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(54) HOP CHAT L-ALPHA-GLYXEROPHOSPHORYLCHOLIN, QUY TRINH TINH

CHE VA PHUONG PHAP XAC DINH DO TINH KHIET CUA HQP CHAT NAY
(57) Sang ché dé cap dén quy trinh tinh ché L-a-glyxerophosphorylcholin, trong d6 hop
chat L-o- glyxerophosphorylcholin dugc ket tinh ra khéi DMSO hoic ra khoi hon hop cua
DMSO véi it nhat mot dung méi khac, tét hon 1a dung méi nay duge chon tir nude, rugu,
dung moi halogen hoa, ete, este va/hodc amit. Quy trinh nay cho phép thu dugc hop chét
L-o-glyxerophosphorylcholin ¢6 do tinh khiét 16n hon 99,5%, tét hon 1a 16n hon 99,7%,
dic biét tt hon nira 1a 16n hon hodc bang 99,9%.

Sang ché con dé cap dén phuong phap xac dinh do tinh khiét cta hop chat L-a-
glyxerophosphorylcholin, bao gom budc rura giai hop chat L-a- glyxerophosphorylcholin
bang cot HPLC c6 pha tinh 13 amin, va sau d6 phat hién chinh hop chit L-a-
glyxerophosphorylcholin, va tap chit bat ky cua no, bang cach st dung thiét bi phat hién
su tan xa anh sang bay hoi.
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Linh vuc ki thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin, quy trinh tinh
ché hop chit L-a-glyxerophosphorylcholin ndy cho phép thu duge hop chét L-a-
glyxerophosphorylcholin ¢6 do tinh khiét cao va phuong phap x4c dinh do tinh Kkhiét
ctia hop chit nay.

Tinh trang ky thuat cia sang ché

Céc xu hudng kinh té va nhan khau hoc hién nay din dén su 130 héa chung &
nguoi va hién tuong nay rit phd bién & cac nudce gidu trén thé gioi.

Do d6, su suy giam kha nédng chdng 130 héa & ngudi dd tré thanh véan dé rat
quan trong, va nhu ciu vé phwong phap nhan biét gitip 1am chdm sy suy gidm nay
ngay cang gia tang.

Cu thé, su suy giam kha nang vé mit tinh than 1a mot trong sd cac hau qua
tiéu cuc nhét cua su 140 hoa, va di cé nhiéu nd luc nghién ctru nhim tim ra céc liéu
phap hitu hi¢u dé chéng lai su 140 hoa.

Trong linh vuc nay, mot trong sb céc san phdm quan tdm nhit 1a L-o-
glyxerophosphorylcholin (L-a-glycerophosphorylcholine: GPC) c6 chu trac duoc
thé hién dudi day.
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GPC c6 tng dung da dugc biét ro 1a dung lam chét diéu tri trong linh vuc rdi
loan nhén thic, va hop chat nay duge sir dung trén khip thé gioi do hidu qua ctia n6
da dwoc khing dinh rong rdi trong thuc hanh y hoc va trong nhiu thtr nghiém 1am

sang.



24609

Céac phuong phéap diéu ché GPC c6 thé dugc chia thanh hai nhém chinh:
nhom thtr nhit 13 cic phuong phdp dua trén phan {mg loai nhém axetyl cla
phosphatidylcholin ¢6 ngudn gbc tw nhién, vi nhém thtt hai 13 cdc phuong phép
trong d6 GPC duoc tdng hop tlr nguyén lidu 1a cac hop chét trung gian c6 béan trén
thi truong.

Céc phuong phap thudc loai thir nhit ¢6 uu diém 1 sir dung céc sin phim
nhu lexitin dau twong lam nguyén liéu, dd duoc sur dung rong rdi trong nganh thuc
phim va khac biét & chd, viéc xir ly ching khong tao ra nguy co cu thé bat ky vé do
an toan.

Thay vao do, cac quy trinh dya trén phuong phép tbng hop GPC c6 thé lam
nay sinh méi lo ngai vé viéc kiém soét cac cht duge sit dung va cu thé 14 cac tién
chit tdng hop khéng dbi ximg. Céc chit nay chu yéu 1a R-glyxidol va R-
clopropandiol (c6 c4u triic I va II tuong ing dugc thé hién duéi day) va trong ca hai
truong hop, ching 1a cac phan tur alkyl héa c6 doc tinh ding ké. Do d6, o rang l1a
viéc st dung chiing c6 thé gay ra mbi nguy hiém trong khi sir dung va xir 1y, va nguy
hiém hon nita khi str dung GPC thu dugc tir cac phuong phéap ndy trong trudong hop
c6 mat du luong ciia n6 hodc cac chét khac (vi dy, cac hop chét trung gian hodc san

pham phu) van duy tri ddc tinh cta chiing.

OH OH

OH

Cl
I II
B4t ké phwong phap diéu ché GPC nio dugce sit dung, phan lién quan dén viéc
tinh ché va tach no s& c6 anh huéng dang ké dén chat lugng san pham, cu thé 1a do
tinh khiét hoa hoc ctia né ¢6 thé anh hudng dén doc tinh va profin didu tri ctia né. Do
tinh khiét ndy da duoc x4c dinh theo cach truyén thdng bang phwong phép sic ky 16p
mong (Thin Layer Chromatography: TLC). Phuong phép phén tich nay c6 déc tinh
linh hoat tét va cho phép danh gia mau mdt cach tdng thé, do tt ca cac thanh phén tir
thanh phin c6 tinh phan cwc 16n nhét dén thanh phin c6 tinh phan cwc nhd nhit déu
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c6 thé quan sat dugc déng thoi. Tuy nhién, k§ thuat phan tich nay khong hoan toan
thoa dang vé viéc x4c dinh dinh lugng cua tap chét bt ky va su tach céc chét c6 ddu
hiéu chu trac twong tu nhau, vi du nhu céc chét déng phan c6 do phan cuc tuong
duong.

