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Pon ndy yéu ciu duoc huéng quyén wu tién tir EP 15181851.5 ndp ngay

20 thang 8 nam 2015, duoc din chiéu va dua vao tai liéu nay cho moi muc dich.

Linh vuc k§ thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén cac ché phim chira lactam. C4c ché phdm thich hop
dé st dung lam, vi dy, ché phém khang khuén, ché phém tre ché tao mang sinh

hoc va ché pham kim vi khuan.

Tinh trang ky thuét ctia sang ché

WO 2007/085042 va WO 2004/016588 boc 16 lactam c6 tdc dung khang
vi khudn va cac budc tong hop ctia ching. W02014/118240 boc 1§ cac ché
phim khang khudn chtra lactam va hydrotop. Krenk et al. mé ta sy téng hop cla
chiral 3,5- ¢6 hai phan tir duoc thé pyrol-2-ones cu thé ( Eur.J. Org. Chem. 2015
pp 5414-5423).

Ban chét ky thuit cia sang ché

Sang ché nay lién quan dén lactam nhat dinh c6 ddc tinh loi thé déng ngac
nhién trong khi van gitt duoc hoat tinh khéng vi khudn. Nhitng lactam nay con
thé hién hoat tinh chdng vi khuan va/hoic hoat tinh kim vi khuén. Céc hop chét
¢6 thé dic biét hitu ich gibng nhu tic gia sang ché tin ring lactam theo sang ché
ndy ¢6 thé duoc sir dung dé kiém soat s6 luong ciia cac khuan lac ma khong phat

dong co ché ma duoc cho 13 dan téi dé khéng tién hoa.

MG ta chi tiét sang ché
Theo d6, & khia canh ddu tién, sang ché ndy cung cip mdt ché pham chira

lactam, trong d6 lactam 1a mot lactam dugc chon tu:

v11



4074

Cl

: 4-(4-chlorophenyl)-5-metylen-pyrol-2-one (Ref. 488); va

-

A}

; 5-metylen-4-(p-tolyl)pyrol-2-one (Ref. 491).

Trong mét sb trudng hop, lactam 1a 4-(4-chlorophenyl)-5-metylen-pirol-
2-one. Trong mét sb trudng hop, lactam 1a 5-metylen-4-(p-tolyl)pirol-2-one.

Ché phim c6 thé chira nu6e hodc khong chira nudc. Ché phidm c6 thé 1a
nhil twong.

Ché pham nay c6 thé, nhung khong han ché, 12 bat ky ché phidm cham séc
cé nhan nao, ché pham gia dung, duoc pham, hozc ché phdm cdng nghiép nhu
16p phu ngan mang sinh hoc hodc son, vi du la, dé str dung trong mdi truong
hang hai. Ché phdm nay ciing c6 thé 1a mot hoa chit nong nghiép. Ché phim
néy ¢6 thé thich hop dé sir dung nhu ché phdm khang khuan, ché pham tric ché
mang sinh hoc va ché phdm kim vi khuén. Céc vi du khong han ché ctia cac ché
pham nhu vy dugc cung cap trong tai liéu nay. Céc ché phdm c6 thé dugc str
dung lam ché pham phu gia; néi cach khac, ché phim c6 thé két hop véi cac
thanh phan khac nhu chét don dé tao ra ché phim nhur dugc mo ta & trén.

D& hidu 14, do doc tinh thap dang ngac nhién, cac ché pham thich hop lam
ché phdm cham séc ca nhan hogc gia dung. Trong mot s6 trudong hop, ché phém
1a ché phém chim séc ¢4 nhan dé sir dung trén da, vi du, kem dudng da, sita rira
mat hodc huyét thanh. Trong mot s6 truong hop, ché pham la ché pham gia dung
c6 thé duge st dung tai nha, vi du nhu chét 1ong tdy gidt hosic san phim lam

sach.
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Theo do, trong mot sb truong hop, ché phém con chira thém modt thanh
phén huong liéu, vi dy nhu huong liéu dong nang. Ham luong huong li€u cé thé
la ¢ tr 0,01 dén 1,5% trong lugng ché pham. Trong trudng hop hwong liéu
dugc dong nang, ham luong c6 thé 1a thép hon, vi du, ¢6 tir 0,01 dén 0,5% trong
lugng.

