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(21) 1-2019-05592

(57) Bing céach st dung sdc ky cot trao dbi ion hodc canxi cacbonat cho dung dich
nude chira hop chit A dugce thé hién bing cong thirc hoa hoc sau day va axit xitric, axit
xitric trong dung dich nudc duge loai bo va hop chit A dang tinh thé thu duoc bing
cach dua vao mot sé bude sau d6. Ngoai ra, hop chit A dang khong két tinh c6 d6 tinh
khiét cao thu dugc béng cach st dung canxi cacbonat, axit sulfuric, dung mdi hitu co va
hop chét twong tu cho dung dich nude chira hop chit A va axit xitric dé tach axit xitric
va hop chit A dang tinh thé trong dung dich nay. CAu hinh ctia hop chit A dang tinh thé
1a chit ddng phan SS trong hé thdng ky hiéu RS. CAu hinh cta hop chét A dang khong
két tinh 13 chat dong phan SR.
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Linh vwe ki thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén hop chit dang tinh thé cua dan xudt axit xitric c6 tac dung
trc ché r6i loan gan, cht ddng phan khong ddi quang dang khong két tinh tinh khiét cao
(chét ddng phan khong dbi quang v dinh hinh) ctia né, va quy trinh san xudt chung.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Mo Nhat (ume)(tén khoa hoc: Prunus mume) thudc phan chi Prunus cda chi
Prunus ciia phan ho Amygdaloideae ctiia ho Rosaceae, va dugc dn ¢ dang san phim mo
da xur Iy nhu mo ngdm mubi, reou mo va dich chiét tur ph?m thit cia qua mo. Ngoai ra,
dich chiét tir phan thit cia qua mo ¢ tac dung chéng nhiém tring, phuc hoi trang thai
mét mai, bao vé da day va tuong ty, va dugc an vi stc khde. Ngoai ra, dich chiét tir phén
thit clia qua mo dugc biét 1a ¢6 tac dung cai thién dong mau (xem tai liéu phi sang ché
1 va 2). Tac dung cai thién dong méu duoc biét 1a dugc giy ra bdi Mumefural va cic
hop chét lién quan cia n6 dugc tao ra bang cach gia nhiét axit hitu co nhu axit xitric
hodc axit malic c6 trong dich chiét tir thit qua mo cling v6i duong, (tai liéu phi séng ché
3).

Misatol(R) da c6 trén thi truong ¢ dang mat trong cac thuc phém t6t cho strc khoe
chitra dich chiét tir thit qua mo, va dugc biét 1a c6 tac dung gay ra su tu thuc bao, va tac
dung trc ché rdi loan gan & bénh nhan bi viém gan do virut (tai liéu sang ché 1 va2).

D3 phat hién ra 1a hgp chat trong d6 hai nhém carboxyl dugc lién két véi cacbon
& vi tri 1 (hodc cacbon & vi tri 3) va cacbon ¢ vi tri 2 cia mach propan, ma la mach
cacbon cua axit xitric (danh phap TUPAC: axit 2-hydroxypropan-1,2,3-tricarboxylic),
tao ra lién két imit v6i nhom amino cta axit amin cu thé; va hop chét amit, thu duoc
bang phan tmg thiy phan hop chét imit, cta axit amin nay va nhém carboxyl dugc lién
két v6i cacbon & vi tri s6 1 (hoac cacbon & vi tri s6 3) ctia mach propan thu dugec tir axit
xitric 1a cac hoat chit c6 tac dung trc ché rdi loan gan.

Séang ché dé xuit, dwa trén phat hién trén day, dn xuét ciia axit xitric chira hop
chit duoc thé hién bing cong thirc sau diy, va quy trinh tbng hop hop chit nay
(PCT/IP2016/004789).
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(Trong cdng thirc nay, R! 1a nhém C1 dén C3 alkyl ty ¥ c6 nhom carboxyl hodc nhém
hydroxyl, va R? 12 nguyén tt hydro; hodc R! va R? tuy ¥ cling nhau tao ra chu tric vong
va 12 mach C2 dén C3 alkylen).

Tuy nhién, vi ddn xuét axit xitric duge thé hién bing cong thirc hoa hoc trén day
¢6 hai nguyén it cacbon bt dbi, nén c ton tai bén chét ddng phén 14p thé. Tuy nhién,
dé tach va thu duoc cac chat dong phan lap thé c6 céu tric tuong tu ndy, nhiéu cot gia
thanh cao c6 kha nang tach cao can phai dugc két hop va quy trinh tach phai dugc lap
lai nhidu 14n, va diéu nay c6 nghia 1a chi c6 thé thu dugc cac luong nhé san pham tach
phu thudc vao ¢& cdt va doi hoi chi phi cao. Van chua tao ra dugc cong nghé tach va
tinh ché cao cac chit ddng phan lap thé niy & cac lugng 16n va khong dit tién.

Tai lidu dbi ching

Tai liéu sang ché

Tai liéu séng ché 1: Patent Nhat s 4842624

Tai liéu sang ché 2: Patent Nhat s6 5577129
Tai lidu phi séng ché

Tai liéu phi sang ché 1: 1. Agric, FoodChem., 1999, 47, 828-31

Tai li€u phi sang ché 2: Journal of Hemorheology Research 1, 65-67, 1998

Tai li€u phi sang ché 3: Journal of Hemorheology Research 3, 81-88, 2000
Ban chét k§ thuit ciia sang ché
Vén @ cAn dugc giai quyét béi sang ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xuét phuong phap tach hop chét 1a chit dong phan
khong dbi quang dang tinh thé tir hdn hop chét ddng phan khong d6i quang ctia dan xuét
axit xitric, ma 1a mot trong s6 dén xuét axit xitric dugc thé hién bang cong thirc hoa hoc

trén day, dugc thé hién bang cong thirc sau day thu dugc bang phan ng cua axit xitric
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véi axit L-aspartic, v6i lugng 16n cia no bang cach st dung céc phuong tién ré tién, va
phuong phéap tinh ché chit ddng phan khong d6i quang dang khong két tinh tir hdn hop
chét ddng phan khong d6i quang, c6 do tinh khiét cao v6i lugng 16n bing cach st dung

cac phuong tién ré tién.

OH
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Céch thirc thuc hién sang ché

T nghién ctru va thr nghiém toan dién dé thuc hién muc dich trén day, tac gia
sang ché da phat hién ra 1a tinh thé ctia hop chét dugc thé hién bang cong thtc trén day
¢6 thé thu duoc bing cach két hop céc budce cu thé. Tac gia sang ché cling di phat hién
ra 12 mudi cta chit ddng phan khong d6i quang khong két tinh cia hop chéit nay ¢ thé
duoc két tha bang cach két hop cac bude cu thé. Céc tac gia sdng ché ciing x4c dinh
duoc ciu tric cua chét ddng phan khong d6i quang dang tinh thé ctia hop chit duoc thé
hién bang cong thic trén day bang phan tich cAu triic st dung k§ thuat do nhiéu xa tia
X tinh thé don.

Sang ché dugc hoan thién dua trén cac phat hién nay.

Nghia 13, sang ché 1 nhu sau.

[1] Tinh thé cta hop chét dugc thé hién bang cong thire (A) sau day (sau day,
dugc goi 1a hop chit A).

OH

Q o)
N OH
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[2] Tinh thé theo didm [1], c6 cAu trac khong gian cua chéit dong phan SS trong
hé théng ky hiéu RS.

[3] Tinh thé theo diém [1] hodc [2], c6 pic cla cac goc nhiéu xa (20) & 11,74 +
0,20°, 29,25 + 0,20°, 18,36 & 0,20°, 21,75 £ 0,20° va 15,95 + 0,20° trong mAu nhiéu xa
bot tia X st dung phat xa CuKa lam nguén tia X.

[4] Quy trinh san xuét hop chét A dang tinh thé, bao gdm céc budc tir (a) dén ()
sau day:

(a) cho dung dich nudc chia hop chit A va/hoic mudi ciia n6 va axit xitric
va/hoac mubi ctia nd va c6 6 pH 1a 5,0 dén 8.5 di qua cot dugce nhdi béng nhua trao dbi
anion;

(b) cho dich rira giai di qua cot nay dé nho d6 thu duoc dung dich nude khong
chira axit xitric ma chtra hop chit A;

(¢) loai bé dich rira giai khoi dung dich nuée thu duge bdi bude (b);

(d) cd dic dung dich nuée ma dich rira giai da dugc loai bo ra khoi do;

(e) bd sung nudc vao can da co dac dé tao ra dung dich nudc, va cb dic dung dich
nuée dé nho d6 két tua hop chit A dang tinh thé; va

(f) thu duoc hop chit A dang tinh thé.

[5] Quy trinh san xuét theo diém [4], trong d6 hop chit A dang tinh thé nay c6
cAu tric khong gian clia chit ddng phan SS trong hé théng ky hiéu RS.

[6] Quy trinh san xudt theo diém [4] hodc [5], trong d6 dich ria giai nay la dich
rira giai duge chon tir nhdém bao g‘ém dung dich nuGc amoni axetat, dung dich nudce natri
clorua va dung dich nudc amoni format.

[7] Quy trinh san xuét theo diém bét ky trong céc diém tr [4] dén [6], trong d6
quy trinh loai bé dich rira giai 1a quy trinh st dung cdt dugc nhdi bang nhya trao do6i
cation.

[8] Quy trinh san xuét theo diém bét ky trong céc diém tir [4] dén [7], trong d6
quy trinh ¢d dic 1a quy trinh dong kho.

[9] Quy trinh san xuét hop chét A dang tinh thé, bao gdm céc budce tir (a) dén (f)
sau day:

(a) bd sung canxi cacbonat vao dung dich nudce chira hop chét A va axit xitric va

c6 d6 pH 12 2,0 hodc thép hon dé nhdr d6 két tha canxi xitrat;

4
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(b) loai bé canxi xitrat khdi dung dich nudc 60% metanol;

(¢) bd sung axit sulfuric vao dung dich nudc dé tao ra @6 pH 12 2,0 hodc thap hon
dé nho d6 két tha canxi sulfat;

(d) loai bo canxi sulfat khoi dung dich nudec;

(e) c6 ddc dung dich nudc d nho d6 két tia hop chit A dang tinh thé; va

(f) thu dugc hop chit A dang tinh thé.

[10] Quy trinh san xuét theo diém [9], trong d6 hop chét A dang tinh thé nay c6
cAu trac khong gian cla chét déng phan SS trong hé thdng ky hiéu RS.

[11] Quy trinh san xuét theo diém [9] hoic [10], trong d6 ndng d6 nay 1a noéng do
chéan khong.

[12] Quy trinh san xut theo diém bat ky trong cac didm tir [9] dén [11], con bao
gdm, sau khi thu duge hop chét A dang tinh thé, cac bude tir (g) dén (j) sau day:

(g) bd sung dung mdi hitu co vao dung dich nudce dé nho d6 két tha canxi xitrat;

(h) loai bd canxi xitrat tir hdn hop chat 1éng ctia dung dich nuée va dung mdi hitu
co;

(i) khtt nu6c hdn hop chét 1ong cua dung dich nudce va dung mdi hitu co dé nho
d6 két tua hop chét A dang tinh thé; va

(i) thu duoc hop chét A dang tinh thé.

[13] Quy trinh san xuét theo diém [12], trong d6 dung mdi hitu co 1a axeton.

[14] Quy trinh san xuit mudi cua chit ddng phan khong d6i quang khdng két tinh
ctia hop chét A, bao gbm cac budce tir (a) dén (1) sau day:

(a) bd sung canxi cacbonat vao dung dich nuge chira hop chét A va axit xitric va
¢ @6 pH 12 2,0 hodc thip hon dé nho d6 két tha canxi xitrat;

(b) loai bd canxi xitrat khoi dung dich nudc;

(¢) bd sung axit sulfuric vao dung dich nuéc dé tao ra 46 pH 12 2,0 hodc thap hon
dé nho dé két tha canxi sulfat;

(d) loai bo canxi sulfat khoi dung dich nudc;

() ¢b dic dung dich nwéc dé nho d6 két tia hop cht A dang tinh thé;

() loai bo hop chit A dang tinh thé ra khoi dung dich nudc;

(g) bd sung dung mdi hiru co vao dung dich nude dé nho d6 két tiia hop chit A

dang tinh thé, va canxi xitrat;
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(h) loai bé hop chit A dang tinh thé va canxi xitrat ra khoi hdn hop chét 1éng cia
dung dich nuéc va dung mdi hitu co;

(i) khir nuée hdn hop chét 16ng cta dung dich nude va dung méi hiru co dé nho
do két taa hop chat A dang tinh thé;

(j) loai bd hop chét A dang tinh thé ra khdi dung dich nuéc

k) bd sung mubi kim loai hoic mudi cla axit amin va ruou vao dung dich nude
d8 nho d6 két tha mudi cua chét ddng phan khong d6i quang khong két tinh ctia hop chét
A;va

(1) thu dwoc mubi cia chét ddng phan khong d6i quang khong két tinh ctia hop
chat A.

[15] Quy trinh san xuét theo diém [14], trong d6 mudi cta chat ddng phan khong
dbi quang khong két tinh ctia hop chét A ¢6 chu trac khong gian ciia chat dong phan SR
trong hé thdng ky higu RS.

[16] Quy trinh san xuét theo diém [14], trong d6 dung mdi hitu co 1a axeton.

[17] Quy trinh san xuét theo diém bt ky trong céc diém tir [14] dén [16], trong
d6 mudi kim loai nay 1a mudi kim loai dugc chon tir nhom bao gém mudi natri, mubi
kali, mudi magie va mudi canxi.

[18] Quy trinh san xudt theo diém bt ky trong cac diém tir [14] dén [16], trong
d6 mudi cua axit amin 12 mudi cta axit amin dugc chon tir nhém bao gdm mudi cua
arginin, mubi ctia xitrullin, mubi cia ornithin va mudi cua histidin.

[19] Quy trinh san xuét theo diém bat k¥ trong céc didm tir [14] dén [18], trong
d6 ruou nay la etanol hodc metanol.

[20] Chét dong phan khong d6i quang dang khong két tinh ctia hop chét A hodc
mudi cta né.

[21] Chét dong phan khong d6i quang dang khong két tinh cua hop chit A hogc
mudi cia no theo diém [20], ¢6 chu triic khong gian cua chét dong phan SR trong hé
théng ky hiéu RS.

[22] Chét dong phan khong d6i quang dang khong két tinh cua hop chit A hoic
mudi cta no theo diém [20] hodc [21], trong d6 mudi nay 12 mudi kim loai hodc mudi

cila axit amin cua chit ddng phan khong d6i quang dang khong két tinh ctia hop chét A.
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[23] Chét ddng phan khong déi quang dang khong két tinh ctia hop chat A hogc
mudi cia né theo diém [22], trong d6 mudi kim loai nay 1a mudi kim loai duoc chon tir
nhém bao gdm mudi natri, muéi kali, muéi magie va mudi canxi.

[24] Chéit dong phan khong d6i quang dang khong két tinh cta hop chit A hodc
mubdi ctia n6 theo didm [22], trong d6 mubi cla axit amin 12 mudi cua axit amin dugc
chon tir nhém bao gém mubi cta arginin, mubi ctia xitrullin, mudi cua ornithin va mudi
cda histidin.