HPLC la k§ thuét phén tich thudng duoc chon nhidu nhit dé khic phuc cac
nhugce diém cua phuong phap TLC nay; tuy nhién, trong trudong hop GPC, viéc st
dung HPLC kho khan hon phuong phap thong thuong do chét phan tich c6 tinh phan
cuc cao, didu ndy 1am han ché sy twong tac véi céc pha tinh va sy khong c6 mit cla
céc nhém mang mau dé c6 thé sir dung thiét bi phat hién tia tr ngoai, nghia 14 thiét bi
phd bién trong cac phong thi nghiém kiém soét chat luong. Cac phuong phap di
cong bd khoéng thoa dang vé& d6 nhay va hinh dang ciia c4c tin hiéu sic ky c6 dinh
rong hodic dinh khéng dbi xing; trong céc diéu kién nay, c6 su giam kha ning tach
va c6 nguy co xuét hién cac tin higu tvong ng véi mot s6 chit bi 14n trong céc tin
hiéu sic ky khac, didu nay dan dén 1am mét kha ning biéu hién su c6 mit cia tap
chit bat ky. Vi dy, xem cac tai liéu: J.Am.Oil Chem.Soc (2012) 89:1155-1163;
Talanta (2012) 94:22-29; Journal of Chromatography A (2012)1220:108-114. Cong
b don séng ché My s US 2012/244583 boc 16 phuong phap diéu ché hop chit L-
[alpha]-glyxerylphosphorylcholin v6i hiéu sudt cao va do tinh khiét dén 99,8%. Tinh
trang nay c6 lién quan chit ch& véi cac hudng dan hién hanh trong linh vuc duogc
phdm cung cp phan mo ta chi tiét ctia cc profin tap chit trong qua trinh san xuét
hoat chét duoc du dinh ding cho ngudi.

Do @6, sy phat trién cac k§ thuat phan tich méi dé x4c dinh chit lugng cia
céc ché phim khéc nhau chira GPC 13 van d& quan trong hang diu va trong truong
hop céac k¥ thuat phéan tich nay dugc quan tdm v& su c¢6 mit cac tap chét trong ché
phém chita GPC, viéc xac dinh tiéu chudn méi vé do tinh khiét ctia GPC va cac
phuong phép tinh ché moi @8 co6 thé san xult GPC theo céc tiéu chuén chét lugng

hién hanh.

Ban chét ky thuit ciia sing ché
Mdt muc dich cta sang ché 1a d& xuét quy trinh tinh ché hop chét L-a-

glyxerophosphorylcholin, trong d6 hgp chét L-a-glyxerophosphorylcholin duge két
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tinh ra khéi DMSO hodc ra khéi hdn hop ciia DMSO véi it nhat mot dung moi khéc,
tét hon 1a dung méi nay dugc chon tir nuéce, rugu, dung moi halogen hoa, ete, este
va/hodc amit.

Quy trinh trén day cho phép thu dugc hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin,
cling 1a mdt muc dich cua sang ché, c6 do tinh khiét 16n hon hoic béng 99,9%:; cu
thé, quy trinh nay cho phép thu dugc GPC c6 ty 1€ 13n tap chét la chét ddng phan -
GPC ctia n6 véi ty 18 nhd hon 0,1% va/hodic 1An tap chét 14 cac hop chét cGP vong
véi ty 1€ nhé hon 0,1%.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a @& xuét phuong phap xac dinh do tinh khiét
ctia hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin bao gbm budc rira gidi hop chét L-o-
glyxerophosphorylcholin bing cot HPLC c6 pha tinh 1a amin, va sau d6 phat hién
chinh hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin va tap chét bét ky ciia n6, bang thiét bi
phét hién sy tan xa 4nh sang bay hoi (Evaporative Light Scattering Detector: ELSD).

Mo ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 14 phd séc ky HPLC ctia GPC thu dugc bing quy trinh 1 dugc phat hién
bang thiét bi ELSD.

Fig.2 14 phd sic ky HPLC cia GPC thu dugc tir vi du 2 duoc phat hién bing
thiét bi ELSD.

Fig.3 1a phd sic ky HPLC ctia GPC thu dugc tir vi du 1 (vi du so sanh) dugc
phat hién bang thiét bi ELSD.

Fig.4 12 phd *"P-NMR ctia GPC thu dugc bing quy trinh 2.

Fig.5 1a phd *'P-NMR ctia GPC thu dugc tir vi du 3.

Fig.6 12 phé séc ky HPLC ctia GPC thu dugc bing quy trinh 1 dugc phét hién
béng thiét bj ELSD.

Fig.7 1a phé sic ky HPLC ctia GPC thu dugc tir vi du 3 dugc phét hién bing
thiét bi ELSD.

Fig.8 1a phd sic ky HPLC ciia GPC thu dugc bing quy trinh 3 duge phat hién
béng thiét bj ELSD.

Fig.9 1a phd sic ky HPLC ciia GPC thu dugc tir vi du 4 dugc phat hién bang
thiét bi ELSD.
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Fig.10 12 phd sic ky HPLC ctia GPC thu dugc tir vi du 5 (vi du so sénh) dugc
phat hién bang thiét bi ELSD.

Fig.11 1a phd sic ky HPLC ctia GPC thu dugc bang quy trinh 4 dugc phat
hién bang thiét bj ELSD.

Fig.12 1a phd séc ky HPLC ciia GPC thu dugec tir vi du 6 dugc phat hién bang
thiét bi ELSD. |

Fig.13 1a phé sic ky HPLC ciia GPC thu dugc tir vi du 7 (vi du so sénh) dugce
phat hién bang thiét bj ELSD.

MO ta chi tiét sang ché

Céc tac gia sang ché da bét ngd phat hién dugc ring phuong phap phén tich
GPC bing HPLC c6 thé khéc phuc dugc cic véin d& da mo ta trén ddy bang cach sir
dung loai c6t sic ky HPLC trén amin thich hgp, nghia 1a loai ¢ot trong d6 nhom chirc
amin duoc lién két v6i bd mat cia pha tinh. M6t s6 ot thudce loai nay c6 bén trén thi
truong bao gém: vi du, Supelcosil™ LC-NH,, Hypersil Gold™ amino, Zorbax® NH,,
YMC™ Polyamin II, Nucleosil® NH,, Luna® NH,. Pha tinh c6 thé bao gém cac hat
chit mang, vi du nhu, silic oxit, c6 16p phu gdm 16p phti polyme chira cic nhém
amin, t&t hon néu 13 cdc nhém amin bac hai va amin béc ba. Phén mo ta pha tinh cia
loai nay da dugc thong bdo ¢ trang 22 va 23 cua tai lieu “HPLC Columns YMC
Classics”, cia YMC Europe GmbH. Df“)ng thoi, loai thiét bi phat hién sy tdn xa 4nh
sang bay hoi (ELSD) s& can dugc st dung.

Céc thiét bi phat hién nay dugc md ta, vi du trong tai li¢u Anal.Chem (1997)
69:561A-563A va Bing doc quyén sang ché My sb US6229605. Day 14 céc cong cu
trong d6 chét rira gidi dugc chuyén vao budng lam bay hoi ma & d6 dung mdi duge
lam bay hoi dé con lai cac hat miu nhé dang suong mu tan xa chum anh sang. Mirc
do dap ung voi thiét bi phat hién nay ty 1& véi muic do khuéch tan, mirc do khuéch
tan lai phu thudc vao lugng mau c6 mit; hé théng nay 1am cho c6 thé phat hién cac
hop chit khong c6 nhém mang mau nhe GPC, trong khi ciing khong st dung céc
phwong phap giai hip bing dung mdi c6 thanh phén khong dbi.