Uu tién 13, ché phim chira tir 0,000001 dén 50% trong luong lactam, wu
tién hon la tir 0,001 dén 50% trong luong, thdm chi uu tién hon la tr 0,01 dén
5% trong lugng, wu tién hon ca 1a tir 0,01 dén 2%.

(Céc) tac gia sang ché da xéac dinh riang 4-(4-chlorophenyl)-5-metylen-
pirol-2-one va 5-metylen-4-(p-tolyl)pirol-2-one cho thiy doc tinh thip ngac
nhién khi so sanh v6i céc lactam khac c6 hoat tinh chdng vi khuan. Diéu nay
lam cAc chét néu trén dac biét thich hop dé sir dung trong ché phim ma duge sir
dung thuong xuyén bdi nguoi tiéu dung, va trong cac ché pham ma tré em va vat
nudi ¢ thé tiép can dugc.

Khéng mudn bi rang budc bdi bat ky 1y thuyét nao, diéu nay c6 thé duoc
quy cho kich ¢& va cdu hinh ctia cac phan ti va nhiing diém tuong dong vé tac
dung dién tich va khdong gian clua cdc nhom thé para-chloro va para-metyl. Céc
nhém nay c¢6 dic diém chung khi ndm trén cling mot vong phenyl. Vi dy, xét cac
héng s6 Hammett xicma cta ching, ca hai déu co gia tri o, (gié tri kich thudc v
cua Charton), tham sb kich thuéc Taft =, va gia tri tham sb khuc xa phan tr
(phan cuc) twong dong.

(Céc) tac gia sang ché di xac dinh thém rang cac hop chat cho thiy hoat
tinh khang vi khuan mong mudn. 4-(4-chlorophenyl)-5-metylen-pirol-2-one cho
thdy hoat tinh khang vi khuén gram dwong va vi khuin gram am, trong khi
pyrol-5-metylen-4- (p-tolyl) cho thdy hoat tinh chon loc khang vi khudn gram
am.

Céc tac gia sang ché da quan sat lactam cua ché phim theo sang ché nay:

J trc ché alkylquinolone (AQ) 1& thudc céch thirc vi khuén giao tiép

(QS) trong P. aeruginosa.
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° rc ché PgsR trong cac dong dai dién thudc cidc nhom gen P.

aeruginosa chinh (1an lugt PAO1 va PA14).

e  tuwong tac dbi khang vé6i thude PgsR diéu tri loai LysR (mot cach

canh tranh ma khong c6 hoat tinh chu van mot phﬁn).

o ¢6 vé nhu khong truc tiép tic ché sinh téng hop AQ nhung lai ngin

chin tdng hop AQ bing cach hoat dong nhu mot chat ddi khang PgsR.

o ¢6 kha ning tuong tac véi mién lién két dong chit cam tmg cua

PgsR (PqsRCBD) hoat dong véi chat Ge ché di 1ap thé.

Theo do, ché phdm c6 thé dugc thich hop sir dung lau dai dé kiém soét s6
luong vi khudn. Cac nha sang ché da phét hién ra bing chimg ring lactam cia
ché pham dugc yéu ciu bao ho khong phat dong co ché ma cho ring dan toi dé

khang tién héa.

Ché phim

Céc ché phim dugc md ta trong ddy co thé 1a ché pham c6 hoat tinh
khang vi khuin. Trong mét sb trudong hop, ché pham co thé chét khang vi khuan.
Chung ¢o thé c6 hoat tinh diét khuin va/hodc hoat tinh kim vi khuén. C4c nha
sang ché da quan sat hoat tinh kim vi khuén mong mudn. Theo d6, trong mot sb
truomg hop, ché phim nay 1a ché phim kim vi khuén.

Céc ché phim ciing c6 thé ngan ngira va/hodc e ché viée tao thanh mang
sinh hoc. Mang sinh hoc dugc tao thanh khi céc vi sinh vét dinh trén bé miit.
Mang sinh hoc cia hop chét polyme ngoai bao ¢6 thé dugc tao thanh. Mang sinh
hoc (con goi 1a chat nhon) 16 ra mot s6 vén dé trong méi trudng cdng nghiép; vi
du, ching c6 thé hinh thanh trong éng dan trong may, hodc cic cdu triic cong
nghiép va nong nghiép, va trén than tau va cac cdu tric hang hai khac. Mang
sinh hoc ciing ¢6 thé mang dén van dé trong moi truong gia dung. Vi dy, mang
sinh hoc ¢6 thé hinh thanh trong cac thiét bi gia dung nhu may giit. Mang sinh
hoc cling c6 mit trong cic dd cham soc ca nhan, vi dy, chiing c6 thé hinh thanh

