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(54) HOP CHAT LEVOCARIMYXIN, DUGC PHAM VA PHUONG PHAP DIEU CHE
HOP CHAT NAY

(57) Sang ch€ dé xuat hop chat levocarimyxin, dugc phdm chia né, cic phuong
phdp diéu ché€ va tng dung cua né. Levocarimyxin 12 hén hop gém céc thanh
phan chi yéu la isovalerylspiramyxin III, II va I va chifa mot Iugng nhét dinh
isobutyrylspiramyxin III va II, butyrylspiramyxin III va II, propionylspiramyxin
II va II, cling nhu axetylspiramyxin III va II, trong s6 d6, ham lugng cla
isovalerylspiramyxin III khong nh6 hon 30% trong lugng, téng ham luong clia
isovalerylspiramyxin III, II va I khong nhé hon 60% trong lugng, va ham luong
clia axylspiramyxin nam trong khoang tir 80% dén 98% trong luong. Do quay
quang riéng cua levocarimyxin 1a [a], = -52° dén -57° trong dung dich clorofom
v6i nong do 0,02g/ml & nhiét do bang 25°C. Sdng ché con dé xuat hop chat
isovalerylspiramyxin III, IT hodc I & dang tinh thé trong levocarimyxin, va duogc
phdm chita levocarimyxin. Theo sing ché, cic thanh phdn hoat tinh trong
levocarimyxin hoac dugc phdm chida né c6 tinh quay quang va tic dung chong

nhiém khuén m§ man.
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Linh vic ky thuat dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc thude chira carimyxin thd va dugce pham chira ching,
cu thé 14 dén thudc khang sinh phan tir vong 16n duoc bao ché theo k¥ thuat di truyén, dac
biét 1a dén levocarimyxin, phuong phép diéu ché n6 va sir dung né dé bao ché thubc nhdm

didu trj va phong ngira cac bénh truyén nhiém.
Tinh trang k¥ thuit cia sang ché

Carimyxin 14 din xudt méi ctia spiramyxin dugc phét trién bang cach ap dung k¥
thudt di truyén, ban dau duoc goi la biotechspiramyxin va trudc ddy duoc goi 1a
biotechmyxin [Patent sb: ZL97104440.6]. Theo tai liéu: “Rules for Chinese Approved
Drug Names”, va dya trén sy xem xét cic dac tinh k¥ thuat va xac nhan cia Hoi déng
Duoc dién Trung Quéc (Chinese Pharmacopoeia Commission), tén gbc Trung Qubc cia
biotechspiramyxin dugc dbi thanh carimyxin. Carimyxin la san phdm Ién men cua vi
khudn theo k§ thudt di truyén. Cdu trGc hoé hoc cua carimyxin chu yéu gdm
4”-isovalerylspiramyxin, bao gdm 4”-isovalerylspiramyxin 1, II, III, va khoang 6 loai

spiramyxin axyl hoa & 4”-hydroxy, vi vdy, c6 tén hod hoc la 4”-axylspiramyxin.

Cong thirc cAu tao héa hoc ctia thanh phan cha yéu ciia carimyxin 1a nhu duge thé

hién trong cong thurc (1):

trong do:

R R’
Isovalerylspiramyxin I H COCH,CH(CH3),
Isovalerylspiramyxin 11 COCH; COCH,CH(CH,),
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Isovalerylspiramyxin III COCH,CHj; COCH,CH(CH3),

Carimyxin 13 thudc khang sinh phan tir vong 16n ¢6 nhan gdm 16 canh, c¢6 kha

nang trc ché qua trinh tng hop protein bing cach két hop vdi ribosom cuia vi khuan.

Céac két qua thir nghiém in vitro cho thy carimyxin 1 hitu hiéu déi véi vi khuén
gram duong, dic biét 14 mot s§ vi khudn khang thudc nhu Staphylococcus aureus khang
B-lactam va Staphylococcus aureus khang erythroxin, va khong khang chéo mdt cach ré
rang véi céc loai thude twong tu. Trong khi d6, carimyxin c6 hoat tinh khang khuan véi
Mycoplasma va Chlamydia, ciing nhu mét s6 vi khudn gram am, hoat tinh khang khuén
manh va c¢6 kha nang thdm qua mo dbi v6i Toxoplasma va Legionella gdy bénh dich, va
van c6 chirc ning didu hoa mién dich mét cach tiém tang. Hoat tinh khang khuan in vivo
niy manh hon nhidu so véi hoat tinh khang khuan in vitro (ZL200310122420.9). Cac
nghién ciru 14m sang cho thdy ring cach ding vién nén carimyxin véi ham lugng tir 0,2mg
dén 0,4mg hang ngay trong thoi gian tir 5 ngdy dén 7 ngay 14 thich hop dé diéu tri bénh
viém hong cép tinh do vi khuin va bénh viém amidan mu cdp tinh do Streptococcus sinh
mu gay ra; bénh viém xoang do vi khudn va bénh viém phé quan cdp tinh do vi khuén
nhay cam gdy ra; bénh viém phdi nhe do Streptococcus pneumonia, Haemophilus
influenza va Mycoplasma pneumonia gdy ra; bénh viém niéu dao khong do ldu do
Mycoplasma va Chlamydia gdy ra; cac bénh truyén nhim nhu nhiém khuin da va mé
mém, bénh viém quanh ring va bénh viém tai giita do vi khudn nhay cam gay ra. Tong ty

1€ hitu hiéu brfmg 92,68%. Carimyxin la an toan va hitu hiéu.

Nghién ctru duge luc hoc cho thiy ring céc thanh phan hoat tinh cla carimyxin
chu yéu 1a isovalerylspiramyxin I, II va III. Carimyxin chuyén héa mdt cach nhanh chéng
thanh spiramyxin in vivo. Theo AUC,, cta thudc gbc isovalerylspiramyxin I, IT va II va
chét chuyén hoa hoat tinh spiramyxin I, I va III, d6 sinh kha dung tuyét dbi khi dung qua
dudng miéng trung binh bing 91,6%. D3 c6 thong bdo ring do sinh kha dung tuyét doi
ctia spiramyxin khi ding qua dudng miéng nam trong khoang tir 30% dén 40% (Frydman
AM et al J Antimicrob Chemother.1988, 22 (suppl B):93-103). Pa phat hién ra ring
isovalerylspiramyxin cai thién mot cach ddng ké do sinh kha dung cta thanh phan hoat
tinh spiramyxin. Lidu don carimyxin duoc loai bo mot cach tir tir. T1/2 nim trong khoang
tir 23 gio dén 27 gio.

Cac nghién ciru vé cac thanh phan hoat tinh cua carimyxin cho thay rat nhicu
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nguyén tir cacbon khong dbi xtng ton tai trong cAu triic phan tir ciia cac thanh phan hoat
tinh cia carimyxin: isovalerylspiramyxin I, II va III. Tinh khong d6i xtmg 1a thudc tinh co
ban cua vat thé ba chiéu va mot trong s6 cac thudc tinh thiét yéu cua tu nhién. Cac dai
phan tir sinh hoc bao gdm protein, polysacarit, axit nucleic va enzym, la nén tang quan
trong cua hoat déng sdng, thudng cé cac chirc ning sinh Iy quan trong. Thudc khong dbi
xung 1a cip chét ddng phan d6i anh cia dbi twong nguyén liéu va anh chiéu qua guong
thu duoc sau khi cu tric phén tir cua thube duoc dua vao tam khong dbi ximg. Cac chét
ddng phan dbi anh nay hdu nhu gidng nhau vé dic tinh héa ly nhung khic nhau vé tinh
quay quang. Céac chét déng phéan d6i anh 1an luot 13 dugc goi 1a loai R (quay phai) hoic
loai S (quay trai), va triét quang. Trong vong 20 nam tr¢ lai day, do cac nghién ciu duoc
hoc duoc tién hanh mot cach thiu dao hon, da chimg minh dugc rang su khac biét vé i
luc cua chit ddng phan dbi anh cia thudc vai thu thé gay ra su khac biét v& dd chon loc
lap thé cua chat ddng phan dbi anh cua thudc, dén dén su khac biét dang ké vé tac dung
duoc 1y. Chét ddng phan ddi anh c6 hoat tinh manh trong sb cac thube khong dbi xtmg
duoc goi 1a eutome; con chit ddng phan ddi anh khong c6 hodc ¢6 hoat tinh thap duoc goi
la distome. Trong nhiéu trudng hop, distome khong chi khong c6 tac dung dugc ly, ma
con bu dip cho hoat tinh cta eutome. Doi khi, cac phan ung phu gdy doc nghiém trong
ciing xay ra, cho thiy do phirc tap ctia sy khac biét vé chirc nang duge ly va xac dinh sy
khéc biét dang k& v& chi s6 diéu tri cia timg chit dong phan ddi anh va raxemat clia
chang. Vi dy, tic dung chita bénh ctia DL-(+-) syntomyxin da biét béng mot nlra tac dung
ctia D(-) cloramphenicol; hoat tinh dugc ly cua chét ddng phan L propranolol 1én hon 100
1an hoat tinh ctia chit ddng phan D; (-) adanon 13 thudc giam dau manh trong khi dang (+)
la khong hiéu nghiém. Ngoai ra, ciing c¢6 su khéc biét vé ddc tinh. Vi dy, hai chat dong
phan ddi anh cla thalidomit c6 tac dung an thdn ddi véi chudt gibng nhau, nhung chi chit
ddng phan S(-) va chit chuyén hoa ctia ching c6 kha ning gay ddc thai va sinh quai thai;
ketamin 1a thudc gdy mé va thude giam dau dugc sir dung mot cach rong rii, nhung cé céc
tac dung phu nhu bi 4o gidc. Cac nghién ctru cho thdy S (+) c6 dd hiéu nghiém gép tir 3
dén 4 dang R(-) va c4c tac dung phu gy doc chi xudt hién & dang thir hai. Sy khéc biét
dang ké vé tac dung chita bénh cua cac thudc khong déi xtng da thiic ddy viéc nghién ctu
va phét trién thudc khong ddi xtng va viéc phét trién phép phan tich tach. Béng cach ap
dung k¥ thudt “khong dbi xtmg”, céc tac gia sang ché ¢6 thé loai bd mét cach hitu hiéu

cac dang khong c6 tac dung hodc cac tac dung phu gy doc ra khdi thudc va tao ra thude
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khong dbi xtmg tinh khiét v&i cdu trac don 1& va dinh huéng, do vay tao ra céc thanh phan
dugc tinh tinh khiét hon, ddy manh thém tac dung chita bénh va rut ngén thoi gian diéu tri.
Vi vdy, viéc nghién ctru vé thudc khong ddi xtmg da try thanh mot trong s6 cac phuong
phap méi dé nghién ciru dugc phdm méi trén toan thé gidi. Chinh phi cia cac nudc va
cac tap doan dugc phém da dAu tu rit manh vao cac linh vuc nhu bao ché thubc khong déi
xing, nguyén liéu khong déi ximg va san pham trung gian khong dbi xting dé nghién ciru
va phat trién, nhim muc dich chiém linh dia vi théng tri trén thi truong dugc phém khong
ddi xtmg. Ngoai ra, cing véi su cai tién khong nglng ctia k§ thuat khong d6i xtng, dic
biét 1a viéc ap dung rong rdi va nhanh chéng phuong phéap sac ky long, phép phan tich
tach va xac dinh céc chit ddng phan ddi anh cua thudc khong ddi xtng cling dugc thic
day. Thude khong ddi xting cua timg chat ddng phan ddi anh da duoc sir dung mot cach
rong rai.

Qua nhiu nghién ctu dé xac dinh carimyxin c¢é tinh quay quang hay khong, cac
tac gia sang ché da bat ngd phat hién ra ring bing cach didu chinh va t6i wu héa didu kién
nudi cdy va diéu kién 1&n men, céc tac gia sdng ché da tinh cd thu dugce levocarimyxin ¢6
tinh quay quang, 13 hop chét ¢6 hoat tinh chbng nhim khuan manh hon. Vi vy, sang ché
d& xuét levocarimyxin, phuong phap diéu ché cta ching va st dung chung dé bao ché

thudc nhdm phong ngira va didu tri cac bénh truyén nhiém.

CN 1554 355 A va CN 1405 299 A va YANG YALI et al. “Determination of the
components of bitespiramicyn by HPLC”, YAO HSEUH HSEUH PAO - ACTA
PHARMACEUTICAL SINICA, YAOXUE XUEBAO, CN, quyén 44, s6 10, 1/1/2009,
trang 1183, XP009173043, ISSN: 0513-4870, 1a céac tai liéu ti€u biéu cua tinh trang k¥
thuat.

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Theo muc dich thi nhét, sing ché d& xuit levocarimyxin, dong thdi c6 tinh quay
quang va hoat tinh chdng nhiém khuan manh hon.

Theo muc dich thir hai, sang ché d& xuét duoc phdm, dugc phidm nay chira
levocarimyxin c6 tinh quay quang duoc d& xudt theo sang ché va chit mang dugc dung.

Theo muc dich thi ba, sang ché d& xuit phuong phap didu ché levocarimyxin,
phuong phap nay dugc déc trung bodi quy trinh san xuét dugc don gian hoa va dé kiém

sodt tiéu chuén chit lugng, va levocarimyxin bao ché duoc c6 tac dung t6t, d6 quay quang
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t6t va hoat tinh chdng nhifm khudn manh hon.

Theo muc dich tha tu, sang ché d& xuét viéc sir dung levocarimyxin hodc dugc
phdm chta levocarimyxin nay dé bao ché thudc nham diéu tri va phong ngira cc bénh
truyén nhidm. Cu thé, levocarimyxin hodc dugc phém chua levocarimyxin cd tac dung
manh d6i véi vi khudn, Chlamydia va Mycoplasma va ¢6 thé duoc sir dung lam thudc diéu

tri cac bénh truyén nhiém.
M0 ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 12 dudng cong biéu thi su thay ddi ctia d6 pH theo thoi gian trong quy trinh

1én men theo Vi du 1 clia sang ché;

Hinh 2 13 dudng cong biéu thi sy thay ddi cua dd pH theo thdi gian trong quy trinh

Ién men theo Vi du 2 cua sang che;

Hinh 3 1a dudng cong biéu thi sy thay dbi ctia do pH theo thdi gian trong quy trinh

1én men theo Vi du 3 cua séng che;

Hinh 4 1a biéu db séc ky long clia céc thanh phan carimyxin chuén, trong s céc hop

chét nay,
1-spiramyxin III
2-monoaxetyl spiramyxin II
3-monoaxetyl spiramyxin III
4-propionylspiramyxin II
S-propionylspiramyxin III
6-(iso-)butyrylspiramyxin II
7-isovalerylspiramyxin [
8-(iso-)butyrylspiramyxin III
9-isovalerylspiramyxin I
10-isovalerylspiramyxin II1

Hinh 5 1a biéu do sac ky long cua levocarimyxin dugc néu trong Vi du 4 cua sang
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Hinh 6 1a phd nhidu xa bot tia X cua hop chit levoisovalerylspiramyxin 1 & dang

tinh thé theo séng ché;

Hinh 7 14 phd nhiéu xa bét tia X cta hop chét levoisovalerylspiramyxin 11 & dang

tinh thé theo sang ché;

Hinh 8 12 phd nhidu xa bot tia X ctia hop chét levoisovalerylspiramyxin 11l & dang

tinh thé theo sang ché.
MG ta chi tiét sang ché

Dé dat duoc muc dich thtr nhit cua sang ché, cic giai phap k§ thuat sau duogc &p

dung:

Levocarimyxin, levocarimyxin 1a hdn hop gbm céc thanh phin chu yéu la
isovalerylspiramyxin III, I va [ va chtra isobutyrylspiramyxin III va II, butyrylspiramyxin
111 va I1, propionylspiramyxin III va II, cling nhu axetylspiramyxin III va Il véi ham lugng
nhét dinh, trong s cac hop chét nay ham lugng cua isovalerylspiramyxin III khong nho
hon 30% trong lugng, tdng ham lugng cia isovalerylspiramyxin 111, II va I khéng nho hon
60% trong luong, va ham lugng cua axylspiramyxin ndm trong khoang tir 80% dén 98%
trong lugng, tdt hon 1a ndm trong khoang tir 85% dén 98% trong luong, tét hon nita 13
nim trong khoang tir 90% dén 98% trong lugng va t5t nhét 1a nam trong khoang tir 95%
dén 98% trong lugng; dd quay quang hoc riéng cla levocarimyxin bing [o]p = -52° dén
-57° trong dung dich clorofom véi ndng do 0,02g/ml & nhiét do bing 25°C, tét hon 1a nim

trong khoang tir -54° dén -56° va tét hon nita 1a -55°.

Céc tac gia sang ché da tién hanh rét nhiéu nghién ctru v& carimyxin. Bang cach diéu
chinh va t8i wu héa didu kién nudi cdy va didu kién 1én men, dic biét 14 bang cich kiém
soat mot cach nghiém ngét do pH trong quy trinh 1én men bing chét didu chinh do pH, cac
dudng cong thé hién su bién dbi do pH theo thai gian thé hién ba pha lién tuc va mdi pha
1an lugt thoa man cong thic nhit dinh, do vdy thu dugc levocarimyxin cé tinh quay
quang. Ly do cua viéc ndy la ham lugng cua cac hop phan c6 tinh quay quang bi thay ddi
trong céc didu kién 1én men hogc ciu hinh quang hoc bi thay dbi trong céc diéu kién lén
men. Phuong phéap xac dinh dd quay quang hoc riéng cta levocarimyxin theo sang ché
bao gc‘Sm cac budce: cdn mdt cach chinh xac levocarimyxin didu ché duoc theo sang ché,
b6 sung dung dich clorofom vao va pha loang thanh dung dich ¢6 nong do khoang

10mg/ml; do d6 quay quang bing cach sir dung dong D cta phd natri (589,3nm) véi chiéu
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dai do bang 1dm va nhiét do do bang 25°C va sir dung thiét bi do do phan cuc di dugc

kiém tra v&i do chinh xac bang 0,0001°.

Khoang nhiét do néng chay cia levocarimyxin theo sang ché nam trong khoang tir
112°C dén 122°C, t6t hon la nim trong khoang tir 114°C dén 120°C, tt hon nita 12 ndm
trong khoang tir 116°C dén 118°C.

Phuong phap xé&c dinh khoang nhiét do ndng chay la: cho lugng thich hop cua san
phém da séy kho vao 6ng mao quan dé xac dinh nhiét do néng chay; lap lai viéc xac dinh

nay trong 3 14n va l4y tri s6 trung binh.