V6i su két hop pha tinh va thiét bi phét hién nay, nhiéu dung moi rira giai
khéc nhau c6 thé duoc sir dung, cu thé 1a c4c hé thich hop g(‘”)m cac h¢ dung dich dém

trong nude, vi du nhu dung dich dém amoni axetat, co thé trong hén hop véi céc
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dung moi hitu co, vi du nhu metanol va/hodc axetonitril. Cac hé dung moi rira gidi
nay c6 thé duoc sir dung theo ché d6 c6 thanh phén khéng dbi, nghia 14 bing cach
duy tri cung dung méi rira giai trong toan bd khoang thoi gian tién hanh sic ky, hoic
ché do gradien trong d6 thanh phan ciia dung moi rira giai thay d6i trong qua trinh
sic ky theo chuong trinh dinh truée. Viée t5i wu hoa phurong phap phan tich s& dugc
thue hién theo phin bdc 16 clia cac gii phap da biét trong linh vuc nay.

Do d6, muc dich cta sang ché 1a dé xuét phwong phap xac dinh ¢ tinh khiét
ctia hop chit L-a-glyxerophosphorylcholin bao gdm budc rira giai hop chit L-a-
glyxerophosphorylcholin bang c6t HPLC c6 pha tinh 1a amin, va sau d6 phat hién
chinh hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin va tap chit bat ky ctia no, bang thiét bi
phéat hién sy tan xa anh séng bay hoi.

Mot hodc nhidu pha rira gii c6 thé bao gdm dung dich nuéc, dung méi hitu
co phan cuc, hoic hdn hgp cua chung; t6t hon néu dung dich nuéce c6 d6 pH nim
trong khoang tir 3 dén 6, dic biét tdt hon 14 d6 pH nim trong khoang tir 4 dén 5.
Dung mo6i hitu co phén cuc ¢ thé 14 ruou co tir 1 dén 4 nguyén tir cacbon, axetonitril,
hozc hdn hop cla chung; t5t hon néu rugu c6 tir 1 dén 4 nguyén tir 1a metanol.

Su két hop nay cho phép khic phuc nhuge diém cta su m& rong dinh sic ky
twong ting v6i GPC, va ddng thoi cho phép tién hanh x4c dinh ndng 46 GPC véi do
nhay cao.

DPdng thoi, da phat hién duoc ring co th phat hién su c6 mit cic hop chét
khéc, thu dugc tir qua trinh diéu ché GPC tir lexitin d4u twong, trong ché phim GPC.

Trong s6 cac hop chat nay, cac hop chit L-a-glyxerophosphoetanolamin
(glycerophosphoethanolamine: GPE), dudng va cac chit trong tu cta chung, thu
dugc tir sy ¢ mit cia ching, hodc sy c6 mdt cia mot trong s6 céc tién chét cua
chiing, trong lexitin ddu twong dugc dung lam nguyén li¢u trong qua trinh san xudt
GPC.

Nho viée thu duge két qua quan trong nay, mdi quan tdm nhét 14 xac dinh
phuong phép chon loc va c6 d9 nhay hon so véi cadc phuong phép da biét, profin tap
chét, néu c6, trong cac miu GPC thu dugc bing cac phuong phap san xuit dugc
pham thich hop nhét ding cho ngudi.

Nhim muc dich ndy, cac quy trinh ban tong hop dua trén viéc loai nhém axyl
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trong lexitin ddu twong dugc quan tdm dang ké, 1a quy trinh tdng hop toan phan duoc
danh gi4 14 khong thich hop dé san xuét GPC ding cho ngudi, theo quan diém vé
nguy co lan tap chit 1a cac nguyén liéu c6 d doc cao nhu glyxidol hodc
clopropandiol, 14 cac chit dugc st dung trong qué trinh ndy. Khi tinh dén cac chong
chi dinh lién quan dén viéc san xuit GPC bang con dudng tong hop toan phin néu
trén, miu GPC ¢6 ngudn gbe tir Trung Qudc, duoce sin xuét theo phuong phap nay,
duoc xem xét 1a phuong phap phan tich méi dé danh gia day du.

Céc mAu thu duge tir qué trinh ban tdng hop duge tao ra theo céc quy trinh
duogc thong béo trong Cong bb don qubc té s6 WO9013552 (cu thé 1a trong phan Vi
du 2) va Bing doc quyén séng ché chau Au sb EP575717 (cu thé 1a trong vi du 1)
sau ddy. Trong céc tai liéu ndy, cac quy trinh dua trén viéc tinh ché GPC bang nhua
trao ddi ion dugc thong bao, va ching khong lién quan dén su két tia GPC duéi
dang san pham cong v6i cadimi clorua (GPC+CdCl,) va phwong phép sic ky trén
silic oxit; do do, cadc phuong phap nay tranh dugc viéc st dung cac mudi cadimi doc
va quy trinh c6 ning suét thp, c6 thé sir dung trén thuc té dé san xuit GPC véi quy
md 16n.

Céc két qua phan tich cho thdy sw c6 mit clia dinh trudc khi rira giai trong tat
ca cic mAu va c6 thoi gian lwu gin bing thoi gian luu ctia GPC, c6 thoi gian luu
tvong ddi (Relative Retention Time: RRT) bang khoang 0,94. Tin hiéu cta cudng do
dang ké nay khong tuong (g véi cac chét dugc du doan hop ly trong qud trinh diéu
ché nhu glyxerol, GPE, axit glyxerophosphoric, hodc sucroza.

Do dic tinh séc ky cta cac chat méi phét hién dugc rit gibng véi didc tinh ciia
GPC, cho dn nay, céc chat nay vin khong dugc chi ¥ va thdm chi muc dich ciia
phuong phédp HPLC mdi theo sang ché khac biét rét it véi GPC, céc tac gia sang ché
van cho ring né twong tng véi chét ddng phén vi tri ctia chiing.

Céu tric hoa hoc ctia chit ddng phén beta cia GPC (B-GPC) dugc thé hién
dudi day.