Hiéu qua cua sang ché

Vidc thu duoc hop chét A dang tinh thé va chét dong phan khong déi quang dang
khong két tinh c6 do tinh khiét cao ctia hop chét A giai thich cho tac dung sinh ly cla
mdi hop chét va co ché tac dung cuia chung d6i voi bénh. Ngoai ra, hop chét A dang tinh
thé va chit ddng phan khong d6i quang dang khong két tinh c¢6 do tinh khiét cao clia
hop chéit A, vi dugce xit Iy d3 hon so v6i hdn hop chét ddng phan khong d6i quang chira
chuing, 1a dac biét hitu ich trong viéc san xuét hodc tmg dung tuong tw cua cac thudc str
dung hop chit A 1am thanh phan hoat chit, hodc thuc phim hogc d6 ubng str dung hop
chit A. Ngoai ra, theo quy trinh dugc mo ta trong sang ché, hop chit A dang tinh thé va
chit ddng phan khong ddi quang dang khong két tinh c6 thé duge tach va thu duge véi
chi phi thip hon véi lugng 16n hon va trong thoi gian ngén hon so véi trong cac quy
trinh tinh ché st dung cot tach cao duge st dung lam phuong tién tinh ché thong thuong.
Trong quy trinh tinh ché str dung cot va phuong tién tuong tu st dung chit mang tach
cao dugc st dung 1am phuong phép tach chét ddng phan khong d6i quang thong thuong,
luong ma co thé duoc tinh ché trong quy trinh tinh ché mot 1an phu thugc vao c& cot
duoc st dung, va quy trinh tinh ché luong 16m st dung céc cdt 16n ma doi héi chit mang
tach cao dit tién 1a khong d& dang vé mit chi phi va hiéu qua. Theo quy trinh dugc mod
ta trong sang ché, 20 g hogc nhidu hon chit ddng phan khong dbi quang tinh khiét cao
6 thé tach dugce dé dang ra khoi 500 mL chét 16ng phan tmg bang quy trinh tinh ché
mot 14n, va quy md tinh ché c6 thé dé dang duoc gia tang.

Mo ta vén tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién sic ky HPLC (pha lodng 160 14n) cia chat 16ng phan (mg tdng hop

cta hop chét A.
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Fig.2 thé hién sdc ky HPLC ctia hop chét A dang tinh thé duoc két tinh trong
dung dich nuéec.

Fig.3 thé hién séc ky HPLC ciia dich céi sau khi hop chdt A dang tinh thé da duoc
thu gom timg phan.

Fig.4 thd hién shc ky HPLC (sau khi két tinh lai) ctia hop chat A dugc két tinh
trong axeton.

Fig.5 thé hién sic ky HPLC ctia két tiia dugc két tha & do pH=3,6 (mudi Ca ciia
hop chét A & dang khong két tinh (1)).

Fig.6 thé hién séc ky HPLC ciia két tia dugc két tia & do pH=6,0 (mubi Ca ctia
hop chit A & dang khong két tinh (2)). Trong pic 2 trong Fig.6, pic ciia hop chét amit
thu dugc bang phan tng thily phan ciia hop chét A duogc chdng 1én phan vai bén trai cua
pic cta hop chét A (phan vai trdi cia pic ndy trong nhu 16i 1én). Ngoai ra pic 3 1a pic
duoc cho 1a axit xitric.

Fig.7 thé hién séc ky HPLC ctia dung dich tong hop cta hop chat A dugc tinh
ché tho.

Fig.8 thé hién sic ky HPLC ctia hop chit A dang tinh thé duoc két tinh trong
dung dich nudc (két qua phan tich cho cing mot mau nhu trong Fig.2).

Fig.9 thé hién sic ky HPLC cta hop chét A dugc két tinh trong axeton (két qua
phan tich cho mau gidng nhu trong Fig.4).

Fig.10 thé hién sic ky HPLC cua mudi Ca ctia hop chit A dang khong két tinh
duogc két tia & do pH=3,6 (két qua phan tich cho mAu gidng nhu trong Fig.5).

Fig.11 1a Iuu d6 cta quy trinh san xuét hop chat A dang tinh thé bang ky thuat
sdc ky trao di ion trong vi du 7.

Fig.12 thé hién sic ky HPLC ctia hop chit A dang tinh thé.

Fig.13 thé hién phd "H-NMR ciia hop chét A dang tinh thé.

Fig.14 thé hién shc ky HPLC cua dich cai sau khi hop chat A dang tinh thé da
dugc thu gom tung phan.

Fig.15 thé hién phé "H-NMR ciia dich céi sau khi hop chit A dang tinh thé da
dugce thu gom tung phan.

Fig.16 thé hién so sanh bang nhiéu 13n thAm tach gifta cic mau nhiéu xa bot tia

X cua cac hop chét twong (mg cua mau thr nghiém 1 (tinh thé thu dugc tir dung dich

8
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nuéc bing cach tinh ché cot), mau thir nghiém 2 (tinh thé thu dugc tir dung dich axeton)
va mau thir nghiém 3 (mudi Ca ctia chét ddng phan khong d6i quang dang khong két
tinh) theo thir tu tir trén xudng.

MG ta chi tiét sang ché

Hop chit A dang tinh thé theo sang ché bao gém tinh thé c6 céc pic c6 cac goc
nhidu xa (26) & 11,74 +0,20°, tét hon 13, + 0,10°, 29,25 +0,20°, tét hon 12+ 0,10°, 18,36
4 0,20°, tbt hon 14 £ 0,10°, 21,75 + 0,20°, tét hon 13 = 0,10°, va 15,95 + 0,20°, t6t hon
1a + 0,10° trong mAu nhiéu xa bot tia X sir dung phat xa CuKa lam ngudn tia X.

Hop chét A dang tinh thé theo sang ché bao gbm tinh thé c6 thém cac pic c6 cac
g6c nhidu xa (20) & 24,09 + 0,20°, tdt hon 13, +0,10°, 19,32 + 0,20°, t5t hon 1a + 0,10°,
19,04 + 0,20°, t6t hon 1a = 0,10°, 26,95 % 0,20°, t&t hon 12 + 0,10°, va 16,19 % 0,20°, tot
hon 13 + 0,10° trong mau nhidu xa bot tia X sir dung phat xa CuKa lam ngudn tia X,
ngoai cac pic trén day.

Hop chét A dang tinh thé theo sang ché bao gbm tinh thé c6 thém, ngoai cac pic
trén day, cac pic c6 cac goc nhiéu xa (20) & 26,42 + 0,20°, tot hon 13, £ 0,10°, 16,68 &
0,20, t6t hon 1a + 0,10°, 17,85 + 0,20°, tét hon 1a + 0,10°, 21,19 + 0,20°, tot hon la
0,10°, va 18,14 +0,20°, tdt hon 13+ 0,10° trong mau nhiéu xa bot tia X st dung phat xa
CuKo 1am ngudn tia X.

Céc mau nhiéu xa bot tia X st dung CuKa lam ngudn tia X c6 thé thu duoc bang
phuong phap duge md ta trong vi du 8 trong sang ché.

Hop chét A ¢6 céc chét ddng phan khong d6i quang c6 nguyén tir cacbon bét dbi
13 cacbon & vi tri s6 2 ctia mach propan ¢ ngudn gdc tir axit xitric. O day, mic du hop
chét A theo sang ché c6 nguyén tir cacbon bét dbi cling ndm trong chu triic c6 ngudn gbe
tir axit aspartic, cau hinh ctia nguyén tir cacbon bt dbi nay thu dugc tir axit aspartic hodc
asparagin dé dugc st dung lam nguyén li¢u tho. Hop chét A dang tinh thé theo sang ché
thu duoc tir chit ddng phan L cua axit aspartic.

Mic du hop chit A dang tinh thé theo sang ché 12 tinh thé ctia mot trong sb cac
chét ddng phan khong d6i quang ctia hop chit A, NMR khong thé chi ra chét ddng phan
khong dbi quang nao tuong ng v6i mot trong sb céc chat dong phan khong d6i quang

nay.
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Phuong phap x4c dinh hop chit A dang tinh thé 1a chit ddng phan khong dbi
quang nao bao gbm phan tich cAu trac st dung nhiéu xa tia X don tinh thé. Cu thé 13,
phuong phép nay bao gdm phwong phép dugc md ta trong Vi du 9 nhu mot vi du. Tur
két qua ctia phan tich trong Vi du 9, 18 rang 1a hop chét tinh thé A (hop chit A dang tinh
thé) 1a cac chit dong phan d6i quang ctia chét ddng phan SS va chét ddng phan RR. Sau
d6, vi axit aspartic dugc sir dung trong quy trinh tbng hop hoan toan 13 axit L-aspartic
(chAt ddng phén S), da phat hién ra 14 cAu hinh ciia hop chét tinh thé A 1a chat ddng phan
SS trong hé théng ky hiéu RS.

Tir két qua ciia phan tich nay, ro rang 1a hop chét tinh thé A 1a cc chét ddng phén
dbi quang cuia chét ddng phan SS va chét ddng phan RR. Sau do, vi axit aspartic dugc
st dung trong quy trinh tbng hop hoan toan 13 L-axit aspartic (chét ddng phan S), da
phat hién ra 1a hop chét tinh thé A 1a chit dong phan SS. Tuong tng Vi diéu nay, ciing
phat hién ra 1a hop chit A ¢6 dic diém khong dugc két tinh 13 chat ddng phan SR.

Ch4t ddng phan khong déi quang dang khong két tinh ctia hop chét A hoge mudi
ctia né theo sang ché 1a chat ddng phan khong d6i quang khong dugc két tinh bang
phuong phép két tinh hop chét A duge md ta dudi déy (sau déy, con dugc goi 1a chat
ddng phan khong d6i quang dang khong két tinh) trong sb cic chét ddng phan khong
d6i quang ctia hop chit A, hodc mudi cia né.

Chét ddng phan khong d6i quang dang khong két tinh ctia hop chit A hoic mudi
ctia n6 theo sang ché co thé dugc x4ac nhan bang phan tich dinh tinh bang cach st dung
sic ky 1ong hi¢u ning cao (HPLC) duge mo ta trong Vi du 5, va c6 thé dugc phan biét
v6i chét ddng phan khong d6i quang dang tinh thé.

10
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Nhu duge md t trén day, vi cau hinh ctia hop chét A dang tinh thé theo sang ché
1a chét ddng phan SS trong hé théng ky hiéu RS, ciing duge phat hién ra 1a cAu hinh cta
dang vo dinh hinh (cht ddng phan khong déi quang dang khong két tinh) ciia hgp chét
A theo sang ché 1a chat ddng phéan SR trong hé théng ky hiéu RS nhu dwgc thé hién dudi
day.

R
S

Chit dong phan khong dbi quang & dang khong két tinh ctia hop chét A hogc
mubi ctia né theo sang ché bao gbm cac chét c6 ty 1é tron 14n clia chét ddng phan khong
d6i quang dang tinh thé 1a 5% hoic thép hon, tt hon 12 4% hodc thép hon, t6t hon nira
14 3% hodc thép hon, con tét hon nita 1a 2% hodc thp hon va tét nhét 1a 1% hoic thip
hon.

Mubi ciia chit ddng phan khong ddi quang khong két tinh cua hop chit A theo
sang ché bao gbm mubi kim loai va mudi ciia axit amin.

Mudi kim loai bao gém mudi kim loai duge chon tir nhom bao gém mudi natri,
mubi kali, mubi magie va mubi canxi, va t5t nhat 1a bao gdm mubi canxi.

Mudi cia axit amin bao gé)m mudi cia axit amin dugc chon tir nhém bao gdm
mudi cta arginin, mudi cta xitrullin, mudi cta ornithin va mudi cua histidin. Mubi cta
axit amin tot hon 13 chat ddng phéan L cta mudi cia axit amin.

Hop chit A dang tinh thé theo sang ché c6 thé thu dugc bang cach két tinh su
dung sic ky cot trao dbi ion hodc st dung hop chét nhu canxi cacbonat.

(Phuong phép st dung sdc ky ct trao d6i ion)

Hop chit A dang tinh thé duge san xuit bang cic budc tir (a) dén (f) sau day:

(a) cho dung dich nudc chia hop chit A va/hodc mudi clia n6 va axit xitric
va/hodc mubi ctia nd va c6 do pH 1a 5,0 dén 8.5 di qua ct dugce nhdi béng nhua trao dbi

anion;
11
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(b) cho dich rira gidi di qua cot nay dé nho d6 thu dugce dung dich nugce khong
chira axit xitric ma chtta hop chét A;

(¢) loai bé dich rira giai khéi dung dich nu6e thu duge boi bude (b);

(d) ¢ dic dung dich nuéc ma dich rira giai da duoc loai bo ra khoi do;

() bd sung nude vao cin da cd dic dé tao ra dung dich nuéc, va co dic dung dich
nude dé nhey d6 két tha hop chét A dang tinh thé; va

(f) thu duoc hop chit A dang tinh thé.

Mubi ctia hop chit A va mudi cia axit xitric trong dung dich nuge chira hop chét
A va/hodc mudi ciia nd va axit xitric va/hodc mudi ctia n6 khong bi gidi han dic biét va
c6 do pH late 5,0 dén 8,5. Vi du vé mudi cua hop chit A va mubi cua axit xitric bao
gém mudi ctia axit amin va mudi kim loai (muéi natri, mubi kali, mubi magie, mubi
canxi). Hop chit A va/hoidc mubi cia n6 va axit xitric va/hodc mudi cia n6 tét nhat 1a
hop chat A va axit xitric.

Dung dich nudc chtra hop chét A va/hodc mudi ctia né va axit xitric va/hodc mudi
ctia n6 va c6 do pH 14 5,0 dén 8,5, dé st dung trong budce (a) trén day dugc san xuét, vi
du, nhu sau. Axit xitric monohydrat va axit L-aspartic dugc cho phan Ung trong diéu
kién gia nhiét d& tao thanh hop chét A. Hop chit A c6 thé 1a hop chét A dugc san xuat
bang quy trinh khic v6i quy trinh tdng hop nay, nhu quy trinh phan Ung enzym hodc
quy trinh 1én men. Sau khi hoan thanh phéan tng, chét 16ng phan tmg dugc dé ngudi, va
metanol dugc bd sung vao trong diéu kién axit. Nong d6 ciia dung dich metanol c6 thé
1a ndng d6 bit ky mién 1a ndng d6 ma tai d6 axit L-aspartic ling dong, nhung vi du, 1a
60 V/V%. Vi axit L-aspartic két tia va ling dong ra khéi axit xitric va axit L-aspartic
khong phan ung chura trong chét 1ong phan ting, ling dong va két tha nay dugc tach ran
16ng bang cach tach ly tAm hodc loc. Dung dich nuéc sau khi tach ran 1ong chira hop
chét A va axit xitric. Trong trudng hop trong d6 dung dich nuréc sau khi tach rén 16ng
1a axit, tot hon 1a dung dich nude kiém, vi dy, dung dich nugc amoniac, dugc bd sung
vao dé didu chinh d¢ pH. Do pH ciia dung dich nude 1 tir 5,0 dén 8,5, tot hon 1 t 6,0
dén 8,0 va tét nhét 1a tir 6,5 dén 7,2. Dung dich nudc nay dugc di qua cdt dugc nhdi
bang nhua trao d6i anion.

Nhya trao dbi anion nay c6 thé 12 nhwa trao ddi anion bat ky c6 kha ning tach

hop chat A va/hodc mudi cia né va axit xitric va/hodc muoi ciia no, vi du veé chiing bao
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gdm TOYOPEARL SuperQ-650M (150 mm x 500 mm, dugc sin xuét bdi Tosoh
Corp.).

Dich rira giai dé st dung trong budc (b) trén day khong bi gii han cu thé, ma
dugce chon, vi du, tr nhém bao gém dung dich nudc amoni axetat, dung dich nudc natri
clorua va dung dich nudc amoni format.

Nbng d6 cia dich rira giai 12 tir 50 mM dén 5 M, t6t hon 1a 100 mM dén 3 M, tot
hon nita 13 150 mM dén 2 M va tét nhét 12 200 mM dén 1,5 M. Viéc rira giai ¢6 thé duoc
thuc hién bang cach ting tiing bac ndng d6 ctia dich rira giai.