Levocarimyxin theo sang ché c6 tinh quay quang. Theo nghién ctru dugc ly hién dai,
su khac biét v& 4i luc ctia chat dong phan ddi anh ciia thudc véi thu thé gay ra boi su khac
biét v& do chon loc lap thé cua chat ddng phan d6i anh cua thude, din dén sy khac biét
dang ké vé tac dung duogc ly. Céc thlr nghiém dugc luc hoc in vivo va in vitro chirng minh
rang levocarimyxin theo sang ché c6 tac dung chdng nhim khuén tt va hoat tinh duoc ly
manh tai cung mot thoi diém, do vay dé xuét thudc méi nham diéu tri cac bénh truyén

nhiém va tao tién d€ cho viéc nghién ciru dugc pham khong doi ximg chira carimyxin.

Céc thir nghiém in vivo va in vitro ching minh ring levocarimyxin theo sang ché c6
d6 nhay cao va mic do khang thudc thap. Levocarimyxin khong chi 1 hitu hiéu dbi voi
Staphylococcus aureus khang thude, ma con c6 gia tri khong thé udc tinh duge dbi voi
cac bénh nhidm khuén do vi khudn do sy lam dung thudc khang sinh gdy ra. Vi du
Staphylococcus aureus khang methixilin (methicillin-resistant Staphylococcus aureus -
MRSA), nhidm khuén Escherichia coli do p-lactamaza phd rong (extended-spectrum B -
lactamase-ESBL) gdy ra, va cac bénh truyén nhiém do Clostridium difficile (C-diff) gy
ra, 1a tit ca cac bénh do su lam dung thudc khang sinh va duoc cho 13 ¢6 thé kiém soat

dugc nho c6 su ra doi cua levocarimyxin.

Levocarimyxin con chira spiramyxin III va cc thanh phan khéc, trong sb cac hop
chit nay ham lugng cua spiramyxin III khong 16n hon 1,0%, va tong ham lugng clia cac
thanh phin khac ndm trong khoang tir 2,0% dén 19% trong lugng, t6t hon 13 ndm trong
khoang tir 2,0% dén 14,0% trong luong, tot hon nita 12 nidm trong khoang tir 2,0% dén

9,0% trong luong va tbt nhit 1a ndm trong khoang tir 2,0% dén 4,0% trong lugng.

Theo séng ché, cac ché phadm khac nay chira it nhit 12 3 chit dong déng dugc cai

tién clia spiramyxin.
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Levocarimyxin theo sing ché 1a hdn hop gdm céc thanh phan chi yéu la
isovalerylspiramyxin III, Il va I, trong sb cac hop chét nay isovalerylspiramyxin III 1a hop
chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé, isovalerylspiramyxin II 1a hop chat
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé hodc isovalerylspiramyxin I & hop chét

levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé;

khi isovalerylspiramyxin III 13 hop chit & dang tinh thé véi dang 111 cua
levoisovalerylspiramyxin, hgp chit & dang tinh thé nay do duoc bang phd nhidu xa bdt tia
X voi tia Cu-Ka cé cac pic dac trung véi goc 260 bi‘mg 8,0° 10,0° 11,2° 11,7° 16,4°,
19,1°, 19,6°, 20,0°, 21,4°, 22,9°, 23,6° va 29,4°

khi isovalerylspiramyxin II 1a hop chit ¢ dang tinh thé véi dang I cua
levoisovalerylspiramyxin, hgp chit & dang tinh thé nay do dugc bang phd nhiéu xa bot tia
X véi tia Cu-Ka ¢6 cac pic dac trung véi goc 26 béng 10,0°, 11,6° 16,4°, 17,3° 19,1°,
21,2°,22,1°,22,7°, 26,4°, 26,9°, 27,5° va 31,5°%

khi isovalerylspiramyxin I 1a hop chit & dang tinh thé v6i dang I cua
levoisovalerylspiramyxin, hop chit & dang tinh thé nay duoc do bang phd nhiu xa bot tia
X véi tia Cu-Ka c6 céc pic dédc trung voi goc 26 bé‘mg 7,6° 8,0° 10,0° 11,4° 16,4° 17,0°
17,5°, 17,9°, 19,5°,22,7°, 23,7° va 24,4°.

Béng cac nghién ciru théu déo hon, céc tac gia sang ché da phat hién ra ring sau khi
tinh ché va tach levocarimyxin, s& thu duoc ché phdm don chira isovalerylspiramyxin 11,
Il hoac I; két tinh lai mot trong s6 cac ché phém nay, va thu dugc hop chét
isovalerylspiramyxin III, II hodc I & dang tinh thé; tron mot trong s6 cac dang tinh thé cac
hop chét véi levocarimyxin dé tao ra levocarimyxin, trong d6 isovalerylspiramyxin I1I, II
hodc I 13 hop chit levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé, II hoac 1. Thir nghiém
duge luc hoc in vivo ching minh ring tic dung dugc ly cla levocarimyxin, trong d6
isovalerylspiramyxin III, I hodc I la levoisovalerylspiramyxin III, II hodc I & dang tinh

thé t5t hon nhiéu tac dung dugc ly clia levocarimyxin tinh khiét.

Pé dat dugc muc dich thir hai cua sang ché, cac giai phap k¥ thuét sau dugc 4p
dung:

Duoc phdm chtra levocarimyxin trong dé dugc phdm chua levocarimyxin chira

levocarimyxin nay va chat mang dugc dung.
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Trong sb cac dugc pham theo sang ché, ham luong clia levocarimyxin 13 lugng an
toan va hiru hidu dé diéu tri bénh va ndm trong khoang tir 10% dén 90% trong luong cua
dugc phdm dé, t6t hon 1 ndm trong khoang tir 25% dén 75% trong luong, va t6t hon nita

la ndm trong khoang tir 40% dén 60% trong lugng.

Thuét nglr “lugng an todn va hitu hiéu dé diéu tri bénh” dugc dung trong sang ché
c6 nghia 13 lugng du cta thuoc, cac hop chat, cheé pham, cac sdn pham hodc dugc pham cé
thé lam thuyén gidm, ddo nguoc hodc di€u tri cac bénh & ngudi va cdc dong vét c6 vi

khac va ma khong c6 lam hai nghiém trong dén cac mo cuia dong vat cd vu.

Thuét ngir “chit mang dugc dung” theo sang ché dugc dung dé chi cac chit mang
duoc thong thudng trong linh vuce duge, vi du, chét pha lodng, cac ta dugc nhu nudc, chét
don nhu tinh bot va dudng mia; chét két dinh nhu céc chét dan xut xenluloza, alginat,
gelatin va polyvinylpyrolidon; chat lam 4m nhu glyxerol; chit phan rd nhu aga, canxi
cacbonat va natri bicacbonat; chat 1am tang d hip thu nhu hop chit amoni bac bon; chat
hoat dong bé mat nhu hexadecanol; chat mang hip phu nhu cao lanh va bentonit; chat boi
tron nhu bot talc, canxi stearat, Mg va polyetylen glycol. Ngoai ra, cic t4 dugc khac nhu

gia vi va chat 1am ngot cling cé theé dugc bd sung vao dugc pham nay.

Ché pham theo sang ché c6 thé chira chit pha lodng, chét phan r, chét bdi tron, chit
don, chét két dinh, chét gitr 4m, chit lam tang d6 hép thu, chit hoat dong bé mit, ta dugc
v6i luong an toan va hiru hidu dé didu tri bénh hodc chit mang thudc thudong dugc sir

dung véi lugng an toan va hitu hiéu dé didu trj bénh trong linh vuc nay.

Duoc phém chira levocarimyxin theo sang ché ton tai & dang ché pham c6 thé sir

dung dé lam thudc, va ché pham nay la ché pham long, ran, ban ran hodc khi.

Ché phim 16ng bao gdm dung dich tiém truyén, dung dich, hdn hop, xiro, cdn thube

hoéc keo,

Ché ph&m rén bao gdm bot ding dé tiém, bot dong khod nhanh dung dé tiém, vién

nén, vién nang, bot, thudc cdm, vién tron, ché phém thang hoa hodc mang méng;
Ché phém ban rén bao gém thuéc ma, cao dan, thudc dan, dich chiét hosc gel;
Ché phdm dang khi bao gdm sol khi hodc thudc xit.

Dugc phdm chta levocarimyxin theo sang ché, trong d6 ham luong cua

levocarimyxin ndm trong khoang tir 10mg dén 1500mg cho mdi dang lidu don vi, tot hon
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14 ndm trong khoang tir 100mg dén 1000mg cho mdi dang liéu don vi va tét hon nita Ia
ndm trong khoang tir 200mg dén 500mg cho mdi dang liéu don vi. Bé dat duoc muc dich

thir ba ciia sang ché, giai phap sau duoc sir dung:

Phuong phap didu ché levocarimyxin, bao gdm quy trinh nudi cdy, 1én men va chiét,
trong sb céc budc ndy budc nudi cdy va 1én men gom: cdy chiing ndm di tach dong
WSP-195 duogc tao ra boi gen 4”- isovaleryl transferaza chira spiramyxin trén moi trudng
nudi cdy nghiéng, cdy né trong mdi trudng gitr giéng, sau dé cdy né vao moi truong lén
men sau khi nudi cdy, va kidm soat quy trinh 1én men bang chét diéu chinh do pH. Thuc
hién viéc [én men & do pH ndm trong khoang tir 6,0 dén 9,0, tot hon Ia nam trong khoang
tir 6,0 dén 8,0, va tdt hon nira 1a ndm trong khoang tir 6,0 dén 7,5. Cac dudng cong thé
hién su thay ddi cua do pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, pha th(r nhat thoa mén
cong thuc y=kx,+6,0, trong d6 0,0227<k,<0,1364, 0<<x,<22; pha tht hai théa man
y=K,x,+b,, trong d6 -0,0735<k,<<0, 6,5<<b,<10,62, 22<x,<56; va pha thi ba théa man
codng thirc y;=k;x;tbs, trong dé 0<k; <0,0078, 6,06<b;<<6,5, 56<x,<120.

Theo sang ché, bing cach diéu chinh va t6i wu hoa didu kién nudi cdy va diéu kién
[én men, ddc biét 1 bing cach kiém soat do pH trong quy trinh 1én men bang chat diéu
chinh do pH, céc dudng cong thé hién su bién dbi do pH theo thdi gian thé hién ba pha
lién tuc va mdi pha lan luot thoa man cong thirc nhét dinh, do vay thu dugc levocarimyxin

c6 tinh quay quang.

Theo séng ché, quy trinh [én men la then chét, do pH can dugc theo ddi mot cach
thuong xuyén trong toan bd quy trinh 1én men va dugc kiém soat bing cach bd sung chit
didu chinh do pH vao, trong do chit didu chinh do pH 1a hop chit hodc hdn hop bit ky
trong sb gém glucoza, axit xitric, axit axetic, axit clohydric, dung dich nuéc amoniac,
natri hydroxit hogc kali hydroxit, t5t hon 13 glucoza, axit xitric, axit axetic, dung dich
nuéc amoniac hodc hdn hop cia ching; t8t hon nira 1a glucoza, dung dich nudc amoniac

hodc hdn hop ctia chiing.

Phuong phép diéu ché theo sang ché, trong d6 budc chiét bao gdm: xir ly dich lén
men béng nhom sulfat dé thu duoc phe‘in loc, didu chinh dd pH dén tri s6 nim trong
khoang tir 8,5 dén 9,0, chiét bang butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay lan luot
béng nudc khong phai nuéc mudi va dung dich NaH,PO, 1%, sau d6 chiét bang nude c6

do pH n3m trong khoang tir 2,0 dén 2,5 dé thu dugc dich chiét trong nuée, diéu chinh do
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pH dén tri s ndm trong khoang tir 4,5 dén 5,5, 1am bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu duoc dich chiét trong nude, loc va didu chinh do pH dén tri sé nim trong khoang tir
8,5 dén 9,0, thu dugc chét két tua, rira chét két tia véi nude tinh khiét va siy kho n6 dé

thu dugc levocarimyxin.

Trong phuong phap didu ché theo sang ché néu trén, mdi trudng nudi cdy nghiéng
chira bot dau twong véi lugng bing 2%, glucoza véi lugng bing 1%, tinh bot véi lugng
bang 3,0%, CaCOs; véi lugng bing 0,5%, NaCl véi lugng bang 0,4% va aga véi lugng
bang 2%.

Trong phuong phap diéu ché theo sang ché néu trén, moi trudng giit gidng chira bot
dau tuong véi luong bing 1,5%, tinh bdt véi lugng bing 3,0%, NaCl véi lugng bang
0,4%, CaCO; vdi lugng bing 0,5%, pepton véi luong bing 0,3% va KH,PO, véi lugng
bang 0,05%.

Trong phuong phap didu ché theo sing ché néu trén, mdi trudng 1én men chia
glucoza véi luong béng 0,5%, tinh bdt véi luong béng 6,0%, bot ndm men véi luong béng
0,5%, bot cé v6i lugng bang 2,0%, NH,NO; véi lugng bing 0,6%, NaCl véi lugng bang
1,0%, CaCO; véi lugng bang 0,5%, KH,PO, véi lugng bing 0,05%, MgSO, véi lugng
bang 0,1%, ddu dau tuong vdi lugng bing 0,5% va chét khir bot véi lugng bang 0,02%.

Trong phuong phép diéu ché theo sang ché néu trén, viéc nudi cdy trén mdi truong
nudi cdy nghiéng kéo dai trong khoang thdi gian tir 8 ngay dén 15 ngay & nhiét do nam
trong khoang tir 28°C dén 38°C.

Trong phuong phap diéu ché theo sdng ché néu trén, viéc nudi cdy trén mdi trudng
giit gidng kéo dai trong khoang thoi gian tir 40 gio dén 80 giy & nhiét do nim trong
khoang tir 25°C dén 30°C.

Trong phuong phép diéu ché theo sang ché néu trén, viéc 1én men trong mdi truong
1én men kéo dai trong khoang thdi gian tor 72 gio dén 120 gid & nhiét do nim trong
khoang tir 26°C dén 30°C.

Khi levocarimyxin chira isovalerylspiramyxin I, II hodc III & dang tinh thé, phuong
phap didu ché nay con bao gdm céc budc sau:

a) tach va tinh ché levocarimyxin dé thu duoc levoisovalerylspiramyxin I, I hodc II;

b) két tinh lai hop chét levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III dé thu dugc hop chét
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levoisovalerylspiramyxin I, II hozc III dang tinh thé;
¢) loai bo axetonitril trong levocarimyxin con lai sau khi tach va tinh ché
levoisovalerylspiramyxin I, II hoac III & budc a) bang cach lam bay hoi kiéu quay, sau d6
chiét mot 1an v6i mot luong etyl axetat, va loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bang
céach lam bay hoi kiéu quay dé thu duoc mau bot nhio; hoa tan lai mau thu dugc nay b.%mg
ete ddu mo, va loai bo ete ddu mo bang cach lam bay hoi kiéu quay dé thu duogc
levocarimyxin;
d) tron hop chét levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III dang tinh thé thu dugc & budc b)
v6i levocarimyxin thu dugc ¢ budc c) d& thu dugc levocarimyxin, trong sb do,
isovalerylspiramyxin I, II hodc III 13 hop chat levoisovalerylspiramyxin I, II hozc III dang
tinh thé.
Phuong phép diu ché theo sang ché, cong doan tach va tinh ché & bude a) bao gom:
Tinh ché levocarimyxin thu dugc trong budc tach so bd theo phuong phap sic ky
[ong hiéu sudt cao diéu ché, chudn bi cot sic ky v6i ODS, sir dung dung dich dém
axetonitril va amoni axetat lam pha ddng trong qua trinh rira giai theo gradien; ghi cac anh
phd UV riéng biét bang cach phat hién tia cuc tim, va gom cac pic dich cia cc hop phan
levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III:
Sic ky cot: cot sac ky diéu ché ODS;
Pha d0ng: axetonitril (A), dung dich amoni axetat 100mM (B);
Diéu kién gradien: chon gradien tuyén tinh trong thoi gian tir 0 phut dén 60 phut, A nam
trong khoang tir 25% dén 65%; va khoang tir 61 phut dén 90 phut, A nim trong khoang tir
65% dén 90%;
Luu tde: 260ml/phut;
Thé tich phun: 10ml;
Nong do 14y mau: 0,5g/ml;
Budc song do: 231nm;
Céach gom: gom béng céach kich hoat tia cuc tim;
Gom mau levoisovalerylspiramyxin 1 theo thoi gian luu 44,759 phat cia

levoisovalerylspiramyxin I; hoic gom mau isovalerylspiramyxin II theo thoi gian luu
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43,34 phut cua isovalerylspiramyxin II; hodc gom mau levoisovalerylspiramyxin III theo
thoi gian luu 48,009 cua ]evdisovalerylspiramyxin 111; sau d6 loai bd axetonitril bang cach
lam bay hoi kidu quay, dich chiét véi etyl axetat véi lugng tuong duong, va loai bo etyl
axetat trong dich chiét nay bing cach 1am bay hoi kiéu quay dé thu dugc mau bot nhdo;
hoa tan lai mau thu duoc nay béng ete ddu mo, va loai bo ete ddu mo béng cach lam bay

hoi kiéu quay dé thu duoc bot rin mau tréing chira levoisovalerylspiramyxin I, I hogc IIL.

Phuong phép diéu ché theo sing ché, khi isovalerylspiramyxin 1 Ia
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé, dang tinh thé thu duoc bang quy trinh két tinh
lai sau: hoa tan bot rin mau tring chira levoisovalerylspiramyxin I trong dung mdi hon
hop gdm metanol tuyét ddi, rugu etylic tuyét d6i va axeton khan, sau d6 bd sung nudc
tinh khiét trong khi khudy, sau dé giam nhiét do dén nhiét do nam trong khoang tir 5°C
dén 15°C trong khi khudy lién tuc, dé thu dugc hop chét levoisovalerylspiramyxin 1 &
dang tinh thé, trong do ty 1€ thé tich cia etyl axetat va rugu etylic tuy€t dbi va axeton khan

trong dung méi hdn hop nay 1a 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, tot hon néu la 1:2 dén 8:0,8 dén 1;

Trong sb cc giai phap nay, giai phap k¥ thuat duge uu tién thir nhat dé két tinh lai
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 1a: thé tich nudce tinh khiét duoc bd sung vao
glp tir 2 1an dén 9 1an tong thé tich cua etyl axetat, ruou etylic tuyét d6i va axeton khan,
t6t hon 13 gp tir 2,5 1an dén 7,5 lan; tdc do bd sung nude tinh khiét vao ndm trong khoang

tir 4ml/phut dén 10ml/phat, t5t hon 14 ndm trong khoang tir 6ml/phiit dén 8ml/phut.

Giai phap k¥ thuat dugc uu tién thir hai dé két tinh lai levoisovalerylspiramyxin I &
dang tinh thé 1a: ty 1& thé tich cta etyl axetat va rugu etylic tuyét dbi va axeton khan trong

dung modi hdn hop nay 1a 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, tot hon néu 14 1:2 dén 8:0,8 dén 1.