OH
B-GPC
B-GPC khong c6 ban trén thi truong va dé kiém tra xem B-GPC c6 thé 1a chét
c6 thé phat hién duoc bing phuong phap méi hay khong, qué trinh tdng hop né dugc

tién hanh theo so d6 duoc thé hién dudi day.
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B-GPC thu duoc dugc phan tich bing phuong phdp NMR dé khing dinh ciu
trc, va phén tich bang phuong phap HPLC cho thdy ring do tinh khiét ctia n6 khong
chi cao ma thoi gian luu nd con twong duong véi thoi gian Iuu cia cac hop chit chua
biét dugc boc 10 bang cach phén tich cdc mau GPC khac nhau. Do d6, tin hiéu chua
biét c6 thé duoc cho 1a twong g véi cdu tric cia B-GPC, va sy danh gia nay duoc

khing dinh bang cac thir nghiém HPLC “thém chudn”, trong d6 miu GPC cho thy
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su c6 mit cua cac chit co RRT & khoang 0,94 trong HPLC, luong hiéu chinh ctia B-
GPC duogc thém vao, quan sat dugc su gia tang tin hiéu twong tng vé1 RRT & muc
khoang 0,94 ma khong c6 su phan tach cua ching.

Pé khing dinh thém thudc tinh chu trc, cac thir nghiém SIP_NMR duoc thue
hién d& cho phép xé4c dinh tin hidu & khoang 0,6 ppm trong mau ma trong d6 sy c6
mat cua cac chit c6 RRT & mirc khoang 0,94 14 cao hon.

Tin hiéu ctia B-GPC tdng hop dugc theo so dd da thé hién trén day cho thiy
murc gia tri trong duong.

Do d6, phuong phap 3IP.NMR c¢6 thé 1a phuong phap thay thé cho phuong
phap HPLC, tuy nhién, do phuong phdp nay cé do nhay thip hon va kha ning sir
dung trang thiét bi HPLC rdng hon trong céc phong thi nghiém kiém soét chat lwong,
muc dich ctia phuong phdp HPLC theo sing ché van duoc uu tién dé xac dinh cac
chit c6 RRT & muc khoang 0,94 (B-GPC).

Bing phuong phép phan tich SIP_NMR, ¢6 thé x4c dinh phd ciia san phim thu
dugc theo Bing doc quyén séng ché chau Au sb EP575717 vdéi tin hiéu bd sung &
khoang 18,4 ppm. Cac gié tri nay 1a twong duong v6i gia tri ctia hop chét phosphat
vong ¢GP, duogc thé hién dudi ddy dudi dang mubi natri.

OH

O\ /O_ Na’

P
\\
o\O

¢GP (mubi natri)
C6 thé du doan dugc su tao ra hop chét phosphat vong nay trong diéu kién
tach GPC theo phuong phép cua Bing doc quyén sang ché chau Au sb EP575717.
Dé chirng minh cho gia thuyét nay, mau xac thuc ciia cGP duge didu ché theo so dd

duoc thé hién dudi day.
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Tién hanh phén tich san phim nay bing phwong phap 3IP_NMR dé khéng
dinh sy phan dinh, cho thdy tin hiéu tuong tu & khoang 18,4 ppm va khong cé su
phan tach tin hiéu trong céc thir nghiém thém chuén thich hop.

Dua vao su phat hién dugc v6i cac phuong phép phén tich méi 1a mot phuong
4n cua sang ché, cac tac gia sng ché da khing dinh dugc bang thir nghiém viéc cac
phuong phép tinh ché bing GPC da biét c6 loai bo thich hop céc tap chét dang ké
hay khong.

V6i cac 1y do da thé hién trén ddy, loai trir phuong phap tinh ché bing cach
tao phirc v6i cadimi clorua va sdc ky trén silic oxit, cdc tdc gia sang ché da xac dinh
dugc phuong phap két tinh ra khoi etanol 13 phuong phép tot nhét vé kha ning 4p
dung cdng nghiép, trong sb cac phuong phap da dugc thong béo trong céc tai liu da
biét (vi dy, xem Cong bd don qudc té s6 W09013552).

M3u thu dugc theo phuong phap ctia Cong bd don quéc té€ s6 WO9013552
duoc két tinh ra khoi etanol, nhung phuong phap phan tich HPLC cho thy ring viéc
tinh ché nay chi c6 hiéu qua mot phén, véi lwong déng ké ctia chat ddng phan beta
vAn c6 mat trong san phim (0,48%).

Bang 1 dudi day thé hién tom tit két qua phan tich cdc mau GPC thu dugc
bang céc phwrong phap didu ché khac nhau.
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Bang 1
Miu | Quytrinh | B-GPC cGP Ghi chu
diuché | (tyle% | (ty1é%
dién tich | dién tich
theo theo >'P-
HPLC) | NMR)
Quy trinh
. WO09013552| 0,8%
Quy trinh
X EP575717 0,1% 0,2%
Vidul . ~
K&t tinh mau thu dugc tir quy trinh
(Viduso 0,48% _
1 ra khdi etanol
sanh)
GPC c¢6 ban trén thi truong duogc
GPC c6 san xut & Trung Qubc. Mot sb tap
ban trén | Téng hop 1,8% chét khac c6 mat véi tong luong 3%

thi truong

theo ty 1¢ % dién tich x4c dinh dugc

bang phwong phap HPLC

Hé mdéi dé tinh ché GPC da duoc xac dinh va viéc tim ra hé nay cling 12 mét

phuong 4n cia séng ché.

Phuong phap tinh ché méi dva trén viée st dung dimetyl sulfoxit (dimethyl

sulfoxide: DMSO). P& thyc hién sang ché, dung méi nay c6 thé dugc str dung trong

cac diéu kién khac nhau va véi ty 1& dinh luong véi GPC can duoc tinh ché khac

nhau.

Theo phuong 4n nay ctia sang ché, ngoai DMSO, c4c dung moi khéc c6 thé c6

mit nhu dung mdi phan cuc, dung mdi c6 tinh phén cuc trung binh hodc dung mdi

khong phan cuc. Cic dung moi bd sung nay cé thé thugc vé nhém cac dung mdi

khac, vi du nhu, nhung khong chi gidi han &, dung moi halogen hoéa, rugu, ete, este

va amit.

Vi du vé cic dung méi cé thé dugce st dung dé thyc hién sdng ché bao gbm,
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nhung khoéng chi gidi han &, nudc, metanol, etanol, isopropanol, n-butanol, metylen
clorua, tetrahydrofuran, etyl axetat, va DMF.

Theo sang ché, DMSO duoc str dung véi lugng niam trong khoang tir 2 dén
100 phin thé tich cho mot phin trong luong cia hop chit L-o-
glyxerophosphorylcholin, t&t hon 14 nim trong khoang tir 3 dén 70, t5t hon nita néu
ty 16 nay ndm trong khoang tir 4 dén 30, t6t hon nita néu ty 16 nay ndm trong khoang
tr 5 dén 15 phan thé tich cho mét phin trong lwong ctia hop chéit L-a-
glyxerophosphorylcholin.

