loc tang ap, loc hut, tach
bang ly tdm, va cac phurong phap tuong tu. Hon nita, dé giam viéc chat 1ong me bam vao

tinh thé va nang cao chét luong tinh thé, tinh thé c6 thé dugc rira mot cach phu hop.

Dung dich duoc st dung dé rira tinh thé khong bi gici han cu thé, nhung, vi du, nuéc,
metanol, etanol, axeton, n-propanol, rugu isopropyl, axetonitril, metyl etyl xeton, metyl
isobutyl xeton, dietyl xeton, hodc cé thé st dung dung dich dugc didu ché bang cach tron

nhiéu loai trong s6 cac dung dich trén voi ti 1€ tuy y.

Do d6 tinh thé wét thu dugce duge siy kho, nho d6 thu dwoc tinh thé theo sang ché.
Déi vé6i didu kién sdy, sdy kho bang cach giam 4p suat, sdy kho chan khong, sdy kho tang
s0i, va sdy kho bing khi cudng buc ¢6 thé dwoc 4p dung, Nhiét d6 say kho 6 thé 1a nhiét
5 bét ky mién 13 nuéc hoge dung mdi bam vao c6 thé duoc loai bo, nhung nhiét d¢ tot hon

12 nhé hon hodc bang 80°C, t6t hon 1a nhé hon hoic bang 60°C.

Dudi céc diéu kién tinh thé hoa nhu mo ta & trén, tinh thé c6 do tinh sach cao cua
mudi cation hda tri mot caa HMB c6 thé thu dugce. Do tinh sach cta tinh thé cua mubi
cation hoa tri mot cia HMB thuong 1a 16n hon hodc béng 95%, t6t hon 1a 1én hon hoic

bing 96%, t6t hon nita 1a 16n hon hoiic bang 97%, t6t nhat 13 16n hon hodc bang 97,5%.

Tinh thé ctia mudi cation héa tri mot cia HMB, ma cé thé dugc tao ra boi quy trinh
san xuét duoc mé ta & trén, cu thé bao gém, vi du, tinh thé ctia natri HMB khong hydrat ma
mau nhiu xa tia X theo phuong phép nhiéu xa bot cla tinh thé str dung CuKo nhu ngudn
tia X duoc dic trung boi cac gid tri duge thé hién trén cac hinh Fig.1 va Fig.3 va cic bang
1 va 3, tinh thé cua mudi HMB dihydrat dugc dic trung béi cac gia tri duge thé hién trén
Fig.9 va bang 5, tinh thé cua kali HMB khong hydrat dugce dic trung boi cac gia tri duoc
thé hién trén Fig.5 va bang 8, v tinh thé cia amoni HMB khong hydrat duoc déc trung boi

cac gia tri dugc thé hién trén Fig.7 va bang 10.

Céac vi du phan tich
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(1) Nhiéu xa tia X theo phuong phap nhiéu xa bot

Thiét bi nhifu xa tia X theo phwong phap nhiéu xa bot (XRD), Ultima IV (duoc san
xuét boi Rigaku Corporation) da dugc st dung, va phép do da dugc thuc hién theo sach

huéng dan.
(2) Po ndng d6 va do tinh khiét

Nong do va do tinh khiét cia HMB d4 duogc do st dung céc diéu kién phén tich
HPLC sau day.

Cot bao vé: Shodex SUGAR SH-G 96,0 x 50 mm
Cot: SUGAR SH1011 8,0 x 300 mm x 2 ¢t ndi tiép
Nhiét d6 cot: 60°C
bém: 0,005 mol/L dung dich axit sulfuric nudc
Van téc dong chay: 0,6 mL/phut
May do tim: May do tim UV (budc séng: 210 nm)
(3) Po ham luong nudce cua Tinh thé bang phuong phap Karl-Fischer

Thiét bi do nudc tu dong, AQV-2200 (dwgc san xuét boi Hiranuma Sangyo Co.,

Ltd.) d3 duoc st dung, va ham lugng nuéce cua tinh thé duoc do theo sach hudng dan.
(4) Do ham lugng natri va ham lugng kali

Quang ké hip thu nguyén tir, Z-2310 (duoc san xuét boi Hitachi High-Technologies
Corporation) d4 dugc sit dung, va sau khi hoa tan tinh thé ctia natri HMB trong axit nitric
noéng d6 1 mol/L, ham lugng ctia ion natri chira trong tinh thé dugc do theo sach hudng

dan.
(5) Bo ham lugng amonium

Ham luong amonium dugc do boi phuong phap phthalaldehyde (OPA) bang cach
su dung HPLC c6 may do tim huynh quang.