Giai phap ky thuat dugc uu tién thir ba dé két tinh lai levoisovalerylspiramyxin I &
dang tinh thé 1a: tdc do khudy khi bd sung nuéc tinh khiét vao ndm trong khoang tir 30
vong/phut dén 60 vong/phit, tdt hon 1 ndm trong khoang tir 45 vong/phit dén 60
vong/phut; sau khi nudc tinh khiét duoc bd sung vao, téc dd khudy nim trong khoang tir
10 vong/phit dén 30 vong/phit, tdt hon 1a nim trong khoang tir 10 vong/phit dén 20
vong/phut.

Giai phap k§ thuat dugc uu tién thir tu dé két tinh lai levoisovalerylspiramyxin I &
dang tinh thé 1a: sau khi nudc tinh khiét duge bd sung vao, tbc do 1am mat nam trong

khoang tir 1°C/gios dén 3°C/gio, tdt hon 1a nim trong khoang tir 1°C/gidr dén 1,5°C/gid.
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Khi isovalerylspiramyxin II 14 levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé, thi dang
tinh thé nay thu dugc bang quy trinh két tinh lai sau: hoa tan bot rdn mau tring chta
levoisovalerylspiramyxin II trong dung mdi hdn hop gdm metanol tuyét déi, ruou etylic
tuyét déi va axeton khan, sau d6 bd sung nuéc tinh khiét trong khi khudy, sau d6 giam
nhiét do dén nhiét d6 ndm trong khoang tir 5°C dén 15°C trong khi khudy lién tuc, dé thu
dugc hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé, trong d6 ty 1¢ thé tich giita
metanol tuyét dbi va axeton khan va ruou etylic tuyét déi trong dung moi hdn hop nay 1a

1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, tbt hon néu 1a 1:2 dén 8:0,8 dén 1;

Trong sb cac giai phap nay, giai phap k¥ thuat dugc uu tién thi nhat dé két tinh lai
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 13: thé tich nu6c tinh khiét duoc bd sung vao
gép tir 2 1an dén 9 14n tdng thé tich ctia metanol tuyét ddi, rugu etylic tuyét ddi va axeton
khan, t&t hon 1a gép tir 2,5 1dn dén 7,5 1n; téc do bd sung nudce tinh khiét vao nim trong
khoang tir 4ml/phit dén 10ml/phit, tét hon la ndm trong khoang tir 6ml/phit dén
8ml/phut.

Giai phép k¥ thuat duoc uu tién thir hai dé két tinh lai levoisovalerylspiramyxin II &
dang tinh thé 1a: ty 1& thé tich giita metanol tuyét d6i va axeton khan va rugu etylic tuyét
dbi trong dung moi hdn hop nay 13 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, t&t hon néu 13 1:2 dén 8:0,8 dén
1.

Giai phap k§ thuat dugc uu tién thir ba dé két tinh lai levoisovalerylspiramyxin 11 &
dang tinh thé 1a: téc do khudy khi bd sung nudc tinh khiét vao nam trong khoang tir 30
vong/phit dén 60 vong/phit, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 45 vong/phut dén 60
vong/phit; sau khi nugc tinh khiét duoc bd sung vao, tbc d6 khudy nam trong khoang tir
10 vong/phit dén 30 vong/phut, tt hon 1a nim trong khoang tir 10 vong/phut dén 20
vong/phut.

Giai phép k¥ thuat dugc uu tién thir tu dé két tinh lai levoisovalerylspiramyxin II &
dang tinh thé 1a: sau khi nudc tinh khiét duoc bd sung vao, téc do 1am mat nim trong
khoang tir 1°C/gi&r dén 3°C/gid, tét hon 12 nim trong khoang tlr 1°C/gi& dén 1,5°C/gio.

Khi isovalerylspiramyxin III la levoisovalerylspiramyxin III ¢ dang tinh thé, thi hop
chat ¢ dang tinh thé nay thu dugc bang quy trinh két tinh lai sau: hoa tan bot rdn mau
tréng chira levoisovalerylspiramyxin III trong dung mdi hén hop gdm metanol tuyét dbi,

ruou etylic tuyét dbi va axeton khan, sau dé bd sung nudc tinh khiét trong khi khudy, sau
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d6 giam nhiét do dén nhiét d6 ndm trong khoang tir 5°C dén 15°C trong khi khudy lién
tuc, dé thu dugc hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé, trong do ty 18 thé
tich bang metanol tuyét déi to ruou etylic tuyét di to axeton khan trong dung moi hén

hop nay 1a 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1, tot hon néu 1a 1:2 dén 8:0,8 dén 1;

Trong s6 céc giai phdp nay, giai phap k¥ thuét dugc uu tién thir nhit dé két tinh lai
hop chit levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a: thé tich nuéc tinh khiét dugc bd
sung vao gép tir 2 1an dén 9 1an tdng thé tich ctia metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét ddi
va axeton khan, t&t hon 1a gép tir 2,5 14n dén 7.5 1an; téc do bd sung nudc tinh khiét vao
ndm trong khoang tir 4ml/phut dén 10ml/phut, t6t hon 1a nim trong khoang tir 6ml/phit
dén 8ml/phut.

Giai phap ky thuat duwgc uu tién thG hai d& két tinh lai hop chit
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a: ty 1& thé tich gilta metanol tuyét déi va
ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung moi hon hop nay 1a 1:0,1 dén 10:0,5 dén
I, t5t hon néu la 1:2 dén 8:0,8 dén 1.

Giai phap ky thuat dwoc wu tién tha ba dé két tinh lai hop chét
levoisovalerylspiramyxin I1I & dang tinh thé 1a: tdc do khudy khi bd sung nuéc tinh khiét
vao nim trong khoang tir 30 vong/phit dén 60 vong/phit, tot hon 13 ndm trong khoang tir
45 vong/phut dén 60 vong/phut; sau khi nuéc tinh khiét duoc bd sung vao, tdc do khudy
ndm trong khoang tir 10 vong/phut dén 30 vong/phut, tot hon 13 ndm trong khoang tir 10
vong/phut dén 20 vong/phut.

Giai phap ky thuat dwoc wu tién thi tu d& két tinh lai hop chét
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a: sau khi nudc tinh khiét duoc bd sung vao,
téc do lam mat ndm trong khoang tir 1°C/gid dén 3°C/gio, tot hon la ndm trong khoang tir
1°C/gid dén 1,5°C/gio.

Sang ché con dé xuét viéc stir dung levocarimyxin hodc dugc phdm chira né dé bao

ché thudc nham diéu tri cac bénh truyén nhiem.

Theo sang ché, c4c bénh truyén nhidm la cic bénh do viéc nhiém céc vi khuén gram
duong, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia trachomatis, Streptococcus
sinh mu, Micrococcus catarrhalis, Gonococcus, Bacillus influenzae, Legionella hodc vi

khudn yém khi gay ra.
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Sang ché con dé xuat viéc sir dung levocarimyxin va dugce phdm chira n6 dé bao ché
thubc khang khudn, cac vi khuin bao gdm Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
nhém A, Streptococcus sinh mu, Enterococcus, Staphylococcus aureus, S. epidermids,
Catarrhal coccus, Gonococcus, Bacillus influenzae, Escherichia coli, Escherichia coli
sinh doc tb rudt, Escherichia coli gay bénh dudng rudt, Escherichia coli xdm nhép duong
rudt, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus proteus vulgaris,
Bacillus gdy bénh thuong han, Acinetobacter, Citrobacter, Serratia marcescens, S.Sonnei,
Sh.flexneri, Tritirachium album; Legionella nhu Legionella pneumophila, Legionella
gormanii, Legionella bozemanii, Legionella dumolffii, Legionella jordanis, va Legionella
micdadei; vi khudn yém khi nhu Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron,
Bacteroides ‘vulgatus, Bacteroides distasonis, Bacteroides prevotella, Prevotella
asaccharolyticus, Prevotella oralis, Fusobacteriumnu cleatum, Fusobacterium russll,
Bifidobacteria, Lactobacillus, Peptostreptococcus, Propionibacterium acnes, Clostridium

perfringens, va nam dang nam men.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s& biét dugc ring luong
c4c thanh phan hoat tinh can thiét dé diéu tri bénh s& thay dbi theo cac yéu td khac nhau,
bao gém ban chét cua bénh va tudi va tinh trang bénh ly cia bénh nhan, va cudi cung s&
duoc bac st xac dinh. Néu duoc phém chira levocarimyxin theo sang ché duoc dung theo
dang liéu don vi, thi ham lugng cla levocarimyxin nim trong khoang tir 10mg dén
1500mg cho mdi dang liéu don vi, t6t hon 1a ndm trong khoang tir 100mg dén 1000mg
cho mdi dang lidu don vi va t&t hon nita 13 ndm trong khoang tir 200mg dén 500mg cho
mdi dang lidu don vi. Liéu luong can thiét hang ngay c6 thé dugc diing theo lidu don hodc

dang phan lidu.

Thtr nghiém dugc lyc hoc in vitro ching minh réng cac thanh phan hoat tinh trong
levocarimyxin hodc dugc phdm chira né dugc dé xuét theo sang ché co tinh quay quang
va tac dung chéng nhiém khuan m§ man. Céc thanh phan hoat tinh khong chi ¢6 hoat tinh
khang khudn manh véi cic vi khudn gram duong, dic biét 1a Staphylococcus aureus ¢b
tinh khang erythroxin, B-lactamaza, Streptococcus pneumonia, va Streptococcus sinh mu,
ma con hitu hiéu voi mot s6 vi khuén gram a4m nhu Catarrhal coccus, Gonococcus,
Bacillus influenzae, mdt s6 Legionella va vi khuén yém khi, dic biét 1a Mycoplasma

pneumonia va Chlamydia pneumonia.
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So sénh vdi tinh trang k¥ thudt, sdng ché c6 cac uu diém sau:

1) Levocarimyxin theo sang ché c6 tinh quay quang, tuy nhién, theo nghién ctru
dugc 1y hién dai, sw khéc biét v& 4i luc ciia chit ddng phan dbi anh cua thude véi thy thé
gdy ra su khac biét vé do chon loc lap thé cua chit déng phéan dbi anh cua thudc, dan dén
su khac biét dang ké vé tac dung dugc ly. Céc thir nghiém dugc luc hoc in vivo va in vitro
chimg to ring levocarimyxin theo sang ché c¢6 tic dung chéng nhifm khudn m§ man va
hoat tinh dugc ly manh déng thoi, do véy tao ra thuéc méi dé didu tri cac bénh truyén
nhidm va tao tién d& dé nghién ciru va phat trién thudc khong ddi xting chira carimyxin;
thir nghiém duoc luc hoc in vivo cho thdy levocarimyxin, trong d6 isovalerylspiramyxin I,
11 hoc 1T 1a hop chét levoisovalerylspiramyxin I, II hoc IIT & dang tinh thé c6 chirc ning

bao vé tot hon trong tac dung chira bénh trén chudt nhit bi nhim 12 ching vi khuén;

2) Phuong phép didu ché levocarimyxin duoc dé xuit theo sang ché, bing cach diéu
chinh va ti uu héa diéu kién nudi cdy va diéu kién lén men, dic biét I bing cach kiém
soat dd pH trong quy trinh 1én men bing chét diéu chinh do pH, céc dudng cong thé hién
su bién ddi do pH theo thdi gian thé hién ba pha lién tuc va mdi pha lan lugt théa mén
cong thire nhét dinh, do vay thu dugc levocarimyxin ¢6 tinh quay quang;

3) Phuong phap diéu ché levocarimyxin dugc dé xuét theo sang ché, dugc dic trung
bdi quy trinh san xuit dugc don gian héa, 14 thich hop cho quy trinh san xudt cong nghiép
& quy md 16n.

Vi du thye hién sang ché

Duéi day la cac vi du clia sang ché va cac vi du nay chi nhim muc dich mb ta sang

ché, chir khong giéi han pham vi ctia sang ché.
Vi du 1: Diéu ché levocarimyxin
1) Nudi cdy va 1én men

CAy ching nidm di tach dong WSJ-195 duogc tao ra bdi gen 4’-isovaleryl
transferaza chira spiramyxin trén mai trudng nudi cdy nghiéng, cdy no trong mdi truong
gifr gidng, sau d6 U né trong mdi trudng [én men sau khi nudi cdy, va kiém soat quy trinh
[én men nay bang glucoza va dung dich nuéc amoniac. Quy trinh 1én men kéo dai trong
thoi gian 120 gid & d6 pH nim trong khoang tir 6,0 dén 9,0. Cac dudng cong thé hién su
thay ddi cua do pH theo thdi gian thé hién ba pha lién tuc, pha thir nhét théa man cong
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thic y,=0,1364x,+6,0, trong d6 0 < x; <22; pha th( hai théa man cong thic
y,=-0,0735x,+10,64, trong d6 22<x,<56; pha thir ba théa man cdng thic
y3=0,0078x3+6,06, trong d6 56<x;<120, xem Hinh 1 vé dudng cong bién thién, thu dugc

dich Ién men.
2) Chiét

Xt ly dich 1én men bing nhdm sulfat d& thu dugc dich loc, didu chinh do pH dén
9,0, chiét bing butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay lan luot bang nudc khong phai
nude mudi va dung dich NaH,PO, 1%, sau do chiét br?mg nude voi do pH=2,5 dé thu duogc
dich chiét trong nudc, didu chinh dd pH dén 4,5, lam bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu duoc dich chiét trong nudc, loc va didu chinh do pH dén 8,5, thu dugc chat két tua,

rira chat két tua bang nudc tinh khiét va say kho né dé thu duogc levocarimyxin.
Vi du 2: Di€u ché levocarimyxin
1) Nudi cay va [én men

Céy ching ndm da tach dong WSJ-195 dugc tao ra boi gen 4”-isovaleryl transferaza
chra spiramyxin trén méi trudng nudi cdy nghiéng, cdy n6 trong moi trudng giit gidng,
sau d6 U nd trong moi truong 1€n men sau khi nudi cdy, va kiém soat quy trinh 1én men
bing glucoza va natri hydroxit. Quy trinh 1én men kéo dai trong thoi gian 110 gio & diéu
kién do pH ndm trong khoang tir 6,0 dén 8,0. Cac dudng cong thé hién sy thay doi cia do
pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, pha thir nhat théa man cong thiic y,;=0,0909x,
+6,4, trong d6 0<x, <22; pha thu hai théa mén céng thic y,=-0,0441x,+7,8, trong do
22<x,<56; va pha thr ba thoa man cdng thirc y;=0,0078x5+6,06, trong d6 56<x5<110, xem
Hinh 2 v& duong cong bién thién, thu dugc dich 1én men.

2) Chiét

Xir ly dich 1én men bing nhém sulfat d& thu dugc dich loc, diéu chinh do pH dén 8.9,
chiét bang butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay lan luot bing nuéc khong phai
nuée mudi va dung dich NaH,PO, 1%, sau d6 chiét bing nuéc cé do pH=2,2 dé thu dugc
dich chiét trong nudc, didu chinh do pH dén 4,2, 1am bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu duoc dich chiét trong nudce, loc va diéu chinh do pH dén 8,5, thu duoc chit két tua,

rira chat két tiia bing nudc tinh khiét va sdy kho né dé thu duoc levocarimyxin.

Vi du 3: Diéu ché levocarimyxin
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1) Nubi cdy va lén men

Nubi cdy ching ndm da tach dong WSJ-195 dugc tao ra bdi gen 4”-isovaleryl
transferaza chira spiramyxin trén mdi trudng nudi ciy nghiéng, ciy né vao moi truong giit
gidng, sau do cdy vao mdi truong 1én men sau khi nudi cdy, va kiém soét quy trinh lén
men bang glucoza va axit xitric. Quy trinh 1&n men kéo dai trong thoi gian 115 gio ¢ diéu
kién do pH ndm trong khoang tir 6,0 dén 7,5. Cac dudng cong thé hién su thay ddi cua do
pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, pha thir nhit thoa mén cong thic y,=0,0682x,
+6,0, trong d6 0<<x,<<22; pha th{r hai thoa méan cong thirc y,=-0,0294x,+8,147, trong dé
22<x,<<56; pha thtr ba théa mén cong thuc y;=0,0078x;+6,06, trong d6 56<<x;<<115,

xem Hinh 3 vé& dudng cong bién thién, thu duoc dich 1én men.
2) Chiét

Xir 1y dich 1én men bing nhoém sulfat d& thu dugc dich loc, diéu chinh do pH dén
8,6, chiét bang butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay lan lugt bing nuéc khong phai
nuéc mudi va dung dich NaH,PO,4 1%, sau do chiét bé‘mg nudc c¢6 do pH=2,3 dé thu duoc
dich chiét trong nudc, diu chinh do pH dén 5,2, 1am bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu duoc dich chiét trong nudc, loc va diéu chinh do pH dén 8,7, thu dugc chét két tua,

rira chat két tha bang nudce tinh khiét va say kho n6 dé thu duoc levocarimyxin.
Vi du 4: Diéu ché levocarimyxin
1) Nudi cay va lén men

Nudi cdy ching nim da tach dong WSJ-195 dugc tao ra boi gen 4”-isovaleryl
transferaza chira spiramyxin trén moi trudng nudi cy nghiéng chira bt dau tuong véi
lugng bing 2%, glucoza véi lugng bing 1%, tinh bt v6i luong bang 3%, CaCO; véi
lugng bing 0,5%, NaCl véi lugng bang 0,4% va aga véi lugng bing 2% trong thoi gian
15 ngay & nhiét do 28°C, cdy né vao moi truong gitt gidng chira bot dau tuong véi lugng
bing 1,5%, tinh bdt v6i lugng bing 3,0%, NaCl véi lugng bang 0,4%, CaCO; véi lugng
béng 0,5%, pepton véi lugng bing 0,3% va KH,PO, véi lugng bang 0,05% trong thoi
gian 80 gio ¢ nhiét do 25°C, sau do cy vao mdi truong lén men chira glucoza véi lugng
bing 0,5%, tinh bt vdi lugng bing 6,0%, bot ndm men véi lugng bang 0,5%, bot ca voi
luong béng 2,0%, NH,NO; véi lugng béng 0,6%, NaCl vai lugng béng 1,0%, CaCOj; vai
lvong bing 0,5%, KH,PO, vé6i luong bing 0,05%, MgSO, véi lugng bing 0,1%, dau déu
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tuong véi luong bang 0,5% va chat khir bot véi lugng bang 0,02% véi kich thude cy
bang 0,1%, va kiém soét quy trinh 1én men bang glucoza va dung dich nuéc amoniac. Quy
trinh 1&én men kéo dai trong thoi gian 120 gid & do pH ndm trong khoang tir 6,0 dén 9,0.