Téc dd dong ctia budc rira giai nim trong khoang tir 10 dén 500 mL/phit, t5t hon
14 50 d&&n 300 mL/phut va t&t nhit 1 100 dén 200 mL/phit.

Mong muén 12 viéc "khdng chtra axit xitric" trong budc (b) trén dy 1a khong
chtra axit xitric bat ky, nhung mdt lugng nho cua axit Xitric ¢ thé duogc chta & muc do
khong can trd su két tinh ctia hop chat A.

Trong budce (c) trén day, vi du vé quy trinh loai bd dich rira giai bao gém quy
trinh st dung cot dugc nhdi béng nhua trao dbi cation, va dién thAm tach, va tot hon 12
bao gbém quy trinh st dung cot duge nhdi bing nhua trao dbi cation. O day, "loai bo dich
rira giai" ¢ nghia 12 loai bo céc thanh phin (cac chét tan) trong dich rira giai.

Nhuya trao ddi cation ¢6 thé 13 nhwa trao ddi cation bét ky mién 13 ¢6 kha ning
tach hop chit A va dich rira gidi, bao gdm DOWEX 50Wx8 (dugc san xuét boi Wako
Chemical Corp.). Béng cach nap dung dich nuédc, vi dy, nudc tinh khiét, vao cdt dugc
nhdi bang nhwa trao ddi cation, thu dugc dung dich nude chtra hop chét A nhung khong
chira dich rira giai. Mong mudn 13 "khong chira dich rira giai" 1a khong chira dich rira
giai bét ky, nhung mot lugng nho cua dich rira giai c6 thé dugc chira & mic dd khong
can trd su két tinh cua hop chét A.

Trong budc (d) va (e) trén day, quy trinh ¢d dic dung dich nude bao gdm ¢d bang
cach gia nhiét, cd chan khong va quy trinh dong khd, va tdt nhét 14 bao gdm quy trinh
dong kho.

Trong budc (d) va (e) trén day, bang cach cd dic dung dich nudce, co thé thu duogc
hop chit A dang khong két tinh va/hogic dang tinh thé, hoic hdn hgp cua chung, hodc
cin da cd chira chung. Trong trudong hop, trong d6 hop chét A 12 dang khong két tinh,
trong truong hop 1a hdn hgp chira dang khong két tinh, ho#c trong trudng hop 12 cdn da
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¢ chra ching, tot hon 14 nuée lai du’qc bd sung vao dé tao ra hdn hop nudc va budce cd
dugc thue hién. Béng cach thuc hién budc nay, hop chit A dang tinh thé c6 thé duge
ling dong.

Trong budc (f) trén ddy, quy trinh thu dang tinh thé bao gbém loc 4ap luc, loc hut
va tch ly tam. Ngoai ra, dé 1am giam su két dinh cta dich c4i va cai thién chét lwong
clia tinh thé, tinh thé ny c6 thé duogc rira thich hop. Tinh thé da rira duoc lam kho bang
cach sdy chan khong, sdy ting sdi, sdy bang khong khi cudng birc hodc tuong tur dé thu
duoc san pham cudi ciing.

Trong phuong phép trén day, su két tinh ctia hop chit A con co thé dat dugc bang
cach thuc hién budc (d) va budce (e) lap lai vai lan.

(Quy trinh két tinh st dung hop chit nhu canxi cacbonat)

Hop chit A dang tinh thé dugc san xuét trong dung dich nuge bang cach budc tr
(a) dén (f) sau day:

(a) bd sung canxi cacbonat vao dung dich nu6c chira hop chét A va axit xitric va
¢6 d6 pH 1a 2,0 hodc thip hon dé nho d6 két ta canxi xitrat;

(b) loai bo canxi xitrat khéi dung dich nudc;

(c) bd sung axit sulfuric vao dung dich nuéc dé tao ra @6 pH 12 2,0 hodc thap hon
d€ nhor @6 két tia canxi sulfat;

(d) loai bo canxi sulfat khéi dung dich nude;

() ¢b dic dung dich nuéc dé nhor d6 két tua hop chat A dang tinh thé; va

(f) thu duge hop chit A dang tinh thé.

Dung dich nuée chira hop chét A va axit xitric va c6 do pH 12 2,0 hodc thap hon,
dé st dung trong budrc (a) trén day dugc san xudt, vi du, nhu sau. Axit xitric monohydrat
va axit L-aspartic dugc cho phan g trong didu kién gia nhiét dé tao thanh hop chét A.
Hop chét A c6 thé 1a hop chét A duoc san xudt bang quy trinh khéc v6i quy trinh tong
hop nay, nhu quy trinh phan ng enzym hodc quy trinh 1én men. Sau khi hoan thanh
phan Ung, chét 16ng phan tmg dugc dé nguoi, va metanol dugc bd sung vio trong didu
kién axit. Nong do ctia dung dich metanol c6 thé 1a ndng do bét ky mién la ndng d6 ma
tai d6 axit L-aspartic ling dong, vi du, 1a 60 V/V%. Vi axit L-aspartic két tua va ling
dong ra khéi axit xitric va axit L-aspartic khong phan ng chira trong chét 16ng phan

g, ling dong va két tia nay dugc tach rdn 10ng bang cach tach ly tam. 0 day, trong
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budc nay, viéc bd sung metanol 14 quan trong. Etanol 1a khong dugc chip nhén. Déi voi
cac budc tiép theo, dung dich nudce sau khi tach rén 16ng chira hop chit A va axit xitric
duoc st dung.

Pidm khoé khan khi thu dugc hop chit A dang tinh thé bang quy trinh nay 12 viéc
loai bo axit xitric khoi dung dich nudc chira hop chit A va axit xitric trong didu kién
axit. Vi hop chét A 13 khong bén trong dung dich nude trung tinh dén kiém (do pH=5
hoic cao hon), dé trc ché su phan hiy ctia hop chét A, viéc duy tri diéu kién axit 12 quan
trong. Do d6, dung dich nuéc chtra hop chit A va axit xitric va ¢6 do pH 1a 2,0 hodc
thip hon dé dugc st dung trong budc (a) co thé 13 dung dich nuée c¢6 do pH t6t hon 1a
0,6 dén 1,8 va tt nhét 1a tir 1,0 dén 1,6. T4c gia sang ché da nghi dén viéc loai bo axit
xitric bing cach chuyén n6 thanh dang mubi, va nho 13p lai phuong phap thir va sai str
dung cac mudi chtra céc ion kim loai khac nhau, di phat hién ra 1a viéc st dung ion
canxi (Ca2+) c6 thé loai bo t6t axit xitric. Tac gia sang ché cling phat hién thém 1a ngay
ca khi mudi nay 1a mubi canxi, trong trudng hop sir dung canxi clorua (CaCly), axit xitric
khong thé dugc loai bo tdt trong diéu kién axit, va trong trudng hop su dung canxi
cacbonat (CaCQ3), axit xitric ¢ thé duoc loai bd thanh cong ngay ca trong diéu kién
axit. Diéu nay 1a déng tin cdy vi ion cacbonat (COs*) clia canxi cacbonat chuyén thanh
CO, va céc anion 13 ion d6i cta ion canxi bién mét, ion xitric va ion canxi dugc lién két
mdt cach d& dang. Do d6, viéc sit dung canxi cacbonat trong bude (a) la didu kién thiét
yéu.

Viéc loai bo canxi xitrat trong budc (b) trén day va viéc loai bo canxi sulfat trong
buédce (d) trén day co thé duoc thuc hién, vi duy, béng c4ch tach ly tdm hodc loc.

Ly do str dung axit sulfuric trong budc (c) trén déy bao gbm do tinh khong bén
véi kiém cta hop chit A va do tan thép cua canxi sulfat, viéc loai bo cac ion canxi la dé
dang (nghfa 1a, viéc khur mudi 12 d& dang). Bang cach tao ra 4o pH=2,0 hodc thap hon,
ion canxi c6 mit & dang mudi canxi ctia hop chét A phan ly tir hop chit A va tro thanh
canxi sulfat. Do pH & thoi diém nay tt hon 14 1,0 dén 2,0 va tt hon nita 1a 1,3 dén 1.8,
Trong truong hop st dung mubi natri (natri sulfat) hodc mudbi kali (kali sulfat), viéc khtr
mudi 14 khé.

Vi du cu thé v& quy trinh ¢6 ddc dung dich nudc trong bude (e) trén day bao gém

b bang cach gia nhiét va ¢ chan khong, nhung dé ngan ngira sy hu hong hodc phan
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huy cac thanh phan dugc tron 1dn béi nhiét, viée st dung phuong phéap ¢ chan khong
dugc uu tién hon.

Trong buéec (f) trén day, quy trinh thu dang tinh thé bao gbém loc ap luc, loc hut
va tach ly tam. Ngoai ra, dé lam giam su két dinh cia dich céi va céi thién chét luong
clia tinh thé, tinh thé nay ¢6 thé dugc rira. Tinh thé da rira dugc lam khd bing céch sy
chan khong, siy ting soi, sdy bang khong khi cudng buc hodc twong ty dé thu dugc san
phim cubi ciing.

Trong dung dich nudc (dich cai két tinh) sau khi hgp chét A dang tinh thé duoc
ling dong trong budc (e) trén day, chét ddng phan khong d6i quang ctia hop chét A dang
tinh thé van nim trong d6. Do do, hop chit A dang tinh thé c6 thé thu dugc thém bing
cach thuc hién cac budc tur (g) dén (j) sau day:

(g) bd sung dung mdi hitu co vao dung dich nuée dé nho d6 két tha canxi xitrat;

(h) loai bo canxi xitrat khoi hdn hop chét 1éng cia dung dich nude va dung moi
hitu co;

(i) khtr nu6e hdn hop chét 16ng cta dung dich nude va dung moi hiru co dé nho
6 két thia hop chit A dang tinh thé; va

(i) thu duoc hop chit A dang tinh thé.

Dung moi hitu co cAn duge bd sung vao budce (g) trén day t6t hon 1a dung moi
hitu co trdn 1an duge véi nude va co thé hoa tan mot luong nhét dinh cta hop chét A,
va vi du cu thé vé ching bao gdm axeton.

Viéc loai bd canxi xitrat trong budc (h) trén déy co thé duoc thuc hién, vi duy,
bang cach tach ly tm hodc loc.

Quy trinh ling dong hop chét A dang tinh thé trong budc (i) trén day co thé 1a
quy trinh bt ky lam ling dong hop chét nay, nhung t5t hon 12 bao gdm quy trinh trong
d6 dung dich nudc duge c¢d dac bang cach chung cat dung moi ra va dung mdi lai duge
bd sung vao.

Trong bude (j) trén day, quy trinh thu dang tinh thé bao gdm loc ap luc, loc hut
va tach ly tdm. Ngoai ra, dé 1am giam su két dinh cta dich cai va cai thién chét luong
clia tinh thé, tinh thé nay 6 thé duoc rira. Tinh thé da rira dugc 1am khd bing cach sy
chan khong, sdy tang soi, sdy bang khong khi cudng birc hodc twong tu dé thu dugc san

pham cuoi cung.
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Mudi cia chét ddng phan khong d6i quang khong két tinh ctia hop chét A theo
sang ché c6 thé thu dugc bang quy trinh bao gdm céc budc tir (a) dén (1) sau day:

(a) bd sung canxi cacbonat vao dung dich nu¢c chira hop chét A va axit xitric va
c6 dd pH 14 2,0 hodc thép hon dé nho d6 két tia canxi xitrat;

(b) loai bé canxi xitrat khéi dung dich nudc;

(c) bd sung axit sulfuric vao dung dich nuéc dé tao ra do pH 12 2,0 hodc thip hon
dé nho do két tha canxi sulfat;

(d) loai bo canxi sulfat khoi dung dich nuoc;

(¢) ¢b dic dung dich nuée dé nhdr d6 két tia hop cht A dang tinh thé;

(f) tach hop chit A dang tinh thé ra;

(g) bd sung dung mdi hitu co vao dung dich nude d8 nho d6 két tia hop chit A
dang tinh thé va canxi xitrat;

(h) tach hop chét A dang tinh thé va canxi xitrat ra khoi hdn hop chét 1ong cla
dung dich nudc va dung moi hitu co;

(i) khir nuée hdn hop chét 1ong ciia dung dich nude va dung mdi hitu co dé nho
d6 két tua hop chét A dang tinh thé;

(j) tach hop chit A dang tinh thé ra khoi dung dich nudc;

(k) bd sung mudi kim loai hoic mudi clia axit amin va rugu vao dung dich nude
d8 nho d6 két tia mudi cua chét dong phan khong d6i quang khong két tinh ctia hop chét
A;va

(1) thu duge mudi ciia chit ddng phan khong dbi quang khong két tinh ctia hop
chét A.

Dung dich nudc chtra hop chét A va axit xitric va c6 d pH 1a 2,0 hodc thép hon,
dé st dung trong budc (a) trén day dugc san xuét, vi du, nhu sau. Axit xitric monohydrat
va axit L-aspartic dugc cho phan Gng trong diéu kién gia nhiét dé tao thanh hop chit A.
Hop chét A ¢6 thé 1a hop chit A dugc san xuét bang quy trinh khac véi quy trinh tong
hop nay, nhu quy trinh phan ng enzym hodc quy trinh 1én men. Sau khi hoan thanh
phén ung, chét 16ng phan tng dugc dé nguoi, va metanol dugc bd sung vao trong diéu
kién axit. Nong do ctia dung dich metanol c6 thé 1a ndng do bt ky mién 1a ndng do ma
tai d6 axit L-aspartic ling dong, vi dy, 12 60 V/V%. Vi axit L-aspartic két tua va ling

dong ra khoi axit xitric va axit L-aspartic khong phan ung chira trong chét 16ng phan
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tmg, lang dong va két tua nay dugc tach ran 16ng bang céach tach ly tam. O day, trong
budce nay, viéc bd sung metanol 1a quan trong. Etanol 1a khong dugc chép nhan. Déi véi
céc bude tiép theo, dung dich nude sau khi tach ran 16ng chtra hop chét A va axit xitric
dugc st dung. Dung dich nuéce chira hop chét A va axit xitric va c¢6 do pH la 2,0 hodc
thip hon c6 thé 1a dung dich nuéc c6 do pH tét hon 13 0,6 dén 1,8 va tbt nhat 1a tir 1,0
dén 1,6.

Diém kho khain khi thu dugc hop chit A dang tinh thé bang quy trinh nay 1a vige
loai b axit xitric khoi dung dich nuée chira hop chét A va axit xitric. T4c gia sang ché
da nght dén viéc loai bo axit xitric béng cach chuyén n6 thanh dang mubi, va nho lap lai
phuong phép thir va sai sit dung cac mudi chira cac ion kim loai khac nhau, da phat hién
ra 13 viéc st dung ion canxi (Ca2+) co thé loai bo tt axit xitric. Tac gia sang ché ciing
phéat hién thém 1a ngay ca khi mudi nay 14 mubi canxi, trong trudng hop st dung canxi
clorua (CaCly), axit xitric khong thé duoc loai bo t6t trong diéu kién axit, va trong trudng
hop st dung canxi cacbonat (CaCO3), axit xitric c6 thé duoc loai bo thanh cong ngay ca
trong diéu kién axit. Diéu nay 1a dang tin cdy vi ion cacbonat (CO3%) ctia canxi cacbonat
chuyén thanh CO; va céc anion 12 ion d6i ctia ion canxi bién mat, ion xitric va ion canxi
duoc lién két mot cach d& dang. Do do, viée sir dung canxi cacbonat trong budc (a) la
didu kién thiét yéu.