trén bé mat rang.
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Ché phdm thich hop véi bat ky va tit ca tmg dung nim trong pham vi ciia
sang ché nay. Trong mot s§ truong hop, ché pham 1a son hoic 16p bao phu khac.
Trong nhitng trudng hop nhu vay, ché phim c6 thé chira thém chét két dinh,
tuy chon cht nhudém mau va tiry chon mot hodc nhiéu chét phu gia pho bién (vi
du, dé thay ddi do cang bé mat, cai thién dic tinh luu dong, cai thién vé bé ngoai
khi hoan thanh, tang canh udt, cai thién do dn dinh nhuém mau, etc - nhitng chét
phu gia nhu vay 1a pho bién). Ché pham co thé chira dung méi dang long hoic
dung moi hitu co thich hop véi muc dich.

Ché pham nay ciing c6 thé dugc str dung trong cac ung dung y‘té, vi du
nhu dé bao phu thiét bi.

Trong mdt sb trudng hop, ché phim 12 mot duge pham. Néi cach khac,
ché phim nay c6 thé bao gdm mot lactam duge chon tir 4-(4-chlorophenyl)-5-
metylen-pirol-2-one va S-metylen-4-(p-tolil)pirol-2-one va mot chit don duoc
chép nhan. Ché phdm nay c6 thé thich hop cho viéc sir dung tai chd (vi du kem
hodc kem dudng), n6 c6 thé thich hop cho viéc sir dung cho mat (vi du c6 thé
ding 1am thudc nhé mat), n c6 thé phu hop véi sir dung cho tai (vi dy nhu sir
dung nhu thubc nho tai), no c6 thé thich hop nhu nudc xtic miéng, hodc néd cod
thé thich hop sir dung theo dudong ubng.

Trong mot s& trudng hop, ché pham nay 1a mot ché pham phu hop dé sir
dung trong nha (thuong duge goi 1 ché pham gia dung). Ché phim gia dung
bao gém, nhung khong han ché, trong san phém lam sach, ché phém téy gidt, va
nuée xa vai. Trong mot s truong hop, ché phim 13 mot ché phdm gia dung, vi
du 1a mot chét 16ng tiy gidt. Do d6, ché pham c6 thé chtra mot chat hoat dong bé
mit tiy rira va mot chét phu gia. Ché phim c6 thé 12 nu6c xa vai (cling duoc goi
la chét 1am mém vai) va c6 thé chira mot chét chéng tinh dién. Ché pham ciing
c6 thé 1a mot san phém lam sach gia dung.

Trong mét sé trudng hop, ché phim 14 mot ché pham cham séc c4 nhan.
Vi dy 14, ché phém ¢6 thé nham st dung trén da (vi du nhu kem, sita rira mét
hodc huyét thanh). Vi du 13, ché phim c6 thé hitu ich dé phong tranh hodc chita

tri mun tring ca. Vi du la, ché pham c6 thé chra mot hodc nhi€u trong so
5
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dimethicone, petrolatum, chét giit 4m nhu axit hyaluronic hodc glyxerin; hoic
xeramit. Trong mot s& trudong hop, ché pham 12 mot ché phdm cham séc ¢4 nhén
chira chat téy gidt, vi du, ché phém c6 thé 12 nudce rira mit hodic dau g01 dau
Trong mot sb truong hop, ché pham 12 mot chit 16ng rira kinh 4p trong.
Ché phim c6 thé 13 mot ché phdm thich hop dé sir dung trong néng
nghiép, vi du nhu mot chat phu gia cho dat (dang rin hoic 16ng).

