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ché con dé cap dén phuong phap diéu ché dang tinh thé | cua tenvermectin B.
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Linh vuc k¥ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén Iinh vuc dugce. Cu thé hon, séng ché dé cap dén dang tinh thé

cua tenvermectin B va phuong phép diéu ché va sir dung chung.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Macrolit 16 canh duogc san sinh bdi streptomyces ¢6 hoat tinh cao va hoat tinh phé
rong. Ngoai ra, loai hop chit ndy dugc két hop chat ch& v6i dit trong moi trudng tu
nhién va khong dé bi rira trdi va xam nhép. Hop chét nay nhanh chéng phan hiy thanh
hop chét bt hoat trong diéu kién 4nh sang hodc hoat dong clia vi sinh vt dAt, manh
phén tr cua ching cubi cung bi phan hiy va dugc thuc vét va vi sinh vat st dung nhu
ngudn cacbon ma khong con lai doc tinh bét ky. Loai hop chét nay da tré thanh thude

trir su sinh hoc ¢6 hiéu qua cao dugc st dung trong nong nghiép va dong vat.

Do céc dic diém dang chu y cua loai hgp chat nay, nén cic chét dong ding cia
hop chét nay da duoc mé rong nghién clru trén toan thé giéi. Mot mat, sy bién ddi cdu
tric phan ti da dugce thyc hién bing phuong phap tdng hop, va mit khac, céc ching
duoc tao ra tir d6 duge gy dot bién biang phuong phép cai tién di truyén, dé tim ra hop
chit méi v6i hoat tinh cao hon. Nhém nghién ctru cta Zhejiang Hisun Pharmaceutical
Co., Ltd. da tich hgp gen Milbemyxin PKS vao phan t ban dau cta cac ching tao
avermectin Streptomyces avermitilis bing k¥ thuat ghép nbi lién mach cidc manh ADN
16n, va thu duge cic chung thiét ké gen MA220 dé san xudt tenvermectin (xem
W02015135242). Tenvermectin cd cac thanh phin chinh: tenvermectin A va
tenvermectin B (cAu tric cia chiung duoc thé hién dudi day). CN201410208660.9 va
W02015135467 boc 1 réng tenvermectin A va tenvermectin B ¢6 thé kiém soat sau
bo va mat gdy hai cho cdy trong nong nghiép va 1am nghiép, chdng han nhu
tetranychus cinnabarinus, tetranychus urticae, plutella xylostella, spodoptera exigua,
spodoptera litura, sdu buém hai bong (cotton bollworm), sdu x4m (agrotis ypsilon), bo
bd cui (wireworm), siu cin gié (armyworm), siu buém cdy thong (pine caterpillar),

giun tron gd thong va sau duc than 1ua.
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Tenvermectin A: R=CHj3; Tenvermectin B: R=C,Hjs

Ngoai ra, CN201410208660.9 va W02015135467 ciing boc 1o phuong phap diéu
ché tenvermectin A va B, trong d6 dung dich 1én men cua ching thiét ké gen MA220
duoc loc bé‘lng vai loc dé thu dugc banh loc ma dugc chiét bang etanol hai lan dé thu
duogc dich chiét etanol; dich chiét etanol thu duoc nay dugc cb dac dén kho trong chan
khong, sau d6 duoc tach béng sdc ky cot silica gel, va sau d6 dugc tach va tinh ché
bang pha 10ong ap suit cao ban diéu ché (dung mdi rira giai: metanol/axetonitril/nude
—46/46/8), va tir d6 cac manh thu dugc nay dugc cb truc tiép dén kho dé thu dugc
tenvermectin A va tenvermectin B. DE4031039 boc 10 phuong phap didu ché
tenvermectin B. Theo phuong phap nay, san pham tho tenvermectin B dugc tong hop,
va sau d6 duogc tinh ché bang silica gel (etyl axetat/hexen = 2:1) dé thu duogc
tenvermectin B. Tuy nhién, ca hai phuong phéap diéu ché nay déu chwa nghién ctu vé
dang tinh thé clia tenvermectin B thu duoc.