Viéc loai bo canxi xitrat trong budc (b) trén ddy va viéc loai bo canxi sulfat trong
budce (d) trén day co thé dugc thuc hién, vi du, béng c4ch tach ly tam hodc loc.

Ly do st dung axit sulfuric trong budc (c) trén déy bao gdm do tinh khong bén
v6i kiém cua hop chit A va do tan thép cua canxi sulfat, viéc loai bo cac ion canxi la dé
dang (nghia 1a, viéc khur mudi 12 d&). Bang cach tao ra dd pH=2,0 hodc thap hon, ion
canxi c6 méat & dang mudi canxi ctia hop chit A phan ly tir hop chét A va tré thanh canxi
sulfat. D6 pH & thoi diém nay t&t hon 12 1,0 ¢én 2,0 va tét hon nita 1a 1,3 dén 1,8. Trong
treong hop st dung mudi natri (natri sulfat) hodc mudi kali (kali sulfat), viéc khir mubi
la kho.

Vi du cu thé v& quy trinh ¢6 dac dung dich nudce trong budce (e) trén day bao gdm
b bang cach gia nhiét va c6 chan khong, nhung dé ngan nglra sy hu hong hodc phan
hay céc thanh phin dugc tron 13n boi nhiét, viée st dung phuong phap c6 chan khong

duoc uu tién hon.
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Trong budce (f) trén day, quy trinh tach dang tinh thé bao gdm loc ap luc, loc hut
va tach ly tam.

Budce (g) va bude (h) trén day la cac bude cén thiét dé tinh ché cao mudi ctia chét
ddng phan khong dbi quang cia hop chat A. Ly do 14 vi trong dung dich nuéc sau khi
hop chét A dang tinh thé da duoc tach ra trong budce (), hop chét A can dugc két tinh
van con.

Dung mdi hitu co can duoc bd sung vao buéde (g) trén day t6t hon 1a dung mai
hitu co trén 1an duge véi nude va co thé hoa tan mot luong nhét dinh cta hop chét A,
va vi du cu thé vé& chung bao gdm axeton.

Viéc tach canxi xitrat trong budc (h) trén ddy ¢6 thé duge thyc hién, vi du, bang
cach tach ly tdm hodc lgc.

Quy trinh ling dong hop chét A dang tinh thé trong buéc (i) trén déy co thé 1a
quy trinh bét ky 1am ling dong hop chét nay, nhung t5t hon 13 bao gdm quy trinh trong
do6 dung dich nude duge co dic bang cach chung cit dung moi ra va dung mdi lai dugc
bd sung vao.

Trong budc (j) trén day, quy trinh tdch dang tinh thé bao gdm tach ly tam, loc ap
luc va loc hit. Trong giai doan cta budc (j) trén day, hop chét A dang tinh thé gan nhu
duoc tach ra.

Mudi kim loai cAn dugc bd sung vao buée (k) trén day bao gbdm mudi natri, mudi
kali, mubi magie va mudi canxi, va tbt nhét 13, mudi canxi (vi du, canxi clorua hodc
canxi axetat) c6 thé duge sit dung. Sau d6 do pH cta dung dich nude t6t hon 1a c6 tinh
axit va tot nhat 1a 3,6 hodc thip hon.

Mudi ctia axit amin cAn dugc bd sung vao buéde (k) trén déy bao gbm axit amin
duoc chon tir nhém bao gdm mudi cua arginin, mudi cia xitrullin, mudi cta ornithin va
mubi cta histidin, va cac vi du vé ching bao gdm L-arginin hydroclorua, L-xitrullin
hydroclorua, L-ornithin hydroclorua va L-histidin hydroclorua.

Ruou can duge bd sung vao bude (k) trén day bao gdbm metanol, etanol, n-
propanol va isopropanol, va vi du, etanol hodc metanol ¢ thé dugc st dung. Hiéu qua
ling dong mudi cua chét ddng phan khong dbi quang ctia hop chat A 1a t6t hon trong

truong hop etanol so vdi trong trudng hop metanol.
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Hop chét A theo séng ché c6 thé dugce tdng hop bang cich st dung, 1am chét khoi
dAu, axit xitric va axit L-aspartic va/hodc L-asparagin (t6t nhét 12 axit L-aspartic). Trong
truong hop nay, hop chét A d3 téng hop bao gdm hdn hop ctia hai chét ddng phan khong
d6i quang. Theo quy trinh sau day, su két tinh cta hop chét A va sy ling dong clia mudi
cta chit ddng phan khong d6i quang dang khong két tinh ciia hop chit A ¢6 thé duoc
thuc hién lién tuc. O day, trong cac budc sau ddy, cac diéu kién cta cac budc twong Gng
dwoc md ta trén day co thé dugc st dung.

(1) axit xitric monohydrat va axit L-aspartic va/hodc L-asparagin (t6t nhét 12 axit
L-aspartic) dugc cho phén Umg trong didu kién gia nhiét d8 tao thanh hop chit A. Nhiét
dd gia nhiét va thoi gian phan Gng co6 thé duogc xac dinh theo cac diéu kién khéac nhau
(vi dy, 121°C, 8 gi0).

(2) Sau khi hoan thanh phéan tng, chét 16ng phan tng dugc dé ngudi, va metanol
(vi du, dung dich metanol 60%) dugc bd sung vao trong diéu kién axit. Vi axit L-aspartic
két tha va ling dong ra khoi axit xitric va axit L-aspartic khong phan ng chua trong
chét 1ong phan tng, ling dong va két tia ndy duoc tach ran 10ng bang cach tach ly tdm
hodc loc. Axit L-aspartic da tdchra ¢ thé duoc stt dung lai. O day, trong budc nay, mic
du ngay ca khi etanol hodc isopropanol, khac v41 metanol, dugc bd sung vao, axit L-
aspartic co thé duoc tach ra, metanol 1 thich hop nhét trén quan diém vé d¢ tan cta
canxi cacbonat cAn duoc bd sung vao sau do.

(3) Nudc tinh khiét dugc bd sung vao dung dich metanol chira hop chét A thu
dwoc va axit xitric dé pha loang (vi dy, pha lodng hai 14n), va sau d6 bot canxi cacbonat
(vi du, 228 mg mbi 1 mL chét 16ng phan tng) dugc bd sung vao. Nho do, chét 1ong phan
g dugc tao bot va canxi xitrat duge két tua. Canxi xitrat d3 két tia dugc tach rin long
bang cach tach ly tm hodc loc. Chét 16ng phan ng ma canxi xitrat da dugc tach ra tir
d6 1a dung dich metanol ctiia hop chit A chira cac ion canxi.

(4) Chét 16ng phan tng thu duoc trong (3) duge co d8 chung cit metanol ra, va
nude tinh khiét duge bd sung vao dé tao ra thé tich chét 1ong phan (g bang thé tich clia
chét 16ng phan (mg ban dau. Vi du, axit sulfuric 1M dugc bd sung vao d6 dé tao ra @
pH 1a thép hon hodc béng 2,0 va cao hon hodc béng 1,3, nhd d6 céc ion canxi tré thanh

canxi sulfat, ma sau d6 dugc két tia. Canxi sulfat da két tia duoc tach rin long bing
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cach tach ly tdm hodc loc. Chét 16ng phan tmg sau khi tach rin 1ong 13 dung dich axit
clia axit sulfuric chira hop chit A.

(5) Bing cach ¢6 dung dich axit ciia axit sulfuric, vi dy, dén khoang 2/5, vi hop
chét A dang tinh thé (dugc goi 12 "hop chét A dugc két tinh") dugc két tinh, tinh the nay
dugc tach ra va phan con lai duge xi Iy nhu 1a dich céi chira tinh thé.

(6) Bing céch c6 dich céi két tinh c6 tinh axit-chira axit sulfuric, va b sung
axeton dé tao ra dung dich axeton (c6 tinh axit) (vi du, dung dich axeton 80%) cia hop
chit A, két tiia nhét duoc 1e'ing dong va dugc két tinh sau do (canxi xitrat). Canxi Xitrat
duoc tach ran long bé‘mg cach tach ly tdm hodc loc.

(7) Dich céi két tinh sau khi tach rén long dugc cd va duge khir nude (khir nude
trong axeton). Bang cdch bd sung axeton vao dich cai két tinh sau khi khir nuéc nho do
taora néng d6 axeton trong dung mdi 13, vi du, 90% hodc cao hon, hop chit A duoc Kkét
tinh va dugc két tia. Hop chit A da két tinh (dugc goi 1 "hop chat A da két tinh") duge
tach rén 16ng bang céach tach ly tAm hodc loc.

(8) Nudc tinh khiét dugc bd sung vao dung dich axeton ctia hgp chit A, va axeton
duoc chung cét ra. Canxi clorua va canxi hydroxit dugc bd sung vao dung dich nudc
cua hop chit A sau khi chung cht axeton ra nho d6 do pH béng, vi du, 3,6; va sau do
bang cach bd sung etanol (vi dy, dung dich nudc etanol 70%), muébi canxi cua chat dong
phén khong d6i quang dang khong két tinh cta hop chét A duge két tua. Két tia (duoc
g0i 14 hop chét A khong két tinh (mubi Ca)) duge tach rdn long bang cach tich ly tam
hodc loc.

M&i hop chit A da két tinh (tinh thé trong dung dich nuée) thu dugc trong bude
(5) trén day va hop chét A di két tinh (tinh thé trong axeton) thu dugc trong bude (7)
trén day dugc bao quan bang cach dwa vao quy trinh sau day.

Hoa tan lai trong nuéc — két tinh lai — dénh gia do tinh khiét bang phan tich
dinh tinh stt dung HPLC — sdy khd — bao quan

Hop chét A khong két tinh (mubi Ca) thu dugc trong bude (8) trén day dugc bao
quéan bang cach dua vao quy trinh sau day.

Hoa tan lai trong nuéc — co (loai bo canxi xitrat da két tiia) — bd sung etanol

(vi dy, dung dich nuéc etanol 90v/v%) vao dung dich nudce ctia hop chit A — két tha
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lai — dénh gi4 do tinh khiét bing phén tich dinh tinh sit dung HPLC — lam kh6 — bao
quan

Lién quan dén hop cht A khong két tinh thu duoc (mudi Ca), khi s dung no,
bang cach 1am cho n6 ¢6 tinh axit béang axit sulfuric, canxi ¢6 thé dugc loai bo tir d6 va
ndng d6 duéi dang hop cht A c6 thé duge dénh gia bing phan tich dinh tinh va dinh
lugng st dung HPLC.

Vi du thwce hién sing ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta cu thé bang cic vi dy, nhung sang ché khong bi

giGi han vao do.
[Vidu1]
(Quy trinh tbng hop hop chét A)

Nuée duge bd sung vao 240 g (1,142 mol) axit xitric (monohydrat, Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) dé tao ra 400 mL dung dich axit xitric sét; 72 g (0,541 mol)
axit L-aspartic (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) dugc bd sung vao dung dich nay;
va dung dich tao thanh dugc pha loang dén thé tich dung dich 12 600 mL (ndng d6 axit
xitric cubi cung: 1,903 mol/L, ndng do axit L-aspartic cudi cing: 0,902 mol/L). Chét
16ng phan ting duge dua vao binh thiy tinh chiu ap suét va duoc diy kin bén trong, va
dugc gia nhiét trong bé nudc & 90°C dé hoa tan axit L-aspartic da bd sung vao nhiéu
nhét c6 thé. Sau do, chét 1ong phan ng trong binh chiu ap suit nay duoc dua vao ndi
hédp duogc gia nhiét & khoang 80°C, va dugc xit Iy nhiét & 121°C trong 120 phut. Nhiét
do trong ndi hap duoc ha xubng dén khoing 80°C, va chéat long phan mg trong binh
chiu ap suat duge 14y ra va dugc khudy dé hoa tan axit L-aspartic vAn chua hoa tan nhiéu
nhét c6 thé. Chéit 1ong phan tng dugce xur 1y nhiét thém trong ndi hdp & 121°C trong 120
phut. Khudy va xir Iy gia nhiét duoc 1ap lai dé thuc hién xir Iy gia nhit ¢ 121°C trong
téng thoi gian 420 phit trong khi axit L-aspartic dugc hoa tan. (Axit L-aspartic dugc

"hoa tan hoan toan & thoi diém két thiic viée gia nhiét trong tdng thoi gian 360 phut.). Ba
x4c nhan dugc bing phan tich dinh tinh sir dung HPLC dugc mo ta trong vi du 2 sau
day 1a hop chét A duge tong hop trong chét 16ng phan tmg (Fig.1). Fig.1 thé hién séc ky
HPLC (pha loang 160 13n) ca chit 16ng phan tng tdng hop hop chit A. Nhu ro rang tir
Fig.1, lién quan dén chét long phan ng tbng hop sau phén Gmg gia nhiét, pic (RT 26,0)

cta hop chét A cao 1én va do cao ctia pic (RT 27,7) clia axit xitric giam di. O day, xéc
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nhén dugc bing phan tich tiép theo 14 pic & RT 26,0 12 hop chét A. O day, axit aspartic
la nguyén liéu tbng hop thd, vi gn nhu khong thé hién sy hip thu 4nh séng & 210 nm,

khong dugc phat hién boi h¢ phét hién & day.

[Vidu2]
(Didu kién tach trong phén tich dinh tinh bing cach sir dung HPLC ctia hop chét A)
Lién quan dén hop chat A c6 mit trong chét 1ong phan tng tbng hop va mau da
tinh ché cua no, su c6 mit cua hop chit A dugc xac nhan béng phén tich dinh tinh su
dung séc ky 1éng hiéu ning cao sau ddy (HPLC). Cac dung dich ¢6 ndng d6 khac nhau
ctia hop chit A dugc pha lodng véi dung dich nude axit percloric 10mM (pha dong cho
phan tich dinh tinh st dung HPLC) dé c6 ndng do thich hop; cac chét khong hoa tan
duoc loai bo bang thiét bi loc mang; va dung dich da hoa tan dugc phén tich bing sic
ky long hiéu ndng cao. Didu kién tach trong phan tich dinh tinh st dung HPLC 1a nhu
sau. Thanh phan tiéu @& dugc cho 12 hop chat A trong sic ky dd co pic & thoi gian luu
(RT) 1a 25,4 dén 26,0 phut.