Vidu
Céc vi du sau ddy duoc cung cap duéi dang minh hoa va khong han ché.
Diéu ché 4-(4-clorophenyl) -5-hydroxy-5-metylfuran-2(5H)-one

C

H(ﬂ\(o HH:O o)

0 1 0

l

P 0 H,PO, 85 [

/

cl

cl

1-(4-clorophenyl)propan-2-one (40,00 g, 34,75 mL, 237,2 mmol),
glyoxylic axit monohydrat (32,75 g, 355,8 mmol) va axit photphoric (69,74 g,
711,7 mmol) da dugc két hop & nhiét d6 phong trudce khi 1am néng dén 85°C
qua dém. Sau khi lam mat dén nhiét do phong, hon hop dugc dd vao mot hdn
hop nude (500 mL) va etyl axetat (500 mL). Cac 16p duoc tach ra va pha dung
dich nuéc duge chiét xuat véi etyl axetat (500 mL). C4c 16p hiru co duge két
hop dugc rira véi hdn hop nudce va nudce mudi ty 1€ 1:1 (2 x 500 mL), 1am kho
(MgSOy) va cd déc trong ha ap suit dé tao ra 4-(4-chlorophenyl)-5-hydroxy-5-
metylfuran-2(5H)-one (66,00 g, nang sudt > 100%) nhu ddu mau nau. Chat liu
da duoc sir dung trong budce tiép theo ma khong cén tinh ché thém.

Diéu ché 4-(4-clorophenyl)-5-hydroxy-5-metyl-1H-pyrol-2(5H)-one

D (¢]
@Wsoch
| o - NH
x (i) NHsH:0 ¢
] oOH 2-MeTHF OH
AN 40 - 80 °C a
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4-(4-Chlorophenyl)-5-hydroxy-5-metylfuran-2(5H)-one (66,00 g, 293,8
mmol) di duogc hoa tan trong thionyl chlorua (196,8 g, 120,0 mL, 1654 mmol)
va dugc lam nong ¢ 40°C trong 1 gid, sau d6 & 80°C trong 2 gio. Hon hop da
duoc co dic trong ap sut giam va hdn hop dang phi v6i 2-metyltetrahydrofuran
(200 mL). Chat can dugc pha lodng véi 2-metyltetrahydrofuran (160 ml) va
dung dich nay thém vao hdn hgp 28 ml amoniac lam mat bang c4ch khudy trong
nuée (180 ml), trong 2-metyltetrahydrofuran (20 ml) & 0°C. Hon hop da dugc
lam 4m dén nhiét do phong va khudy qua dém. Nuéc (100 mL) va etyl axetat
(200 mL) dugc thém vao va tach 16p. Pha chira nudc duoc chiét xuét véi etyl
axetat (200 mL), va cac chiét xuét hitu co duoc két hop 1am kho (MgSOy) va co
didc trong ap suat giam. Tinh ché biang sic ky cot kho (5-60% etyl axetat trong
heptan) tao ra 4-(4-chlorophenyl)-5-hydroxy-5-metyl-1H-pirol-2(5H)-one
(23,18 g, nang suat 35%) nhu mot chét rdn kem c6 mau.

'H NMR (400 MHz, d6-DMSO) 8,55 (brs, 1H), 7,88-7,83 (m, 2H), 7,51-
7,46 (m, 2H), 6,37 (d, 1H), 6,32 (s, 1H), 1,45 (s, 3H)

UPLC (co ban) 1,51/5,00 min, 100% tinh ché, M+H*224

MP 177°C

Diéu ché 4-(4-clorophenyl)-5-metylen-1H-pyrol-2(5H)-one

0

9
BF3OEt:, DCM,
' NH 0&{'0“ - NH
1 o O H

cl

Cho dung dich dugc lam mat 4-(4-clorophenyl)-5-hydroxy-5-metyl-1H-
pirol-2(5H)-one (10,00 g, 44,51 mmol) trong diclorometan khé (100 ml) ¢ 0°C
duoc thém mot dung dich boron trifluorua dietyl eterate (8,213 g, 7,142 mL,
57,87 mmol) trong dichlorometane kho (45 mL) trong 15 phut. Hon hop duoc
khudy & 0°C, trude khi tir tir [am 4m dén nhiét do phong va khudy trong 2 gio.
Phén tng da dugc 1am toi bang nude d4 (100 mL) va tach 16p. Lép chira nude
duoc chiét xuét véi dichlorometan (100 mL), va cac 16p hiru co duge két hop

rira voi hdn hop ¢6 ty 1€ 1:1 gitra nude va dung dich cacbon hydro natri bdo hoa

7
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(100 mL), 1am kho (MgSO4) va loc. Silic di dugc thém vao phan loc va hdn hop
khudy trong 10 phut trude khi loc qua mot nut silic, rira qua dichlorometan, sau
do 1a hdn hop c6 ty 18 3:1 cua dichlorometan:dietyl ete. Cac phan c6 chira san
pham mong mudn dugc két hop va c¢b dic trong ap suat giam. Khi sy c¢d dic két
tua duogc hinh thanh, thu dugc béng cach loc, rira b%mg ete dietyl, dé tao ra 4-(4-
chlorophenyl)-5-metylen-1H-pirol-2(5H)-one (5,25 g, 57% néng suit) nhu mot
chét ran kem c6 mau.