Sau mdt loat cac thir nghiém, dau tién, céc tic gia séng ché phat hién ra rang san
phim thu dugc theo hai phwong phap diéu ché trén 1a bodt vo dinh hinh cua
tenvermectin B; tha hai, trong qué trinh nghién ctu cia ho, cdc tdc gia sang ché phat
hién ra rﬁng bot vO dinh hinh nay rat khong 6n dinh, dan dén tang chi phi cho viéc phat
trién san pham sau nay. Cudi cung, cac tac gia sang ché da phat hién ra dang tinh thé
cia tenvermectin B, dugc goi 1a dang tinh thé 1. Dang nay 6n dinh hon va khong dé

phén huy, do do dat nén tang vitng chac cho viéc phat trién tenvermectin B sau nay.
Ban chat k§ thuit ciia sang ché

Mot muc tiéu cta sang ché 1a dé xuat dang tinh thé cua tenvermectin B ¢6 d6 on

dinh vat 1y va héa hoc tét, dugc goi la dang tinh thé I. Dang tinh thé nay 6n dinh hon
2
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va khong dé phan hity, va thuén loi hon cho viéc phét trién san phém sau nay.

Dang tinh thé I clia tenvermectin B theo sang ché boc 16 cac dinh dic trung & do
20 13 9,62+0,20°, 11,33+0,20°, 11,79+0,20°, 12,48+0,20°, 13,48+0,20°, 21,12+0,20°

va 23,70+0,20° trong mau nhiéu xa bot tia X sur dung buc xa Cu-Ko.

Tét hon 13, dang tinh thé I cua tenvermectin B theo sang ché con boc 10 cac dinh
dac trung ¢ do 26 14 6,71+0,20°, 9,2240,20°, 12,02+0,20°, 14,95+0,20°, 17,39+0,20°,
18,3340,20°, 22,97+0,20°, 26,53+0,20° va 27,16+0,20° trong mau nhiéu xa bot tia X

st dung buc xa Cu-Ka.

Tbt hon nita 13, dang tinh thé I cia tenvermectin B theo séng ché con boc 16 cac
dinh dic trung & do 20 1a 4,63+0,20°, 15,45+0,20°, 15,80+0,20°, 16,64+0,20°,
17,7440,20°, 19,20+0,20°, 19,75+0,20°, 22,14+0,20°, 22,52+0,20°, 25,01+0,20°,
25,54+0,20° va 29,60+0,20° trong mau nhiéu xa bot tia X sit dung btrc xa Cu-Ko.

Ngoai ra, do 20 ma tai d6 cac dinh ddc trung duge boc 10, gia tri d va dit liéu
cudng do tuong ddi cua cac dinh dic trung dugc thé hién trong mau nhiéu xa bot tia X
cta dang tinh thé I ctia tenvermectin B theo sang ché duogc thé hién trong bang 1 duéi
day.

Béang 1. D6 26, gia tri d va cuong do tuong dbi ctia dang tinh thé I ctia tenvermectin B

d
Dinh s6 26(°) (khoang cach gitta | Cudng df tuong dbi (%)
cac mat phang)

1 4,63 19,0699 59
2 6,71 13,1625 29,7
3 9,22 9,5837 28,4
4 9,62 9,1862 100,0
5 11,33 7,8034 42,3
6 11,79 7,4998 43.8
7 12,02 7,3569 31,4
8 12,48 7,0867 49,7
9 13,48 6,5631 90,6
10 14,95 5,9209 34,0
11 15,45 5,7304 10,9

3
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12 15,80 5,6043 14,0
13 16,64 5,3232 6,1
14 17,39 5,0953 26,6
15 17,74 4,9956 15,6
16 18,33 4,8360 29,4
17 19,20 4,6188 16,8
18 19,75 4,9515 12,5
19 21,12 4,2031 42,4
20 22,14 4,0117 18,5
21 22,52 3,9449 16,9
22 22,97 3,8686 20,4
23 23,70 3,7511 42,2
24 25,01 3,5575 11,5
25 25,54 3,4848 4,7
26 26,53 3,3570 22,4
27 27,16 3,2805 21,7
28 29,60 3,0154 10,5

MAu XRPD cua dang tinh thé I ctia tenvermectin B theo sang ché duogc thé hién

trén FIG. 1.

Ngoai ra, dang tinh thé T cua tenvermectin B theo sang ché c6 thé duogc dac trung
boi quang phd hap thu héng ngoai dugc do bang pelet KBr, va theo quang phd nay, c6
cac dinh dic trung & 3481 cm™, 2930 cm!, 1732 cm™, 1678 cm’, 1371 em™, 1183cm™,
1124 cm™, 984 cm, 877 ecm™! va 761 cm™.