[Diéu kién tach trong phén tich dinh tinh st dung HPLC]

Thiét bi: Shimadzu Corp., sdc ky long hiéu ning cao Prominence

Cot: hai cot dugce ghép ddi, Shodex RSpak KC-811 (300 mm x 8,0 mm)
Pha dong: 10mM dung dich nuéc axit percloric

Tbc a6 dong: 0,5 mL/phut

Nhiét do cot: 30°C

Thé tich bom: 20 uL

Budc song phat hién: 210 nm

[Vidu 3]
(Quy trinh tinh ché hop chit A va két tinh hop chit A)

Khi 900 mIL metanol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) dugc bd sung vao
600 mL chét 1ong phan (mg sau phan Ung gia nhiét dé tao ra dung dich 60% metanol,
axit L-aspartic chua phan Gng trong chét 1ong phan tng nay ling dong tlr tr va két tua

duéi dang két tia tréng. O ddy, trong truong hop sir dung dung dich etanol trong budc
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nay, ngay ca khi cac budc tuong ty duge lam cho phu hgp trong cac bude tiép theo, hop
chét A vAn khong két tinh. Dung dich nay dugc dé yén ca ngay va dém ¢ nhiét 4o phong
8 két ta axit L-aspartic nhidu nhét ¢6 thé, va sau d6 duoc loc véi gidy loc (Whatman
plc, No. 114) d8 nhor d6 tach két tua va chét 16ng phan tng (60% metanol) chira hop
cht A. Axit L-aspartic thu dugc du6i dang két tia, bang cach lam bay hoi va loai bd
metanol va lam kho két tia ndy, c6 thé dugc st dung lai 1am nguyén liéu tbng hop thd
dé téng hop hop chét A. Chét 1ong phan tmg (60% metanol) chira hop chét A thu duogc
duéi dang dich loc dugce pha lodng hai lan béng nudce tinh khiét (nudc tinh khiét theo
duoc dién Nhat) dé tao ra dung dich 30% metanol. 136 g (228 mg mdi 1 mL cua chét
16ng phan ing khoi dAu) bot canxi cacbonat (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) dugc
bd sung tir tir vao dung dich trong khi khudy, nho d6 két tia tring canxi xitrat c6 do tan
thip lang dong. Mic du lac dAu, canxi cacbonat hoa tan kém theo tao bot (khi cacbon
dioxit), sau do tir tlr, canxi xitrat c6 d0 tan thap lang dong tir dung dich nay. Khi dung
dich nay dugc dé yén ca ngdy va dém, axit xitric chua phan tng két tha phan 16n dudi
dang canxi xitrat dé tao ra dung dich duc mau tre"mg sét. Dung dich duc mau tréng duoc
tach bing cach ly tdm (nhiét do phong, 1.500xg, 30 phdt) dé nho d6 dugc tach thanh két
tia va dung dich ndi bé mit, va dung dich dich ndi bé mit (chra 30% metanol) chira
hop chit A duoc thu gom. Metanol dugce chung cAt ra khoi dung dich dich ndi bé mit
da thu gom trong khi dugc co dic bang thiét bi lam bay hoi (Tokyo Rikakikai Co., Ltd.)
dé nho d6 tao ra dung dich nhét sét. Nude tinh khiét dugce bd sung vao dung dich nhét
chira hop chit A da cd dic dé c6 cung thé tich dung dich 1a 600 mL véi chét 1éng phan
tng khoi dau. Mot mol/L (2 N) axit sulfuric dugce bd sung tir tr vao dung dich nay va
dd pH cua dung dich béng 1,3 dén 1,6, nho d6 ion Ca trong dung dich nay léng dong va
két tia dudi dang mudi canxi sulfat. Két tia nay dugc tach ra béng cach loc va dich loc
duoc thu gom. Dich loc chira hop chit A va duoc axit hoa bang axit sulfuric. Dung dich
(khoang 600 mL) dugc cd déc bang thiét bi lam bay hoi trong khi gia nhi€t trong bé
nude & 40°C dé c6 thé tich 1a khoang 250 mL (dén 200 mL). Dung dich 1 dich c4i dé
két tinh hop chit A dwoc 1am ngudi dén nhiét do phong, va sau d6 bé mit thanh thiy
tinh duoc co xat béng que tron hodc tuong tu, nh d6 léng dong hop chit A dang tinh

thé tao thanh; va dung dich nay duoc dé yén nhu vay trong ca ngay va dém, thu dugc
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két tha tring. Két tha nay dugc tich ra khoi dich cai bang céach loc, va dugc thu gom sau
khi rira bang mot lwvong nhé nudce tinh khiét d8 thu dwoc hop chat A dang tinh thé.

Quy trinh trén day tr chét 1ong phan Gng tong hop dén chudi tinh ché va két tinh
hop chét A dang tinh thé dugc thyc hién 13p lai dé nho d6 thu dugc khoang 130 g (khéi
luong uadt) ciia hop chét A dang tinh thé tir 3L chét 16ng phan @ng téng hop. Lugng nhd
cta tinh thé nay (tinh thé mam) duoc tach riéng, va phan con lai cla tinh thé nay duoc
hoa tan (trong bé nuéc 4m & 40°C) trong nude tinh khiét v6i lwong nhé néu c6 thé, va
sau d6 dung dich tao thanh dugc cd dic cao bang thiét bi 1am bay hoi, va sau d6 dugc
dé ngudi; va tinh thé nay lai dugc thu gom bang cach bd sung tinh thé mam vao dung
dich nay. Tinh thé nay dugc thu gom bang céch loc hat, va duge lam khod dé thu duogc
113 g hop chit A da két tinh. P& xac nhén do chinh xdc ciia tinh thé hop chét A thu
dugc, danh gia dugc thuc hién (Fig.2) bang cach st dung twong tu phén tich dinh tinh
HPLC d8 x4c nhan hop chit A trong dung dich tbng hop (Fig.1). Fig.2 thé hién sic ky
@ HPLC ctia tinh thé hop chét A ma dugce két tinh trong dung dich nuée. Cu thé 1, hop
cht A dugc tinh ché tir cht 16ng phan tng tdng hop sau phan tng gia nhiét dugc két
tinh trong dung dich nuéc, va tinh thé thu dugc duoc tinh ché béng céach két tinh lai, va
sau do duogc danh gia béng HPLC. 70 mg hogp chit A da két tinh dugc can, va duoc hoa
tan trong 1 mL nude tinh khiét. Dung dich thu dugc dugc pha loang 160 lan biang dung
mdi pha dong (10mM dung dich axit percloric) ctia hé phan tich HPLC, va duoc phan
tich. Pic rd rang ctia hop chit A dugc quan sat thdy, va cac pic khéc tuong ing véi cac
tap chét 1a cac cudong do gin nhu rat nhé va khong rd rang, do d6 xac nhan dwgc 1a hop
chét A duoc tinh ché cao.

Ngoai ra, dang khong két tinh ctia hop chét A c6 tinh hut am va khi dugc co dic
va hoa rin, dugc chuyén thanh dang hut 4m va c6 d6 nhdt cao (dinh), ma kho duge xir

ly. Mit khéc, hop chit A dang tinh thé 1a bot khong hut 4m, ma duoc xir ly dé dang.

[Vidu4]
(Tinh ché hop chit A dang khong két tinh)

Dung dich ma hgp chét A dang tinh thé dugc thu gom tir d6 bang quy trinh dugc
mo ta trén day va trd thanh dich cai két tinh thu dugc dudi dang dich loc dugce sur dung

lam nguyén lidu dé tinh ché hop chit A chua dugce két tinh. X4c nhan dugc bang phan
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tich dinh tinh st dung HPLC 12 hop chit A van con trong dung dich (Fig.3). Fig.3 thé
hién séc ky HPLC ctia dich loc ma tir d6 sau khi hop chdt A dugc két tinh, tinh thé nay
dugce thu gom. Dich lgoc duge pha lodng 400 14n bang dung moi pha dong (10mM dung
dich axit percloric) ctia phan tich dinh tinh st dung HPLC, va duoc phén tich. Pic cua
hop chét A dugc quan sat thdy 1a pic chinh, va céc pic ctia cdc thanh phén khéc 13 tap
chét cling dugc quan sat thay.

Khoéng 1 L dich céi két tinh thu duge tir 3 L chat long phan tng tong hop dugc
c6 dic bing cach sir dung thiét bi lam bay hoi trong bé nude & 40°C dé thu dugc khoang
200 mL chét 16ng ¢ dic c6 dd nhét cao. Khoang 800 mL axeton (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) dugc bd sung vao va dugce trdn voi chét 1éng cb dic, nho do chét 16ng
nay trd nén trang duc, va sau d6 sau khoang 1 gio, thanh phén tring duc két tia va lang
dong long dinh két thia. Dich ndi bé mit va ling dong nhét duge tach ra. Léang dong dang
tinh thé chtra canxi xitrat thu dugc tir ling dong nhét nay. Dich ndi bé mit lai duge co
dac béng cach str dung thiét bi 1am bay hoi dé tao ra dung dich ¢d ddc c6 do nhét cao.
Viéc ¢ dic bang cach chung cit dung mdi ra va hoa tan trong axeton dugc 1dp lai ba
1in dé thay thé hoi 4m nuéc trong dung dich bang axeton (khtt nuéc dung dich bang
axeton). Trong quy trinh khtt nuGc axeton, cung véi lam gidm hoi 4m nudc, ling dong
tinh thé tring tang dan. Dung dich thu dugc cudi cung duoc tao thanh 500 mL dung dich
axeton, va sau khi dung dich nay dugc dé yén ca ngay va dém, ling dong dang tinh thé
tréng két tua. Két tua va dung dich axeton trén bé mit duoc tach ra bing cach loc. D3
phat hién dugc bing phén tich sau d6 1a ling dong trang 1a hop chét A dang tinh thé
(Fig.4). Fig.4 thé hién sdc ky HPLC ciia hop chét A du6i dang tinh thé dugc tinh ché
bing cach két tinh lai, ma da dugc két tinh trong axeton. Cu thé 1a, tinh thé da loc dugc
tinh ché bing cach két tinh lai v6i nuéc tinh khiét; tinh thé da két tinh lai (khoang 20
mg) dugc hoa tan trong nude tinh khiét (khoang 0,5 mL); va dung dich thu dugc dugc
pha loding 40 1an bing dung méi pha dong (10mM dung dich axit percloric) ctia phan
tich dinh tinh stt dung HPLC, va dugc phén tich. Pic rd rang cua hop chit A duogc quan
st thiy, va pic cua céc tap chit 1a cac cudong dd gan nhu rAt nho va khong rd rang. Dén
thoi diém nay, bang cac quy trinh ndy, gan nhu toan bo chét ddng phan khong d6i quang

ctia hop chit A dang tinh thé trong dich cai két tinh duge két tinh, va gan nhu toan bo
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hop chit A hoa tan trong dung dich axeton 1a chét ddng phan khong d6i quang ctia hop
chét A ma chu yéu 1a dang khong két tinh.

Sau do6, quy trinh trong d6 500 mL nudc tinh khiét dugc bd sung vao dung dich
axeton chira chit ddng phan khong d6i quang ciia hop chit A ma khong phai dang két
tinh, va axeton dugc chung cit ra bing thiét bi 1am bay hoi duoc l3p lai ba 1an dé chuyén
dung moi cta dung dich thanh nudc. 100 g canxi clorua duge bd sung vao dung dich
nuée thu duge (thé tich dung dich: khoang 200 mL) va canxi hydroxit dugc b6 sung vao
thém dé tao thanh dung dich c6 do pH=3,6. Bing cach xir Iy nay, hop chét A, hop chat
axit, tao ra mudi canxi. Dung dich nay dugc pha loang bang nudce tinh khiét dén thé tich
12300 mL, va dugc bd sung 700 mL etanol détaora dung dich 70% etanol, nh& do mubi
canxi cia hop chit A ling dong dudi dang két tha tréng. Két tia ndy dugc tach ra tir
dung dich ndi bé mit b%mg cach tach ly tdm, va dugc tinh ché thém béng cach rira véi
70% etanol dé thu duoc két tia da tinh ché (mudi Ca ctia hop chét A dang khong két
tinh (1)). Mt khac, khi kiém tra bing phén tich dinh tinh st dung HPLC, dung dich noi
bé mit di dugce tao thanh dung dich 70% etanol chtra hop chit A con lai, va dung dich
nay dugc diéu chinh d6 pH dén 6,0 nhu 12 didu kién dé tao ra mubi Ca manh hon tir hop
chét A, va sau d6 bang cach 1am cho dung dich nay trd thanh dung dich 80% etanol, thu
dugc két taa. Két tia duoc rira béng etanol dé tao ra két tua da tinh ché (muéi Ca cua
hop chét A dang khong két tinh (2)).

Két tia da tinh ché thu duoc & do pH=3,6 bing quy trinh trén day va két tia da
tinh ché thu duge & d0 pH=6,0 dugc danh gia bang phan tich dinh tinh st dung HPLC
(Fig.5, Fig.6). Mdi két tua (khoang 10 mg) dugc hoa tan trong nude tinh khiét (khoang
1 mL), dugc pha loang 40 14n bang dung dich axit percloric 10mM la pha dong ctia phan
tich dinh tinh st dung HPLC, va duoc phan tich (bang cach dugc pha lodng véi dung
dich axit percloric 10mM, la dung moéi axit, mubi Ca cia hop chit A duoc chuyén thanh

“hop chét A, do d6 viéc phét hién dugc thyc hién véi hop chét A). Fig.5 1a sic ky do
HPLC ciia két tia dugc ling dong & do pH=3,6; va Fig.6 la sic ky @5 HPLC cta két tia
dugc ling dong & d6 pH=6,0. Trong sic ky dd HPLC cua két tua da tinh ché (mubdi Ca
ctia hop chit A dang khong két tinh (1)) thu dugc & 40 pH=3,6, mac du pic cla cac tap
chét dugc quan st thay, pic chinh cua hop chéit A duoc quan sat thiy ro, cho thay 1a két
tua nay dugc tinh ché. Mit khac, trong sic ky dd HPLC cta két tua da tinh ché (mubi
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Ca ctia hop chét A dang khong két tinh (2)) thu duoc & do pH=6,0, ciing véi pic cua hop
chét A (pic 2), quan sat thdy viéc tron 1an hop chét (pic chdng 1én vai trai cua pic cia
hop chit A) dugc amit hoa bdi phan Gmg thily phan mot phén cu tric imit cua hop chat
A, va pic (pic 3) dugc cho la axit xitric tang l1én. Do do, c6 thé hiéu rang phan Gmg thiy
phén hop chét A phat trién theo lugng kiém, duogc b sung vao dé a6 pH=6,0, va didu
kién khi ling dong mudi Ca ctia hop chét A 1a rat khit khe. Vi mudi Ca ciia hop chat A
ling dong & d6 pH=3,6 chi c6 mdt luong rAt nho bi tron 1An ciia san phim thity phan clia
hop chét A, c6 thé hiéu la do pH=3,6 12 gi6i han ciia didu kién kiém.

Bing cach hoa tan két tiia ciia mudi Ca ciia hop chit A da ling dong trong dung
dich etanol, trong nudc, va béng cach 1am cho dung dich thu dugc c6 tinh axit béng axit
sulfuric (vi du, pH=1,3) dé nho d6 két tia canxi sulfat, ham lugng canxi c6 thé dugc
loai bé va hop chit A dudi dang dung dich axit cia axit sulfuric c6 thé duoc tao ra. Bang
quy trinh tinh ché nay, thu dwoc 192,7 g chét rn kho ctia mudi Ca ctia hop chit A dang
khong két tinh (1) 1a két tha da tinh ché thu duge & do pH= 3,6 tir 3 L chat long phan
mg téng hop.

[Viduy 5]
(Phan tich dinh tinh st dung HPLC cua chét ddng phan khong dbi quang cua hop chét
A)

Ti 1& c6 mat cua cac chat ddng phan khong d6i quang ctia hop chit A duéi dang
céc chét da tinh ché thu duoc trong quy trinh tinh ché tir dung dich téng hop hop chit A
trén day dugc xéc nhin bang phén tich dinh tinh st dung HPLC st dung c{t sau day.
Céac dung dich ¢co ndng d6 khac nhau ciia hop chit A duoc pha lodng véi chét long hon
hop (pha dong dé phan tich dinh tinh st dung HPLC) ctia dung dich nudc TFA 0,1%
(98 theo thé tich) va metanol (2 theo thé tich); va cac chét khong dugc hoa tan dugc loai
b6 bang thiét bi loc mang; va dung dich nay dugc phén tich béng sic ky 16ng hiéu nang
cao. Céc didu kién cta phan tich dinh tinh st dung HPLC 1a nhu sau. Thanh phan muc
tidu duoc cho 1a hop chét A trong sic ky dd dugc phat hién 1a hai pic lién k& trong
khoang thoi gian luu (RT) tir 3,3 dén 3,7 phut (tuy nhién, RT thay di nhe trong mot sd
truong hop, do anh huéng nhu sy hw hai ciia vat liéu nhoi cot). Chét ddng phan khong
d6i quang ctia hop chét A dang tinh thé duoc phét hign 12 pic & bén phai ¢6 thoi gian luu
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dai hon trong cdt nay; va chét dong phan khong d6i quang ctia hop chét A dang khong

két tinh dugc phét hién 1a pic & bén tréi ¢6 thdi gian luu ngén hon.