(6) Do diém néng chay
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May do diém néng chay M-565 (dwoc san xuat boi BUCHI) d3 duoc sir dung, va

diém néng chay dugc do st dung cac didu kién sau theo sach hudng dan.
* 60°C-170°C, 1°C/phtt

* 30°C-250°C, 2.5°C/phut (Na-HMB dihydrat)

(7) Phan tich phd hong ngoai (Infrared Spectroscopic - IR)

Model FTIR-8400 (dwoc san xuit bai Shimadzu Corporation) da dwgc sir dung, va

viéc phan tich d& duoc thuc hién theo sach huéng dan.
(8) Phan tich cdu trac bang tia X tinh thé don

XtaLAB PRO (dugc san xuat boi Rigaku Corporation) d3 dwoc st dung, va viéc

phan tich d3 duoc thuc hién theo sach huéng dan.
Vi du thwe hién sang ché

Vi du tham chiéu 1

San xuat dung dich HMB tu do

Thubc thr canxi HMB véi lwong 76,5 g dudi dang tu do duoc hoa tan trong 850mL
nude. Dung dich nude thu duge da duoc di qua 640mL nhya trao ddi ion manh, XUS-

40232.01(H+), dé loai bo Ca va thu 1,25 L dung dich chtra 76,4 g dang tu do.
-Céacvidu

Céc vi du dugc md ta dudi day, nhung sang ché khong bi gidi han béi cac vi du nay.
Vidul

Thu tinh thé cia natri HMB khong hydrat (1)

Pén 200 mL dung dich HMB nudc, ty do thu dugc tir vi du tham chiéu 1, dung dich
natri hydroxit nuée ndng d6 1mol/L véi luong 104mL duge bd sung dé diéu chinh d6 pH
dén 8,84. Mot ph?m cua dung dich nuéc thu duge véi luong 100 mL duoce st dung cho bude

tiép theo.
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100 mL dung dich nude duge ¢d dac dudi ap suit giam tai 50°C va 10 mbar (1000
Pa) dé loai bo dung mdi, va tinh thé cua natri HMB nho d6 duoc phat trién mot cach tu

nhién. Huyén pht tinh thé con duoc 1am khé trong chan khong dé thu duoc 4,8g tinh thé.

Céc két qua ciia nhiu xa tia X theo phwong phap nhiéu xa bot cia tinh thé di duoc
thé hién trén Fig.1 va Bang 1. CAc két qua cua phan tich phd hong ngoai cia tinh thé dwgc
minh hoa trén Fig.2. Trong Bang, "20" biéu thi gbc nhidu xa (26°) va "Cuong d6 twong d6i"
bidu thi ti 1é cudng do twong dbi (1/10). Cac két qua khi ti 16 cuong d6 twong ddi 14 1én hon

hoic bang 1 d4 dwoc thé hién.
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Bang 1
0 Cuong d;é twong 20 Cuong df) tuong
do1 doi
6,6 5 29.9 1
7,6 1 30,6 1
8.4 100 30,9 1
12,2 1 32,2 1
13,3 1 34,0 1
16,6 1 344 1
17,4 3 35,1 2
17,8 1 38,2 1
18,0 1 41,4 1
18,9 1
19,7 2
21,1 2
22,5 1
23,1 1
23,9 3
24,6 2
254 3
26,9 1
28,8 1
29,4 1

Ham luong natri ciia tinh thé d4 duoc do boi phuong phap hap thu nguyén tir va két
qua 1a 16,2% theo trong lugng, ma vé co ban trang voi gia tri theo 1y thuyét (16,4% theo
trong lugng) cua mudi natri don phan tir. Ngoai ra, lwong nuéc dugc chira trong tinh thé
duoc do bang phuong phap Karl-Fischer va két qua 1a 0,7% theo trong lugng. Cac két qua
nay cho thy rang tinh thé 13 tinh thé ciia natri HMB khong hydrat.

Céc tinh chat vat Iy khac nhau cia tinh thé thu dugc trong vi du 1 dugc thé hién trén

Béang 2.
Béang 2
Nudc Ham luong Natri Diém néng chay
% % °C
0,7 16,2 105,0-110,0
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Vidu2
Thu tinh thé ctia natri HMB khong hydrat (2)

DPén 200mL dung dich HMB nude, tu do thu duoc tir vi du tham chiéu 1, 104mL
dung dich natri hydroxit nuéc ndng dé 1 mol/L dugc bd sung dé didu chinh ¢ pH dén 8,84.
Mot phﬁn cua dung dich nu6e thu duge vé6i lugng 200 mL duoc st dung cho bude tiép

theo.