Quang phd hong ngoai ctia dang tinh thé I cua tenvermectin B theo sang ché duge
thé hién trén FIG. 2.
C6 dinh toa nhiét & 160,8+2°C trong biéu dd nhiét phan tich nhiét quét vi sai

(DSC) cua dang tinh thé I cua tenvermectin B theo sang ché.

Biéu dd nhiét DSC cua dang tinh thé I ciia tenvermectin B theo sang ché duoc thé

hién trén FIG. 3.

Biéu dd nhiét phan tich nhiét trong (TGA) cta dang tinh thé I cua tenvermectin B
theo sang ché dugc thé hién trén FIG. 4.

4/14



43959

Mot muc dich khac cia sang ché 1a d& xuit phuong phap diéu ché dang tinh thé I
ctia tenvermectin B, bao gdm budc két tha dang tinh thé I clia tenvermectin B tir hé

dung méi chira formamit.

Tét hon 13, hé dung moi chira formamit nay la két hop cta ruou c6 s6 nguyén tir
cacbon thap hon, formamit va nudc hodc két hop clia keton c6 s6 nguyén tir cacbon
thap hon, formamit va nudc, trong d6 rugu cé s6 nguyén tir cacbon thip hon t6t hon 13
duoc chon tir nhém bao gdm metanol, etanol hodc isopropanol; va keton ¢6 s6 nguyén
tit cacbon thip hon tbt hon 13 axeton. T4t hon nita 13, hé dung moi chira formamit nay

t5t hon 1a két hop cua etanol, formamit va nude.

Tét hon 14, ty 18 gitta khdi lwgng ca tenvermectin B véi thé tich cta rugu ¢ sd
nguyén tir cacbon thap hon, véi thé tich cua formamit va véi thé tich ctia nuéce 1a 1g
2ml : 4-5ml : 2ml, va ty 1é gitta khéi lugng cla tenvermectin B véi thé tich cua keton
c¢6 sb nguyén tir cacbon thdp hon, v6i thé tich cua formamit va voi thé tich cta nuéde 1a

lg:2ml : 4-5ml : 2ml.

Tt hon 13, phuong phap diéu ché dang tinh thé I cia tenvermectin B theo séng
ché bao gdm céc budc: hoa tan tenvermectin B véi etanol, sau do lan luot thém
formamit va nuéc vao do, khuéy va két tinh hén hop thu dugc nay dé thu duoc dang
tinh thé I ciia tenvermectin B, trong dé, t6t hon nita la, ty 1¢ gifra khéi lugng cua
tenvermectin B véi thé tich cua etanol, véi thé tich cua formamit, véi thé tich cua nudc

lalg:2ml:4-5ml:2ml

Mot muc dich khac cua sang ché 1a dé xuit ché phém chtra dang tinh thé I cia
tenvermectin B, ché phim nay con bao gbm ta dugc, chét mang duoc dung, hodc két

hop cua chung.

Mot muc dich khac cua sang ché 1a @& xuét viéc str dung dang tinh thé I cua
tenvermectin B hodc ché phém chira dang tinh thé T ctia tenvermectin B dé diéu ché
céc chat dé kiém soat ky sinh trung va con trang ¢6 hai. Céc ddi tugng can kiém soét
bao gom ky sinh triing va con tring c6 hai trén cay trong, ngudi, dong vat, thiy san va
twong tw. C6 thé tham khao CN201610213645.2 (sir dung tenvermectin dé kiém soat
ky sinh tring & ngudi hodc dong vat) va CN201610211064.5 (str dung tenvermectin dé
kiém soat con trung c6 hai trong cay trong nong nghiép va 14m nghiép).

Sang ché con d& cap dén viéc st dung cac nguyén liéu thdé chta dang tinh thé T
5
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ctia tenvermectin B dé bao ché ché pham chong ky sinh tring va ché pham dé ki€ém
s04t con trung c6 hai. Ché pham nay bao géom dung dich nho giot ngoai da, vién nén,

thudc tiém va hdn dich khé.