'H NMR (400 MHz, d6-DMSO) 10,10 (s, 1H), 7,54-7,47 (m, 4H), 6,36 (s,
1H), 5,04 (t, 1H), 4,85 (s, 1H)

UPLC (Co ban) 1,87/5,00 min, 100% tinh ché, M+H+206

MP 182°C

Diéu ché 5-hydroxy-5-metyl-4-(p-tolil)furan-2(5H)-one

0

H"U\H’OH.HSO 0
© H;PO,, 90 [ " /ow
>

|

1-(p-Tolyl)propan-2-one (25,00 g, 24,00 mL, 168,7 mmol), axit glyoxylic
monohydrate (23,29g, 253,0 mmol) va axit photphoric (49,60 g, 506,1 mmol)
duoc két hop & nhiét do phong trude khi 1am néng dén 90°C qua dém. Sau khi
lam maét dén nhiét do phong, hdn hop dugc dd vao mot hdn hop nuée da (400
mL) va etyl axetat (400 mL). Cac 16p dugc tach ra va pha hitu co dugc rira sach
voi nuée (100 mL), 1am khd (MgSOs) va cd ddc trong ap sudt giam. Hon hop
dugc lam hdn hop ding phi véi 2-metyltetrahydrofuran (50 ml) dé tao ra 5-
hydroxy-5-metyl-4-(p-tolil)furan-2(5H)-one (16,50g, 48% nang suat) dudi dang
chat rin mau nau.

'H NMR (400 MHz, de-DMSO) 7,86 (s, 1H), 7,75 (d, 2H), 7,28 (d, 2H),
6,59 (s, 1H), 2,32 (s, 3H), 1,61 (s, 3H)
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biéu ché 5-hydroxy-5-metyl-4-(p-tolil)-1H-pirol-2(5H)-one

0 0
Wsocl
(s . [y
(i) NH,H.0
/on 2-MeTHF /@ OH
50 - 80 °C

5-Hydroxy-5-metyl-4-(p-tolyl)furan-2(5H)-one (16,5g, 80,80 mmol) da
duoc hoa tan trong thionyl clorua (48,06 g, 29,47 mL, 404,0 mmol) va dugc l[am
nong & 50°C trong 1 gio, trude khi lam néng & nhiét do cao trong 1 gi6. Sau khi
lam mét dén nhiét do phong, hdn hep duoc ¢d dic trong 4p sudt giam va hdn
hop ding phi v6i 2-metyltetra-hydrofuran (2 x 50 mL). Chéat can di duoc pha
lodng v&i 2-metyltetrahydrofuran (60mL) va dung dich nay thém vao hdn hop
28% amoni khudy trong nuéc (55 mL, 808.0 mol) trong 2-metyltetrahydrofuran
(10 mL) & 0°C. Hon hop da dugc lam 4m dén nhiét d6 phong va khudy qua dém.
2-Metyltetrahydrofuran da dugc loai bd trong ap sudt giam, va chét cin dugc
pha lodng véi nude (200 mL) va ete dietyl (100 mL) va hén hop dugce khudy
tfong 20 phat & nhiét do phong. Cac chét rdn dugc thu thap bang cach loc va
khudy trong nuéc (100 mL) va ete dietyl (50 mL) & nhiét do phong trong 10
phut. Céc chét rin dugc thu thap bing cach loc va rira sach bang nudc, ete dietyl
va séy kho chan khong & 50°C dé tao ra S-hydroxy-5-metyl-4-(p-tolyl)-1H-
pirol-2 (SH)-one (10,49 g, 31% nang sudt) nhu mot chét rdn nhe mau be.