200 mL dung dich nuéc dd dugce cd dac thanh 10 mL, va 50 mg tinh thé natri HMB
thu duoc theo vi du 1 da duoc bd sung nhu tinh thé mim. 20 mL axetontril duoc bd sung
vao d6 dé két tua tinh thé. Huyén phu tinh thé da duoc khudy tai nhiét do phong trong 1
gid, va tinh thé sau d6 di duoc gom bang cach loc, duge rira bang 20 mL axetonitril, va
duoc 1am kho trong chan khong tai nhiét d6 25°C dé thu dugc 6,7 g tinh thé.

Céc két qua cua nhiéu xa tia X theo phwong phap nhiéu xa bot cua tinh thé da duoc
thé hién trén Fig.3 va Bang 3. Trong bang ndy, "20" biéu thi géc nhidu xa (26°) va "Cudng
d6 twong déi" biéu thi ti 16 cudng d6 twong ddi (I/10). Cac két qua khi ti 1& cudng do twong

d6i 16n hon hoic bang 1 d4 duoc thé hién.

Bang 3

20 | Cuong dd twong doi
6,6 25

8,4 100

12,2
13,3
16,6
17,3
17,8
18,0
18,8
19,7
21,0
22,5
23,1
23,9
24,5

W W[ [WWIW KW K|
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25,3 3
29,4 4
29,9 3
30,9 2
32,2 3
35,1 4

Ham luong natri cua tinh thé d3 duoc do bang phuong phap hép thu nguyén tir va
két qua 12 16,7 % theo trong lugng, ma vé co ban tring vai gia tri theo 1y thuyét (16,4 %
theo trong lwong) cua mudi natri don phén tir. Ngoai ra, lugng nuée duge chira trong tinh
thé dugc do bing phuong phap Karl-Fischer va két qua 12 0,6 % theo trong luong. Cac két
qué nay cho thiy rang tinh thé 13 tinh thé cua natri HMB khong hydrat.

Céc tinh chét vat 1y khac nhau cua tinh thé thu duoc trong vi du 2 duoc thé hién trén
Béng 4. B4i v6i d6 pH, dung dich nudc cia tinh thé mudi véi ndéng do 100 g/L & dang HMB

tu do da duoc do.

Bang 4
Nudc Ham luong Natri Diém néng chay pH
% % °C
0,6 16,7 105,0-110,0 7.9
Vidu3

Thu tinh thé ctia natri HMB dihydrat

Pén 4,6 L dung dich nuéc chira HMB tu do véi lugng 210,1g thu duge theo quy
trinh cua vi du tham chiéu 1, dung dich natri hydroxit nude cd néng d6 1mol/L dugc bd
sung dé diéu chinh d6 pH dén 7,92. Dung dich nudc da duoc ¢d dic dé tao ra 340,6 g dung
dich nudc, va 1g tinh thé ctia natri HMB thu duoc theo vi du 1 da duoc bd sung nhu tinh
thé mam tai nhiét d6 35°C dé két tua tinh thé.

Huyén pht tinh thé duoc khudy tai nhiét d6 30°C trong 16 gid va tai 25°C trong 16
gid, tinh thé sau d6 dugc gom bing cach loc d thu duge 130g tinh thé. Tinh thé con duge
sy kho trong chan khong (25°C, 20 hPa, 16 gio), dé thu dugc 127 g tinh the.
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Céc két qua ctia nhidu xa tia X theo phwong phap nhiéu xa bot cua tinh thé da dugc
thé hién trén Fig.9 va Bang 5. Cac két qua cta phén tich phd hdng ngoai cta tinh thé dugc
minh hoa trén Fig.10. Trong bang nay, "20" biéu thi gbc nhiéu xa (26°) va "Cudng do twong
di" bidu thi ti 1& cudong do twong déi (I/10). Cac két qua khi ti 18 cudng do twong ddi 12 16n

hon hodc bang 1 da duogc thé hién.

Bang 5

20 Cuong do tuong doi
6,0
6,7 1
12,0
13,3
20,0
26,7
29,4
35,3
40,6
47,7

Ham luong natri cua tinh thé d3 dwoc do bang phuong phap hap thu nguyén tir va
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két qua 14 16,4 % theo trong lwong, ma vé co ban tring vdi gid tri theo 1y thuyét (16,4 %
theo trong lwong) ctia mudi natri don phan tir. Ngoai ra, lugng nude dugc chira trong tinh
thé duoc do bang phuwong phap Karl-Fischer va két qua 12 19,5 % theo trong luong. Cac két
qué nay biéu thi rang tinh thé 12 tinh thé ctia natri HMB dihydrat.