(Diéu kién tach trong phan tich dinh tinh stt dung HPLC)

Thiét bi: Shimadzu Corp., Sic ky 1éng hiéu ning cao Prominence

Cot: Phenomenex Kinetex F5 (100 mm x 4,6 mm)

Pha dong: chét 1ong tron 1an cua dung dich mrée 0,1% TFA (98 theo thé tich) va metanol
(2 theo thé tich)

Tbc d6 dong: 0,8 mL/phut

Nhiét do cot: 30°C

Thé tich bom: 5 uL

Budce song phat hién: 200 nm

[Vidu6]

(Két qua cua phan tich cac ch4t ddng phan khong dbi quang trong céc mau chita hop
chit A)

Bing phén tich dinh tinh HPLC sir dung c6t dugc dé cap trén day, trang thai c6 mat cta
céc chit ddng phan khong d6i quang trong céc mau da tinh ché tr dung dich tong hop
hop chat A dugc xac nhén.

(1) Dung dich tdng hop hop chat A

D3 x4c nhan dugc 1a trang thai c6 méit clia chit déng phan khong d6i quang cia
hop chéit A trong dung dich téng hop hop chét A d tinh ché tho dugc tao ra bang cach
loai bo phan 16n axit aspartic va axit xitric chwa phan ing khéi dung dich tong hop hop
chét A (Fig.7). Fig.7 thé hién séc ky d6 HPLC cta dung dich tbng hop hop chét A da
tinh ché tho. Hai chat ddng phan khong dbi quang ctia hop chit A dugc phét hién 1a hai

pic lién ké, va ty 1€ c6 mit ciia chung la gan bang nhau.

(2) Hop chit A dang tinh thé
Hop chét A dang tinh thé thu dugc bing cach tinh ché tir dung dich tbng hop hop

chit A va duoc két tinh trong dung dich nudce dugc hoa tan trong nudce tinh khiét va
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trang thai c6 mat cua cac chét ddng phan khong dbi quang ctia hop chit A duoc danh
gi4 bing phén tich dinh tinh st dung HPLC (Fig.8). Fig.8 thé hién sic ky d HPLC (két
quéa phan tich cho miu gidng nhu trong Fig.2) ciia hop chét A duoc két tinh trong dung
dich nudc. Hop chat A dang tinh thé duogc phat hién 1a pic ¢ bén phai c6 thoi gian luu
dai hon trong khoang phat hi¢n cta hai chéit ddng phan khong d6i quang ctia hop chét
A, va ty 1& c6 mit cia n6 12 99% hodc cao hon theo i 1€ dién tich pic. Ty 1€ tron 14n cua

chét ddng phan khong dbi quang con lai 1a 0,36% (dwoc tinh tir ty 1€ dién tich pic).

(3) Hop chét A dang tinh thé dugc két tinh trong axeton

Hop chét A dang tinh thé thu dugc bing céch tinh ché tir dung dich tong hop hop
chit A va dugc két tinh trong axeton dugc hoa tan trong nudce tinh khiét va trang thai c6
mit cta cac chit ddng phan khong d6i quang cuia hop chit A duoc danh gid bang phan
tich dinh tinh st dung HPLC (Fig.9). Fig.9 thé hién sic ky dd HPLC (két qua phan tich
cho mAu giéng nhur trong Fig.4) cua hop chit A dugc két tinh trong axeton. Hop chat A
dang tinh thé dugc két tinh trong axeton, tuong tw v6i hop chét A dang tinh thé duoc két
tinh trong dung dich nudc, dugc phat hién 1a pic & bén phai c6 thoi gian lru dai hon
trong khoang phat hién cua hai chét ddng phan khong d6i quang ciia hop chat A, va ty
16 c6 mat ctia nd 12 98% hodc cao hon theo ti 1€ di¢n tich pic. Ty 1é tron 13n cla chét

ddng phan khong d6i quang con lai 1a 1,36% (dugc tinh tir ty 1¢ dién tich pic).

(4) Mudi Ca cta hop chit A dang khong két tinh (1) két tia & do pH=3,6 trong 70%
etanol (mudi Ca ciia hop chit A dang khong két tinh (1))

Sau khi hop chit A cin dugc két tinh trong dung dich tong hop hop chét A dugc
két tinh, hop chit A dang khong két tinh van con trong dung dich dugc chuyén thanh
mudi Ca nho diéu kién do pH=3,6, va dugc ling dong duéi dang két tua trong 70%
etanol; va trang thai c6 mit cua cac chét déng phan khong d6i quang ctia hop chét A ctia
két tua nay duogc danh gia bang phan tich dinh tinh sir dung HPLC (Fig.10) (mAu ling
dong gibng nhu mAu ctia Fig.5). Fig.10 thé hién sdc ky d6 HPLC (két qua phan tich cho
mAu gidng nhu trong Fig.5) cua mubi Ca cia hop chét A dang khong két tinh (1) dugc
ling dong & dd pH=3,6 (mubi Ca ctia hop chét A dang khong két tinh (1)). Két tia ling
dong trong 70% etanol dugc hoa tan trong nudce tinh khiét, duoc phan tich dinh tinh st
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dung HPLC va dugc phat hién 1a pic ¢ bén tréi c6 thoi gian luu ngén hon trong khoang
phat hién cta hai chét ddng phan khong d6i quang ctia hop chit A. Pic dugc phat hién
1a pic trén RT khac biét rd rang v6i pic cuia hgp chit A dang tinh thé. Ty 1é c6 mit cua
n6 13 99% hodc cao hon theo ty 1€ dién tich pic. Ty 1€ trdn 13n ctia chit ddng phan khong
dbi quang con lai (hop chét A dang tinh thé) 1a 0,45% (duogc tinh tir ty 1¢ dién tich pic).

(Giai thich: vi cac pic trong mdi sic ky dd 1a dang c6 dudi nguge (hién tugng ma
chan cua pic mé rong), cac ty 1& dién tich pic 12 nhé hon so véi cac dd cao pic kha kién

cla cac pic trdn lan.)

[Vidu 7]

(San xuét hop chét A dang tinh thé bing séc ky trao ddi ion)
1. Tinh ché hop chét khéi dau

1-1. Didu ché hop chit khoi dau

Nuéc duge bd sung vao 75 g (0,59 mol) axit xitric (monohydrat) dé tao ra 83,3
mL dung dich axit xitric ddc; 10 g (0,111 mol) L-asparagin va 1,5 g (0,019 mol) axit L-
aspartic dugc bd sung vao dung dich nay; va dung dich thu dugc dugc pha loang dén
thé tich dung dich 1a 100 mL. Chét long phan tmg dugc dua vao binh thly tinh chiu ap
suét va duoc day kin trong d6, va duge gia nhi¢t trong bé nudc & 90°C dé hoa tan hoan
toan L-asparagin va axit L-aspartic dugc bd sung vao. Sau do, chét 16ng phan Umg trong
binh chiu 4p suét dugc dit vao ndi hip duge gia nhiét & khoang 80°C, va duge xu ly
nhiét & 121°C trong 180 phut. Sau phan ng, chét 1ong phan g dugc d8 tw nguodi dén
25°C, va sau d6 dugc 1dy vao c¢bc ¢6 mo 1-L, va lam lanh bang da.

Khoéng 20 g natri hydroxit duge hoa tan trong 83 mL nudc tinh khiét; dung dich
nuéc natri hydroxit ndy dugce lam lanh bang da, va dugc bd sung tlr tr vao chét 1ong
phan Gng trén day d8 trung hoa chit 1éng phan ung dén a6 pH=5,8 (vi sy tao nhiét xay
ra do nhiét ctia phan ng trung hoa, phan ng trung hoa dugc thyc hién trong khi kiém
tra nhiét do 1a 25°C). Sau khi trung hoa, thé tich ctia chit 1ong phan tng duoc tao thanh
200 mL bang nuéce tinh khiét. Sau d6, 33,3 g canxi clorua (dihydrat) dugc hoa tan trong
0,33 L nudc tinh khiét dé tao ra dung dich canxi clorua; khoang mot nia thé tich cta nd
dugc bd sung vao chét 16ng phan ng trén ddy, dugc khudy k¥ va dugc dé yén trong

khoang 16 gid. Trong dung dich nay, két tha tring (canxi xitrat) dugc ling dong. Vi khi
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dung dich canxi clorua dugc bd sung thém, két tua tréng méi dugce két tia, dung dich
canxi clorua dugc bd sung tir tir vao va khoang 333 mL (0,23 mol la lugng canxi clorua)
thu dugc duge bd sung vao 200 mL chét 1ong phan tng da trung hoa. Nude tinh khiét
duoc bd sung vao dung dich hdn hep thu duge nho d6 tdng thé tich 1én dén 600 mL, va
sau d6, két tia tring 13 canxi xitrat dugc tach ra bing cach tach ly tdm va dich nbi bé
mat dugc thu hdi. Sau d6, 430 mL dich néi bé mait dugc c6 dic thanh 133 mL bang thiét
bj 1am bay hoi (vi nhiét duoc dy dinh khong st dung, nhiét do bé dugc dit bang 25°C).
310 mL etanol dugc b sung vao dung dich nude da co dac va khudy. Khi hén hop chét
long thu duge dugce dé yén mat luc, hdn hop chét long nay dugc tach thanh hai 16p, ma
la 16p trén tuong d6i trong subt (16p etanol) va 50 mL dung dich 16p dudi c6 mau va
nhét. Lop dusi duge tach va thu hdi, va duge pha lodng véi nudc tinh khiét dén khoang
130 mL; va sau do, etanol con lai trong dung dich nay dugc chung cét ra bang thiét bi
lam bay hoi (vi nhiét dugc dyu dinh khong st dung, nhiét do bé dugc dit bang 25°C) dé
tao ra 55 mL dung dich. Dung dich nay dugc tach ly tm d8 thu duge 45 mL dich ndi bé
mat. Dich ndi bé mit dugce lam dong kho dé thu dugc 32,67 g chét tao thanh. Chét tao

thanh nay duoc st dung lam chét khéi dau.

1-2. Séc ky cot trao dbi ion (SuperQ)

280 mL (dung dich nuéc, ham lugng chét rin: 235 g) hop chét khéi dau dugc
didu ché bang quy trinh trén day dugc hoa tan trong 1 L nude tinh khiét; khoang 13 mL
dung dich nuéc amoniac 25% va 19 L nuge tinh khiét dugc bd sung vao dé didu chinh
do pH va do dan dién dé lam cho mAu dua vao dugce (pH=7,1, do dan dién: 8,4 mS/cm).
Dung dich nay dugc nap vao sdc ky cot trao doi ion (TOYOPEARL SuperQ-650M,
9150 mm x 500 mm). Chi tiét vé pha dong va mdi phén doan da tach dugc chi ra trong
Fig.11. Hai phan doan chira hop chit dich dugc lam dong khé dé thu duge céc hop chat
da chi ra trong Bang 1 trong Fig.11. Ham lugng wéc tinh cia hop chét dich trong hai
phén doan chira hop chét dich (Fr (phan doan) 8 dén 12 va Fr13 duoc tinh todn 12 5,4 g,
va ty 18 thu hoi dén 64,1 g ciia ham lugng udce tinh ctia hop chét dich trong nguyén liéu
tho 1a 86,4%. O day, dé thuan tién sb 16 trong Bang 1 1a céc s6 gan v6i hai phan doan

chira hop chét dich.
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1-3. Loai bd amoni axetat bang sic ky cdt trao dbi ion (DOWEX 50Wx8), va 1am dong
khd

740,2 g cua Frg dén 12 (s L6 198-012-74-1) dugc hoa tan trong khoang 600 mL
nuée tinh khiét, va duge dua vao xtt Iy theo mé véi nhuya trao dbi ion (DOWEX 50Wx8,
loai H+, ¢& lu6i 100 dén 200), va sau d6 dugc 1am déng khd. San pham da dong khd lai
duoc hoa tan trong 800 mL nudce tinh khiét, va duoc chia thanh hai phén va dugc dua
vio séc ky cot trao dbi ion (DOWEX 50Wx8, loai H+, 150 mm x 200 mm). Sau khi dua
vao, nudc tinh khiét duoc nap, va cac phan doan chira hop chét dich dugc thu gom va
duogc 1am dong khd. Quy trinh trong d6 nudce tinh khiét dugc bd sung vao cin da sy
kho, va hop chét thu duge duge 1am dong kho duoc 1dp lai vai lan dé lam giam axit
axetic. Lan nay, vi sy két tinh xay ra trong nudc tinh khiét, tinh thé va dich céi duoc
tach bang cach loc hut. Cac hop chét tao thanh duoc 1am dong kho @8 thu dugc san phdm
sau day.

Hop chét A dang tinh thé: 16,5 g (s6 L6 198-012-078-1, tinh thé tring, xem sdc
ky HPLC cua Fig.12, xem phd 1TH NMR ctia Fig.13)

Dich céi (chira hop chit A) sau khi hop chit A dang tinh thé da dugc thu gom
timg phan: 36,1 g (s6 16 198-012-078-2, trang thai v dinh hinh mau tring sita, xem sic
ky HPLC ciia Fig.14, xem phd 1H NMR cua Fig.15).

2. Tom tat

San phim sau day c6 thé thu duoc tir 280 mL (dung dich nuéc, ham luong chat
ran: 235 g) hop chét khéi ddu bang sic ky cot trao dbi ion. Pugc thé hién trong Béang 1
1a ham lugng udc tinh cta hop chét dich (hop chat A) dugce tinh toan tir ham luong axit
axetic dugc tinh bdi 'H NMR va tri sb dién tich ctia HPLC. Téng ham luong hop chét
dich cia quy trinh tinh ché ctia ba 16 thu duoc 1an nay dugc tinh toan 1a 54,2 g va ty 1¢
thu hdi tir hop chat khéi dAu (ham lugng ude tinh ciia hop chat dich: 64,1 g) 1a 84,5%.

Nhu dugc mo ta trén day, dugc chirala bang cach tinh ché béng sic ky cot trao
d4i ion, tinh thé c6 thé duoc két tinh ra khoi dung dich nwée ciia hop chit A.

[Bang 1]
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Ty 18 phan
) | Do tinh tram ham Ham luong
Tén d&i tuon 3816 Khéi lugng | Hiéu suat khigt luong wdc tinh | ude t1’n,h cua
ne () (%) HPLC | cua axit axetic | hop chat dich
(%)™ (% theo khoi (&°
lugng)™
Hop chat A dang | 198-012-
tinh thé 078-1 16,5 7,0 99,5 - 16,5
Dich cai sau khi
thu gom tirng phan | 198-012-
hop chétA’dang 078-2 36,1 15,4 91,9 1 29,3
tinh thé
(Tham chiéu) Hop
chéit khoi dau J 235 J 73,4 ) 64,1

*1: Hiéu suét dugc tinh to4n tao ra ham luong chét rén ctia hop chét khoi dau 1a 235 g.
*2: Ham lugng axit axetic dugce tinh tir '"H NMR.

*3: Ham luong udc tinh cta hop chét dich dugc tinh toan tir dudong cong dinh c¢& mot
didm cuta tri sb dién tich HPLC véi pic cta hgp chit A dang tinh thé thu dugc 14n nay
dugc stir dung lam tham chiéu.

*4: "D tinh khiét HPLC" thé hién d¢ tinh khiét dudi dang hop chat A.

[Vidu 8]
(Po nhiéu xa bot tia X)

Phép do nhiéu xa bot tia X dugc thuc hién bang céach sir dung hop chit A dang
tinh thé va chit dong phan khong d6i quang & dang khong két tinh ctia hop chét A theo
sang ché bang quy trinh sau day.

