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TOM TAT

Trong nghién ciu nay, enalapril diketopiperazin (tap chat lién quan D cia enalapril maleat
theo USP 2025) d4 duoc téng hop thanh cong tir enalapril maleat trong méi truong acid acetic
bédng va dung méi dicloromethan véi hiéu suét 78%. Bang phuong phdp HPLC-PDA, dé tinh
khiét séc ky cua sén phdm téng hop duoc xéc dinh trén 99% tinh theo nguyén trang, dép ng
day du tieu chudn dé thiét 1ap chéat déi chiéu trong kiém tra tap chét cda enalapril maleat.

Terkhéa: Tap D cda enalapril maleat; enalapril diketopiperazin.

PREPARATION OF ETHYL (2S)-2-[(3S,8aS)-3-METHYL
-1,4 DIOXOOCTAHYDROPYRROLO [1,2- a]PYRAZIN-2-YL]-4-PHENYLBUTANOATE
(ENALAPRIL MALEATE RELATED COMPOUND D AS PER USP 2025)

SUMMARY

In this study, enalapril diketopiperazine (enalapril maleate related compound D as per USP
2025) was successfully synthesized from enalaprii maleate, glacial acid acetic,
dichloromethane with the yield of 78%. By using HPLC-PDA, its chromatographic purity was
determined to be over 99% on the basis, conforming fully to establish reference substance for

enalapril maleate impurities testing.
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1. DAT VAN BE

Enalapril maleat la mot thuéc thudc
nhom thuéc (rc ché men chuyén angiotensin
(ACE-I), dwoc st dung trong diéu tri bénh ly
tim mach M. Enalapril maleat da dwgc bao
céo la tap chét phan hiy cé kha ning xuét
hién cao trong thanh pham thuéc 25 véi doc
tinh dwoc canh bao 1a c6 nguy co gay hai dén

kha nang sinh san ho&c thai nhi - 7. Chiéu
theo quy dinh cia Duwoc dién Viét Nam V
(DDVN) va cac duoc dién tham chiéu hién
hanh, tap chét lién quan D |a tap bat budc
phai kiém soat trong nguyén liéu va thanh
pham chra enalapril maleat 8- 11, Hién tai, hé
théng kiém nghiém thubc québc gia chwa cung
cAp tap chuan nay. Trén thé gi¢i va tai Viét

34 TAP CHIi Y DUQC HQC SO 66 - THANG 11/2025


mailto:ductuan@ump.edu.vn

Nam da cong bé vé tng hop tap D bang phan
(ng nhiét phan véi hiéu suat trung binh 12-14,
Vi vay, dé tai dwoc dat ra véi muc tiéu cai
thién hiéu suét tdng hop tap D cta enalapril
maleat v&i do tinh khiét sac ky téi thiéu 98,0%
va xay dwng quy trinh xac dinh d6 tinh khiét
tap D cla enalaprii maleat bang ky thuat
HPLC-PDA, gép phan lam co sé cho cong tac
thiét 1ap chéat doi chiéu.

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP

2.1. Nguyén liéu

Nguyén liéu enalapril maleat do Coéng ty
Zhejiang Huahai Pharmaceutical Co.,Ltd.
(Trung Quédc) san xuét.

2.2. Hoa chat va dung moi

Aceton, acid acetic bang, acid citric,
acid formic, acid hydrocloric, acid maleic, acid
orthorphosphoric, acid sulfuric, cloroform,
dinatri hydrophosphat, dicloromethan, ethyl
acetat, natri hydroxyd, natri sulfat khan,
n-hexan, methanol, tetrahydrofuran va
triethylamin dat tiéu chuan phan tich. Nuwéc
tinh khiét, methanol va acetonitril dat tiéu
chuén séc ky I6ng.