Céc tinh chét vat 1y khac nhau cua tinh thé thu dwoc trong vi du 3 duge thé hién trén

Bang 6.
Bang 6
Nudce Ham luong Natri Piém néng chay
% % °C
19,5 16,4 51
Vidu4

Phén tich ciu tric bang tia X tinh thé don
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Nhiéu xa tia X tinh thé don (Single crystal X-ray diffraction-SXRD) di duoc st

dung dé x4c dinh cu trac cua tinh thé thu dugc trong Vi du 3. Céc két qua cia vi du nay

duoc tong hop trong Bang 7. P x4c nhan duoc tir cic két qua rang tinh thé cua natri HMB

14 dihydrat ¢6 cac phén tir nudc trong mang tinh thé don vi.

Bang 7
Cong thirc hda hoc Na*¢(CsHoO4)*2H,0
M, (g/mol) 176,14
Kich thuée tinh thé (mm) 0,49 x 0,38 x 0,04
H¢ tinh thé Pon ta
Nhém ddi xting khong gian C2/c
a(Ad) 10,6679(13)
b (A) 5,8862(6)
c(A) 26,736(4)
5(°) 97,966(13)
V (A% 1662,6(4)
Z 8
Decaic (g/cm3) 1,407
T(°C) -180
S6 phan xa thu dugc 2951
S6 phan xa doc lap 1494
Rint 0,0267
S6 bién thién 117
R (I>2,00(1))/R (all)? 0,0631/0,0688
wR2(all)® 0,1665
Kiém dinh phu hop 1,18
Buc xa (A) CuKo(A=1,54187 A)

sR=3 |F.| - |FellZ| Fo |

b WR2 = [S(W(Fo? - F22)Zw(Fo2)H2, w = 1/[6*(Fe?)+(0,1011P)?]

Vidu5

Thu tinh thé cua kali HMB khong hydrat

Pén 200 mL dung dich HMB nuéc, tu do thu dugc tir vi du tham chidu 1, 114 mL

dung dich kali hydroxit nuéc ¢6 nong do 1 mol/L dugc bd sung dé didu chinh do pH dén

8,85. 314 mL dung dich nude duge c6 dac dudi ap suit dugc giam tai nhiét d6 50°C va 10

mbar (1000 Pa) dé loai bd dung méi, va tinh thé cua kali HMB nhd d6 dugc phét trién mot
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cach tw nhién. Huyén phu tinh thé con dwoc 1am kho trong chan khong dé thu duoc 14,8 g
tinh theé.

Céc két qua cua nhidu xa tia X theo phurong phap nhiéu xa bot cua tinh thé da duoc
thé hién trén Fig.5 va Bang 8. Cac két qua cuia phan tich phd hdng ngoai ciia tinh thé dugc
minh hoa trén Fig.6. Trong bang ndy, "20" biéu thi goc nhiéu xa (26°) va "Cuong d6 tuong
d6i" biéu thi ti 16 cudng dd twong dbi (I/10). Cac két qua khi ti 1é cudng d6 tuong dbi 12 16n

hon hoic bang 1 da duoc thé hién.

Bang 8

20 Cudng d6 tuong dbi
6,4 1

8,1 1

9,0 100

16,1
18,7
22,9
238
24.6
27,1
28,5
29,4
30,7
31,1
32,1
33,8
34,4
35,0
39,6
40,1

[UNI U U e T N N [ NS I TN AN g RSN NS B B\

Ham luong kali cia tinh thé di dugc do bang phwong phap hép thu nguyén tir va két
qua 12 24,3 % theo trong lwong, ma vé co ban tring véi gia tri theo 1y thuyét (25,0 % theo
trong luong) cua mudi kali don phan tr. Ngoai ra, luong nuée duge chira trong tinh thé
duge do bang phuong phap Karl-Fischer va két qua 12 0,6 % theo trong luong. Cac két qua
nay cho thay ring tinh thé 1a tinh thé cta kali HMB khong hydrat.
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Céc tinh chét vat Iy khac nhau cua tinh thé thu dugc trong vi du 5 dugc thé hién trén
bang 9. Bdi v6i d6 pH, dung dich nudc ciia tinh thé mubi cé nong @6 100 g/L & dang HMB
tu do da duoc do.

Bang 9
Nudc Ham luong kali Diém néng chay
pH
% % °C
0,6 243 154,3-157,4 7,9
Vidu6

Thu tinh thé mam ctia amoni HMB khong hydrat (1)

Pén 200 mL dung dich HMB nude, tu do thu dugce tir vi du tham chiéu 1, 8,5 mL
dung dich amoni nudc cd ndéng d6 1,4 M duoc bd sung dé diéu chinh d6 pH dén 7,90. 28,5
mL dung dich nudc da dugc c6 dac dé tao thanh 1,6 mL, va sau d6 bd sung SmL axetonitril,
dung dich nuéc con lai van duoc dat tai nhiét d6 phong trong 30 phut dé két tha tinh thé.
Huyén phu tinh thé con duoc khudy tai nhiét &6 phong trong 1 gio, tinh thé sau d6 duogc

gom bang cach loc dé thu duoc 0,4g tinh thé mam.
Vidu7
Thu tinh thé ciia amoni HMB khong hydrat (2)

Pén 200 mL dung dich HMB nudc, tw do thu duge tir vi du tham chiéu 1, 64 mL
dung dich amoni nude ¢6 ndng d6 1,4 M duoc bd sung dé didu chinh d6 pH dén 7,75.