Theo mot phuong 4n, tenvermectin B dugc hoa tan v6i etanol, sau d6 nude dugce
thém vao d6, va bot vo dinh hinh cta tenvermectin B thu dugc béng cach khuéy va két
tinh. Theo mdt phuong an khac, tenvermectin B dugc hoa tan véi etanol, sau do
formamit va nudc duge thém lan luot vao d6, va dang tinh thé T cua tenvermectin B
thu dugc bang cach khudy va két tinh. Theo modt phuwong an khéc, tenvermectin B vo
dinh hinh duoc so sanh véi dang tinh thé I cia tenvermectin B vé tinh én dinh va da
phét hién ra réng tinh dn dinh cta dang tinh thé I cia tenvermectin B t6t hon nhiéu so
véi cta tenvermectin B vO dinh hinh.

Dang tinh thd I ciia tenvermectin B dugc d& xudt boi sang ché chi 1 dang tinh thé
ciia tenvermectin B dugc biét dén hién nay, va day 1a budc dot pha dang ké trong linh
vuc k¥ thuat da biét. San pham cua dang tinh thé nay c6 do tinh khiét cao hon, va cé
tinh thé ddng déu hon, qua trinh lam kho sau d6 cia san phdm d& kiém soat hon. Ngoai
ra, hién twong bién ddi tinh thé khong xay ra va khong phat hién sy phén hiy trong thir
nghiém vé tinh On dinh cua san phém cua dang tinh thé nay.

M6 ta viin tit cac hinh vé

FIG. 1 1a mAu nhiéu xa bot tia X clia dang tinh thé T cta tenvermectin B thu duoc

trong vi du 1.
FIG. 2 1a quang phd hip thy hdng ngoai ctia dang tinh thé I cua tenvermectin B
thu dugc trong vi du 1.

FIG. 3 1a biéu dd nhiét DSC cta dang tinh thé T cua tenvermectin B thu duoc

trong vi du 1.

FIG. 4 1a biéu dd nhiét TGA cua dang tinh thé T cta tenvermectin B thu duoc

trong vi du 1.

FIG. 5 12 mAu nhiéu xa bot tia X cta bot v dinh hinh cta tenvermectin B thu

dugc trong vi du so sénh 1.

Mo ta chi tiét sang ché
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Céc phuong an

Céc vi du sau day s&€ minh hoa rd hon vé sang ché, nhung khong 1am gi6i han
sang ché.

Nguyén liéu tho tenvermectin B dugc sir dung trong sang ché dugc didu ché theo
Vi du 1 trong CN201410208660.9, va dugc xac nhan 1a tenvermectin B v0 dinh hinh
bang thir nghiém nhiéu xa bot tia X.

May do nhiéu xa bot tia X va diéu kién thir nghiém trong sang ché nhu sau. Mau
may do nhiéu xa bot tia X: Rigaku D/max-2200 Cu target; diéu kién hoat dong: tdc do
quét, 4°/phut, do rong bude quét, 0,01°.

May do quang phd hong ngoai va diéu kién thtr nghiém trong sang ché nhu sau.
Mau médy do quang phd hong ngoai: BRWKER VECTOR 22; phuong phap hoat dong:
Phuong phép pelet KBr, pham vi quét 400-4000 cm™.

Nhiét luong Kké quét vi sai va diéu kién thtr nghiém nhu sau. Mau nhiét lugng ké
quét vi sai: PERKIN ELMER DSC8000; diéu kién hoat dong: toc do nhiét, 10°C/phut,
khoang nhiét dg, 20°C-280°C.

May phan tich nhiét trong va diéu kién thtr nghiém nhu sau. Mau méy phan tich
nhiét trong: PerkinElmer TGA400; diéu kién hoat dong: tbc do nhiét, 10°C/phut,
khoang nhiét d9, 30°C-300°C.

Séc ky 16ng hiéu ning cao (HPLC) va didu kién tht nghiém trong sang ché nhu
sau. Sic ky long hiéu ning cao, Agilent1100; cot sdc ky: C18, 4,6mm x 250mm; pha
dong, axetonitril : dung dich nudc axit phosphoric 0,1% = 65 : 35 (thé tich : thé tich);
budce song phat hién: 240 nm; tdc do dong, 1,0ml/phut; nhiét do cot: 25°C.