Theo mdt khia canh khéac cua sang ché, dung moi bét ky hodc cac dung moi
bd sung bat ky dugc sir dung véi lugng sao cho ty 1& theo thé tich cia né so véi
DMSO nam trong khoéang tir 0,01 dén 10, t6t hon 12 ty 18 nay nam trong khoang tir
0,05 dén 5, tot hon nira 1a ndm trong khoang tir 0,1 dén 1.

Tuy thudc vao cac thong s6 ctia quy trinh, c6 thé thu dugc su két tinh thich
hop ctia GPC, hodc su tinh ché cac tinh thé GPC chira tap chét cling co thé dugc thuc
hién bing céach tao huyén phu chiing trong DMSO, bang céch sir dung t5 hop thich
hop cta thoi gian va nhiét d9, va sau d6 tich céc tinh thé ra khéi pha 1éng; trong
trudong hop nay, cdc dung moi khic cling o thé c6 mat két hop v6i DMSO.

Qua trinh tinh ché ¢6 thé dugc thuc hién & cic nhiét d6 khac nhau; nhu
thuong 1€, cé thé thun tién néu chon cic nhiét do khac nhau trong cac giai doan
khac nhau cta qua trinh tinh ché, c6 nhiét do thip hon trong pha tach cubi cia GPC.

Céc nhiét d6 thich hop dé tién hanh viéc tinh ché c6 thé nim trong khoang tir
100°C dén 0°C, t6t hon 1a nim trong khoang tir 70°C dén 5°C, t6t hon nita 1a ndm
trong khoang tir 50°C dén 15°C.

Khi chon nhiét do, s& tdt hon néu tinh dén nhiét d6 dong dic cia DMSO,
nhiét d§ nay co thé thay dbi, chu yéu phu thudc vao su c6 mit cuia cac dung moi bd
sung, va ndng dd ciia GPC va cic hop chét khac c6 mit.

Pé tach GPC, thiét bi da biét véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vie
ndy ¢6 thé duoc st dung nhu céc hé théng Iy tm hodc loc, kin hogc hé. Cac tinh thé
¢6 thé dugce rira truc tiép béng cach str dung chinh dung moi hodc chinh hdn hop cta
cac dung mdi, duge dung dé tinh ché; theo cach khac, dé rtra san phém, cac dung
moi hodc hén hop dung mdi khdng phai cac dung mdi dugce sir dung trong budce két

tinh hodc budc tao huyén phu c6 thé duoc st dung.
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Ty 18 cia DMSO cin duge st dung so véi lugng GPC dugce sir dung trong
qué trinh tinh ché theo muc dich cta sang ché c6 thé thay dbi dang ké, va co thé
duoc lua chon thuan tién theo phén bdc 10 cua céc gidi phép da biét. Trén thuc té, dé
khong 1am giam thém hiéu sudt can thiét cta quy trinh, c6 loi néu khong st dung qué
nhidu DMSO va mit khéc, lugng nay cin khong bi giam qua muc dé tranh giy kho
khin trong viéc tach san phidm da két tinh. Ty 1& cia DMSO véi GPC nim trong
khoang tir 2 dén 100 phan thé tich (lit)/phén trong lugng (kg) dugc cho 1 thuén tién
cho phuong an nay, t8t hon nita néu ty 18 nay ndm trong khoang tir 3 dén 70, tot hon
nita 1a ndm trong khoang tir 4 dén 30, t6t hon nita 13 nim trong khoang tir 5 dén 15
phén thé tich theo phén trong lugng ctia GPC.

Céch dic biét c6 loi d8 tién hanh sang ché 1a két tinh GPC ra khéi cac dung
dich ctia n6 trong nuédc hozc hdn hgp dung mai. Bing cach cho thém DMSO vao céc
dung dich nay, da phét hién duoc rang cac dung dich én dinh trong khoang thoi gian
dt dé tién hanh cac bude chung cit ma GPC khéng bi két tia ddng thoi. Viée tan
dung diém s6i cia DMSO cao hon so véi cac dung mdi khac thuong duge sit dung,
do d6 c6 thé cai bién, ma khong bi anh hudng do su két tia dong thoi sin pham gay
ra, ché phdm chira hdn hop cic dung moi dugc st dung dé tién hanh két tinh.

Khi ché phim chtra hdn hop cac dung mdi dugce tao ra, 6 thé 1am két tinh
GPC bang cach cho thém phan phan wéc cia GPC két tinh, 12 chét s& co tac dung
lam chét khoi mao. Lua chon nay dudng nhu 12 khong can thiét; khi cén st dung no,
mau chira cc tinh thé GPC ¢6 thé duoc st dung 1am chét khoi mao s& khong can c6
d6 tinh khiét diic biét cao, do khong quan sat dugc mbi lién quan chit ché gifra loai
chét khoi mao duge st dung va loai tinh thé GPC duoc tach khi két thuc qua trinh
tinh ché.

Pa bit ngd quan sat duoc cic qua trinh tinh ché bing cach st dung DMSO
cho phép thu dugc GPC véi d¢ tinh khiét cao, ngay c khi cac ché phim chtra lwong
dang ké cua cac hop chét phan tr khéc, ké ca cac loai dd dugc md ta trude day.

Cu thé, kha ning ctia hé tinh ché cta sang ché loai bd chéit ddng phén beta cia
GPC dudng nhu 1a dédng ké va khong dodn trude duge, do n6 ¢6 cac dac tinh ly-hoa
hoc rit giéng véi dic tinh nay ciia cc san phim ma qu trinh tach ching mong
mudn c6 do tinh khiét & murc cao.

Khic véi qué trinh két tinh ra khéi etanol, cling @i phat hién duoc rang
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phuong phap tinh ché theo sang ché cho phép tinh ché GPC ra khoi mot sb hop chit

thuong phat hién duoc trong ché pham GPC thu dugc tir lexitin.

hitu hiéu céc tap chét cia GPC nhu sucroza va GPE.

Cu thé, da phét hién dugc trong cac phuong 4n cia sang ché 1a c6 thé loai bo

Bang 2 du6i day thé hién tom tit cac két qua chinh dat dwgc trong céc thir

nghiém nay so véi cac két qua thu dugc lién quan dén céc thir nghiém so sanh dugc

thwre hién bang cach st dung etanol lam dung moi két tinh.

Béang 2
Vidu | Dung mdi| Céc tap chét c6 mit trong | Ham lugng tap Ghi chu
két tinh |GPC duoc sir dung 1am mAu| chét con du trong
thir nghiém GPC két tinh
p . (ty 1€ % dién tich
Tap chat Ham lugng
theo HPLC)
(ty 1€ % dién tich
theo HPLC)
y Két tinh GPC thu
SO .
Etanol | B-GPC 0,8% 0,48% dugce bang quy
séanh)
trinh 1
Két tinh GPC thu
2 DMSO | B-GPC 0,8% 0,16% duogc bing quy
trinh 1
B-GPC 0,1% <0,01% Két tinh GPC thu
3 | DMSO duoc bang quy
cGP 0,2%* <0,01%* trinh 2
Két tinh GPC thu
4 | DMSO | GPE 0,2% <0,01% duge bing quy
trinh 3
5(so | Etanol | GPE 0,2% 0,02% Két tinh GPC thu
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sanh) duogc bing quy
trinh 3.