246 mL dung dich nuéc da thu duge 6 trén duogc co dac dé tao thanh 10,5 mL, va 15
mg tinh thé ctia amoni HMB thu dugc theo vi du 4 d3 duogc bo sung nhu tinh thé mam. 15
mL axetontril d3 dugc bd sung vao d6 dé két tua tinh thé. Huyén ph tinh thé da duwoc khuiy
tai nhiét 3o phong trong 1 gio, va tinh thé sau d6 d3 duoc gom béng cach loc, dugc rira
bﬁng 50 mL axetonitril, va duoc lam kho trong chan khong tai 25°C dé thu duoc 4,7 g tinh
the.
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Céc két qua cta nhidu xa tia X theo phuong phép nhidu xa bot clia tinh thé da dugc
thé hién trén Fig.7 va Bang 10. Cac két qua cia phan tich ph6 hong ngoai cua tinh thé dugc
minh hoa trén Fig.8. Trong bang nay, "20" biéu thi goc nhiéu xa (26°) va "Cudng do twong
d6i" biéu thi ti 16 cudng do twong dbi (1/10). Cac két qua khi ti 16 cudong do twong dbi 1a 16n

hon hoac béng 1 da duge thé hién.

34545

Bang 10
20 Cudng d6 tuong dbi 26 Cudng d6 tuong dbi
7,5 1 29,9 3
8,6 1 31,2 1
10,0 1 34,4 1
12,8 1 37,4 1
14,3 1 38,0 1
15,5 1 39,6 1
16,1 1 39,7 1
17,3 2 40,5 1
18,0 2 40,6 1
18,2 1 422 1
18,6 1 432 1
19,9 100
21,1 4
21,9 1
22,6 1
25,1 1
25,6 1
26,1 1
27,4 1
28,8 1

Ham luong amoni cua tinh thé d3 duge do bing phuong phap HPLC va két qua 14
13,2% theo trong lwong, ma vé co ban trung véi gia tri theo 1y thuyét (13,3% theo trong
lwong) ctia mudbi amoni don phan tir. Ngoai ra, lugng nuée duge chira trong tinh thé dugc

do bang phuong phap Karl-Fischer va két qua 1a 0,5% theo trong luong. Cac két qua nay

cho thy rang tinh thé 13 tinh thé cia amoni HMB khong hydrat.
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Céc tinh chét vat 1y khac nhau cua tinh thé thu dugc trong vi du 7 duogc thé hién trén
Bang 11. DBéi véi do pH, dung dich nudc cua tinh thé mudi véi néng do 100 g/LL ¢ dang
HMB tu do da duoc do.

Béang 11
Nuéce Ham luong amoni Diém néng chay .
p
% % °C
0,5 13,2 138,0-143,1 5,7
Vidu 8§

Do d6 hoa tan

Tinh thé ctia mudi cation héa tri mot khong hydrat cia HMB, thu duge trong mdi vi
du?2,5va7,didugc bd sung tai nhi¢t d§ phong dén khi dugc hoa tan trong nudce va sau d6
gitt dung dich & thoi gian vira di dudi didu kién khudy, phan ndi khong chira tinh thé da
duoc léy mau va do néng do HMB béng cach st dung HPLC. Két qua do duogc thé hién
trén bang 12.

Bang 12
D6 hoa tan D6 hoa tan (6 dang ty do)
(g/L) (gL)
Natri HMB khoéng hydrat 729 513
Kali HMB khoéng hydrat 1011 764
Amoni HMB khéng hydrat 660 577
Canxi HMB hydrat (*1) 150 129

*1: duoc mua tir Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

Nhu dugc thé hién trén bang 12, can hiéu rﬁng cac tinh thé thu dugc cta natri HMB
khong hydrat, kali HMB khong hydrat va amoni HMB khong hydrat dugc nang cao do hoa

tan trong nude rat 16n, khi so sénh véi mudi canxi hién co.
Vidu9

Tron tinh thé ciia mudi cation hoa tri mét cia HMB va dém photphat
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Dung dich ¢6 ndng d 100 g/L, & dang tu do, d dwoc didu ché sir dung tinh thé cia
mubi cation hoa tri mét khong hydrat cia HMB thu duoc theo mdi vi du 2, 5 va 7, va duoc
tron véi dém photphat ndng d6 0,2 M (pH: 6,80) theo ti 1& trén tiy y. Dung dich sau khi
tron duoc do hé sb truyén 4nh sang (& 660 nm) dé danh gia su hién dién hay vang mit ciia
su hinh thanh mubi khong hoa tan. Cac két qua dugc thé hién trong bang 13. Trong bang
13, ki hiéu "-" biéu thi khong d4nh gia dugc.