1. Muc dich

Hop chét A dang tinh thé va chét déng phan khong d6i quang & dang khong két
tinh ctia hop chét A theo sang ché thu dugc trong céac vi du trén day 1a dang tinh thé hay
dang khong két tinh (vo dinh hinh) dugc xac nhan,

2. Méu

Duoc st dung lam mau 13 hop chat A dang tinh thé thu duoc tir dung dich nude
bang céch tinh ché cot trong vi du 7 (miu thtr nghiém 1), hop chét A dang tinh thé thu
dugc tir dung dich axeton trong vi du 4 (tinh thé dugc bao quan dudi dang tinh thé mam

va khong két tinh lai) (mAu thtt nghiém 2), va mubi Ca (1) cta hgp chit A dang khong
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két tinh (cht déng phan khong déi quang & dang khong két tinh cta hop chat A) thu

duogc trong quy trinh san xuét trong vi du 4 (mAu tht nghiém 3).

3. Quy trinh phén tich
3.1. Thiét bi
Thiét bi do nhiéu xa tia X géc rong loai RINT-TTRIII, duoc san xuét bai Rigaku Corp.
Ngudn tia X: Birc xa CuKa
Dién thé dng-dong dién dng: 50 kV-300 mA
Do réng budce: 0,02 do
Tbc d6 do: 5 do/phit
Hé thdng khe: phan ky-thu-tdn xa
0,5 d6-0,15 mm-0,5 do
Bo don sic tinh thé dugc uén cong dudng nhiéu xa
3.2. Phuong phap

Bét ctia mau thit nghiém 1 dén mAiu thtr nghiém 3 dugc do nguyén trang.

4. Két qua

Fig.16 thé hién so sanh bing cach tham tach nhidu 14n cac maiu do nhiéu xa bot
tia X clia cac hop chét twong tmg ctia mau thir nghiém 1 (tinh thé thu dugc tir dung dich
nuée bang cach tinh ché cot), mau thir nghiém 2 (tinh thé thu duoc tir dung dich axeton)
va mau thir nghiém 3 (mubi Ca cua chét ddng phan khong d6i quang & dang khong két
tinh). Ngoai ra, danh séch pic cua nhidu xa bdt tia X cia mau thir nghiém 1 duge chira
trong Bang 2; va cua mau thtr nghiém 2, trong Bang 3.

R0 rang tir Fig.16 (trong mau trén va trong mau gifta) va Bang 2 va Bang 3, trong
mdi miu thi nghiém 1 va miu tht nghiém 2, cic pic rd rang dugc quan sat thdy trong
mau nhiéu xa nay nho phép do nhiéu xa bot tia X, va da x4c nhan duoc la chung la chét
ran dang tinh thé. Ngoai ra, vi cc mAu nhiu xa boi phép do nhidu xa bot tia X ca mau
thir nghiém 1 va mAu thir nghiém 2 tring nhau, cling xdc nhan dugc 1a c4 hai mu déu
13 tinh thé ¢6 cung mat hinh thu.

Mt khac, nhu rd rang tir Fig.16 (trong mAu dudi), trong mau thit nghiém 3 1a

chét ran thu dugc bing cach bd sung etanol dé hoa rén chit ddong phan khong d6i quang
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dang khong két tinh dudi dang mubi Ca, khdng cé pic rd rang nao dugc quan sat thy

trong mau nhiéu xa bdt tia X, va xac nhan dugc 1a nod 1a chat ran v6 dinh hinh (dang

khong két tinh).
[Bang 2]
Géc nhiéu xa Cuong do tuong db6i | Goécnhiéuxa | Cudng do tuong dbi
(20) (%) (20) (%)

11,735 96,8 19.301 75.5
12,938 27,4 21,181 37,0
15,719 19,8 21,759 87,7
15,901 71,9 23,561 21,5
16,180 54,7 24,101 85,0
16,678 42,3 26,400 43,5
17,838 36,4 26,959 70,3
18,119 30,7 28,698 33,7
18,359 88,4 29,261 100
19,042 62,9 36,240 19,1 ]

20 cudng do twong d6i cao nhat duoc tach ra.

[Bang 3]

Goo nhidu xa | Cuong do tvong ddi| Gocnhiduxa | Cudng do twong doi
(20) (%) (20) (%)

11,741 100 19,337 65,0
12,938 22,4 21,198 32,8
15,959 81,3 21,742 70,1
16,196 40,4 23,582 23,0
16,682 35,7 24,081 65,1
17,859 37,2 26,441 39,3
18,158 31,6 26,941 54,5
18,359 66,7 29,238 87,0
19,038 55,6 29,644 28,9
19,200 35,3 36,258 20,2

20 cuong do tuong dbi cao nhit dugc tach ra.

[Vidu 9]
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(X4c dinh cAu hinh ctia hop chit A dang tinh thé)

Tinh thé don cta hop chit A dé phan tich cAu triic bang phép do nhiéu xa tia X
tinh thé don duoc san xuit bang quy trinh sau day va dugc dua vao phén tich chu trac
bing phép do nhiéu xa tia X tinh thé don.

1. Muc dich

Khi hop chét A duge tdng hop bing quy trinh duge md ta trong doan [0048] ctia
vi du 3, axit xitric dugc lién két voi ciu tric thu dugc tir axit L-aspartic (chét déng phan
S) bang phan mg imit hoa va tong hop dugc hai chét ddng phan khong ddi quang (chét
ddng phan SS va chét ddng phan SR) duoc thé hién dudi day. Mot trong sd chung c6
tinh chét két tinh dwgc va chét con lai ¢6 tinh chét khong két tinh dugce. Mic du mdi chét
trong hai chat ddng phéan khong d6i quang nay c6 thé duoc tach riéng va dugce tinh ché
nho su khac biét nay, dén nay van khong thé xac dinh cu thé mot chét 14 chit ddng phéan
SS hay chét dong phan SR. Dé giai quyét van dé nay, tao ra tinh thé don c6 kich thudce
cta khéi lap phuong 0,2 mm hodc 16n hon ctia hop chét A dang tinh thé, va dua vao

phan tich cu tric bang phép do nhiéu xa tia X tinh thé don.

Chdt dong phdn SR

Chdt dong phan SS

(D4u * trong cdng thire thé hién vi tri clia nguyén tir cacbon bét ddi)

Ngay ca khi hop chét A duoc két tinh trong dung méi nhu nudce hodc axeton bing
quy trinh dugc md ta trong doan [0048] cua vi du 3, khong thé thu dugc tinh thé don &
kich thuée ma c6 thé thuc hién phan tich cdu triic bing phép do nhidu xa tia X tinh thé
don. Do d6, hé dung mbi va quy trinh két tinh dé thu duoc tinh thé don cta hop chit A

dugc nghién ciu, va quy trinh nay dugc thiét 14p dé tao ra tinh thé don c6 muc kich
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thuée c6 thé sir dung dé phan tich cdu tric bing phép do nhiéu xa tia X tinh thé don, sau

do6 phén tich dugc thuc hién.

2. Nghién ctru vé diéu kién tao ra tinh thé don ctia hop chat A

Bing céch sir dung, 1am nguyén liéu tho, hop chét A thu dugc bing cach tinh ché
thém hop chit A dang tinh thé da dugc tong hop, tinh ché va duoc két tinh trong dung
dich nué6c bang quy trinh dwgc mo ta trong doan [0048] ctia vi du 3, bang quy trinh két
tinh lai dugc mo ta trong doan [0049] cta vi du 3, sy tao thanh tinh thé don dé phan tich
cAu tric bang nhiéu xa tia X tinh thé don duoc kiém tra.

Bt tinh thé da tinh ché cao ctia hop chét A thu dugc bing cach lap lai ba lan
cung mot quy trinh nhu trong quy trinh két tinh lai dugc md ta trong doan [0049] cua vi
du 3. 100 mL nuéc tinh khiét (nuée tinh khiét theo dugc dién Nhat) dugc bd sung vao
10 g bt tinh thé, ma sau d6 dugc hoa tan bang cach gia nhiét dung dich tao thanh trong
bé nude & 50°C. Dung dich thu dugc duge loc béng cach st dung bo loc mang (Merck
Millipore) ¢6 c& 16 0,22 pm, va dich loc thu duge duge gom lai. Dich loc duge ¢6 dac
bang cach sir dung thiét bi lam bay hoi trén bé nudc & 40°C 8 tr d6 thu dugc san phdm
& dang khoang 50 ml dung dich. Dung dich nay dugc c6 dac va dé ngudi dén nhiét do
phong dé tr thanh dung dich ¢ trang thai qua bao hoa. Dung dich nay nguyén trang 4}
trang thai dugc gia nhiét (40°C) dugc phéan chia vao cac dng nghiém co nép dé co ty 18
dung mdi dugc chi ra trong Bang sau day (Bang 4) dé tao ra cac dung dich c6 cac hon
hop dung méi. Cu thé 13, bang cach bd sung 100 uL dung méi hitu co chira metanol,
etanol, axeton va dung mdi trong tw vao 400 pL dung dich qué bio hoa, tao thanh dung
dich ¢6 ty 1& nu6c trong hdn hop dung méi 1a 80%. Twong tu, béng cach bd sung 200
uL, 300 uL va 400 uL dung mdi hitu co 1an lwot 1a metanol, etanol, axeton va tuong tu
vao 300 pL (nude: 60%), 200 pL (nude: 40%) va 100 uL (nuéce: 20%) dung dich qua
bo hoa, tao ra cac dung dich c6 hdn hgp dung méi 6 ty 1& nudce trong céc hdn hop dung
moi ndy 1an lugt 1a 60%, 40% va 20%. Déi v6i dung dich c6 100% nuée, S00 uL dung
dich qua bdo hoa dugc pha vao. Dbi v6i dung dich ¢6 100% dung moi hitu co la metanol,
etanol, axeton va twong tu, 50 mg tinh thé da tinh ché cao ctia hop chit A dugc dua vao
6ng nghiém; 500 puL dung moi duoc bb sung vao; va nhiéu tinh thé nhét c6 thé dugc hoa

tan bang cach gia nhiét & 40°C. Trong cac hé hdn hop dung moi cta isopropanol va
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nude, khi ty 1& cia isopropanol 13 40% hogc cao hon, do d0 tan cta hop chéat A gidm va
nhiéu két ta ling dong nhanh, khong thyc hién nghién ciru no trén ndng d6 40% hoic

cao hon cua isopropanol trong hé hdn hgp dung méi. Cac két qua dugc thé hién trong

Béang 4.

[Bang 4]

Ty 1& phén trdm nudc 100%]  80%|  60%|  40%|  20% 0%
Nudc 100%

Metanol 20%|  40%|  60%|  80%| 100%
Etanol 20% 40% 60% 80% 100%
Isopropanol 20% 40% - - -
Axeton 20% 40% 60% 80% 100%

Ong nghiém chira mdi dung dich cta hop chit A di duogc tao ra nhu vay dugc
day kin bang nép cia ng nghiém, va dugce dé yén & nhiét do phong trong ca ngady va
dém hodc 1au hon dé 1am cho hop chit A ling dong tir trang thai qué bdo hoa. M&i 6ng
nghiém dugc dua vao tach ly tim (nhiét do phong, 3.000 vong/phit, 10 phut) dé lam
cho céc léng dong két tia xudng; va dich ndi bé mit cia mdi dung dich dugc chuyén
mot cach than trong vao 6ng nghiém sach khéc c6 nép nhua dé tao ra dung dich bo hoa
ctia mdi dung dich nay. O trang thai ma nfp cla éng nghiém chira mdi dung dich bao
hoa dugc dong kin, mdt 16 nhé duge mé trén nép nhya nay bing kim tiém, va éng
nghiém nay dugc dé yén & nhiét do phong trong khi dung mdi bay hoi cham qua 16 nho
nay va nho d6 hop chit A dang tinh thé ling dong. Bing cach quan sat hinh thu va kich
thu6c cua tinh thé da ling dong va trang théi clia sy phét trién tinh thé theo thoi gian, da
phat hién ra l1a quy trinh két tinh cua tinh thé nay bang cich st dung hé hdn hop dung
dich ciia nu6c va axeton 1a thich hop. Déi voi ty 1é dung méi, ty 18 axeton 1a 40% dén
80% (ty 16 nude tir 60% dén 20%) 1a tét, va tbt nhit 1a tinh thé thu duoc bing cach lam
bay hoi dung dich bdo hoa cu thé 1a c6 ty 18 axeton 1a 60% (ty 1& nudc 1a 40%). Trong
hé dung méi nén rugu khong phai hé axeton, sy da két tinh c¢6 kha ning xay ra, hodc su
phat trién tinh thé 12 kém, do d6 khong thu dugce tinh thé don c6 thé sir dung cho phép
do nhiéu xa tia X tinh thé don.

3. San xuét tinh thé don ctia hop chat A
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Dé phan tich ciu tric ctia hop chét A bang phép do nhiéu xa tia X tinh thé don,
st dung tinh thé thu duoc bang cach lam bay hoi chdm hdn hop dung moi nuGe-axeton
(40%-60%) & nhiét do phong bing cach m& mot 15 trén nap ctia dng nghiém ma trong
d6 dung dich béo hoa cua hdn hgp dung moi duge dua vao. Céc tinh thé dugc tao ra dé
phat trién trong vai ngay dén khi céc tinh thé don da két tinh phat trién ddy dt, va thu
gom trude khi céc tinh thé don dung hop va da két tinh. Quy trinh thu gom céc tinh thé
bao gdm ddc ngugc 6ng nghiém cting v6i dung dich chira tinh thé dé nho giot dung dich
trén gidy loc dé lam cho dung dich thAm vao gidy loc va thu gom tinh thé con lai trén
gidy loc bang kim tiém kim loai. C4c tinh thé don da thu gom dugce quan sat dudi kinh
c6 d0 phan giai trung binh (mesoscope), va tinh thé don ¢6 kich thuée va hinh thu c6
thé str dung cho phan tich cAu truc bang phép do nhilu xa tia X tinh thé don dugc 13y ra,

va duoc sir dung cho phén tich chu tric bang phép do nhiéu xa tia X tinh thé don.

4. Phén tich cAu trac ciia hop chét A bing phép do nhidu xa tia X tinh thé don

Phan tich céu tric béng phép do nhiéu xa tia X tinh thé don duoc thuc hién dé
kiém tra hop chit A dang tinh thé 1a chit déng phan SS hay chét ddng phan SR. Tinh
thé hinh ling tru (0,2 mm x 0,2 mm x 0,6 mm) ¢ do Kkét tinh t6t dugc léy mau tir cac
tinh thé don dugc tao ra theo quy trinh trén day dé tao ra cac tinh thé don, sau d6 dugc
gén 1én soi thiy tinh, va dugc dua vao do nhidu xa tia X bang cach sir dung loai RASA-
7R cua thiét bi do nhiéu xa bdn truc, duoc san xuét boi Rigaku Corp., sit dung burc xa
CuKo (A =1,54178 A) dugc lam don sic b'?mg bo don sdc than chi.

Hing s6 mang tinh thé dugc xac dinh bang phwong phép binh phuong cuc tiéu
tir 25 phan xa trong khoang 50,0° < 26< 58,8°. Phép do dugc thyuc hién trén cac phan xa
c6 cac goc nhidu xa 20 1a 136,1° hodc thip hon bang phuong phap quét 0-26. Sau khi
do tAt ca cac sb 1iéu phan xa, da phét hién dugc bang quy tic dap t4t (tat cuong do phan
xa hé théng) 12 nhém khong gian 18 P21e(#14). S liéu phép do duge thé hién trong Bang

5, va sb liéu tinh thé duoc chi ra trong Bang 6.