Céac dudng cong théhién su thay ddi ciia d6 pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc, pha
thir nhit théa mén cong thirc y,=0,1364x,+6,0, trong d6 0 < x,<22; pha th& hai thoa man

cong thic y,=-0,0735x,+10,64, trong do 22<x,<56; pha thu ba théa man cdng thic
y3=0,0078x3+6,06, trong d6 56<x3<120, va thu duoc dich l1én men.

2) Chiét

Xir Iy dich 1én men bing nhoém sulfat dé thu dugc dich loc, diéu chinh do pH dén
8,5, chiét bang butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay 1an luot bang nuéc khong phai
nude mudi va dung dich NaH,PO,4 1%, sau do chiét béng nudc cé do pH=2,0 dé thu duoc
dich chiét trong nudc, didu chinh do pH dén 4,5, 1am bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu dugc dich chiét trong nude, loc va diéu chinh do pH dén 8,5 dé thu dugc chét két tua,

rira chat két tua bang nudce tinh khict say kho né dé thu dugc levocarimyxin.
Vidu 5: Dicu ché levocarimyxin
1) Nudi cay va lén men

Nudi cdy ching ndm di tich dong WSJ-195 dugc tao ra bdi gen 4”-isovaleryl
‘transferaza chira spiramyxin trén mdi truong nudi cdy nghiéng chira bot dau twong véi
luong bang 2%, glucoza véi lugng bang 1%, tinh bt véi lugng bing 3%, CaCO; véi
luong bang 0,5%, NaCl véi lugng bing 0,4% va aga véi lugng bang 2% trong thoi gian 8
ngdy & nhiét d6 38°C, cdy né vao méi trudong gitr giéng chira bot déu twong véi lugng
béng 1,5%, tinh bdt vdi lugng béng 3,0%, NaCl vd¢i lugng béng 0,4%, CaCO; voi lugng
bing 0,5%, pepton véi luong bing 0,3% va KH,PO, véi lugng bang 0,05% trong thoi
gian 40 gid' & nhiét d6 30°C, sau d6 cdy vao moi truong 1én men chira glucoza véi lugng
béng 0,5%, tinh bot vdi lugng bz‘?lng 6,0%, bdt nAm men véi lugng béng 0,5%, bot ca véi
lugng bing 2,0%, NH,NO; véi lugng bing 0,6%, NaCl véi lugng bang 1,0%, CaCO; véi
lugng bﬁng 0,5%, KH,PO, véi lugng be"mg 0,05%, MgSO, voéi lugng béng 0,1%, dau d4u
tuong voi luong bing 0,5% va chat khir bot véi lugng bing 0,02% véi kich thude ciy
bing 20%, va kiém soat quy trinh 1&én men bing glucoza va dung dich nuéc amoniac. Quy

trinh 1én men kéo dai trong thoi gian 115 gid & do pH ndm trong khoang tir 6,0 dén756
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nhiét d6 30°C. Cac dudong cong thé hién sy thay dbi ciia d6 pH theo thoi gian thé hién ba
pha lién tuc, pha thir nhét thoa méan cong thuc y,;=0,0682x,+6,0, trong d6 0 <x,<22; pha

thir hai théa man cong thic y,=-0,0294x,+8,147, trong d6 22<x,<56; pha thir ba thoa méan
cong thirc y;=0,0078x4+6,06, trong d6 56<x;<115, xem Hinh 3 vé dudng cong bién thién,

thu dugc dich 1€n men.
2) Chiét

Xir ly dich 1én men bing nhom sulfat d& thu dugc dich loc, didu chinh do pH dén
9,0, chiét bing butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay lan luot bing nudc khong phai
nude mudi va dung dich NaH,PO, 1%, sau d6 chiét bang nudc voi d6 pH=2,5 dé thu dugc
dich chiét trong nudc, diéu chinh d6 pH trong khoang tir 4,5 dén 5,5, 1am bay hoi va loai
bo butyl axetat du dé thu duoc dich chiét trong nudc, loc va didu chinh dd pH dén 9,0, thu
dugc chit két tua, rtra chit két tua bing nudc tinh khiét va sdy khd né dé thu duoc

levocarimyxin.
Vi du 6: Diéu ché levocarimyxin
1) Nudi cay va lén men

Nudi cdy ching nidm da tach dong WSJ-195 dugc tao ra boi gen 4 -isovaleryl
transferaza chira spiramyxin trén moi truong nudi cdy nghiéng chira bt dau tuong véi
luong bang 2%, glucoza véi lugng bang 1%, tinh bot voi lugng bing 3%, CaCO; véi
luong bang 0,5%, NaCl véi lugng bang 0,4% va aga Vvéi lugng bing 2% trong thdi gian
12 ngay & nhiét do 30°C, ciy n6 vao mdi trudng gift gidng chira bot dau twong véi luong
bing 1,5%, tinh bot vi lugng bing 3,0%, NaCl véi luong bang 0,4%, CaCO; véi lugng
bing 0,5%, pepton véi lugng bing 0,3% va KH,PO, véi lugng bing 0,05% trong thoi
gian 60 gio ¢ nhiét do 28°C, sau do cdy vao moi trudng 1én men chia glucoza véi lugng
bing 0,5%, tinh bt véi lugng bing 6,0%, bot ndm men véi lugng bang 0,5%, bot ca véi
luong béng 2,0%, NH,NO; véi lugng bing 0,6%, NaCl véi lugng bang 1,0%, CaCO; véi
luong béng 0,5%, KH,PO, vdi lugng bffmg 0,05%, MgSO, véi lugng b%mg 0,1%, dau d4u
tuong véi luong bing 0,5% va chét khir bot v6i lugng bang 0,02% véi kich thude cay
bing 10%, va kiém soét quy trinh 1én men bang glucoza va dung dich nuéc amoniac. Quy
trinh 1én men kéo dai trong thoi gian 90 gid & do pH ndm trong khoang tir 6,0 dén 7,5 &

nhiét do 28°C. Cac dudng cong thé hién sy thay d6i ctia do pH theo thoi gian thé hién ba
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pha lién tuc, pha thir nhit thoa man cong thirc y,=0,0682x,+6,0, trong d6 0 < x,<22; pha

tha hai thoa mén cong thirc y,=-0,0294x,+8,147, trong d6 22<x,<56; pha thtr ba thda man
cong thirc y;=0,0078x5+6,06, trong d6 56<x;<90, xem Hinh 3 vé dudng cong bién thién,

thu dugc dich 1€n men.
2) Chiét

Xu ly dich 1én men bang nhom sulfat d& thu dugc dich loc, diéu chinh do pH dén
8,7, chiét bing butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay Ian lugt bang nuéc khong phai
nude mudi va dung dich NaH,PO, 1%, sau dé chiét bing nudc c6 do pH=2,2 dé thu dugc
dich chiét trong nuéc, diéu chinh do pH dén 5,0, lam bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu duoc dich chiét trong nude, loc va didu chinh do pH dén 8,7, thu dugc chét két tia,

rira chat két tha bang nudc tinh khiét va say kho né dé thu dugc levocarimyxin.
Vi du 7: Diéu ché levocarimyxin
1) Nubi cdy va lén men

Nudi cdy chung nidm da tach dong WSJ-195 dugc tao ra bdi gen 47-isovaleryl
transferaza chira spiramyxin trén mdi trudng nudi cdy nghiéng chira bot dau tuong véi
luong béng 2%, glucoza véi lugng béng 1%, tinh bot véi lugng béng 3%, CaCO; vai
lugng bing 0,5%, NaCl véi lugng bing 0,4% va aga véi lugng bing 2% trong thoi gian
10 ngay & nhiét do 35°C, cdy né vao mdi truong giit gidng chira bot dau tuong véi lugng
bang 1,5%, tinh bdt v&i lugng bang 3,0%, NaCl véi lugng bang 0,4%, CaCO; véi lugng
bing 0,5%, pepton véi luong bing 0,3% va KH,PO, véi lugng bang 0,05% trong thoi
gian 55 gid & nhiét d6 26°C, sau d6 ciy vao mdi trudng 1&n men chira glucoza véi luong
bing 0,5%, tinh bdt vdi lugng bang 6,0%, bot nidm men v&i lugng bang 0,5%, bot ca voi
lugng bing 2,0%, NH,NO; vdi lugng bing 0,6%, NaCl v&i lugng bang 1,0%, CaCO; véi
lugng bing 0,5%, KH,PO, véi lugng bing 0,05%, MgSO, véi lugng bing 0,1%, dau dau
twong véi luong bing 0,5% va chat khir bot véi lugng biang 0,02% véi kich thude cdy
bing 15%, va kiém soét quy trinh [&n men bang glucoza va dung dich nuéc amoniac. Quy
trinh 1&n men kéo dai trong thoi gian 115 gid & d6 pH nim trong khoang tir 6,0 dén 7,5 &

nhiét do 27°C. Cac dudng cong thé hién sy thay ddi ctia d6 pH theo thdi gian thé hién ba
pha lién tuc, pha thir nhit thoa man cong thirc y,=0,0682x,+6,0, trong d6 0 < x,<22; pha

thir hai thdéa man cong thic y,=-0,0294x,+8,147, trong d6 22<x,<56; pha th{r ba th6éa méin
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cong thirc y;=0,0078x5+6,06, trong d6 56<x;<110, xem Hinh 3 vé dudng cong bién thién,

thu duoc dich 1&€n men.
2) Chiét

Xir 1y dich 1én men bing nhom sulfat dé thu dugc dich loc, diéu chinh d6 pH dén
8,6, chiét bang butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay 1an luot bang nuéc khong phai
nude mudi va dung dich NaH,PO, 1%, sau d6 chiét béng nudc co do pH=2,3 dé thu dugc
dich chiét trong nudc, didu chinh d6 pH dén 4,8, 1am bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu dugc dich chiét trong nudce, loc va diu chinh do pH dén 8,8, thu dugc chit két tua,

rira chat két tua bang nudc tinh khiét va siy kho né dé thu duogc levocarimyxin.
Vi du 8: Didu ché levocarimyxin
1) Nubi cdy va lén men

Nubi cdy ching nim da tach dong WSJ-195 dugc tao ra bdi gen 47-isovaleryl
transferaza chira spiramyxin trén moi trudng nudi cdy nghiéng chira bot dau tuong voi
luong bing 2%, glucoza véi lugng bing 1%, tinh bdt voi lugng bang 3%, CaCO; véi
luong bang 0,5%, NaCl véi lugng bing 0,4% va aga Vvéi lugng bing 2% trong thdi gian
13 ngay & nhiét do 36°C, cdy n6 vao mdi trudng giit giéng chira bot ddu tuong vdi lwong
bing 1,5%, tinh bt véi lugng bing 3,0%, NaCl véi lugng béng 0,4%, CaCO; véi lugng
bang 0,5%, pepton véi lugng bang 0,3% va KH,PO, véi lugng bang 0,05%, trong thdi
gian 75 gio ¢ nhiét do 27°C, sau do cdy vao moi truong lén men chira glucoza véi lugng
bing 0,5%, tinh bot véi lugng bing 6,0%, bdt ndm men véi lugng bang 0,5%, bot ca voi
lugng bing 2,0%, NH,NO; vdi lugng bing 0,6%, NaCl véi lugng bang 1,0%, CaCOs v6i
lvong béng 0,5%, KH,PO, véi lugng bing 0,05%, MgSO, véi lugng bang 0,1%, dau du
tuong véi lugng bing 0,5% va chét khir bot v&i lugng bang 0,02% véi kich thude cay
bing 0,5%, va kiém soat quy trinh [én men bing glucoza va dung dich nuéc amoniac. Quy
trinh 1én men kéo dai 98 gio & do pH nam trong khoang tur 6,0 dén 8,0 ¢ nhiét do 29°C.

Cac duodng cong thé hién su thay dbi coa do pH theo thoi gian thé hién ba pha lién tuc,
pha thu nhét thoa man cdng thire y,=0,0909x,+6,4, trong d6 0 <x,<22; pha th{ hai thoa

mén cong thirc y,=-0,0441x,+7,8, trong d6 22<x,<56; pha thir ba théa mén cong thirc
y3=0,0078x5+6,06, trong d6 56<x5<110, xem Hinh 2 vé dudng cong bién thién, thu dugc

dich 1én men.
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2) Chiét

Xir 1y dich 1én men bing nhoém sulfat d& thu dugc dich loc, diéu chinh do pH dén
8,9, chiét bing butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay 1an luot bang nudc khong phai
nude mudi va dung dich NaH,PO, 1%, sau do chiét béng nudc c6 do pH=2,4 dé thu duoc
dich chiét trong nudc, didu chinh do pH dén 4,6, 1am bay hoi va loai bo butyl axetat du dé
thu duoc dich chiét trong nudc, loc va diéu chinh d6 pH dén 8,6 dé thu duogc chét két tua,

rira chat két tia bing nudc tinh khiét va sdy khd n6 dé thu dugc levocarimyxin.

Vi du 9: Phuong phép xéc dinh dinh lugng levocarimyxin bing phép séc ky 1ong hiéu suat

cao

Xac dinh theo phuong phap sic ky 1ong higu sut cao (Phu luc V D ctia Duoc dién
Trung Qudc 2005 (2))

St dung cot sic ky Venusil XBP C18 (L) 150A (200mmx4,6mm, Sum) (do
AGELA TECHNOLOGY cung cép), pha dong A 14 axetonitril, pha dong B I dung dich

.I N r \
amoni axetat 0,01 moll (di€u chinh d6 pH dén 7,0 bang dung dich nudc amoniac),

. . -1
gradien rira giai theo bang sau; budc séng bang 232nm, luu lugng bang 1,0ml-phut , nhiét

do cot bang 25°C va thé tich phun bang 20pl.

Thoi gian (phGt)  Pha dong A(%) Pha dong B (%)

0 35 65
15 50 50
50 65 35
51 35 65
70 35 65

Diéu kién va hé séc ky thich hop cho thir nghiém c6 thé xem biéu dd sic ky long ctia
hop phin carimyxin tiéu chuan (Hinh 4). Viéc didu chinh didu kién sic ky va, néu can,
thay dbi didu kién rira giai theo gradien cia pha dong lam cho mau hop phan

levocarimyxin phi hop véi phd cia hop phin carimyxin tiéu chuan (Hinh 4).

Dung dich ctia mau chuén: can lugng thich hop cia san phdm tiéu chudn mot cach
chinh x4c, pha lodng n6 bing hdn hop dung dich gdém dung dich amoni axetat 0,01mol/I
(diéu chinh tri s6 do pH dén 7,0 biang dung dich nudc amoniac) va axetonitril voi ty 18
bing 65:35 dén ndng dd nim trong khoang tir 0,4mg/ml dén 0,6mg/ml lam dung dich cta

mau chudn va lic ky dé sir dung tiép. Dung dich miu thir nghiém: can 50mg mau thu
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nghiém, pha lodng n6 bing hdn hop dung dich gdm dung dich amoni axetat 0,01mol/l
(diéu chinh tri s6 d6 pH dén 7,0 bing dung dich nudc amoniac) va axetonitril (ty 1& bang

65:35) dén 50ml lam dung dich ctia san phdm méu va lic k§ dé sir dung tiép theo.

Tinh toan dua trén dién tich pic cta isovalerylspiramyxin III theo phuong phép
ngoai chuin. Ham luong isovalerylspiramyxin III khong nho hon 30%, ham lugng
isovalerylspiramyxin (I+II+III) khong nho hon 60%; téng ham lugng ciia 9 thanh phan
spiramyxin axyl héa khong nho hon 80%, lugng spiramyxin III khéng 16n hon 1,0% va
tdng ham luong cta cac hop phan khong xac dinh dugce khong 16n hon 5,0%. Cong thic

tinh duogc thé hién nhu sau:

Isovalerylspiramyxin III (%) = Aisovaleryt mX W sXP/(AsxW1)x100%
Isovalerylspiramyxin (I+II+1I) (%) = (Ajsovateryt 1 TAisovaleryl 11 TAisovaleryl 1)
xWsxP/(AsxW1)x100%

T6ng ham lU’Q’I‘lg cua Spiramyxm aXyl héa (%):(Aaxelyl 11 +AAxetyI 111 +Apropionyl 11 +Apropiony| 111

A sobutyryl 11 TAisovaleryl 1 TAsobutyryl 111 TAsovaleryt 11 TAsovaleryl 1) X WsXP/(AsxW1)x100%
Spiramyxin III (%)=Apira i1 XWs X P /(AsxW1)x100%

Céc hop phan khong xac dinh (%)=AwXxW gxP/(AsxW)x100%

trong do:

Ws—trong luong ctia mau chudn, g;

AS—dién tich pic cua isovalerylspiramyxin III trong mau chuén;

WT—trong lugng ctia mau thir nghiém, g;

AW — tdng dién tich pic clia cac thanh phan khong xac dinh trong mau thir nghiém;
P— db tinh khiét cta isovalerylspiramyxin III trong mau thtr nghiém.

Vi du 10: Phét hién hop phén levocarimyxin bang phép sic ky long higu suat cao

Chiét tdm nhom dich 1én men cua levocarimyxin dugc 1én men bing quy trinh chiét
levocarimyxin dugc néu trong Vi du 4 va phuong phap phat hién dinh lugng bing phép
sic ky long hiéu suit cao dugc néu trong Vi du 9, céc diéu kién phat hién cia phép sac ky
long hiéu sudt cao ctia m3i hop phan thu dugc dugc thé hién trong Bang 1 va bidu dd séc

ky 16ng duogc thé hién trén Hinh 5.
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Bang 1. Cac didu kién phat hién cta phép sic ky long higu suit cao cta tém nhom

hop phan levocarimyxin

Ham Tri sb

luong 1 2 3 4 5 6 7 8 t;:l:f
phan trdm %

isv-II1 35,71 | 34,40 | 34,80 | 32,19 | 35,71 | 35,80 | 35,59 | 35,44 | 34,96

isv-I1 24,67 | 24,93 | 24,36 | 24,85 | 20,02 | 23,91 | 23,87 |23,76 | 23,80

isv-1 2,30 | 2,94 | 4,07| 3,18| 3,46 | 290 | 3,40| 3,00 3,16

bu-111 3,56 | 2,75| 3,54| 3,50 3,50 3,90| 4,10| 4,00 3,61

ibu-I11 - - - - - - - - -

bu-II 0,99 | 1,00 1,15} 1,07 1,20 1,30| 1,20 0,99

Ibu-II - - - - - - - - -

pr-111 791 8,09| 7,65| 8,19| 824 | 840, 8,70| 850 | 8,21

pr-11 291 | 2,65| 3,07| 3,72| 3,90| 5,40, 5,11 536| 4,02

ac-111 1,50 | 1,19 1,07 096 1,14| 1,36 1,68 | 1,29 1,27

ac-I1 2,841 2,92 3,05| 3,08| 3,47| 1,89| 3,18 3,09| 2,94

Téng isv 62,68 | 62,27 | 63,23 | 60,22 | 59,19 | 62,61 | 62,86 | 62,20 | 61,91

Tbng axyl hoa 82,39 | 80,87 | 81,61 | 80,82 | 80,51 | 84,76 | 86,93 | 85,64 | 82,94

Viéc phat hién nhu trén ciing duge tién hanh doi véi levocarimyxin dugc bao che

trong cac vi du khac trong sdng ché va biéu dd séc ky long thu dugc 1 nhu dugc thé hién

trén Hinh 5.