Hiéu sut thap.

Két tinh GPC
6 DMSO | Sucroza 2% <0,01% thu dugc bing

quy trinh 4.

Két tinh GPC thu

7 (so dugc bang quy
Etanol | Sucroza 2% 0,14% )
sénh) trinh 4. Hi€u suat

thip

*Phuong phap >'P-NMR

Cac két qua duogc thé hién trong Bang 2 cho thdy rd tinh hitu dung ciia céc
phuong 4n cuia sang ché trong viéc tinh ché GPC. V& mat nay, cn luu ¥ ring viéc
thue hién sang ché ching minh, nhu duge thé hién trong Vi du 6, kha nang két tinh
GPC cung véi sy ¢6 mit cia duong, trong truong hop nay la sucroza, va ¢ thé dat
duoc hiéu suét tinh ché cao ngay ca trong cac truong hop ndy. Trai lai, viéc két tinh
GPC ra khdi etanol thuong khong cho phép loai bod thda dang sucroza.

Ngoai ra, GPC, va ngay ca trong truong hop sir dung duong nhu sucroza co6
hoat tinh 16n hon, cé tac dung lam chét trc ché su két tinh khi etanol dugc dung lam.
dung méi két tinh; do d6, trong céc trudng hop nay, hiéu sudt két tinh thip toi murc
lam cho quy trinh nay khong thuc té khi ap dung dé san xuét GPC trong cong nghiép.

Phuong 4n khéc cia sang ché 1a GPC c6 do tinh khiét 16n hon hodc bing
99,9%.

DAu hiéu cu thé duge thé hién bing ty 18 14n tap chét 13 chit dong phan B-
GPC ciia n6 & mitc nhé hon 0,1%, va ty 18 13n tap chét ctia GPC la cac hop chét cGP
vong & mirc nhé hon 0,1%.

Theo cac muc dich cua sang ché, d6 tinh khiét da néu trén day dugc tinh theo

ty 16 % dién tich v&i phuong phap HPLC vi/hogc *'P-NMR va tét hon 1a véi cac
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phuong phap HPLC va/hoidc 3IP.NMR duge mé ta va vi du twong tmg trong céc vi
du8vao.
Céc vi du sau ddy dugc dwa ra nhim minh hoa mot sb phuong an cla sang

ché ma khong lam giéi han pham vi clia sdng ché theo cach bat ky.

Vi du thwc hién sang ché

Quy trinh 1

Pidu ché GPC theo Vi du 2 ciia Cong b don québc té s6 W09013552

Cho 500ml metanol vao 125g lexitin ddu tuong va tiép tuc khudy cho dén khi
hoa tan hoan toan. Cho thém 20ml natri metylat 30% trong metanol.

Tiép tuc khudy & nhiét do trong phong trong 3 gid. Sau khi loc, rira phén cin
bing metanol (3 x 10ml). Trung hoa phin nuéc loc (46 pH = khoang 6) bang axit
axetic bing, sau d6 c6 dung dich nay dén th8 tich cubi bing khoang 125ml, pha dau
phia trén duge tach ra. Pha phia dudi da lam giau dugc rira giai trén cdt chira 140ml
nhya Amberlyst 15 (& dang axit) dwoc cho vao metanol.

Viéc rira giai dugce tiép tuc v4i 375ml metanol, sau d6 1a 300ml nuéec.

Dung dich nudc rira giai dugc rira giai 1an luot trén ba cot sic ky duogce chuin
bi: cOt thir nhét chira 30ml nhua IR 93 & dang OH- trong nudc, cdt thir hai chira
30ml nhua IR 401 & dang OH- trong nudc, cdt thtr ba chira 12ml nhya IRC 50 &
dang axit trong nudec.

Nuéce rira giai cudi duge co dén khi tao thanh chét long nhét véi ham lugng
nuée bang 15%.

Phuong phap phéan tich HPLC bang thiét bi ELSD cho thiy ham luong ctia p-
GPC bing 0,8% (ty 1€ % dién tich).

Quy trinh 2
Pidu ché GPC theo Vi du 1 ctia Bing doc quyén séng ché chau Au EP575717
Hoa tan 200g phan doan giau phosphatidylcholin dugc mua trén thi trudng
bing cach chiét lexitin diu twong dugc hoa tan trong 600ml metanol. Dung dich thu
duge dugce rira gidi trén cot séc ky chira nhya Duolite A 147 & dang bazo, trong
metanol. Sau khi nap dung dich d& 1am giau, viéc giai hép GPC duge két thuc bing

metanol. Nudc giai hip duge 1am trung hoa bang axit axetic va ¢ dén thé tich con
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lai bang 300ml dé thu dugc su tao 16p 1 rang clia hai pha. Pha phia duéi dd 1am giau
duoc tach ra, pha loang bang metanol, va chiét hai 14n bang 200ml n-heptan.

Cho thém 800ml n-butanol vao pha phia duéi da lam giau, va dung dich nay
duoc co dén thé tich cubi biang khoang 300ml, 1am lanh dén nhiét do ~5°C, va loc.
Céc tinh thé GPC dugc hoa tan trong 30ml nudc da loai khoang, va dung dich nay
dwoc ¢ dén khi tao thanh chét 16ng nhét c6 ham lugng nude cubi bang 15%.

Phan tich HPLC bing thiét bi ELSD cho thdy ham lugng B-GPC béng 0,1%
(ty 1& % dién tich).

Phan tich bang phd *'P-NMR cho thdy ham lugng c¢GP bing 0,2% (ty 1& %
dién tich).

Quy trinh 3

Diéu ché GPC c6 14n tap chit GPE

Cho thém GPE & dang tinh thé vao dung dich chira GPC trong nuéc, dung
dich nay duogc co dén khi thanh chit 1dng nhét ¢6 ham lugng nude con lai bang 15%.

Phan tich HPLC bing thiét bi ELSD cho thdy ham luong GPE béng 0,2%
(theo ty 1€ % dién tich).

Quy trinh 4

Diu ché GPC c6 14n tap chit sucroza

Cho thém sucroza & dang tinh thé vao dung dich chira GPC trong nuéc, dung
dich nay duoc co dén khi thanh chét 16ng nhét ¢6 ham hugng nude con lai bang 15%.