2.3. Dung cu va thiét bi

Budng soi UV Spectroline CM-10A, cot s&c
ky InertSustain® C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm),
may cd quay chan khéng RV06 - ML, may
NMR Bruker Advance Il, may do nhiét do
néng chay Stuart SMP-10, may khudy t gia
nhiét C-Mag HS-7, may quang phd hoéng
ngoai Shimadzu IRAffinity - 1S, may quang
phd UV-Vis PerkinElmer Lamda 365, may
siéu am Elma S300H, may phan tich nhiét
quét vi sai TA Instruments Q20, may 2 phan
tich khdi phd dd phan giai cao Agilent 6200
Series TOF va 6500 Series Q-TOF B.06.01,

tac nhan acid

enalapril

ti sy Memmert WM500CO va céc thiét bj
phan tich khac.

2.4. Phwong phap nghién ctru
Chuan bj dung dich déi chiéu

_Céan 20 mg enalapril maleat, dun dén khi
mau c6 mau vang, sau d6 dé nguoi, thém
50 mL acetonitril. Lac, siéu am dé hoa tan.
Vét tap D trong dung dich nay dwoc xac dinh
la vét tap duy nhat con lai, phan biét véi vét
nguyén liéu enalapril maleat (8114,

Téng hop vatinh ché tap D

Dya theo két quéa nghién ctu dod 6n dinh
cta enalapril maleat dwdi cac didu kién khac
nghiét 25, va co ché phan (rng déng vong noi
phan t&r théng qua lién két amid, nghién ctu
téng hop tap D bang cach phan huy enalapril
maleat trong moéi trwong pH thap (hinh 1).
Theo ddi tién trinh phan (ng béng ky thuat
sac ky I&p mdng, st dung dung dich dbi chiéu
dé xac dinh sy hinh thanh tap D. San pham
sau phan &ng dwoc tinh ché bang phuong
phap két tinh lai.

Theetinh khiét san phdm tinh ché

San pham tinh ché dwoc tht tinh khiét
bang phwong phap séc ky |&p mdng, st dung
ban méng silica gel F254 v&i ba hé dung
moi cé d6 phan cwc khac nhau, hé dung
mai 1: n-hexan - aceton - dung dich amoniac
23% (7:3:0,6), hé dung mbi 2: tetrahydrofuran
- ethyl acetat - dung dich amoniac 23%
(4:7:0,3), hé dung méi 3: DCM - methanol -
dung dich amoniac 23% (9:1:0,2); nhiét do
néng chay xac dinh bang thiét bj do diém chay
va ky thuat phan tich nhiét quét vi sai (DSC);
va phuong phap HPLC-PDA vé&i hai hé pha
doéng khac nhau, dwoc trinh bay & bang 1.

enalapril diketopiperazin

Hinh 1. Sor @6 phén dng téng hop tap D cda enalapril maleat
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Bang 1. Hé pha déng thdr tinh khiét bang phwong phdp HPLC-PDA

Pha déng 1 Pha déng 2
Thoi gian Dung dich . Dung dich
(phat) Metl(')lanol acid phosphoric 0,05% Acet;)mtnl acid phosphoric 0,05%
(%) (%) (%) (%)
0 5 95 5 95
60 95 5 95 5

X&c dinh c4u tric

San phdm tinh ché sé dwoc do phd UV dé
xac dinh cac cwc dai hap thu, do phd IR dé
xac dinh sw cé mat cac dinh dac trwng cla
cac nhém chirc, do phdé MS dé xac dinh khoi
lwgng phan t& va cac manh phan tl twong
(ng véi cau tric dy kién ctia san phdm va do
phd NMR dé xac dinh cu trac.

Xdc dinh hiéu sudt cda quy trinh téng
hop vatinh ché

Thuc hién I8p lai 3 1an quy trinh tdng hop
va tinh ché, xac dinh hiéu suét trung binh cta
toan quy trinh.