Trur khi ¢6 quy dinh khac, cac budc hoa tan va két tinh dwoc bao gdm trong sang
ché thuong yéu cau khuéy, ¢6 thé duoc thuc hién theo céc cach da biét, chéng han nhu
khuéy tr, khuéy co hoc, v.v.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Ché phém dang tinh thé T cua tenvermectin B

5,0 g nguyén liéu tho tenvermectin B (40 tinh khiét 98,2% theo HPLC) dugc hoa

tan trong 10 ml etanol, va sau 4o loc dé thu duoc dich loc trong subt. 25 ml formamit

7
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va 10 ml nuéc duge thém vao dé, hdn hop thu dugc nay dugc dit trén may khuéy tr
dé khudy & tbe do 200 vong/phit. Sau khi khudy & nhiét d 25°C trong 10 git (h), hon
hop nay duoc loc dé thu duoc phén ran ma duoc lam kho & nhiét do 50°C trong chan
khong trong 48 h dé thu duogc dang tinh thé T cta tenvermectin B (d0 tinh khiét 99,1%
theo HPLC). San phim thu dugc duge lam mau cho thir nghiém. Mau nhiu xa bot tia
X dugc thé hién trén FIG. 1, quang phd hép thu hdng ngoai clia san pham duoc thé
hién trén FIG. 2, biéu dd nhiét DSC cta san phAm dugc thé hién trén FIG. 3 va biéu db
nhiét TGA ctia san phdm duoc thé hién trén FIG. 4.

Vi du 2: Ché pham dang tinh thé cia tenvermectin B

5,0 g nguyén liéu tho tenvermectin B (dd tinh khiét 98,2% theo HPLC) dugc hoa
tan trong 10 ml axeton, va sau do6 loc dé thu duoc dich loc trong subt. 20 ml formamit
va 10 ml nuéc duge thém vao dé, hdn hop thu dugc nay dugc dat trén méy khuéy tur
dé khudy & tbe do 200 vong/phit. Sau khi khudy & nhiét o 25°C trong 10 h, hén hop
nay duoc loc dé thu duge phin rin ma dugc 1am khé & nhiét do 50°C trong chan khong
trong 48 h dé thu dugc dang tinh thé clia tenvermectin B (do tinh khiét 98,8% theo
HPLC). Sén phém thu dugc dugc lam mau cho thit nghiém. Mau nhiéu xa bot tia X
x4c nhén ring san phdm nay 14 dang tinh thé I.

Vi du so sanh 1: ché phém bot vo dinh hinh cta tenvermectin B

5,0 g nguyén liéu thd tenvermectin B (d¢ tinh khiét 98,2% theo HPLC) duoc hoa
tan trong 200 ml dung mai etanol, va sau dé loc dé thu duge dich lgc trong subt. 800
ml nude dugc thém nho giot vao do trong 20 phit, hdn hop thu duge nay dugc dat trén
méy khudy tir dé khudy & tdc dd 200 vong/phit. Sau khi khudy & nhiét do 25°C trong
10 h, hén hop nay duoc loc dé thu duogc phﬁn ran ma duoc lam kho & nhiét 6 50°C
trong chan khong trong 48 h. San phim nay dugc 1am mau cho thir nghiém. Mau nhiéu
xa bt tia X cua san phém duoc thé hién trén FIG. 5 va cho théy ré‘mg mau nay 1a bot

vo dinh hinh ctia tenvermectin B (d9 tinh khiét 98,3% theo HPLC).
Vi du so sénh 2: ché phdm tenvermectin B vo dinh hinh

1,0 g nguyén liéu thd tenvermectin B (d¢ tinh khiét 98,2% theo HPLC) dugc hoa
tan trong 200 ml etyl axetat, va sau d6 100 ml hexen dugc thém vao do. Sau khi tron

déu, hdn hgp thu dugc nay duoc loc dé thu dugc dich loc trong subt ma dugc co dic

8
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trong chan khong & nhiét do 50°C dén kho. Chét ran thu duoc tir d6 duoc lam khd
trong chan khong & nhiét do 50°C trong 48h. San phim thu duogc dugc lam mau cho
thr nghiém. Két qua thir nghiém cua mau nhiéu xa bot tia X cua san phém cho théy
réng san phém nay 1a bot vo dinh hinh cla tenvermectin B (d¢ tinh khiét 97,6% theo
HPLC). Mau nhiéu xa bot tia X cta san phim la giéng v6i mau nhiéu xa bot tia X cia
tenvermectin B vo dinh hinh thu dugc trong vi du so sanh 1.