Phan tich HPLC bang thiét bi ELSD cho thidy ham lugng sucroza bing 2%
(theo ty 1€ % dién tich).

Vidu 1 (so sanh)

Tinh ché GPC thu duogc bing quy trinh 1 bing cach két tinh ra khoi etanol

Hoa tan 2,5g GPC & dang chit 16ng nhét (thu dugc bang quy trinh 1) trong
5ml etanol trong khi khudy & nhiét dd ~50°C. Lam lanh dung dich nay xudng nhiét
@5 ~10°C va khoi mao bang vai tinh thé GPC, trong vai phit, quan sét thdy su tao ra
chét két tia. Dung dich nay dwoc lam lanh xubng nhiét do ~5°C va duy tri hdn hop
nay ¢ nhi¢t do nim trong khoang tir 0°C dén 5°C trong khi khudy trong 1,5 gid, cic
tinh thé duoc loc qua phéu Biichner, rta bang etanol. Sau khi lam khd trong chan
khong, thu dugce 1,4g GPC.
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Phan tich HPLC béng thiét bi ELSD cho thdy ham lwong B-GPC bing 0,48%
(theo ty 1€ % dién tich).

Vidu?2

Tinh ché GPC thu dwoc bing quy trinh 1 bang cach két tinh ra khéi DMSO

Cho 14ml DMSO vao 2,5g GPC & dang chét 16ng nhét (thu dugc bing quy
trinh 1), 1am 4m hdn hop nay dén nhiét d6 ~50°C kém theo khudy, tiép d6 1am nguoi
hén hop xubng nhiét d6 ~25°C va khoi mao bing vai tinh thé GPC. Duy tri hdn hop
nay & nhiét 46 nam trong khoang tir 20°C dén 25°C trong khi khudy trong 16 gid;
trong thoi gian nay, quan sat thiy su tao thanh chét két tua, cac tinh thé dugc loc qua
ph&u Biichner, rira bing etanol. Sau khi 1am kho tfong chén khong, thu duoc 1,9g
GPC.

Phan tich HPLC béng thiét bi ELSD cho thiy ham lugng B-GPC bing 0,16%
(ty 1€ % dién tich).
Vidu3

Tinh ché GPC thu dugc bing quy trinh 2 bang cach két tinh ra khoi DMSO

Cho 60ml DMSO vao 11,2g GPC & dang chét 16ng nhét (thu duge bing quy
trinh 2), lam 4m hdn hop nay dén nhiét d6 ~50°C trong khi khudy, tiép d6 1am nguodi
hén hop xudng nhiét do ~25°C va khoi mao bang vai tinh thé GPC. Duy tri hdn hop
ndy & nhiét ¢4 nim trong khoang tir 20°C dén 25°C trong khi khudy trong 16 gid;
trong thoi gian nay, quan sat dugce sy tao thanh chit két tua, cac tinh thé dugc loc
qua phéu Biichner, rta bing etanol. Sau khi lam kho trong chan khong, thu dugc
8,2g GPC.

Phan tich HPLC béng thiét bi ELSD cho thiy khong c6 mit B-GPC

Phén tich bing phd *'P-NMR cho thdy khéng c6 mit cGP

Vidu 4

Tinh ché GPC (c6 1an tap chit GPE) bang cach két tinh ra khéi DMSO.

Cho 20ml DMSO vao 10,7g GPC & dang chét 1éng nhét (thu dugc bang quy
trinh 3), 1am 4m hén hop nay dén nhiét 46 ~70°C trong khi khudy, cho thém 80ml
DMSO vao, 1am nguéi hdn hop nay xubng ~25°C va khoi mao bang vai tinh thé
GPC. Duy tri hdn hop nay & nhiét d nim trong khoang tir 20°C dén 25°C kém theo

khudy trong 16 gid; trong thoi gian nay, quan sat thdy su tao ra chit két tia, cAc tinh
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thé dwoc loc qua phéu Biichner, rita bing etanol. Sau khi 1am khé trong chan khéng,
thu duogc 8,7g GPC.
Phén tich HPLC béng thiét bi bing ELSD cho thiy khong c6 mit GPE

Vidu 5 (vi du so sanh)

Tinh ché GPC (c6 14n tap chit GPE) bing cach két tinh ra khéi etanol

Hoa tan 11,2g GPC & dang chét 16ng nhét (thu dwgc bing quy trinh 3) trong
20ml etanol trong khi khudy & nhiét 46 ~45°C. Lam ngudi dung dich xudng nhiét do
~5°C va khoi mao bang vai tinh thé GPC. Duy tri hdn hop nay & nhiét do nam trong
khoang tir 0°C dén 5°C trong 3 gid; trong thoi gian nay, quan sét dugc sy tao thanh
chit két tha, cac tinh thé duoc loc qua phéu Biichner, rira bing etanol. Sau khi lam
kho trong chan khong, thu dugc 3,4g GPC.

Phan tich HPLC béng thiét bi ELSD cho thdy ham Iwgng GPE bang 0,02%
(theo ¥ 18 % dién tich). |

Vidu6

Tinh ché GPC (c6 14n tap chét sucroza) bing cach két tinh ra khéi DMSO

Cho 20ml vao 11g GPC & dang chét 16ng nhét (thu duge bing quy trinh 4),
lam 4m hdn hop nay dén nhiét d6 ~70°C trong khi khudy, cho thém 80ml DMSO vao,
1am ngudi hdn hop nay xubng nhiét do ~25°C; trong thdi gian nay, quan sat duge su
tao ra chit két tia. Duy tri hdn hop niy & nhiét do nam trong khoang tir 20°C dén
25°C kém theo khudy trong 16 gid, cac tinh thé duogc loc qua phéu Biichner, rira
bang etanol. Sau khi lam kho trong chan khong, thu dugc 7,8g GPC.

Phan tich HPLC bang thiét bi ELSD cho thiy khong c¢6 mit sucroza

Vidu 7 (vi du so sanh)

Tinh ché GPC (c6 14n tap chét sucroza) bing cach két tinh ra khéi etanol

Hoa tan 11,0g GPC & dang chét 1éng nhét (thu duge bing quy trinh 4) trong
20ml etanol trong khi khudy & nhiét d6 ~45°C. Lam lanh dung dich nay xudng nhiét
d6 ~5°C va khoi mao bing vai tinh th& GPC. Lam lanh dung dich xubng nhiét do
~5°C va duy tri & nhiét dd nim trong khoang tir 0°C dén 5°C trong khi khudy trong
2,5 gio; trong thoi gian ndy, quan st thdy su tao thanh chét két tia. Céc tinh thé
dugc loc qua phéu Biichner, rira béng etanol. Sau khi 1am kho trong chéan khong, thu
dugce 1,1g GPC.
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Phén tich HPLC bing thiét bj ELSD cho thiy ham lugng sucroza bang 0,14%
(theo ty 1€ % dién tich).
Vidu 8§

Phan tich GPC bang phwong phap HPLC sir dung thiét bi ELSD.