Vidu 11: Xéac dinh cua d§ quay riéng cua levocarimyxin

Can mot cach chinh x4c luong thich hop cta levocarimyxin dugc bao ché trong

céc vi du cua sang ché, bd sung clorofom vao dé hoa tan va pha lodng thanh dung dich

chira 0,02g/ml clorofom, va xac dinh d9 quay riéng bang dong D (589,3nm) cua phd natri

v6i chidu dai x4c dinh bing 1dm, nhiét d6 x4c dinh bang 25°C, thiét bi do do phan cuc ¢6

s6 ghi dén 0,0001° sau khi duoc hiéu chinh.

Bang 2. Két qua nghién cru do quay riéng

Vi du sb ]

2

3

4

5

6

[a]” -52°

-55,2°

-57°

-56°

_54°

-55,3°

55,1°

55,4°
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Vi du 12: Vién nén chira Levocarimyxin (tinh cho 10000 vién nén)
Cong thic:  Bot levocarimyxin thd dugc cung cép trong Vi dyu 4 1000g

Hydroxy propyl xenluloza duoc thé & mrc thép (5%)  92,5¢g

Tinh bt natri carboxymetyl (3%) 55,5¢g

Magie stearat (1%) 18,5¢g

Tinh bot Téng trong lugng - trong luong cua cic ta duge tho khac
Tbng trong luong 1850g

Quy trinh bao ché: Can lugng thich hop cua tinh bot, pha lodng né dén ndng do bang
15%, dun néng né thanh hd, va tao thanh chédt két dinh; cho nguyén liéu chu yéu
carimyxin, cac ta dugc nhu tinh bdt, hydroxy propyl xenluloza dugc thé & murc thip, tinh
bot natri carboxymetyl va magie stearat 1an luot di qua rdy c6 c& 18 100, va cin cac
nguyén lidu chu yéu va céc ta dugc yéu cdu theo cong thirc; sau khi trn carimyxin, tinh
bot, hydroxy propyl xenluloza dugc théd muc thip mot cach dong nhét, bd sung hd tinh
bot vao v&i ndng dd 15% tinh bot dé tao ra nguyén lidu mém, tao hot bang ray c6 c& 16 14,
sdy khoé & nhiét do ndm trong khoang tir 50°C dén 60°C, kiém soat dodm nam trong
khoang tr 3% dén 5%, lam thing hot bing rdy c6 c& 16 14, bd sung tinh bot natri
carboxymetyl, magie stearat vao va trdn, sau dé xac dinh ham luong cua hot; tinh trong
lugng ctia mdi vién nén theo ham lugng cia hot, vién nén (may dép vién duong kinh
9mm), phét hién su khac biét vé trong lugng clia vién nén; dong gbi cac vién nén dat yéu

cau sau khi kiém tra.

Vi du 13: Vién nang chua levocarimyxin (tinh cho 10000 vién nang)

Cong thire:  Bot levocarimyxin thd trong Vi du 4 1000g
Tinh bot (dé 1am thudc) 1080-trong lugng cta bot carimyxin thd
V6 nang lam thudc loai s6 3 1000 vé nang
Parafin long 50ml

Quy trinh bao ché: Lan lugt can nguyén liu chu yéu carimyxin va tinh bt ding trong
dugc phdm 1am t4 dugc theo cong thirc bao ché, cho vao may khudy dé tron k§ trong thoi
gian kéo dai tir 1,5 gio dén 2 gid; dir liéu thu duoc chia ham lugng mAu dugc thir nghiém

vé co ban phai phi hop véi dit liéu ly thuyét (trong lugng ctia mdi vién nang bang
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khoang 0,105g), 1an luot cho vo nang lam thubc loai s6 3 dat chét luong va cac nguyén

liéu tho d3 tron k§ vao may nhdi theo yéu cau véan hanh ctia may nhdi vién nang tu dong,
kiém tra su khac biét ciia cac vién nang da duoc nhdi (trong khoang £10%, < 0,3g), va do

hoa tan phai dap mg yéu cau; cho cc vién nang dat chét luong vao may danh bong va
bd sung parafin ldng vao dé thuc hién viéc danh béng trong thoi gian tir 15 phit dén 20

phiit, va sau d6 ldy vién nang ra va kiém tra cac hop déng g6i thanh pham.
Vi du 14: Vién nén bao dudng chira levocarimyxin (tinh cho 10000 vién nén)
Cbng thire: Gidng nhu Vi dy 12

Quy trinh bao ché: Thuc hién phuong phap gidng nhu trong Vi du 12, cho vién nén tran
dam bao chét lugng vao chiu bao dudng, tir tir cho xird di diéu ché (ndng do nim trong
khoang tir 65% dén 70%) vao chdu ndy, va sau d6 tang nhiét do dén khoang 40°C, bd
sung bot talc vao vai lugng thich hgp, va thuc hién viéc sdy kho bang khong khi trong
thoi gian tir 20 phit dén 30 phut; sau khi cac vién nén c¢6 duge 16p bao phu bang cach lap
lai cac bude néu trén vai lan, thuc hién viéc bao dudng trong thoi gian tir 15 phit dén 20
phut; sau khi vién nén dugc bao duong, cho bot mau dic da diéu ché vao xird va tron
ddu, va sau dé rét né vao chau va tron trong thoi gian tir 15 phut dén 20 phiat mdi 1an dé

thu dugc vién nén bao dudng.

Vidu 15: Xird kho chira levocarimyxin (tinh cho 10000 tii)

Cong thire:  BOt levocarimyxin thd trong Vi du 4 1250g
Axit xitric (0,5%) (xitrat) 15¢g
Sucroza Tbng trong lugng-trong luong clia cac ta duge khac
Tbng trong lugng 500g
Bot mau (curcumin) khoang 1g

Quy trinh bao ché: Lan lugt nghién bt carimyxin thd, axit xitric, sucroza bing may
nghién bang dong khi véi tbc d6 cao thanh hot theo cach sao cho 85% céc hot nay co thé
di qua riy c6 cd 18 300, va 15% di qua rdy c6 c& 15 180, lan lugt can bdt min da dugc
nghién v&i lugng thich hgp theo cong thirc va sau do tron ky ching trong thoi gian tir 1
gio dén 1,5 gio; x4c dinh ham lugng cta né, tinh thé tich déng géi (ham luong dong goi

mdi thi theo 1y thuyét 1a 500mg), va sau d6 cho hdn hgp nay vao may tao hinh-nhdi-bit
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kin, va déng géi chiing bang gidy trang nhom. Déng gbi san pham theo yéu ciu véan hanh
clia may déng goéi, véi muc chénh léch vé ham luong déng goi gidi han trong khoang
+5%, kiém tra sau khi dong géi, va sau d6 thuc hién quy trinh déng géi dbi véi phan dat

chét lugng.
Viduy 16: Vién nén bao tan trong rudt chira levocarimyxin (tinh cho 10000 vién nén)
Cong thuc: Xem Viduy 12.

Quy trinh bao ché: bao ché vién nén tran theo Vi du 12; cho cc vién nén trdn dat yéu cau
vao chiu bao dudng, sir dung xird va bot talc véi luong nam trong khoang tir 60% dén
70% dé bao ba Iép bao nén va sau d6 bao 16p riéng biét, bd sung dung dich ruou zein
10%, sdy kho trong thoi gian tir 10 phut dén 15 phit theo phuong phép dao, va sau d6 nho
giot dietyl phtalat, axeton, xenluloza axetat phtalat va dung dich rugu, tirc 1a dung dich
bao tan trong rudt vao chau nay va sdy khé tir 2 dén 3 1an va trong thoi gian tir 10 dén 15
phtt mot 1an theo phuong phéap déo; sau khi qua quy trinh kiém tra chat lugng, thuc hién

viéc bao duong theo Vi du 7.
Viduy 17: Vién nén bao tan trong da day chira levocarimyxin (tinh cho 10000 vién nén)
Cong thuc: XemVidu 12.

Quy trinh bao ché: bao ché vién nén tran theo Vi du 12; cho céc vién nén trdn dat yéu cau
va0 mdy bao hiéu suit cao va sau d6 bao ché bot bao du chit luong (bao gf‘)m tan duogc
trong chat béo va tan duogc trong nudc) thanh dung dich bao theo yéu clu va sau d6 cho
dung dich bao nay vao keo d& nghién va loc dé sir dung. Pun néng so bd chiu bao hiéu
sudt cao chira ddy vién nén tran, véi tbe do quay kiém soat duoc ndm trong khoang tir 5

vong/phit dén 10 vong/phut va nhiét do nim trong khoang tir 45°C dén 60°C, phun dung
dich bao vao chau nay véi thiét bi phun dang sol khi (c& 18> 300) va sdy kho trong thoi

gian tir 25 dén 35 phut, thuc hién quy trinh lap lai tir 8 dén 12 1an, cho dén khi 16p bao tro

nén dong nhat, va cuoi cung dong goi cac vién nén dat yéu cau sau khi say kho.

Vi du 18: Thube c6m chira levocarimyxin (tinh cho 10000 tui)

Cong thic:  Bot levocarimyxin tho trong Vi du 5 1250g
Puong bot 20000g
Dextrin 9000g
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PVP-K30 5% lugng thich hop

Quy trinh bao ché: rdy bot carimyxin thd, duong bdt va dextrin bang riy c6 c& 16
120, cén bdt carimyxin thd, dudng bot va dextrin theo cdng thirc va trdn chiing mot cach
ddng nhét; chuyén cac nguyén lidu d trén déu néu trén thanh nguyén liéu mém vdi dich
nhdy PVP-K30 5%; bao ché nguyén liéu thanh hot véi may tao hat dang dao dong, sdy
khd & nhiét do 70°C, dudi thing hot, va sau d6 dong géi chung sau khi kiém tra chét

lugng.
Vidu 19: Bot dung dé tiém séy kho6 & nhiét d6 thép chira levocarimyxin

Céan 500mg bot levocarimyxin thé dugc bao ché trong Vi du 6, tron nd véi axit
adipic vdi lugng mol béng nhau, va sau dé hoa tan vao Sml nudc dé thu duoc dung dich
trong sudt mau vang nhat, ¢6 do pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6. B4 sung 40mg
manitol lam c4t nhén tao da dugc sdy khd & nhiét do thép, [am dong lanh nhanh trong thoi
gian 9 gio & nhiét do thap, va sy kho & nhiét do thap dé thu dwoc bdt nhdo mau vang

nhat. Hoa tan n6 véi 10ml nudc ti€t trung trude khi sir dung.
Vi du 20: Bot dung dé tiém sdy kho & nhiét d6 thap chira levocarimyxin

Cén 500mg bot levocarimyxin thoé dugc bao ché trong Vi du 4, tron nd vai axit xitric
v6i lugng mol bang nhau, va sau d6 hoa tan vao 5ml nuéc dé thu duge dung dich trong
sudt mau vang nhat, véi do pH nam trong khoang tir 4,6 dén 5,6. B4 sung 40mg manitol
lam cét nhan tao da dugc sdy khd & nhiét do thap, lam dong lanh nhanh trong thoi gian 9
gi & nhiét do thap, va sdy khd & nhiét d thap dé thu duoc bot nhdo mau vang nhat. Hoa

tan ndé véi 10ml nudec tiét trung trude khi str dung.
Vi du 21: Bot dung dé tiém siy kho & nhiét dd thap chira levocarimyxin

Céan 500mg bdt levocarimyxin thd dugc bao ché trong Vi du 5, tron nd véi axit
maleic voi lugng mol bang nhau, va sau d6 hoa tan vao Sml nuéce dé thu duge dung dich
trong sudt mau vang nhat, véi d6 pH ndm trong khoang tir 4,6 dén 5,6. B6 sung 40mg
manitol lam cat nhan tao da dugc séy kho & nhiét do thép, lam dong lanh nhanh trong thoi
gian 9 gio & nhiét do thap, va sdy kho & nhiét do thap dé thu duoc bot nhdo mau vang

nhat. Hoa tan né véi 10ml nude tiét trung trude khi str dung.

Vi du 22: Pidu ché levocarimyxin trong dé isovalerylspiramyxin I 1& hop chét

levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé
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Téch va tinh ché levocarimyxin thu duoc theo Viduy 1.

Tinh ché levoisovalerylspiramyxin I: Tinh ché mau thu dugc trong budc tach so bd
theo phuong phap séc ky long hiéu sudt cao diéu ché, chuin bi cot sic ky véi ODS, sir
dung dung dich dém axetonitril vd amoni axetat lam pha dong trong qud trinh rura giai
theo gradien; ghi cac anh phd UV riéng biét bing cach phat hién tia cuc tim, va gom céc
pic dich cua cac thanh phan levoisovalerylspiramyxin I:

Séc ky cot: Séc ky cot ODS diéu ché;

Pha dong: Axetonitril (A), dung dich amoni axetat 100mM (B);

Pidu kién gradien: chon gradien tuyén tinh trong thdi gian tir 0 phit dén 60 phut, A
ndm trong khoang tir 25% dén 65%, va tir 61 phat dén 90 phat, A nim trong khoang tir
65% dén 90%;

Luu toe: 260ml/phut;

Thé tich phun: 10ml;

Nong do |4y mau: 0,5g/ml;

Budc song do: 231nm;

Céch gom: gom bang cach kich hoat tia cuc tim;

Gom mau levoisovalerylspiramyxin I theo thdi gian luu (RT) bang 44,759 phut ciia
levoisovalerylspiramyxin I, sau d6 loai bo axetonitril bang cach lam bay hoi kiéu quay,
chiét mot 1an véi mot lugng etyl axetat, va loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bang
cach 1am bay hoi kidu quay dé thu duoc mau bot nhdo; hoa tan lai mau bot nhio bang ete
diu mo, va loai bo ete diu mo béng cach lam bay hoi kiéu quay dé thu duoc bdt rin mau
tréng chta levoisovalerylspiramyxin 1.

Két tinh lai tiép bot levoisovalerylspiramyxin I rin mau tréng dé thu duoc hop chat
& dang tinh thé. Phuong phap két tinh lai nhu sau:

(1) Hoa tan hop chét levoisovalerylspiramyxin I ran thu dugc theo Vi du 1 trong
dung moi hdn hop gdm etyl axetat, ruou etylic tuyét doi va axeton khan, theo ty 18 thé tich
giita etyl axetat va ruou etylic tuyét ddi va axeton khan trong dung moi hdn hop nay bing
1:10:1;

(2) Sau d6 bd sung nude tinh khiét vao va dong thoi khudy hdn hop nay, va thé tich
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nudc tinh khiét duoc bd sung vao bang 2,5 lan tong thé tich cua etyl axetat, rugu etylic
tuyét dbi va axeton khan; luu téc cia nuée duoc bd sung vao b?mg 4ml/phut; va tbc do

khudy khi bd sung nuéc tinh khiét vao bang 30 vong/phit;

(3) Lam mat dén 5°C véi tbc do 1°C/gidr sau khi bd sung nude tinh khiét vao, tiép
tuc khudy véi téc do 10 vong/phit trong khi lam lanh, dé thu dugc hop chat

levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé.

Phd nhifu xa bt tia X ciia hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé do
duoc bang tia X Cu-Ka c6 cac pic dic trung véi goc 20 bang 7,6°, 8,0°, 10,0°, 11,4°, 16,4°,
17,0°, 17,5° 17,9°, 19,5°, 22,7°, 23,7° va 24,4°, va phé nhiéu xa bot tia X 1a nhu duoc thé
hién trén Hinh 6.

Loai bé axetonitril trong levocarimyxin con lai sau khi tach va tinh ché cac hop phan
levoisovalerylspiramyxin 1 bang cach lam bay hoi kiéu quay, sau d6 chiét mot 1an véi mot
luong etyl axetat, va loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bang cach lam bay hoi kiéu
quay dé thu dugc mau bot nhio; hoa tan lai mau bot nhio bang ete ddu mé, va loai bo ete
didu moé bang cach lam bay hoi kiéu quay dé thu duoc levocarimyxin; sau dé tron
levocarimyxin véi hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé néu trén dé thu
duoc levocarimyxin, trong d6 isovalerylspiramyxin I 13 hop chat levoisovalerylspiramyxin
1 & dang tinh thé.

Vi du 23: Didu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin I 1a hop chat
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Ngoai cac bude gidng véi cac bude trong Vi du 22, su khac biét vé phuong phap két tinh
lai 1a nhu sau:

(1) Hoa tan hop chit levoisovalerylspiramyxin I rédn trong dung méi hdn hop gdm
etyl axetat, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, theo ty 1& thé tich giita etyl axetat va
ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung méi hdn hop nay bang 1:10:1;

(2) Sau d6 bd sung nudc tinh khiét vao va ddng thoi khudy hdn hop nay, va thé tich
nudc tinh khiét duoc bd sung vao bang 9 lan tong thé tich cua etyl axetat, rugu etylic tuyét
ddi va axeton khan; luu tc cia nuée duge bd sung vao bang 10ml/phut; va tbe do khudy
khi bd sung nudc tinh khiét vao bang 60 vong/phut;

(3) lam mat dén 15°C véi tbe do 3°C/gio sau khi bd sung nude tinh khiét vao, va
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tiép tuc khudy véi téc do 10 vong/phut trong khi lam mat, dé thu dugc hop chét

levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé.

Phé nhiu xa bot tia X cta hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé do

dugc bang tia Cu-Ko 12 gidng nhu phd duoc thé hién trén Hinh 6.

Vi du 24: Didu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin I 13 hop chat

levolevoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Céc budc thao tac khéc 13 gibng véi Vi du 22. Diém khac biét 1a budc két tinh lai, nhu

sau:

1. Pau tién, hoa tan hop chit levoisovalerylspiramyxin I rén trong dung méi hdn hop
gdm etyl axetat, ruou etylic tuyét ddi, va axeton khan véi ty 18 thé tich giita etyl axetat va

ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung méi hdn hop nay bang 1:5:0,8;

2. Sau d6 bd sung nudc tinh khiét vao va dong thoi khudy hdn hop nay, va thé tich
nude tinh khiét duoc bd sung vao gép 7,5 lan tdng thé tich cua etyl axetat, ruou etylic
tuyét doi, va axeton khan; luu téc cia nude duoc bd sung vao bang 6ml/phit; va tbe do

khudy khi bd sung nudc tinh khiét vao bang 40 vong/phut;

3. Lam mat xudng 10°C véi tdc dd 2°C/gid sau khi bd sung nuéc tinh khiét vao, va
tiép tuc khudy véi tdc dd 15 vong/phut trong khi lam mat, dé thu duoc hop chit
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé. Tién hanh do bang tia Cu-Ko, phd nhidu xa
bot tia X phd cua hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 1a gidng phé dugc

thé hién trén Hinh 6.