Bang 13

Haé s6 truyén T% (660 nm)

Ti 16 tron (thé tich/thé tich) (*1)
0,01 0,17 0,33 0,57
Mubi natri - 100 100 100
Mubi kali - 100 100 100
Mudi amoni - 100 100 100
Mubi canxi 60 0,11 0,02 0

(*1) Thé tich/Thé tich = dung dich HMB ¢4 ndng d6 100 g/L (thé tich)/dém photphat nong
d6 0,2 M (thé tich)

Nhu duoc thé hién trén Bang 13, can hiéu ring trong hdn hop véi dém photphat,
mudi canxi hién c6 tao ra mudi khong tan nhu cac tinh thé thu dugc ciia natri HMB khéng
hydrat, kali HMB khong hydrat va amoni HMB khong hydrat khong tao thanh mubi khong

tan.

Viduy 10

Hdn hop cia tinh thé cia natri HMB va dung dich truyén chét dién giai - Amino axit -
Glucose.

Natri HMB khéng hydrat thu duoc trong vi du 2 dugc tron voi dung dich truyén chét
dién giai - amino axit - glucose d§ pH dinh dudng vo hiéu tai bién: khoang 6,7; tén san
pham: Dung dich truyén aminofluid (Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.) dé thu dung dich
cotile0,0,11,0,21 va 0,42% theo trong hrqng/thé tich tai néng d6 cudi cung ¢ dang tu do.

-28-



34545

Heé s6 truyén anh sang (660nm) duoc do bang quang phé ké kha kién va tir ngoai ngay sau
khi tron hodc sau khi dé tai nhiét do phong 24 gior @ danh gia sy c6 miat hodc vang mat cia

sw hinh thanh muéi khong tan. Cac két qua dugc thé hién trong bang 14.

Bang 14

Hé s6 truyén T% (660 nm)

T (%)
Thoi gian sau khi b sung (gid) 0 24 0 24
Néng d6 HMB cubdi cung ) )
) muoi canxi muoi natri
(% trong lugng/thé tich

0 100 100 100 100

0,11 100 70 100 100

0,21 90 28 100 100

0,42 65 20 100 100

Nhu duoc thé hién trén bang 14, can hiéu rang trong qué trinh tron véi dung dich
truyén Aminofluid, mubi canxi hién ¢6 hinh thanh mubi khong tan nhung natri HMB khong

hydrat khong hinh thanh mudi khong tan.
Vidull

Anh huéng dén dién giai co thé khi dung dich truyén chat dién giai Glucose chia tinh the

cua natri HMB duoc dua vao co theé.

Natri HMB khong hydrat thu duoc trong vi du 2 dugc tron véi dung dich truyén chat
dién giai - glucose ma khong chira photphat ion, tén san phim Dung dich truyén SOLITA-
T s6 3 (AY Pharmaceuticals Co., Ltd.) @& thu dung dich c6 ti 1€ 0 va 0,42% theo trong
lwong/thé tich tai ndng @9 cudi cung & dang tw do. Cac dung dich da duogc dua lién tuc vao
chudt ma cac cang thang trong hanh vi d3 phét sinh boi hoat dong cao chu theo dai duong

rudt tai lidu thong thuong (240mL/kg/ngdy) trong 3 ngay. O ngay dung cudi cung, nudéce
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tieu duoc gom bang cach gom nudc ticu 24 gio va do nong do dién giai tiet niéu. Két qua

dwoc thé hién trong bang 15 va 16.

Bang 15

Luong bai tiét canxi trong nudc tiéu (mg/ngay)

Nong do HMB cubi cing ) ,
. muoi canxi mudi natri
(% theo trong lugng/thé tich)
0 0,30 0,30
0,42 3,64 0,25

Bang 16

Luong bai tiét photphat trong nudc tiéu (mg/ngay)

Ndng d6 HMB cubi ciing
) calcium salt sodium salt
(% theo trong lugng/thé tich)
0 18,4 18,4
0.42 4.4 19,2

Nhu duoc thé hién trén cc bang 15 va 16, can hiéu rang trong qué trinh dua hon
hop v6i dung dich truyén SOLITA-T s6 3 vao co thé, mudi canxi hién c6 1am ting canxi
trong nude tidu va 1am giam bai tiét photphat trong nudce tiéu nhung tinh thé thu duoc cua

natri HMB khong hydrate khong gy ra su bat thuong vé dién giai néu trén.