Céc thong sb tién hanh:

Cot HPLC: YMC™ Polyamin II 250 x 4,6mm (5pum)
Nhiét d6 10: 35°C
Téc do dong: 0,7 ml/phit

Céc pha rira giai:  Pha A: 85% (axetonitril 75%, metanol 25%)
15% (dung dich dém amoni axetat 5S0mM c6 4o pH =4,5)

Pha B: 65% (axetonitril 75%, metanol 25%)
35% (dung dich dém amoni axetat S0mM c6 do pH =4,5)

Chuong trinh gradien
Séphut | Pha A % | PhaB %
0 98 2
5 98 2
27 2 98
32 2 98
33 98 2
45 98 2

Thiét bj phat hien ELSD
Céc thong sb cua thiét bi phat hién: dong nito =1,4 ml/phut; nhiét d6 =90°C; hé s6
khuéch dai =1

Chuén bi mAiu: pha lodng cdc miu GPC dén ndng dd khoang 20mg/ml trong
metanol.

Thé tich bom: 20-40ul

Ghi chu: quan sat dugce su thay d6i gi4 tri ban dau & nhiét d6 trong phong

trong thoi gian ~5 phit duge thé hién trong miu tréng (khong phai do cic chét co
mit trong mau).

Trong bang sau day, cac gia tri tham chiéu @& giai hip cac chit quan tdm duoc
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thé hién.

Thoi gian lvu Thoi gian lwu twong do6i
Chit héahoc | (Retention Time: RT) | (Relative Retention Time:
RRT) d6i véi GPC
GPC ~16,2 phut 1
B-GPC ~15,3 phut ~0,94
GPE ~31,5 phut ~1,94
sucroza ~22,0 phut ~1,36

Gi6i han phat hién (limit of detection: LOD) cua cac tap chét dugc phan tich
bang cach sir dung phuong phép ndy 1a nhé hon 0,01% so véi GPC

Vidu9
Phan tich GPC bing *'P-NMR
Thiét bi: NMR Varian VXR-200 ho#c céc thiét bi it nhét 1a tuong duong
Chuén bi mau: hoa tan 0,8g GPC can dugc phén tich trong 0,8ml D,0 va
nap dung dich nay vao 6ng NMR
Nhiét do: nhiét do moi trudng
S lugng két qua thu dugc: khong nhd hon 400
Trong bang sau day, cac gid tri tham chiéu v& sy dich chuyén hoa hoc ciia céc chit

quan tdm duogc thé hién.

] Su dich chuyén hoa hoc °*"P-NMR
Chat héa hoc
(ppm)
GPC -0,1
B-GPC -0,6
GPE 0,4
cGP 18,4

Gié6i han phat hién (limit of detection: LOD) cua cac tap chét duoc phén tich
bang cach sir dung phuong phép nay 1a nhé hon 0,01% so véi GPC
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. Quy trinh tinh ché hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin, khac biét & chd, hop
chét L-a-glyxerophosphorylcholin dugc két tinh ra khoi DMSO hozc hdn hop ctia
DMSO véi it nhit mot dung moi khéc, va khac biét & chd, DMSO duoc st dung
v6i lugng nim trong khoang tir 2 dén 100 phan thé tich cho mét phan trong luong

ctia hop chét L-o-glyxerophosphorylcholin.

. Quy trinh theo diém 1, khac biét & chd, it nhit mét dung moi khéac néu trén dugc

chon tir nuée, rugu, dung moi halogen hoa, ete, este va/hodc amit.

. Quy trinh theo diém 2, khac biét & chd, rwou néu trén 1a metanol, etanol,
isopropanol va/hoic n-butanol; dung mdi halogen hoa néu trén 13 metylen clorua;

ete néu trén 1a tetrahydrofuran; este néu trén 1a etyl axetat; amit néu trén la DMF.

. Quy trinh theo diém 1, khic biét & chd, DMSO dugc st dung véi lugng nim trong
khoang tir 5 dén 15 phan thé tich cho mét phén trong lwong ctia hop chét L-a-
glyxerophosphorylcholin.

. Quy trinh theo diém 4, khac biét & chd, it nhit mot dung mdi khéac néu trén dugc
sir dung vé6i luong sao cho ty 18 thé tich ctia né véi thé tich cia DMSO nam trong
khoang tir 0,01 dén 10, t6t hon 14 ty 18 nay nam trong khoang tir 0,1 dén 1.

. Qay trinh theo didm 1, khac biét & chd, qua trinh két tinh néu trén duoc tién hanh
& nhiét d6 ndm trong khoang tir 0°C dén 100°C, tét hon 13 ndm trong khoang tir
15°C dén 50°C.

. Hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin c6 d§ tinh khiét 16n hon hoic bang 99,9%.

. Hop chit L-a-glyxerophosphorylcholin ¢6 ham lugng chit ddng phan B cia né

va/hodc ham luong ctia cGP thép hon 0,1%.
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9. Phuong phép xé4c dinh do tinh khiét ctia hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin
bao gdm budc rira giai hop chét L-a-glyxerophosphorylcholin bang c6t HPLC ¢6
pha ftinh 1a amin, vad sau d6 phat hién chinh hgp chit L-o-
glyxerophosphorylcholin, va tap chét co thé co bt ky ctia no, bang thiét bi phat

hién su tan xa anh sang bay hoi.

10. Phuong phap theo diém 9, khéc biét & chd, pha tinh néu trén c6 cdc nhom amin

bac hai va béc ba.
11. Phuong phap theo diém 9, khéc biét & chd, pha tinh néu trén gbm cac hat chit
mang, t6t hon néu 12 silic oxit, ¢6 16p phti polyme chtra cdc nhém amin, t5t hon

néu 14 amin béc hai va amin béc ba.

12. Phuong phép theo diém 9, khac biét & chd, cac pha rira giai gbm dung dich nuéc,

dung méi hitu co phan cuc, hogc hdn hop cua ching.

13. Phuong phép theo diém 12, khéc biét & chd, dung dich nudc néu trén c6 do pH

nim trong khoang tir 3 dén 6, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 4 dén 5.

14. Phuong phéap theo diém 12, khac biét & chd, dung moi hitu co phan cuc néu trén

1a rugu c6 tir 1 dén 4 nguyén tir cacbon, axetonitril, hodc hdn hop cua ching.

15. Phuong phap theo diém 14, khac biét & chd, rugu c6 tir 1 dén 4 nguyén tir cacbon

néu trén 1a metanol.
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