Vi du 25: Piéu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin I 13 hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Céc budc thao tac khac 1a gidng véi Vi du 22. Diém khac biét la budc két tinh lai, nhu
sau:

(1) Piu tién, hoa tan hop chét levoisovalerylspiramyxin I ran trong dung moi hdn hop
gbm etyl axetat, ruou etylic tuyét dbi, va axeton khan véi ty 18 thé tich giita etyl axetat va
ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung méi hdn hop nay bang 1:2:1;

(2) Sau d6 bd sung nudc tinh khiét vao va ddng thoi khudy hdn hop nay, va thé tich nuéc

tinh khiét duoc bd sung vao gip 7,5 14n tdng thé tich cia etyl axetat, ruou etylic tuyét ddi,
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va axeton khan; luu tdc cua nude duge bd sung vao bing 8ml/phut; va téc d khudy khi

b sung nudc tinh khiét vao 12 45 vong/phit;

(3) 1am mat dén 12°C véi tbe do 2,5°C/gid sau khi bd sung nuéc tinh khiét vao, va tiép
tuc khudy vé6i tbc d6 20 vong/phut trong khi lam mat, dé thu dugc hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé. Tién hanh do bing tia Cu-Ka, phd nhidu xa

bot tia X phd cua hop chit levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 1a gidng Hinh 6.

Vi du 26: Piéu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin 1 1a hop chét

levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Céc bude thao tac khac 1a gibng véi Vi du 22. Diém khéc biét 1a bude két tinh lai, nhu

sau:

(1) Pau tién, hoa tan hop chét rin cua levoisovalerylspiramyxin I trong dung méi hdn hop
gdm etyl axetat, ruou etylic tuyét dbi, va axeton khan véi ty 1& thé tich gitta etyl axetat va

rugu etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung mdi hdn hop nay bang 1:5:0,8;

(2) Sau d6 bd sung nudc tinh khiét vao va dong thoi khudy hdn hop nay, va thé tich nudc
tinh khiét dugc bd sung vao gp 5 lan tong thé tich cia etyl axetat, ruou etylic tuyét ddi,
va axeton khan; luu tc cia nude duge bd sung vao bang 7ml/phit; va téc do khudy khi

bd sung nudc tinh khiét vao bang 60 vong/phut;

(3) 1am mat dén 12°C véi tdc do 1,2°C/gid sau khi bd sung nuéc tinh khiét vao, va tiép
tuc khudy véoi tbc do 15 vong/phut trong khi lam mat, dé thu dugc hop chat
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé. Tién hanh do bing tia Cu-Ko, phd nhifu xa

bot tia X phd cua hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé 1a giéng Hinh 6.

Vi du 27: Diéu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin II 1a hop chét

levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé

Tinh ché levocarimyxin thu dugc theo Vi du 2. Cac budc thao tac cu thé 1a gidng voi Vi
du 22. Piém khéac biét 1a mau levoisovalerylspiramyxin II ndy dugc gom theo thoi gian
luu RT 43,34 cua levoisovalerylspiramyxin II. Két tinh lai tiép bot rin mau tring chira
levoisovalerylspiramyxin II d& thu duoc hop chit & dang tinh thé. Phuong phap két tinh

lai nhu sau:

(1) PAu tién, hoa tan hop chit rin cia levoisovalerylspiramyxin II thu dugc theo Vi du 2

trong dung moi hdn hop gdm metanol tuyét doi, rugu etylic tuyét ddi, va axeton khan véi
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ty 1& thé tich bang metanol tuyét dbi so v&i rugu etylic tuyét ddi so v6i axeton khan trong

dung méi hdn hop nay bang 1:10:1;

(2) Sau d6 bd sung nude tinh khiét vao va ddng thoi khudy hdn hop nay, va thé tich nudc
tinh khiét dugc bd sung vao bang 2,5 1an tdng thé tich ctia metanol tuyét dbi, rugu etylic
tuyét ddi, va axeton khan; luu téc ciia nude duoc bd sung vao bing 4ml/phut; va téc do

khudy khi bd sung nude tinh khiét vao bang 30 vong/phut;

(3) 1am mat dén 5°C véi téc do 1°C/gid sau khi bd sung nudc tinh khiét vao, va tiép tuc
khudy véi téc dd 10 vong/phit trong khi lam mat, d& thu dwoc hop chét
levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé. Phd nhi€u xa bot tia X cua hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé do duoc biang tia X Cu-Ka c6 cac pic dac
trung véi goéc 20 bang 10,0°, 11,6°, 16,4°, 17,3°, 19,1°, 21,2°, 22,1°, 22,7°, 26,4°, 26,9°,
27,5° va 31,5, va phé nhiéu xa bot tia X 1a nhu dugc thé hién trén Hinh 7.

Loai bo axetonitril ctia levocarrimycin di duogc tinh ché va da duogc tach ra khoi
ché pham chira levoisovalerylspiramyxin III bing cach lam bay hoi kiéu quay, sau dé
chiét levocarimyxin 1 lin bang etyl axetat, va loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bing
cach lam bay hoi kiéu quay dé thu dugc mau bdt nhio; hoa tan lai miu bot nhdo nay trong
ete ddu mo, va sau d6 loai bo ete ddu mo bang cach 1am bay hoi kidu quay dé thu dugc
levocarimyxin; sau d6 tron levocarimyxin va hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang
tinh thé néu trén dé tao ra levocarimyxin trong dé isovalerylspiramyxin II 13 hop chit

levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé.

Vi du 28: Diéu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin II la hop chét
levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé

Céc budc thao tac khéc 1a gibng véi Vi du 27. Diém khéc biét 1a budce két tinh lai, nhu
sau:

(1) Pau tién, hoa tan hop chit rin cua levoisovalerylspiramyxin 11 trong dung moi hdn
hop gdbm metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét dbi, va axeton khan véi ty 18 thé tich giira
metanol tuyét dbi va ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung moi hdn hop nay
bang 1:10:0,8;

(2) Sau d6 bd sung nuéc tinh khiét vao va ddng thoi khudy hdn hop nay. Thé tich nuéc

tinh khiét dugc bd sung vao bing 9 1an tdng thé tich cua metanol tuyét ddi, rwou etylic
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tuyét ddi, va axeton khan; luu tdc cua nuéde dugc bd sung vao bang 10ml/phut; va tée do

khudy khi bd sung nuéc tinh khiét vao bang 60 vong/phut;

(3) Lam mat dén 15°C véi tdc do 3°C/gio sau khi bd sung nude tinh khiét vao, va tiép tuc
khudy véi tbc dd 10 vong/phut trong khi lam mat, dé thu duoc hop chat
levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé. Tién hanh do bang tia Cu-Ko, phd nhiéu xa

bot tia X phd cua hop chat levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 12 giéng Hinh 7.

Vi du 29: Didu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin II 13 hop chat

levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé

Céc budc thao tac khac 13 gidng v&i Vi du 27. Diém khac biét 1a budce két tinh lai, nhu

sau:

(1) Dau tién, hoa tan hop chét rin cua levoisovalerylspiramyxin II trong dung moi hdn
hop gdm metanol tuyét di, rugu etylic tuyét dbi, va axeton khan véi ty 18 thé tich giita
metanol tuyét ddi va ruou etylic tuyét ddi va axeton khan trong dung méi hdn hop nay
bang 1:5:1;

(2) Sau d6 bd sung nuéc tinh khiét vao va khudy hdn hop nay ciing mét lic. Thé tich nudc
tinh khiét dugc bd sung vao gip 7,5 l4n tdng thé tich cia metanol tuyét déi, rugu etylic
tuyét dbi, va axeton khan; luu tdc cua nuée duoc bd sung vao bing 6ml/phit; va tde do

khudy khi bb sung nudc tinh khiét vao bang 40 vong/phut;

(3) Lam mat dén 10°C véi tbc d6 2°C/gid sau khi bd sung nudc tinh khiét vao, va tiép tuc
khudy véi tbc do 15 vong/phut trong khi lam maét, dé thu duogc hop chét
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé. Tién hanh do bang tia Cu-Ka, phd nhidu xa
bot tia X phd cua hop chét levoisovalerylspiramyxin II dang tinh thé 12 giéng Hinh 7.

Vi du 30: Didu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin II 13 hop chét
levoisovalerylspiramyxin II dang tinh thé

Céc budc thao tac khéac 1a gibng v6i Vi du 27. Diém khac biét 1a bude két tinh lai, nhu
sau:

(1) Pu tién, hoa tan hop chét rin cua levoisovalerylspiramyxin II trong dung méi hdn
hop gdm metanol tuyét déi, rugu etylic tuyét dbi, va axeton khan véi ty 18 thé tich giira
metanol tuyét ddi va rugu etylic tuyét d6i va axeton khan trong dung mdi hdn hop nay

bang 1:3:1;
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(2) Sau d6 bd sung nudc tinh khiét vao va khudy hdn hop nay ciing mét lac. Thé tich nude
tinh khiét dugc bd sung vao gp 7,5 14n tdng thé tich ctia metanol tuyét ddi, ruou etylic
tuyét dbi, va axeton khan; luu tdc cua nudc duoc bbd sung vao bé‘mg 8ml/phut; va tbc do

khudy khi bd sung nudc tinh khiét vao bang 45 vong/phut;

(3) Lam mét dén 12°C véi tdc dd 2,5°C/gid sau khi bd sung nude tinh khiét vao, va tiép
tuc khudy véi téc do 20 vong/phut trong khi lam mat, dé& thu duogc hop chét
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé. Tién hanh do bing tia Cu-Ka, phd nhidu xa

bot tia X phd cua hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 12 giéng Hinh 7.

Vi du 31: Diéu ché levocarimyxin trong dé isovalerylspiramyxin II 13 hop chét

levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé

Céc budc thao tac khéc 13 gidng véi Vi du 27. Piém khac biét 1a bude két tinh lai, nhu

sau:

(1) Pau tién, hoa tan hop chit levoisovalerylspiramyxin II rin trong dung méi hdn hop
gdm metanol tuyét déi, ruou etylic tuyét ddi, va axeton khan véi ty 18 thé tich gifta
metanol tuyét ddi va ruou etylic tuyét déi va axeton khan trong dung mdi hdn hop nay
béng 1:6:0,8;

(2) Sau d6 bé sung nudc tinh khiét vao va khudy hdn hop nay cling mot lic. Thé tich nudce
tinh khiét duoc bd sung vao gép 5 lan tong thé tich ciia metanol tuyét ddi, rugu etylic
tuyét ddi, va axeton khan; téc do bd sung nudc vao bang 7ml/phit; va tdc do khudy khi bd
sung nude tinh khiét vao bang 60 vong/phit;

(3) Lam mét dén 12°C véi toc do 1,2°C/giv sau khi bd sung nu6c tinh khiét vao, va tiép
tuc khua‘iy v6i tbe do 15 vong/phut trong khi lam mat, dé thu duoc hop chét
levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé. Tién hanh do bang tia Cu-Ko, phd nhiéu xa
bot tia X phd cua hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé 13 giéng Hinh 7.

Vi du 32: DPidu ché levocarimyxin trong dé isovalerylspiramyxin III 13 hop chat

levoisovalerylspiramyxin IIT & dang tinh thé

Tinh ché levocarimyxin theo Vi du 3. Cac budc thao tac cu thé la gibng véi Vi du
22. Gom mau levoisovalerylspiramyxin III theo thoi gian luu bing 48,009 cua

levoisovalerylspiramyxin III.

Két tinh lai tiép bdt chira levoisovalerylspiramyxin III rén mau tring dé thu dugc
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hop chat nay ¢ dang tinh thé. Phuong phap két tinh lai nhu sau:

(1) Pdu tién, hoa tan hop chit levoisovalerylspiramyxin III & dang rén thu dugc theo Vi
du3 trong dung moi hdn hop gdm metanol tuyét dbi, rugu etylic tuyét dbi, va axeton khan
Vv6i ty 1¢ thé tich gitra metanol tuyét di va ruou etylic tuyét déi va axeton khan trong

dung méi hén hop nay bang 1:10:1;

(2) Sau d6 bd sung nuéc tinh khiét vao va ddng thoi khudy hdn hop nay, va thé tich nuéc
tinh khiét dugc bd sung vao biang 2,5 14n tdng thé tich cua metanol tuyét déi, rugu etylic
tuyét ddi, va axeton khan; luu téc cua nudc duoc bd sung vao bang 4ml/phut; va tbc do

khudy khi b6 sung nudc tinh khiét vao bing 30 vong/phut;

(3) Lam mét dén 5°C véi toe do 1°C/gidr sau khi bd sung nudc tinh khiét vao, va tiép tuc
khudy véi tdc do 10 vong/phit trong khi lam mat, dé thu dwgc hop chét

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Phéd nhiéu xa bot tia X cua hop chét levoisovalerylspiramyxin 111 & dang tinh thé do
duoc bang tia X Cu-Ko ¢6 céc pic dac trung véi goc 26 bang 8,0°, 10,0°, 11,2°, 11,7°,
16,4° 19,1°, 19,6° 20,0°, 21,4°, 22,9°, 23,6°, va 29,4°, va phd nhiéu xa bot tia X 1 nhu

duoc thé hién trén Hinh 8.

Lam bay hoi axetonitril ctia levocarimyxin dugc tinh ché va da dugc tach ra khoi
ché phdm chira hop chit levoisovalerylspiramyxin 111 bing cach lam bay hoi kiéu quay,
sau d6 chiét levocarimyxin 1 1an bing etyl axetat, va lam bay hoi etyl axetat bang cach
lam bay hoi kiéu quay dé thu duoc mAu bot nhdo; hoa tan lai m3u bot nhdo nay trong ete
dau mé, va sau d6 lam bay hoi ete diu mo bang cach lam bay hoi kiéu quay dé thu duoc
levocarimyxin; sau d6 tron levocarimyxin va hop chit levoisovalerylspiramyxin III &
dang tinh thé néu trén dé thu dugc levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin 111 1a hop

chat levoisovalerylspiramyxin I1I & dang tinh thé.

Vi du 33: Diéu ché levocarimyxin trong dé isovalerylspiramyxin III la hop chét

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé

Céc budc thao tac khac 1a gidng voi Vi du 32. Diém khac biét 1a bude két tinh lai, nhu

sau:

(1) Pau tién, hoa tan hop chat rén cua levoisovalerylspiramyxin III trong dung mdi hén

hop gdbm metanol tuyét déi, rugu etylic tuyét dbi, va axeton khan véi ty 1& thé tich gitra
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metanol tuyét ddi va ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung médi hdn hop nay
bang 1:10:1;

(2) Sau d6 bd sung nudc tinh khiét véi khudy. Thé tich nudc tinh khiét dugc bd sung vao
bang 9 l1an tdng thé tich ciia metanol tuyét di, rugu etylic tuyét dbi, va axeton khan; luu
téc clia nuée duge bd sung vao bang 10ml/phut; va tdc do khudy khi bd sung nude tinh

khiét vao bang 60 vong/phiit;

(3) Lam mét dén 15°C véi tdc do 3°C/gio sau khi bd sung nude tinh khiét vao, va tiép tuc
khudy véi téc d6 10 vong/phut trong khi lam mat, dé thu duoc hop chat
levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé. Tién hanh do bang tia Cu-Ka, phd nhiéu xa

bot tia X phd cta hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé 1a ging Hinh 8.

Vi du 34: Diéu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin III 1& hop chét

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé

Céc budc thao tac khac 1a gidng véi Vi du 32. Piém khéc biét vé cach két tinh lai a nhu

sau:

(1) Hoa tan hop chét levoisovalerylspiramyxin III & trang thai rén vao dung méi hdn hop
gdm metanol tuyét ddi, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, va ty 1é thé tich gitra metanol
tuyét ddi va ruou etylic tuyét ddi va axeton khan trong dung moi hdn hop nay bang
1:5:0,8;

(2) B6 sung nude tinh khiét trong khi khudy va thé tich cua duoc bd sung nude tinh khiét
vao gip 7,5 lan tdng thé tich cia metanol tuyét dbi, rugu etylic tuyét déi va axeton khan;
nuée tinh khiét dugc bd sung vao véi téc dd bing 6ml/phut; toc do khudy dé bd sung

nude tinh khiét vao bang 40 vong/phut;
(3) Lam mat hdn hop nay dén 10°C véi toc do bang 2°C/gid sau khi bd sung nudc tinh
khiét vao, va tiép tuc khudy trong khi lam mat vai tdc do bang 15 vong/phut; thu duoc
hop chét levoisovalerylspiramyxin IIT & dang tinh thé.

Phé nhi€u xa bt tia X clia hop chit levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé
do duoc bang tia Cu-Ka 14 tuong tu nhu Hinh 8.
Vi du 35: Didu ché levocarimyxin trong d6 isovalerylspiramyxin III la hop chét

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé
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Céc budc thao tac khac la gidng v6i Vi du 32, va diém khéc biét cua cach cua két tinh lai

la nhu sau:

(1) Hoa tan hop chit levoisovalerylspiramyxin 11 & trang thai rdn vao dung mdi hdn
hop gdm metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, va ty 18 thé tich giita
metanol tuyét ddi va ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung méi hdn hop nay
bang 1:2:1;

(2) B6 sung nudc tinh khiét trong khi khudy va thé tich ciia dugc bd sung nude tinh
khiét vao gip 7,5 l1an tdng thé tich cta metanol tuyét ddi, ruou etylic tuyét déi va axeton
khan; nuéc tinh khiét dugc bd sung vao véi tbe do bang 8ml/phit; téc do khudy dé bd

sung nudc tinh khiét vao bing 45 vong/phit;

(3) Lam mat hdn hop nay dén 12°C véi toc db bang 2,5°C/gid sau khi bd sung nude
tinh khiét vao trong khi khudy véi tdc do bang 20 vong/phit, dé thu dugc hop chit

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Phd nhiéu xa bot tia X cta hop chét levoisovalerylspiramyxin I1I & dang tinh thé do

dugc bang tia Cu-Ka 14 tuong tu nhu Hinh 8.