[Bang 5] <S4 liéu phép do>
Thiét bi do nhiu xa duoc st dung: Loai RASA-7R, dugc san xuét boi Rigaku Corp.
Phuong phép quét: 0-20
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Do rong quét: 1,79° + 0,30°tan0

Tbe dd quét (o): 16,0°/phut

Khoéng thu thap s liéu: 20max 136,1°

S6 luong phan xa: 2.552

S6 luong phan xa ddc 1ap: 1.902

Tiéu chun duoc chip nhan 1am gid tri quan sat: I> 3o(I)

Sb luong cac phan xa duge chép nhan 1am gia tri quan sat: 1.899
Hiéu chinh: H¢ s& Lorentz va hé sb phén cuc

Hé s hiéu chinh tac dong tit: 4,24060e+001

[Bang 6]  <S6 lidu tinh thé>

Cong thirc phan tir: C1o0H11NOyg + H20

Khéi lugng phan ti: 289 + 18

Heé tinh thé: don nghiéng

Nhom khong gian: P21/(#14)

a: 11,685(2) A

b: 10,262(3) A

c: 11,129(2) A

a: 90°

B: 107,46(1)°

v: 90°

Thé tich cta té bao don vi: 1.273,2(4) A’

Tia X duoc sir dung va budc song cua n6: Burc xa CuKa (L=1,54178 A)
S6 lugng phan tir trong té bao don vi: Z4

Gi4 tri ty trong tinh toan dugc: 1,603 g/cn’

Heé s hép thu tuyén tinh (CuKa): 12,99 m

Hinh thu va kich thude cta tinh thé mAu: hinh ling tru (0,20 mm x 0,20 mm x 0,60 mm)
F(000): 640,00

Nhiét d do: 25°C

5. Xac dinh c4u truc tinh thé ctia hgp chét A
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Viéc xac dinh céu tric dugc thyc hién bang cach sir dung phwong phap truc tiép
SIR92 str dung 280 phan xa c6 céc tri ) tuyét dbi cta cac hé sb cAu truc duge chuin
héa E 1a 16n hon 1,527. Tht ca cac chi sb phdi tri nguyén tir ¢6 thé duge xac dinh tlr
Emap dugc tinh toan tir tip hop cic pha tao ra hé s& chét lugng cao nhit (FOM = 1,416)
va sy m& rong chu trac boi Fourier. Viéc tinh ché dugc thuc hién béng cach sir dung
1.899 phan xa c6 cudong do phan xa I 16n hon 3o(I) va phuong phap binh phuong cuc
tiéu ma tran déy da. Hé sb R dugc tinh toan béng cach can b%mg ty 1€ khdi lugng cua tht
céa cac phan xa hoi tu dén 0,053. Tri s6 tbi da va tri sb tdi thiéu ctia mat do dién tir trong
bidu dd D Fourier cudi ciing 12 0,28 va -0,25e-/A%. H¢ s6 tan xa nguyén ti dugc st dung
1a tri s6 dwgc mb ta trong "International Tables for X-ray Crystallography", va tAt ca cac
phép tinh duge thuc hién bang cach sit dung CrystalStructure la goi phan mém tinh thé
hoc cua Rigaku Corporation va Rigaku/MSC. S liéu phan tich dugc thé hién trong Bang
7.

[Bang 7]  <S&6 lidu phan tich>
Phuong phap xac dinh cAu triic gin dang: phuong phép truc tiép (SIR92)
Phuong phéap binh phuong cuc tiéu dugc st dung: phuong phap ma tran day dua
Loai hé sé nhiét do: hé sb nhiét do bit ding huéng
Xt ly nguyén ti hydro: hé s6 nhiét d6 déng huéng
Chi s6 R cudi ciing: R=0,053, wR=0,043 (ty 1¢ khdi lugng: 1/c (Fo))
Tri s6 t6i da D cudi ciing cia mét do dién tir tong hop: 0,28e-/A°
Tri s t6i thidu D cudi cting ctia mat do dién tir tdng hop: -0,25¢e-/A’
Tén cua hé théng chuong trinh duge st dung: CrystalStructure

Nho phan tich nay, da 1am 16 duoc 1a hop chit A dang tinh thé (hop chét A dang
tinh thé) 1a c4c chét ddng phan d6i quang gbm chét ddng phan SS va chat ddng phan RR
trong hé thdng ky hiéu RS. Sau do, vi axit aspartic dugc sir dung trong quy trinh tong
hop hoan toan 12 axit L-aspartic (chét dong phan S), da phat hién ra 1a hop chét A dang
tinh thé 1 cht dong phan SS. Sau do, twong ung voi diéu nay, ciing phat hién ra la hop
chét A c6 dic diém khong két tinh 1a chat dong phén SR.

Kha ning tng dung trong cdng nghiép
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Mic du hdn hop chét ddng phan khong d6i quang ctia hop chét A duoc biét 1a
hoat chét c6 tac dung trc ché réi loan gan, dén nay van chua biét vé tac dung sinh ly ctia
hop chat A dang tinh thé va hop chét A dang khong két tinh trong céc sinh vAt. Dé tach
cac hop chat hitu co c6 cAu trac twong tw, nhu cac chét dong phan khong dbi quang,
khong gidi han & hop chit A, doi héi cac quy trinh can cong nghé tinh ché cao thuong
sir dung cac cdt c6 kha ning tach cao. Ngoai ra, trong céc phuong phép tinh ché thong
thuong st dung céc cft nay, viéc ting quy mo tinh ché 12 khé va viéc cung cép chiing
v6i luong 16n doi hoi chi phi cao trong nhiéu truong hop. Theo séng ché, da x4ac nhan
dugc viéc 1a chi mot chét ddng phan khong d6i quang ctia hop chit A c6 thé duoc két
tinh va da ching minh dugc 1a quy trinh tinh ché chét ddng phan khong dbi quang nay
khong ddt tién va véi lugng 16n theo cong nghé két tinh. Ciing d4 chirmg minh duoc la
phuong phép tinh ché chét dong phan khong d6i quang & dang khong két tinh nay khong
dit tién va voi luong 16n nho két tinh gn nhu hoan toan chét déng phan khong ddi
quang dang tinh thé bang céach st dung dung mdi hitu co. Nho d6, mong doi 1a quy mo
cung cép cac chét ddng phan khong d6i quang da tinh ché cuia hop chét A ¢6 thé duoc
m& rong tir mirc d6 phén tich dén muc do cong nghiép. Do d6 theo sang ché, cung cép
duoc hop chit A dang tinh thé va chéit ddng phan khong dbi quang & dang khong két
tinh c6 dé tinh khiét cao vuot trdi ctia hop chét A theo cach khong ddt tién va v6i lugng
16n, hop chét A nay duge mong doi 1a duge sir dung thich hop cho linh vuc san xut
thude, linh vuc san xuét thyc pham bao gbm thuc pham chtrc ning va thuc pham tbt cho

sttcc khoe va tuong tu.
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YEU CAU BAO HQ

1. Hop chét dang tinh thé duoc thé hién béng cong thirc (A) sau ddy (sau day, dugc goi
12 hop chat A):

H
o o)
N OH
HO o)
o 0
OH
(A)

2. Hop chét dang tinh thé theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 cAu tric khong gian cla
chét ddng phan SS trong hé théng ky hiéu RS.

3. Hop chét dang tinh thé theo diém 1, trong d6 hop chét nay c6 cac pic c6 goc nhiéu xa
(20) & 11,74 +£0,20°, 29,25 = 0,20°, 18,36 = 0,20°, 21,75 + 0,20° va 15,95 + 0,20° trong

mau do nhiéu xa bot tia X st dung bic xa CuKo lam nguén tia X.

4. Quy trinh san xut hop chit A dang tinh thé, duoc thé hién bang cong thic (A) sau

day, bao gdm cac budc tir (a) dén (f) sau day:

H
Q 0
N OH
HO o
o 0
OH
(A)
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(a) cho dung dich nuéc chtra hop chat A va/hodc mudi cua nd va axit xitric
va/hoac mubi ctia nd va c6 do pH 1a 5,0 dén 8,5 di qua cot dugc nhdi b%mg nhua trao dbi
anion;

(b) cho dich rira giai di qua c0t nay dé nho d6 thu duge dung dich nude khong
chira axit xitric ma chira hop chit A;

(c) loai bo dich rira gidi khoi dung dich nudce thu duge bdi bude (b);

(d) c6 dac dung dich nuéc ma dich rira giai da duge loai bo ra khoi do;

(e) bd sung nuéc vao cin da co dic dé tao ra dung dich nudc, va cb dic dung dich
nude dé nho do két tua hop chit A dang tinh thé; va

(f) thu dugc hop chit A dang tinh thé,

5. Quy trinh san xuét theo diém 4, trong d6 hop chit A dang tinh thé c6 cAu trac khong
gian ctia chét ddng phéan SS trong hé thong ky hiéu RS.

6. Quy trinh san xuit theo diém 4 hoic 5, trong d6 dich rira giai nay 1a dich rira gidi dugc
chon tir nhém bao gém dung dich nuGc amoni axetat, dung dich nude natri clorua va

dung dich nuéc amoni format.

7. Quy trinh san xudt theo diém bét ky trong cac diém tir 4 dén 6, trong d6 quy trinh loai

bo dich ritra giai 1a quy trinh st dung cot duge nhdi bang nhya trao ddi cation.

8. Quy trinh san xuét theo diém bét ky trong cac diém tir 4 dén 7, trong d6 quy trinh ¢
dac 1a quy trinh dong kho.

9. Quy trinh san xuét hop chét A dang tinh thé, duoc thé hién bang cong thic (A) sau

day, bao gdm cac budc tir (a) dén (f) sau day:
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H
Q o)
N OH
oHO 5 (0]
OH
(A)

(a) bd sung canxi cacbonat vao dung dich nu6e chira hop chét A va axit xitric va
¢6 do pH 1a 2,0 hoac thép hon d& nho d6 két tua canxi xitrat;

(b) loai bo canxi xitrat khéi dung dich nudc;

(¢) bd sung axit sulfuric vao dung dich nuéc dé tao ra do pH 12 2,0 hodc thap hon
dé nho @6 két taa canxi sulfat;

(d) loai b6 canxi sulfat khéi dung dich nudc;

(€) c6 dic dung dich nuéc dé nhor d6 két tia hop cht A dang tinh thé; va

(f) thu dugc hop chat A dang tinh thé.

10. Quy trinh san xuét theo diém 9, trong d6 hop chit A dang tinh thé c6 cAu trac khong
gian cua chét ddng phan SS trong hé thdng ky hiéu RS.

11. Quy trinh san xuét theo diém 9 hodc 10, trong d6 ndng do nay la ndng do chan

khong.

12. Quy trinh san xut theo diém bt ky trong céc diém tir 9 dén 11, trong d6 sau khi thu
duoc hop chat A dang tinh thé, quy trinh nay con bao gbm cac bude tir (g) dén (j) sau

day:
(g) bd sung dung mdi hiru co vao dung dich nuée dé nho d6 két tha canxi xitrat;
(h) loai bé canxi xitrat khoi hdn hop chét 1éng cla dung dich nuéc va dung moi
hitu co;

(i) khir nuée hdn hop chét 1ong cua dung dich nudce va dung mdi hitu co dé nho

do két tua hop chit A dang tinh thé; va
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(i) thu dugc hop chét A dang tinh thé.
13. Quy trinh san xuét theo diém 12, trong d6 dung moéi hitu co 1a axeton.

14. Quy trinh san xuht mudi cua chit dong phan khong dbi quang dang khong két tinh

cua hop chit A, dugc thé hién bang cong thirc (A) sau déy, bao gdm cac budc tir (a) dén

(1) sau day:
H
Q o)
N OH
HO o)
O O
OH
(A)

(a) bd sung canxi cacbonat vao dung dich nuéc chira hop chét A va axit xitric va
c6 d6 pH 12 2,0 hodc thép hon dé nho d6 két tia canxi xitrat;

(b) loai bo canxi xitrat khéi dung dich nudc;

(¢) b6 sung axit sulfuric vao dung dich nuée dé tao ra do pH 12 2,0 hodc thap hon
dé nhor d6 két tua canxi sulfat;

(d) loai bo canxi sulfat khéi dung dich nudc;

() ¢b diic dung dich nuéc dé nho d6 két tia hop chat A dang tinh thé;

(f) tach hop chit A dang tinh thé ra khoi dung dich nuéc;

(g) bd sung dung mdi hiru co vao dung dich nuée d8 nho d6 két tia hop chit A
dang tinh thé, va canxi xitrat;

(h) tach hop chét A dang tinh thé va canxi xitrat ra khoi hdn hop chét 1éng cla
dung dich nude va dung mdi hitu co;

(i) khtt nw6e hon hop chét 16ng ctia dung dich nudce va dung moi hitu co dé nho
do6 két tua hop chit A dang tinh thé;

(i) tach hop chét A dang tinh thé ra khéi dung dich nuéc;
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(k) bd sung mudi kim loai hozic mudi cua axit amin va rugu vao dung dich nudce
d8 nho d6 két tha mudi cia chit ddng phan khong dbi quang dang khong két tinh cta
hop chit A; va

(1) thu dugce mudi cia chit ddng phan khong dbi quang dang khong két tinh ctia
hop chét A.

15. Quy trinh san xuét theo diém 14, trong d6 mudi cia chét ddng phan khong d6i quang
dang khong két tinh ctia hgp chét A c6 cdu triic khdng gian cia chét déng phan SR trong
hé théng ky hiéu RS.

16. Quy trinh san xuat theo diém 14, trong d6 dung mdi hitu co 1a axeton.

17. Quy trinh san xuat theo diém bat ky trong cac diem tir 14 dén 16, trong d6 muoi kim
loai nay 1a muoi kim loai dugc chon tir nhém bao gdm mudi natri, mudi kali, mudi magie
va muoi canxi.

18. Quy trinh san xuat theo diém bat ky trong cac diem tir 14 dén 16, trong d6 muoi cua
axit amin 12 mudi cua axit amin dugc chon tir nhém bao gébm mudi ctia arginin, mudi

cua xitrullin, muoi cta ornithin va mudi cta histidin.

19. Quy trinh san xut theo diém bat ky trong cac diém tir 14 dén 18, trong d6 rugu nay

12 etanol hodc metanol.

20. Hop chédt A & dang chét ddng phan khong d6i quang khong két tinh dugc thé hién

bing cong thirc (A) sau day hodc mudi cia n6
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H
Q 0
N OH
2o 8
OH
(A)

21. Hop chit A & dang chét ddng phan khong dbi quang khong két tinh hodc mudi ctia
n6 theo diém 20, trong d6 hop chét nay c6 cau tric khdng gian cta chit ddng phan SR
trong hé thdng ky hiéu RS.

22. Hop chit A & dang chét ddng phan khong d6i quang khong két tinh hodc mudi ctia
né theo diém 20 hozc 21, trong d6 mudi nay la mubi kim loai hodc mubi cua axit amin

cta hop chat A & dang chét ddng phan khong d6i quang khong két tinh.

23. Hop chit A & dang chét ddng phan khong dbi quang khong két tinh hodc mubi ctia
né theo diém 22, trong d6 mubi kim loai ndy 1a mudi kim loai dugc chon tir nhém bao

gdm mudi natri, mudi kali, mudi magie va mudi canxi.
24. Hop chét A & dang chat dong phan khong doi quang khong két tinh hoac mudi cua

né theo diém 22, trong d6 mudi cua axit amin 1a mudi cua axit amin dugc chon tr nhom

bao gdm mudi cia arginin, mudi cta xitrullin, mudi cia ornithin va mubi cua histidin.
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[Fig. 3]
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[Fig. 5]
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[Fig. 9]
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[Fig. 14]
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[Fig. 16]
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