Xdc dinh dé tinh khiét cda tap D bang
HPLC-PDA

D6 tinh khiét cta tap D duoc xac dinh bang
phuwong phap HPLC-PDA quy vé 100% dién
tich pic véi diéu kién séc ky nhw sau: cot C18
(250 x 4,6 mm; 5 um), pha dong 2, téc do
dong 1,0 mL/phat, dau do PDA véi budc song
phat hién 212 nm, thé tich tiém mau 10 pL,
nhiét dd cét: phong thi nghiém, mau thr c6
néng d6 khoang 500 ug/mL pha trong dung
dich acetonitril - nwéc (50:50, tt/tt).

3. KET QUA VA BAN LUAN

3.1. Téng hop tap D

Két qua phan tich sac ky Iép méng clia san
phdm sau phan (rng véi cac tac nhan khao
sat nhw dung dich acid hydrocloric 1 N, acid
orthorphosphoric dam dac, acid acetic bang
va acid formic dam dac cho thay trén sac ky
dé co vet san pham véi hinh dang, mau sac
va hé sé lwu gitr twong dwong voéi vét ddi
chiéu trén séc ky d6 cta dung dich déi chiéu.
Tuy nhién, trong qua trinh khao sat gap mét
s6 khé khan nhu: thdi gian phan (ng dai;
nguyén liéu enalapril maleat khong phan huy
hoan toan; tap D c6 thé tiép tuc bi phan hay
tao san pham phu. Vi vay, nghién ctu chuyén
dang enalapril maleat thanh enalapril base
trwdc khi phan (rng véi tac nhan acid nham
muc dich khac phuc cac khé khan néu trén.

T két qua thuc nghiém, quy trinh téng
hop tap D dwoc dé xuat nhw sau:

- Giai doan 1 - Chuyén dang enalapril base
tlr enalapril maleat: Hoa tan hoan toan 0,8 g
enalapril maleat vao 20 mL dung dich dém
citro - phosphat pH 4,2 + 0,05. Tién hanh chiét
3 14n & nhiét do phong thi nghiém, méi 1an voi
40 mL dung méi dicloromethan. Toan bd dich
chiét hiru co dwoc lam khan bang Na,SO,
khan. C6 quay loai dung méi dén khi thu duwoc
khoang 10 mL dung dich.

- Giai doan 2 - Téng hop tap D ti
enalapril base: Thém nhanh 20 mL acid
acetic bang vao 10 mL dung dich trén. Bun
héi lwu cach thdy & nhiét d6 khoang 50 - 55°C
trong 3 gi®, co két hop khudy tlr. H6n hop
sau phan ng dwoc chiét phan bd 3 1an voi
dung dich triethylamin 0,5% lanh, moi 1an
100 mL. Lép dung mdi hiru co sau chiét
dwoc rira nhidu lan véi khodng 150 mL
nwéc lanh va lam khan bang Na,SO, khan.
Cb quay loai hoan toan dung méi, thu dwoc
san pham tho 1a chét ran vé dinh hinh, c6
mau trang hoi nga.

3.2. Tinh ché san pham téng hop

Hoa tan sidn pham thé thu dwoc trong
mot thé tich téi thiéu dung méi & nhiét do
phong. Loc qua gidy loc thu dich trong, lam
lanh d@én -20°C trong 3 gid. Két tinh trong hé
dung méi n-hexan - aceton (8 2), thu dwoc co
dang tinh thé hinh kim, mau tréng, reea Voi
khodng 50 mL nwéc lanh (0 - 5°C), sdy chan
khong & 55°C dén khéi lwgng khong déi. Hiéu
suét két tinh cao (khoang 84%).