Vi du 36: Diéu ché levocarimyxin trong dé isovalerylspiramyxin III 1a hop cht

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé

Céc buéc thao tac khéc 14 gidng v6i Vi du 32, va diém khéc biét ciia cach cua két tinh lai

la nhu sau:

(1) Hoa tan hop chét levoisovalerylspiramyxin 111 & trang thai rdn vao dung madi hdn
hop gdm metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét ddi va axeton khan, va ty 1& thé tich gitra
metanol tuyét dbi va ruou etylic tuyét ddi va axeton khan cua dung moi hdn hop nay bang
1:5:0,8;

(2) B sung nudc tinh khiét trong khi khudy va thé tich cua duoc bd sung nudc tinh
khiét vao gép 5 1an tdng thé tich ciia metanol tuyét dbi, ruogu etylic tuyét dbi va axeton
khan; nuéc tinh khiét duoc bd sung vao véi tbc do bing 7ml/phut; tde do khudy dé bd

sung nudc tinh khiét vao bang 60 vong/phiit;

(3) 1am mat hdn hop nay dén 12°C véi tbe do bang 1,2°C/gid sau khi bd sung nuée
tinh khiét vao, trong khi khudy véi téc do bang 15 vong/phut, thu dugc hop chét

levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.
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Phé nhidu xa bot tia X cua hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé do

duogc bang tia Cu-Ka 14 twong tu nhu Hinh 8.

Vi du 37: Vién nén levocarimyxin chira hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh
thé

Cong thic va phuong phéap didu ché 1a gidng véi Vi du 12. Diém khéc biét la bot
levocarimyxin [a bdt levocarimyxin thu duwoc theo Vi du 22, trong do

isovalerylspiramyxin I 1a hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé.

Vi du 38: Vién nén levocarimyxin chira hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh
thé 1

Cong thire va phuong phép didu ché 14 gidng v&i Vi du 12. Diém khac biét 1a bot
levocarimyxin la bdt levocarimyxin thu dugc theo Vi du 27, trong do

isovalerylspiramyxin II 14 hop chat levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé,

Vi du 39: Vién nén levocarimyxin chira hgp chét levoisovalerylspiramyxin 111 & dang tinh
thé

Cong thire va phuong phap didu ché 1a gidng v&i Vi du 12. Diém khac biét 1a bot
levocarimyxin 13 bot levocarimyxin thu dugc theo Vi du 32, trong do6 sovalerylspiramyxin

1111 14 hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Vi du 40: Vién nang levocarimyxin chira hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh
thé

Cong thic va phuong phap diéu ché 1a gidng véi Vi du 13, khac biét & chd bot
levocarimyxin 1a bt levocarimyxin thu dugc theo Vi du 23, trong do
isovalerylspiramyxin I 12 hop chit levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé.
Vi du 41: Vién nang levocarimyxin chira hgp chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh
thé 1

Céng thirc va phuong phap diéu ché 1a gidng véi Vi du 13. Diém khéc biét 1a bot
levocarimyxin 1a b0t levocarimyxin thu dugc theo Vi du 28, trong do

isovalerylspiramyxin II 13 hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé.

Vi du 42: Vién nang levocarimyxin chira hgp chét levoisovalerylspiramyxin Il & dang

tinh thé
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Cong thirc va phuong phéap didu ché 14 gidng véi Vi du 13. Diém khac biét 1a bot
levocarimyxin la bot levocarimyxin thu dugc theo Vi du 33, trong do

isovalerylspiramyxin III 1a hop chat levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé.

Ta dugc va phuong phap didu ché dugc sir dung cho céc ché phdm khéc chira
levocarimyxin, trong d6 isovalerylspiramyxin I, II hoic III 14 hop chit

levoisovalerylspiramyxin I, II hoac III & dang tinh thé, 13 giéng nhu trén.
Vi du thu nghiém 1: Dugc luc hoc in vivo

Phuong phép thir nghiém: chudn bi dung dich vi khuén gdy nhiém: chuyén cac
dung dich vi khuan dugc bao quan trong ti lanh & nhiét do -80°C vao phong trong thoi
gian khoang 1 gid & nhiét do trong phong, va lan luot hat 0,1ml dung dich vi khudn cia
Streptococcus pneumonia, Streptococcus pyogenes va Enterococcus cho vao 2ml dich MH
(bd sung 10% huyét thanh ngua da 1am bét hoat); cdy 2ml dich MH véi 0,1ml dung dich
vi khuan cua Staphylococcus aureus theo phuong phap néu trén, cho dung dich nay vao tu
4p & nhiét do 37°C trong thoi gian 18 gid dé thu duoc dung dich vi khuan gbe, pha lodng
dung dich vi khudn gdc nay bang dich nhay 5% cua da day, 14y 100% luong vi khudn gay

chét néu céac con chudt bi nhiém bang dung dich vi khuan gy nhiém.

Viéc dung qua dudng miéng duoc du tinh cho céc ché phidm chta levocarimyxin
trén 1am sang, do vay viéc dung trong da day dugc chon dé thur nghiém levocarimyxin.
Sau khi tiém trong mang bung lugng 0,5ml vi khudn gdy chét vao khoang bung ctia chudt
nhét, chudt nhét c6 céc triéu ching sau nhu giam hoat ddng, nghi ngoi, rung 16ng, va v.v.
Viéc tién hanh thut bang 0,2ml cho m&i con chudt nhét sau khi nhiém khuén tir 0,5 gid
dén 6 gio, khong c6 phan tng bét lgi. Quan sat su sdng clia cac con chudt nay trong bay
ngay va tinh lidu lugng bao vé 50% (EDs,) cua thudc & cac con chudt bi nhiém va so sanh

tac dung bao vé ctia thudc theo phuong phap Bliss.
Két qué thtr nghiém in vivo duoc thé hién trong Bang 3 va 4

Bang 3. So sanh tac dung chita bénh cua bén loai thube khang sinh véi chudt nhét duoc

lam nhiém 6 chung Streptococcus trong khoang bung

Liéu thtr nghiém )
(CFU/0,5ml/con Thuoc
chudt)

Vi khuén thu
nghiém

MIC EDsy
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Carimyxin 0,12 10,41
Isovaleryl I 14 hop chét & dang tinh
thé 0,12 8,99
Isovaleryl II 1a hop chét & dang tinh
Streptococcus 6.4x10" thé ) 0,12 8,39
preumonia 3 ’ Isovaleryl III 12 hop chat & dang
tinh thé 0,12 8,99
Azithromyxin 0,5 18,29
Axetyl spiramyxin 0,5 66,96
Erythroxin 1 85,08
Carimyxin 0,03 10,06
Isovaleryl I 1a hop chét & dang tinh
thé 0,03 9,94
Isovaleryl II 1a hop chét & dang tinh
Streptococcus 9.6x10° thé ) 0,03 9,08
preumonia g ’ Isovaleryl III 1a hop chat & dang
tinh thé 0,03 8,98
Azithromyxin 0,06 14,87
Axetyl spiramyxin 0,06 37,93
Erythroxin 0,06 57,08
Carimyxin 0,12 16,02
Isovaleryl I 1a hop chit & dang tinh
thé 0,06 | 13,60
Isovaleryl II 1a hop chét & dang tinh
Streptococcus 8.8x10° thé ) 0,06 13,86
prneumonia sy ’ Isovaleryl III 1a hop chat & dang
tinh the 0,06 | 12,81
Azithromyxin 0,25 19,66
Axetyl spiramyxin 1 398,01
Erythroxin 0,25 102,33
Carimyxin 0,12 26,30
Isovaleryl I 14 hop chét & dang tinh
thé 0,06 | 26,15
Isovaleryl II 1a hop chét & dang tinh
Streptococcus 6.9x10° the 0,06 | 23,37
PYogens 172 ’ Isovaleryl I1l 14 hop chat 6 dang
tinh thé 0,06 | 23,37
Azithromyxin 0,25 46,89
Axetyl spiramyxin 0,25 98,11
Erythroxin 0,5 101,33
Carimyxin 0,25 87,84
Isovaleryl I 14 hop chét & dang tinh
thé 0,12 | 69,67
Isovaleryl II 1a hop chét & dang tinh
Streptococcus 7 8x10° thé ) 0,12 64,10
pyogenes |n ’ Isovaleryl I1I 14 hop chat & dang
tinh thé 0,12 | 64,10
Azithromyxin 0,5 159,06
Axetyl spiramyxin 0,5 227,07
Erythroxin 0,5 361,01
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Carimyxin 0,25 68,48
Isovaleryl I 1a hop chit & dang tinh
thé 0,12 | 61,87
Isovaleryl II 1a hop chit & dang tinh
Streptococcus 4.9x10* thé ) 0,12 59,91
pyogenes 19 ’ Isovaleryl III 1a hgp chat & dang
tinh thé 0,12 | 59,91
Azithromyxin 0,5 98,98
Axetyl spiramyxin 0,5 117,53
Erythroxin 0,5 233,72

Béng 4 So sanh tac dung chita bénh cta 4 thube khang sinh trén chudt nhit bi nhiém

Enterococcus va Staphylococcus aureus trong khoang bung

. T Li€u thir nghiém
Vi khudn (| (U0, Smlfeon Thube ol s
ghiém chudt) (ng/ml) | (mg/kg)
Carimyxin 0,5 89,29
Isovaleryl I 1a hop chét & dang tinh
thé 0,5 85,15
Isovaleryl II 1a hop chét & dang tinh
4 the 0,25 68,54
Enterococeus 52 3:4x10 Isovaleryl III 1a hop chét & dang
tinh thé 0,25 | 68,54
Azithromyxin 1 146,51
Axetyl spiramyxin 1 130,34
Erythroxin 2 175,23
Carimyxin 0,5 31,98
Isovaleryl I 1a hop chét & dang tinh
thé 0,5 25,97
Isovaleryl I 1a hop chit & dang tinh
Staphylococcus 59x10° thé ) 0,25 26,02
aureus ¢ ’ Isovaleryl III 1a hop chat & dang
tinh thé 0,25 | 26,02
Azithromyxin 1 75,80
Axetyl spiramyxin 1 43,58
Erythroxin 1 82,36
Carimyxin 0,5 31,50
Isovaleryl I 1a hop chét & dang tinh
thé 0,5 26,50
Isovaleryl II 1a hop chét & dang tinh
Staphylococcus 5 8x 10 thé ) 0,25 25,16
aureus 76 ’ Isovaleryl III 1a hop chat ¢ dang
tinh thé 0,25 | 25,16
Azithromyxin 1 58,79
Axetyl spiramyxin 1 66,63
Erythroxin 1 64,17
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Carimyxin 2 120,35
Isovaleryl I 1a hop chét & dang tinh
thé 1 114,53
Isovaleryl II 1a hop chat & dang tinh
Staphylococcus 4.8x10°* thé ) 1 109,59
aureus 1, ’ Isovaleryl III 14 hgp chat & dang
tinh thé 1 109,59
Azithromyxin 4 217,36
Axetyl spiramyxin 2048 >500
Erythroxin 256 266,11
Carimyxin : 1 59,30
Isovaleryl I 1a hop chét & dang tinh
thé 0,5 42,67
Isovaleryl II 1a hop chit & dang tinh
Staphylococcus 49x10* thé ) 0,5 47,65
aureus ;) ’ Isovaleryl III 1a hop chat & dang
tinh thé 0,5 47,65
Azithromyxin 4 142,99
Axetyl spiramyxin 2048 >500
Erythroxin 4 213,67

Két qua thir nghiém in vivo cho thy ring: tic dung chita bénh cta levocarimyxin
v6i chudt nhét bi nhiém 12 ching vi khuén nhu duoc thé hién trong Bang 3 va 4, két qua
cho thdy rang hop chit nay cé tic dung bao vé tdt; va levocarimyxin trong dé
isovalerylspiramyxin I, II hoac III 1a hop chét levoisovalerylspiramyxin I, II hodc III dang
tinh thé thé hién tic dung bao vé t6t hon. Céc thir nghiém tuong tu ciing duoc tién hanh
d6i voi ché phdm levocarimyxin hodc levocarimyxin dugc bao ché theo cac vi du khéc

clia sang ché va két qua Ia tuong tu.
Vi du thir nghiém 2: Duoc luc hoc in vitro
I. Xac dinh cac thé phén lap 1am sang:

Phuong phap thir nghiém: phuong phép pha loing gdp déi aga: rét theo dinh lugng
mdi trudng aga néng chay vao dia chira cac ndng dd thudc theo bac dé tron véi dung dich
thudc (bd sung 5% mau dé da tach to huyét vao Streptococcus va Enterococcus dé thu
duoc moi trudong mau; bd sung 7% mau dé da tach to huyét vao Hemophilus influenza va
bd sung 7% mau ciru di tach to huyét vao mdi truong Gonococcus dé thu dugc moi
trudng sdcdla); sau khi hdn hop nay héa rén, né dugc pha lodng dén ndng do 10°CFU/ml
bang dung dich nudi cdy vi khudn mdi, sau d6 cuvet aga chira levocarimyxin thu dugc tir

Vi du 4 va nhom dbi ching gém azithromyxin, axetyl spiramyxin va erythroxin dugc chy
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bing dung cu cdy da diém vao dia aga chira chit khang khudn dé nudi cdy trong thoi gian
18 gio & nhiét dd 37°C; cho Gonococcus vao tu ép 5% CO, dé nudi ciy trong thoi gian 24
gid; cho Legionella vao ti 4p 5% CO, d& nudi ciy trong thoi gian 48 gid; cho vi khuén ky
khi vao hop ky khi d& nudi cdy trong thoi gian 48 gid & nhiét d6 37°C. Quan st ndng dd
t6i thiéu cua thube khang khuan dé e ché su phat trién cta vi khuén, tirc 12 ndng d9 tc
ché t6i thidu (MIC), va tinh todn MICs, va MICq, clia thude va so sanh ching véi thude

doi chimg.

Ghi chta: MICs, c6 nghia 14 ndng do tc ché t6i thiéu dé tc ché 50% su phat trién
cta vi khudn; MICy, ¢6 nghia la néng dd tre ché tdi thidu dé e ché 90% su phat trién cua

vi khuan. Két qua thir nghiém dugc thé hién trong bang sau:

Bang 5. Phan bd céc thé phan lap 1am sang theo do nhay bing carimyxin

Chung va sd , Pham vi MIC MICs, MICy
Thuoc
chung (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Streptococcus Carimyxin 0,005->64 0,12 4
prneumonia (112) Azithromyxin 0,005->64 0,25 8

Axetyl spiramyxin 0,005->64 0,12 >64

Erythroxin 0,005->64 0,25 64

Streptococcus Carimyxin 0,06->64 0,25 64

pyogens (93) Azithromyxin 0,25->64 0,5 >64

Axetyl spiramyxin 0,005->64 0,25 >64

Erythroxin 0,06->64 0,5 >64

Enterococcus Carimyxin 0,5->64 2 64

(106) Azithromyxin 0,25->64 8 >64

Axetyl spiramyxin 0,12->64 4 >64

Erythroxin 0,5->64 4 >64

Staphylococcus Carimyxin 0,06->64 2 64

aureus (155) Azithromyxin 0,5->64 2 >64

Axetyl spiramyxin 0,12->64 64 >64

Erythroxin 0,12->64 1 >64

Staphylococcus Carimyxin 0,12->64 2 >64

epidermidis (115) Azithromyxin 0,12->64 8 >64

"~ | Axetyl spiramyxin 0,03->64 64 >64

Erythroxin 0,06->64 8 >64
Bacillus Carimyxin 0,03-32 0,12 1
influenzae (37) Azithromyxin 0,03->64 0,25 2
Axetyl spiramyxin 0,03->64 0,12 4

Erythroxin 0,03->64 0,06 32
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Gonococcus (10) Carimyxin 0,12-16 2 8
Azithromyxin 0,12-64 2 8

Axetyl spiramyxin 0,12-64 4 8

Erythroxin 0,12-64 1 8

Céc thir nghiém twong tu ciing dugc tién hanh ddi véi ché phdm levocarimyxin

hodc levocarimyxin bao ché dugc theo cac vi du khéc clia sang ché va két qua 1a tuong ty.

Vi du tht nghiém 3: Xac dinh tinh khang Chlamydia Trachomatis va Chlamydia

pneumoniae in vitro
Céac phuong phéap thir nghiém:

1. Céy chuyén 1dn lugt cac dong té bao HEp-2 va McCoy trong dia nudi cly 96 15
(do Costar Company cung cap) & nhiét o 37°C va méi trudng 5% CO;, dé nudi cy trong

thoi gian 48 gio, dé thu duge céc té bao don 16p.

2. Pha loding céc ching cin cdy dén ndéng do ndm trong khoang tir 10000 ifu dén
20000 ifu (don vi tao thé vii)/ml, 0,1ml/18 dé cly. Chy Chlamydia trachomatis kiéu huyét
thanh B/TW-5/0T va D/UW-3/Cx trén dia nudi cdy té biao McCoy va Chlamydia
pneumoniae CWL-029 trén dia nudi cdy té bao HEp-2. Trude hét, hut dung dich nudi cy
t& bao trong dia nudi cdy 96 15, va cdy theo tidu chuin 0,1ml/18. Trong do, 4 16 A11-D11
va 2 15 C12 va D12 khong duoc cdy.

3. Sau khi cdy, sir dung may ly tdm do Beckman-Coulter Company san xuét dé ly
tam dia nudi cy té bao 96 16 nay véi luc ly thm x 1500g, nhiét do ly tim bang 35°C va

thoi gian ly tim bang 60 phit.

4. Sau khi ly tdm, hat Chlamydia trachomatis hodc Chlamydia pneumoniae da céy,
va lan luot bd sung vao 4 loai thudc khang sinh duoc pha lodng tuln tu, cu thé la
levocarimyxin diéu ché dugc theo Vi du 4 cla sang ché; axetylspiramyxin, erythroxin va

azithromyxin lam ddi chimg, 0,1ml/Id.

5. Nudi cdy trén dia thir nghiém nhay thudc chita Chlamydia trachomatis trong thoi
gian 48 gio va dia thir nghiém nhay thubc chira Chlamydia pneumoniae trong thoi gian 72
gidy trong moi trudng ¢6 nhiét do 37°C va 5% CO,. Sau khi nudi cdy, cho hap thu dung
dich thudc khang sinh, rira 2 14n bang PBS (0,01M, do pH=7,4), va giif trong 100% ruou
metylic trong thoi gian 15 phit & nhiét do trong phong.
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6. Nhan dién bang k§ thuat nhuém mau mién dich huynh quang gian tiép: 1an lugt
bd sung khang thé don dong Chlamydia trachomatis (dong vo tinh N54) va khang thé don
dong Chlamydia pneumoniae (dong vo tinh P33) di tinh ché vao céc dia thir nghiém nhay
thubc chira Chlamydia trachomatis va Chlamydia pneumoniae, 50ul/15; u trong thoi gian
30 phut trong hdp udt & nhiét do 37°C; sau do6 sur dung thiét bi rira dfa dé rira cac dia nay 4
1an, sau d6 bd sung cac khang thé huynh quang khang chudt cta thd (do Sigma Company
cung cip) vao, 50ul/1d; G va rira theo cach twong tu trong clng didu kién. Bb sung
glyxerol c¢b dinh, 100u1/13; cudi cing, quan sat két qua bang kinh hién vi huynh quang dao
nguoc Nikon (Diaphot-200).