Sang ché d3 mo ta chi tiét va tham chiéu dén cac phuong an cu thé, do d6 sang ché
s& 12 13 rang véi nhitng ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat va nhitng bién
d6i, thay ddi khac nhau c6 thé dwoc tao ra ma khong xa roi khoi tinh than va pham vi cta
sang ché. Sang ché dua trén Don dang ky cdp bang sang ché tai Nhat Ban (Pon s6 2015-
226876) duge ndp ngay 19 thang 11 nam 2015, va Don dang ky cip bang sang ché tai Nht
Ban (don s6 2016-108805) dugc ndp ngay 31 thang 5 nin 2016, toan bo cac don nay dugc
két hop trong ban moé ta nay dé tham khao. T4t ca cac tai liéu tham khao dugc dé cap trong

ban mo ta duoc két hop dé tham khao toan bo céc tai liéu nay.
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Kha ning ap dung cong nghiép

Theo sang ché, tinh thé ciia mudi cation héa tri mot cia HMB, 12 hitu ich, vi du, nhu
san phém, nguyén liéu tho, ban thanh phém, hodc cac loai twong tu cua thuc phém tu nhién,

thudc, my phém, hoac céc loai twong tu va quy trinh san xuét tinh thé nay duogc dé xuét.
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YEU CAU BAO HO
1. Tinh thé ctia muéi cation héa tri mot cua axit 3-hydroxyisovaleric, trong do:
(i) mubi cation hoa tri mot 1a mudi natri, trong d6 trong nhifu xa tia X bang phuwong
phép nhiéu xa bot, tinh thé c6 cac dinh tai cac goc nhidu xa (20) 1a 8,4+0,2°, 6,6+0,2°,
19,7+0,2°, 13,3+0,2°, va 29,4+0,2°; hoac

(i) mudi cation héa tri mét 13 mudi natri, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phuong
phap nhidu xa bot, tinh thé ¢ cac dinh tai cac goc nhidu xa (20) 12 6,7+0,2°, 13,3£0,2°, va
20,0+0,2°; hoac

(iii) mudi cation héa tri mot 13 mubi kali, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phuong
phap nhiéu xa bot, tinh thé c6 cac dinh tai cic gdc nhidu xa (20) 1a 9,0£0,2°, 27,1+0,2°,
23,8+0,2°, 16,1+0,2°, va 22,940,2°; hodc

(iv) mubi cation héa tri mot 1a mubi amoni; trong d6 trong nhidu xa tia X bang
phuong phéap nhiéu xa bét, tinh thé ¢ cac dinh tai cac géc nhidu xa (20) 1a 19,9+0,2°,
21,140,2°, 29,9+0,2°, 17,3+0,2°, va 18,0+0,2°,

2. Tinh thé theo diém 1, trong d6 mubi cation héa tri mot 13 mudi natri, trong d6 trong nhiéu
xa tia X bang phuong phap nhiéu xa bdt, tinh thé ¢ cac dinh tai cac géc nhidu xa (20) 14
18,4+0,2°, 6,6+0,2°, 19,7+0,2°, 13,3+0,2°, va 29,440,2°.

3. Tinh thé theo diém 2, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phwong phap nhidu xa bot, tinh
thé con co cac dinh tai cac gbc nhidu xa (20) 13 35,1£0,2°, 17,3£0,2°, 24,5+0,2°, 17,8+0,2°,
va 29,9+0,2°.

4. Tinh thé theo diém 3, trong d6 trong nhiéu xa tia X bang phuwong phap nhiéu xa bét, tinh
thé con cé cac dinh tai cac goc nhiéu xa (26) 14 16,6+0,2°, 23,9+0,2°, 18,8+0,2°, 18,0+0,2°,
va 25,3+0,2°.

5. Tinh thé theo diém 1, trong do mudi cation héa tri méot 1a mudi natri, trong d6 trong nhidu
xa tia X béng phuong phéap nhiéu xa bot, tinh thé c6 cac dinh tai cac goc nhiu xa (20) 14
6,7+0,2°, 13,3+0,2°, va 20,0+0,2°.
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6. Tinh thé theo diém 5, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phuong phap nhiu xa bot, tinh
thé con c6 cac dinh tai cac goc nhidu xa (20) 1a 6,0+0,2°, 47,7+0,2°, 40,6+0,2°, 26,7+0,2°,
va 12,0+0,2°.