'H NMR (400 MHz, d6-DMSO) 8,44 (brs, 1H), 7,73 (d, 2H), 7,21 (d,
2H), 6,24 (s, 2H), 2,29 (s, 3H), 1,45 (s, 3H)

3C NMR (400 MHz, d6-DMSO) 1704 (s, 1C), 161,1 (s, 1C), 139,8 (s,
1C), 129,7 (s, 2C), 128,9 (s, 1C), 128,2 (s, 2C), 119,1 (s, 1C), 87,8 (s, 1C), 26,7
(s, 1C), 21,5 (s, 1C)

UPLC (co ban) 1,41/5,00 phut, 100% tinh ché, M + H™204

Phan ly MP 178 °C

Diéu ché 5-metylen-4- (p-tolil)-1H-pirol-2(5H)-one
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BF;OEts, DCM,
NH O& to rt NH

Dung dich lam mat 5-hydroxy-5-metyl-4-(p-tolil)-1H-pirol-2(5H)-one
(8,68 g, 42,7 mmol) trong dichlorometan kho (87 mL) & 0°C dugc thém mot
dung dich boron trifluorua dietyl eterate (6,85 g, 5,96 mL, 55,5 mmol) trong
dichlorometan kho (40mL) trong 15 phut. Sau 1 gio, hdn hgp dugc 1am néng tir
tr dén nhiét do phong. Sau 3 gio, phan ing dugc pha lodng véi dichlorometan
(50 mL) va nudc da (100 mL) va khudy trong 10 phut. Cac 16p duge tach ra va
16p hitu co rira sach véi nude (100 mL), hdn hop ¢6 ty 1€ 1:1 gilta nude va dung
dich natri hydro cacbonat bdo hoa (100 mL) va dung dich mudi (100 mL) va 16p
hitu co duge loc qua Celite, rira bang dichlorometan. Bét ky luong nuée du niao
déu duoc loai bo béng 6ng hat trude khi lam kho phﬁn loc (MgSO4) va cb didc
trong 4p suat giam thanh mot chét rin mau nau.Céc chat rin dugc khudy trong
hdn hop néng dichlorometan (120 mL) trong 15 phut trude khi lam mat tir tir
dén nhiét do phong va sau d6 lam lanh dén 0°C. Céc chit rin duoc thu thap
bang cach loc dé tao ra S-metylen-4-(p-tolyl)-1H-pirol-2(5H)-one (3,87 g, ning
sudt 49%) nhu mot chat rin mau vang. Silic da dugc thém vao phan loc va hdn
hop dugc khudy trong 10 phut truée khi loc qua mt nut silic, ria bang
dichlorometan va sau d6 1a hdn hop c6 ty 1€ 4:1 cua dichlorometan:ete dietyl.
Phan loc dugc o dic trong 4p sudt giam dé tao ra S-metylen-4(p-tolil)-1H-pirol-
2 (5H)-one (0,58g, 7%) nhu chét rin mau vang. Téng san luong cua S-metylen-
4-(p-tolyl)-1H-pirol-2(5H)-one (4,45 g, ning suit 56%).

'H NMR (400 MHz, de-DMSO) 10,11 (brs, 1H), 7,35 (d, 2H), 7,25 (d,
2H), 6,25 (s, 1H), 5,01 (s, 1H), 4,85 (s, 1H), 2,31 (s, 3H)

UPLC (co ban) 1,83/5,00 min, 100% tinh ché, M+1*186

Phéan ly MP 200°C

Cén duoc hidu 14, trir khi duge quy dinh ro rang khac, tit ca cc uu tién c6

thé két hop dugc.
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Yéu cau bao ho

1. Ché phém chtra nudce chira tir 0,001 ‘dén 50% trong luong lactam dugc chon

tu:

Cl

/ /

o~ o~ N

N
va , va

trong d6 ché pham co chira huong liéu véi ham lugng tir 0,01-1,5% trong lugng

ctia ché pham.
2. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché pham 12 nhii twong.

3. Ché phadm theo diém bt ky tir 1 dén 2, trong d6 lactam 14 4-(4-chlorophenyl)-
5-metylen-pyrol-2-one.

4. Ché pham theo diém bat ky tir 1 dén 3, trong d6 ché pham 14 ché phim chim
sOc ¢4 nhan, tuy chon trong do ché phém la kem dudng da, kem rira mét, hodc

huyét thanh.

5. Ché phim theo diém bat ky tir 1 dén 3, trong do6 ché pham 13 m6t ché pham

gia dung, tuy chon trong dé ché phim 1a nudc tay giat hodc san pham lam sach.
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