7. Xéc dinh MIC: MIC dugc ding d& chi ndng do thudc khéng sinh duge pha lodng
t8i thidu c6 thé triét tiéu hoan toan su sinh truéng cla thé vii Chlamdia trachomatis hoic
Chlamdia pneumoniae trong dia thir nghiém 96 18 (Khong phat hién dugc thé vii nhuom
mau huynh quang trong cac 10).

Két qua thir nghiém 13 nhu sau:
Bang 6. Ndng dd trc ché tdi thiéu (MIC) trc ché in vitro clia bon thude khang sinh phén tir

vong 16n v&i Chlamydia trachomatis va Chlamydia pneumoniae

Carimyxin | Axetyl spiramyxin | Erythroxin | Azithromyxin
pg/ml (AT-SPM) pg/ml | (EM) pg/ml | (AM) pg/ml
Chlamydia trachomatis 0,25 4 0,5 0,5
B/TW-5/0T
Chlamydia trachomatis 0,25 2 0,5 0,25
D/UW-3/Cx
Chlamydia pneumoniae 0,016 0,5 <0,016 0,032
CWL-029

1. Déi v6i Chlamydia trachomatis kiéu huyét thanh B/TW-5/0T, MIC cua carimyxin
bing 0,25pg/ml, erythroxin va azithromyxin (0,5pg/ml) ding thé hai, va axetyl
spiramyxin (MIC bing 4 pg/ml) ding cubi cling.

2. Déi v6i Chlamydia trachomatis kiéu huyét thanh D/UW-3/Cx, tac dung in vitro
cla carimyxin va azithromyxin la gibng nhau, MIC béng 0,25 pg/ml, 1a tuong db6i nhay;

erythroxin (0,5 pg/ml) dimg thor hai va axetyl spiramyxin (MIC bang 2 pg/ml) ding cubi
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cung.

3. Dbi véi Chlamydia pneumoniae CWL-029, tic dung in vitro cla carimyxin va
erythroxin 1a nhay nhét, MIC<0,016pg/ml, azithromyxin (MIC bang 0,032pg/ml) nhay
hon; axetyl spiramyxin (MIC bang 0,5ug/ml) thi kém.

4. Noi chung, tac dung cua levocarimyxin theo sang ché dbi v6i Chlamydia tét hon céc
thude thir nghiém khac. Céc thir nghiém tuong tu ciing dugc tién hanh déi v6i ché pham
levocarimyxin hodc levocarimyxin dugc bao ché trong céac vi du khac cua sang ché, va két

qua la tuong ty.

Vi du thr nghiém 4: X4c dinh hoat tinh khang Ureaplasma urealyticum va Chlamydia

pneumoniae in vitro

1. Phuong phap thir nghiém: bd sung 0,8ml U-PPLO vao mdi 16 cta dia nudi cdy té bao
loai 12 15 v6 trung (bd sung 0,9ml vao 13 d6i ching chtra chiing vi sinh vét va 1,0ml vao

15 d6i chirmg mai truong).

2. B sung 0,1ml chung vi sinh vat Uu véi mat do 10*CCU/ml vao mbi 16 thir nghiém.
Lidu luong cudi cing trong cac 15 bing 10°CCU/mI (15 déi chimg moi truong s& khong

dugc bd sung chung vi sinh vat).

~ 3. Chia thanh 3 nhém (dung dich gbc thudc khang sinh c6 ndng do 100pg/ml, 10pg/ml va
Iug/ml), str dung dau bit vo tring dé bd sung thude khang sinh thir nghiém vao méi 16:
100ul, 50ul, 25ul, 12,5ul theo gradien ndng d6 suy bién bac hai. (Khong bd sung thubc
khang sinh vao 16 chia chung vi sinh vat dbi chimg va 18 chira mdi trudng nudi cdy dbi
chting. Ddng thoi, bd tri 18 dbi ching chira thubc khang sinh).

4. Tron déu tt ca 18. Bit kin dia nudi cdy bang bang dinh va sau d6 nudi cly o nhiét 15 do
37°C.

5. Vao thoi diém tir 17 gio dén 24 gid sau khi thir nghiém, quan sat va ghi tinh trang phat
tridn cia Uu. Khi 15 dbi chimg chitra chung vi sinh vat Uu xut hién sy phat trién duong
tinh, ndng do thudc khéng sinh tdi thidu, ma c6 thé triét tiéu sy phét trién cua Uu, 1a MIC
cua mau. MIC sau khi tha nghiém 1a MIC cudi cing (24 gid). Xac dinh MIC cua céc

chiing Mycoplasma urealyticum va Mycoplasma pneumoniae 4 14n va két qua nhu sau:

carimyxin 0,025-0,125ug/ml,
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axetyl spiramyxin 0,5pg/ml,
erythroxin Spg/ml,
azithromyxin 0,025-0,125pg/ml.

Két qua trén day cho thdy carimyxin cé chirc ning khang Uu manh, la gidng nhu
chirc nang cua azithromyxin va tdt hon chirc ning cua axetyl spiramyxin. Chiic ning
khang Uu cta erythroxin trong thir nghiém nay 1a kém nhit.

Céc thir nghiém tuong tu ciing dugc tién hanh dbi véi ché phdm levocarimyxin hoic

levocarimyxin dugc bao ché trong cac vi du khac cta sang che va két qua la tuong tu.
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YEU CAU BAO HO
1. Hop chét levocarimyxin, trong dé hop chét levocarimyxin nay 1a hdn hop gdm céc
thanh phdn chu yéu la isovalerylspiramyxin I, 11 va [ va chira lugng nhét dinh
isobutyrylspiramyxin III va II, butyrylspiramyxin III va II, propionylspiramyxin III va I,
cling nhu axetylspiramyxin III va II, trong s6 cac hop chit ndy ham lugng cua
isovalerylspiramyxin III khong nhdé hon 30% trong luong, tbng ham luong cua
isovalerylspiramyxin III, 1T va I khéng nho hon 60% trong luong, va ham lugng cua
axylspiramyxin nim trong khoang tir 80% dén 98% trong luong; do quay quang hoc riéng
cta levocarimyxin 13 [a]p = -52° dén -57° trong dung dich clorofom vdi ndng do 0,02g/ml

& nhiét do bang 25°C,

trong do, isovalerylspiramyxin III 1a hop chét levoisovalerylspiramyxin III ¢ dang tinh
thé, isovalerylspiramyxin II 1a hop chét levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé hodc

isovalerylspiramyxin I 1a hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé;

trong d6, hop chit & dang tinh thé cua isovalerylspiramyxin III dugc do bang phd nhiéu xa
bot tia X véi tia Cu-K-a c6 cac pic ddc trung voi goc 26 b%mg 8,0°, 10,0°, 11,2° 11,7°,
16,4°, 19,1°, 19,6°, 20,0° 21,4° 22,9°, 23,6° v& 29,4% hop chit & dang tinh thé cia
isovalerylspiramyxin II dugc do bing phd nhiéu xa bot tia X vai tia Cu-K-a c6 cac pic déc
trung v&i goc 20 bang 10,0°, 11,6° 16,4°, 17,3° 19,1°, 21,2° 22,1°, 22,7°, 26,4°, 26,9°,
27,5° va 31,5% hop chit & dang tinh thé cua isovalerylspiramyxin I dugc do bing phd
nhidu xa bdt tia X véi tia Cu-K-a ¢6 céc pic dac trung véi goc 26 bé‘mg 7,6°, 8,0° 10,0°,

11,4°, 16,4°, 17,0°, 17,5°, 17,9°, 19,5°, 22,7°, 23,7° va 24,4°.

2. Hop chét levocarimyxin theo diém 1, trong d6 hop chét levocarimyxin ndy chira
spiramyxin III va cac thanh phan khac, trong sd cac hop chat ndy, ham luong cua
spiramyxin III khong lén hon 1,0%, va tdbng ham lugng cua cac thanh phan khac nam
trong khoang tir 2% dén 19% trong luong.

3. Hop chét levocarimyxin theo diém 2, trong d6 nhiét dd nong chay cua levocarimyxin
nay nam trong khoang tir 112°C dén 122°C.

4. Hop chét levocarimyxin theo diém 3, trong d6 nhiét dd néng chay cua levocarimyxin

nay ndm trong khoang tir 114°C dén 120°C.

5. Hop chét levocarimyxin theo diém 2, trong do tong ham lugng cla cac thanh phan khéac
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nam trong khoang tir 2,0% dén 9% trong luong.

6. Dugc phdm chira hop chét levocarimyxin, trong d6 dugc phdm chira hop chét
levocarimyxin nay chtra hop chét levocarimyxin theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1
dén 5 gdbm cac isovalerylspiramyxin III, II va I dang tinh thé theo diém 1 va chit mang

dugc dung.

7. Dugc phdm chira hop chit levocarimyxin theo diém 6, trong d6 ham lugng cua

levocarimyxin nay nam trong khoang tr 10% dén 90% trong lugng.

8. Phuong phép diéu ché hop chit levocarimyxin theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1
dén 5, bao gdm quy trinh nudi cy, [én men va chiét, trong d6 quy trinh nudi cdy va Ién
men ndy bao gdm cac budc nudi cdy ching nidm da tach dong WSJ-195 duoc tao ra boi
gen 4”-isovaleryl transferaza chira spiramyxin trén mdi truong nudi cdy nghiéng, cdy no
vao mdi truong giit gidng, sau d6 cdy né vao mdi truong 1én men sau khi nudi cly, va
kiém soét quy trinh 1én men nay bing chét didu chinh d¢ pH; khéng ché d6 pH nam trong
khoang tir 6,0 dén 9,0; cic dudng cong thé hién su thay ddi ctia do pH theo thoi gian thé
hién ba pha lién tuc, pha tha nhat théa man cdng thiuc y,=k;x;+6,0, trong do
0,0227<k,<0,1364, 0<x, <22; pha th{r hai thoa man y,=k,X,+ b,, trong d6 -0,0735<k,<<0,
6,5<b, <10,62, 22<x,<56; va pha thir ba thoa mén cdng thuc y;=ksxs+ bs, trong do 0<k;
<0,0078, 6,06<b;<6,5, 56<x;<120; va phuong phap diéu ché nay con gdm cac budc:

a) tach va tinh ché levocarimyxin dé thu duoc levoisovalerylspiramyxin I, II hodc

II1;

b) két tinh lai hop chét levoisovalerylspiramyxin I, 11 hogc III dé thu dugc hop chét

levoisovalerylspiramyxin I, II ho#c III dang tinh thé;

¢) loai bo axetonitril trong levocarimyxin con lai sau khi tach va tinh ché
levoisovalerylspiramyxin I, II hoac III & budc a) bang cach lam bay hoi kiéu quay, sau do6
chiét mot 1an véi mot luong etyl axetat, va loai bo etyl axetat trong dich chiét nay bang
céich 1am bay hoi kiéu quay dé thu dugc mAu bot nhdo; hoa tan lai mau thu dugc ndy bing
ete diu mo, va loai bd ete ddu mod bing cach 1am bay hoi kiéu quay dé thu dugc

levocarimyxin;

d) tron hop chét levoisovalerylspiramyxin I, I hodc III dang tinh thé thu dugc &

budc b) vdi levocarimyxin thu dugc & budc ¢) dé thu duoc levocarimyxin, trong dé
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isovalerylspiramyxin I, II hogc III 13 hop chét levoisovalerylspiramyxin I, II hodc Il dang

tinh thé;
viéc tach va tinh ché trong budc a) la:

tinh ché levocarimyxin thu dugc trong budc tach so bo theo phuong phép sac ky
long hiéu sudt cao didu ché, chuin bi cot sic ky véi ODS, st dung dung dich dém
axetonitril va amoni axetat lam pha dong trong qua trinh rira giai theo gradien; ghi cac anh
phd UV riéng biét bang cach phat hién tia cuc tim, vad gom céc pic dich cta cac thanh

phan levoisovalerylspiramyxin I, IT hogc I1I:
cdt sic ky: cot séc ky didu ché ODS;
pha ddng: axetonitril (A), dung dich amoni axetat 100mM (B);

didu kién gradien: chon gradien tuyén tinh trong thoi gian tir 0 dén 60 phut, A nim
trong khoang tur 25% dén 65%; va khoang tir 61 phit dén 90 phut, A nam trong khoang tir
65% dén 90%;

luu tde: 260ml/phut;

thé tich phun: 10ml;

ndng do 1y mau: 0,5g/ml;

budc séng do: 231nm;

cach gom: gom bang cach kich hoat tia cuc tim;

gom mau levoisovalerylspiramyxin I theo thoi gian luu bang 44,759 phit cla
levoisovalerylspiramyxin I; hodc gom mAu isovalerylspiramyxin II theo thdi gian luu
bing 43,34 phit cua isovalerylspiramyxin II; hodc gom mau levoisovalerylspiramyxin III
theo thoi gian luu 48,009 cua levoisovalerylspiramyxin III; sau d6 loai bo axetonitril bing
cach lam bay hoi kiéu quay, chiét mot 14n véi mot lugng etyl axetat, va loai bo etyl axetat
trong dich chiét nay bing cach lam bay hoi kiéu quay dé thu duge mau bot nhao; hoa tan
lai mAu thu dugc nay bing ete diu mo, va loai bo ete d4u mo bang cach lam bay hoi kiéu
quay dé thu dugc bdt rin mau tréng chira levoisovalerylspiramyxin I, II hodc I1I;
trong do, hop chat levoisovalerylspiramyxin I dang tinh thé thu dugc theo quy trinh két

tinh lai sau day: hoa tan bdt rAn mau tring chtra levoisovalerylspiramyxin I trong dung

mdi hdn hop gdm metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét dbi va axeton khan, sau d6 b sung
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nuée tinh khiét vao trong khi khudy, sau d6 giam nhiét do dén nhiét do nam trong khoang
tir 5°C dén 15°C trong khi khudy lién tuc, dé& thu dugc hop chét levoisovalerylspiramyxin
I & dang tinh thé, trong d6 ty 18 thé tich giita etyl axetat va rugu etylic tuyét d6i va axeton

khan trong dung méi hén hop nay 1a 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1;

hop chét levoisovalerylspiramyxin II & dang tinh thé thu dugc theo quy trinh két
tinh lai sau ddy: hoa tan bdt rdn mau tring chira levoisovalerylspiramyxin II trong dung
mdi hdn hop gdm metanol tuyét ddi, rugu etylic tuyét di va axeton khan, sau d6 bd sung
nuée tinh khiét vao trong khi khudy, sau d6 giam nhiét do dén nhiét d6 ndm trong khoang
tir 5°C dén 15°C trong khi khudy lién tuc, dé thu dugc hop chét levoisovalerylspiramyxin
11 & dang tinh thé, trong d6 ty 18 thé tich gitra metanol tuyét d6i va rugu etylic tuyét d6i va

axeton khan trong dung moi hdn hop nay 1a 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1;

hop chét levoisovalerylspiramyxin III & dang tinh thé thu duoc theo quy trinh két
tinh lai sau day: hoa tan bot rdn mau tring chta levoisovalerylspiramyxin III trong dung
mdi hdn hop gdm metanol tuyét dbi, ruou etylic tuyét dbi va axeton khan, sau d6 bd sung
nuée tinh khiét vao trong khi khudy, sau d6 giam nhiét do dén nhiét d6 nam trong khoang
tir 5°C dén 15°C trong khi khudy lién tyc, dé thu duoc hop chét levoisovalerylspiramyxin
11l & dang tinh thé, trong d6 ty 1& thé tich gilra metanol tuyét dbi va ruou etylic tuyét ddi

va axeton khan trong dung mdi hdn hgp nay 1a 1:0,1 dén 10:0,5 dén 1.

9. Phuong phap diéu ché theo diém 8, trong d6 quy trinh chiét néu trén bao gdm céc budc:
xir 1y dich 1én men bing nhém sulfat dé thu duge dich loc, diéu chinh do pH dén trj s6
nim trong khoang tur 8,5 dén 9,0, chiét bang butyl axetat, rira dich chiét butyl axetat nay
lin luot bing nudc khong phai nuée muéi va dung dich NaH,PO, 1%, sau d6 chiét bang
nude c6 do pH ndm trong khoang tir 2,0 dén 2,5 dé thu dugc dich chiét trong nudc, diéu
chinh do pH dén tri s6 nim trong khoang tir 4,5 dén 5,5, 1am bay hoi va loai bo butyl
axetat du dé thu duoc dich chiét chira nuéc, loc va diéu chinh do pH dén tri s6 nam trong
khoang tir 8,5 dén 9,0, thu dugc chét két tia, ra chit két ta nay bang nudc tinh khiét va
sdy kho no dé thu dugc levocarimyxin.

10. Phuong phap didu ché theo diém 8, trong d6 viéc nudi cdy trén mdi truong nudi cay
nghiéng kéo dai trong khoang thoi gian tir 8 ngay dén 15 ngay & nhiét do nim trong
khoang tir 28°C dén 38°C; viéc nudi cdy trong moi truong giit gidng kéo dai trong khoang

thdi gian tir 40 gid dén 80 gid & nhiét do nim trong khoang tir 25°C dén 30°C; va viéc 1én
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men trong mdi truong 1én men kéo dai trong khoang thoi gian tir 72 gio dén 120 gio &
nhiét d6 ndm trong khoang tir 26°C dén 30°C.

11. Phuong phap diéu ché theo diém 8, trong d6 trong quy trinh 1&n men, do pH duoc
khdng ché & trong khoang tir 6,0 dén 8,0.

12. Phuong phap diéu ché theo diém 8, trong do}

trong quy trinh didu ché hop chét levoisovalerylspiramyxin I & dang tinh thé, ty 18 thé tich
gifra etyl axetat va rugu etylic tuyét d6i va axeton khan trong dung mdi hdn hop nay 1a 1:2
dén 8:0,8 dén 1;

trong quy trinh didu ché hop chat levoisovalerylspiramyxin Il & dang tinh thé, ty 18 thé
tich gitra metanol tuyét d6i va ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung moi hén
hop nay 1a 1:2 dén 8:0,8 dén 1;

trong quy trinh didu ché hop chit levoisovalerylspiramyxin III ¢ dang tinh thé, ty 18 thé
tich gitra metanol tuyét doi va ruou etylic tuyét dbi va axeton khan trong dung moi hdn

hop nay 1a 1:2 dén 8:0,8 dén 1.
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