7. Tinh thé theo diém 5 hodc diém 6, trong d6 tinh thé ¢6 cac tham s6 6 don vi x4p xi nhu
sau khi duge do tai nhiét do khoang -180°C: a=10,6679 A (1,0668 nm); b=5,8862 A (0,5886
nm); ¢=26,736 A (2,6736 nm); 0=90°; B=97,966° y=90° V=1662,6 A> (1,66 nm®); va Z=8;
ti trong duoc tinh (Deate, gem™) 1 1,407 gem™; va nhém d61 xtng khong gian 12 C2/c.

8. Tinh thé theo diém 1, trong d6 mudi cation héa tri mot 1a mubi kali, trong d6 trong nhiéu
xa tia X bing phuong phap nhidu xa bot, tinh thé c6 cac dinh tai cac gdc nhiéu xa (20) 1a
9,0+0,2°, 27,140,2°, 23,840,2°, 16,12£0,2°, va 22,9+0,2°.

9. Tinh thé theo diém 8, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phwong phap nhiéu xa bot, tinh
thé con o6 céc dinh tai céc gbc nhidu xa (26) 14 30,760,2%, 8,1:£0,2°, 6,4+0,2°, 32,140,2°, va
28,5+0,2°.

" 10. Tinh thé theo diém 9, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phuong phéap nhiéu xa bot,
tinh thé con cé céc dinh tai cac gbc nhiéu xa (20) 1a 40,1+0,2°, 31,14+0,2°, 24,6+0,2°,
18,7+0,2°, va 34,4+0,2°.

11. Tinh thé theo diém 1, trong d6 mubi cation hoa tri mét 1a mudi amoni, trong d6 trong
nhidu xa tia X bang phuong phip nhiéu xa bot, tinh thé ¢ cac dinh tai cac géc nhiéu xa
(20) 14 19,9+0,2°, 21,1+0,2°, 29,9+0,2°, 17,3+0,2°, va 18,0+0,2°.

12. Tinh thé theo diém 11, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phuong phap nhiéu xa bot,
tinh thé con c¢é cc dinh tai cac goc nhidu xa (20) 1a 25,640,2°, 8,6+0,2°, 18,2+0,2°,
39,6+0,2°, va 40,5+0,2°.

13. Tinh thé theo diém 12, trong d6 trong nhidu xa tia X bang phuong phap nhiéu xa bét,
tinh thé con ¢ cac dinh tai cac goc nhidu xa (20) 1a 28,8+0,2°, 39,7+0,2°, 18,6+0,2°,
15,5+0,2°, va 14,3+0,2°.
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14. Quy trinh san xuét tinh thé cia mudi cation héa tri mot cia axit 3-hydroxyisovaleric

(HMB) nhu dugc xac dinh theo diém 1, trong d6:

(i) quy trinh bao gdm budc c6 dic dung dich HMB nudc chita hop chat chira cation
hoa tri mot va c6 d6 pH nam trong khoang tir 4,0 &n 10,0 dudi ap suat giam tai nhiét do tir
20 dén 60°C dé két tia tinh thé ctia mudi cation hoa tri mot cia HMB trong dung dich nuéc,

va budc gom tinh thé cia muoi cation héa tri mét cuia HMB tir dung dich nudc; hodc

(ii) quy trinh bao gdm budc bd sung, nhu 14 tinh thé mam, tinh thé cia mudi cation
hoéa tri moét cia HMB vao dung dich HMB nuéce chira hop chét chtra cation hda tri mot va
¢6 d6 pH nim trong khoang tir 4,0 d&én 10,0, budc két tia tinh thé ciia mudi cation héa tri
mot cia HMB trong dung dich nuée, va bude gom tinh thé ctia mudi cation héa tri mot cua

HMB tur dung dich nudc;
va ngoai ra trong d6 theo mot trong hai phuong an (i) hoac (ii):

hop chét chira cation héa tri mét 14 hop chét chira natri va mudi cation hoa trj mot 1a
mudi natri; hodc

hop chét chira cation hoa tri mot 13 hop chat chira kali va mudi cation hda trj mot 13
mudi kali; hoic

hop chét chira cation hda tri mot 13 hop chét chira amoni va mudi cation hoa tri mot
12 mudi amoni.
15. Quy trinh theo diém 14, theo phwong 4n (ii) trong d6 budc két tia mudi cation héa tri
mdt ctia HMB 14 bude bd sung hoic bd sung theo kiéu nho giot dung méi duge chon tir
nhém gém nitril va xeton dé két taa tinh thé cua mudi cation hoa tri moét caa HMB;

va trong d6 wu tién nitril 1 axetonitril va xeton 1a dung méi dugc chon tir nhém gém

axeton, metyl etyl xeton, metyl isobutyl xeton va dietyl xeton.
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Fig. 1
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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