Thtr nghiém tinh 6n dinh

10 g dang tinh thé I cua tenvermectin B thu dwgc trong vi du 1 va 10 g
tenvermectin B vd dinh hinh thu duoc trong vi du so sénh 1 dugce léy va dit vao céc tui
PE hai l6p voi 1l g mdi tii. C4c ti nay duoc han dién nhiét, va sau d6 duogc dat vao cac
ti 14 nhom ciing duogc han dién nhiét. Céc tui 14 nhom da han kin nay dugc dat trong
cac didu kién nhiét do 1a 40+2°C va do 4m 1a 75+5% cho thir nghiém tang tdc, trong do,
mau tenvermectin B v6 dinh hinh bi phan huy 15% trong thang tht nhét, trong khi
dang tinh thé I ctia tenvermectin B vé co ban 14 dn dinh sau 6 thang bao quan, va dit

liéu duoc thé hién trong Bang 2 dudi day.

Bang 2. Dit liéu tinh 4n dinh ctia dang tinh thé T cia tenvermectin B

Dit ligu Thang tht | Thangtht | Thangtht | Thang tht
Muc A % . .
ban dau nhat hai ba sau
Botkét | Bot két tinh | Bot két tinh | Bot két tinh | Bot két tinh
Dang . z z z z c
tinh trang trang trang trang trang
XRPD Dang tinh Dang tinh Dang tinh | Dang tinh Dang tinh
the I the I the I the I the I
Tinh ché
bing HPLC 99,1 99,0 99,1 98,9 98,9
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YEU CAU BAO HQ
1. Dang tinh thé I ctia tenvermectin B, trong d6 dang tinh thé I cia tenvermectin B nay
boc 10 cac dinh dic trung & d6 26 la 9,62+0,20°, 11,33+0,20°, 11,79+0,20°,
12,48+0,20°, 13,48+0,20°, 21,12+0,20° va 23,70£0,20° trong mau nhiéu xa bot tia X

str dung buc xa Cu-Ka.

2. Dang tinh thé I cua tenvermectin B theo diém 1, trong d6 dang tinh thé I cua
tenvermectin B nay con boc 10 cac dinh dac trung ¢ do 26 1a 6,71+0,20°, 9,22+0,20°,
12,02+0,20°, 14,95+0,20°, 17,39+0,20°, 18,33+0,20°, 22,97+0,20°, 26,53+0,20° va

27,16+0,20° trong mau nhiéu xa bot tia X st dung birc xa Cu-Ka.

3. Dang tinh thé I clia tenvermectin B theo diém 2, trong d6 dang tinh thé I cta
tenvermectin B nay con bdc 10 cac dinh dic trung ¢ do 26 1a 4,63+0,20°, 15,45+0,20°,
15,80+0,20°, 16,64+0,20°, 17,74+0,20°, 19,20+0,20°, 19,75+0,20°, 22,14+0,20°,
22,52+0,20°, 25,01£0,20°, 25,54+0,20° va 29,60+0,20° trong mau nhiéu xa bot tia X

st dung buc xa Cu-Ka.

4. Phuong phap diéu ché dang tinh thé T clia tenvermectin B theo diém bat ky trong s6
cac diém tr 1 dén 3, trong d6 phuong phép nay bao gdm budce két tha dang tinh thé I

cua tenvermectin B tir hé dung mdi chtra formamit.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 hé dung moi chira formamit nay 1a két hop cua
rugu ¢ sb nguyén tir cacbon thip hon, formamit va nuée hodc két hop cua keton c6 sb
nguyén tir cacbon thip hon, formamit va nuéc, trong d6 rugu cé s& nguyén tir cacbon
thdp hon t6t hon 1a dugc chon tr nhém bao gbém metanol, etanol va isopropanol; va

keton c¢6 sb nguyén tir cacbon thip hon t6t hon 12 axeton.

6. Phuong phap theo diém 4 hodc 5, trong d6 hé dung mdi chia formamit nay 1a két
hop cta etanol, formamit va nude.

7. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 4 dén 6, trong d6 phuong phap
ndy bao gdm cic budc: hoa tan tenvermectin B véi etanol, sau d6 thém lan luot

formamit va nudc, khuéy va két tinh hdn hop thu dugce nay dé thu dugc dang tinh thé 1

cua tenvermectin B.

10
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8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 ty 1€ gitta khéi luong cia tenvermectin B voi thé
tich cua etanol, v&i thé tich ctia formamit, véi thé tich chanuécla 1 g: 2 ml: 4-5 ml :

2 ml.

9. Ché phim chira dang tinh thé T clia tenvermectin B theo diém bat ky trong sd cic

diém tir 1 dén 3.
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