3.3. Thir tinh khiét san pham tinh ché

Két qua tht tinh khiét s&n pham tinh ché
bang sé&c ky I&p méng véi ba hé dung méi c6
d6 phan cwc khac nhau déu cho 01 vét chinh
duy nhat, gon trén sac ky dd. Nhiét d6 néng
chay clia san pham tinh ché khoang 94 - 96°C
va phu hop véi tai liéu tham khao [6:151,

ng dung phwong phap HPLC-PDA Vi
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hai hé pha dong phwong phap quy vé 100%  cho 01 pic chinh duy nhat va pic nay tinh khiét
dién tich pic, Két qua séc ky do tai bwéc song  theo phd UV-Vis. Két qua thir tinh khiét san
212 nm va séc ky 3 chiéu (s&c ky d6 tai tAt cd& pham tinh ché véi hai hé pha déng dwoc trinh
bwéc séng trong viing UV tir 200 dén 400 nm)  bay & hinh 2.
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Hinh 2. Két qua thar tinh khiét sdn phdm tinh ché
A: Pha déng 1 (A-1: séc ky db 2 chiéu méu thi, A-2: sdc ky d6 2 chidu méu tréng;
A-3: sdc ky dé 3 chiéu; A-4: Tinh khiét pic theo phé UV-Vis)
B: Pha déng 2 (B-1: sdc ky dé 2 chiéu mau th;, B-2: sdc ky dé 2 chiéu mau tréng;
B-3: sdc ky db 3 chiéu; B-4: Tinh khiét pic theo phé UV-Vis)
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3.4. Xac dinh cau tric san pham tinh
ché

Phé UV cla san pham tinh ché c6 mot
cwc dai hap thu & khoang 211,85 nm, thudc
viing UV C xa va thudc dai héap thu E2, phu
hop véi clu tric c6 nhan benzen; va mot
cwc dai hap thu & khodng 261,20 nm thudc
dai hap thu B, phu hop véi sw dich chuyén
1 — m* trong cAu trdc nhan thom. Phd IR cla
san phdm tinh ché cé mot sé dinh déc trung tai
2980,02 cm (-CH); 1737,86 cm® (-C=O);
1658,74 cm (-C=0); 1602,85 cm-(-C=C-
); 1249,87 cm' (-C-N-), 1215,15 cm™ (-C=0).
Phé MS-ESI(+) cGia san pham tinh ché c6 tin

hiéu [M+H]+ v&i m/z = 359,19821 phu hop
véi khéi lwong ly thuyét tinh theo IUPAC
clia tap D (CoH26N.04 = 358,189270 g/mol).
Phé 'H-NMR va 3C-NMR cla san pham tinh
ché do trong dung méi DMSO-ds. Két qua
dwoc thé hién trong bang 2. Phan tich di liéu
phd NMR cho thay sb lwong va vi tri proton
va carbon clGia san pham tinh ché phu hop
v&i cong thire ciu tao ethyl (2S)-2-[(3S,8aS)
-3-methyl-1,4-dioxooctahydropyrrolo
[1,2- a]pyrazin-2-yl]-4-phenylbutanoat (tap D
clia enalapril maleat). Cac dir liéu phé UV, IR
va MS ciing twong ddng va phu hop véi cau
tr(c tap D. Hinh 3 minh hoa c4u tric cta tap D.

Bang 2. Di#liéu phé NMR cda san phdm tinh ché

13C-NMR IH-NMR
Vit Nguyén (150 MHz, DMSO) (600 MHz, DMSO)
: tr 5c (ppm) S (PPM) So6 H, hinh
dang dinh
1 >C=0 165,32 - -
3 -CH- 55,93 4,225 — 4,290 1H, q
4 >C=0 167,99 - -
6 -CH- 55,93 4,139 — 4,203 1H, m
2,120 - 2,200;
7 -CHo- 27,79 1,834 — 1,904 2H, m
8 -CHo- 22,20 1,793 -1,825 2H, m
3,293 — 3,333;
9 -CHy- 44,86 3,456 — 3.500 2H, m
10 -CHs 15,01 1,284 — 1,295 3H,d
11 -CH- 57,83 4,139 — 4,162 1H, m
2,238 —2,331;
12 -CHy- 29,99 2127 - 2.234 2H, m
2,592 —2,642;
13 -CHy- 31,76 2.670 — 2,700 2H, m
14 Clv 141,31
15,19 -CH- 128,30 7,273 — 7,298 2H, m
16,18 -CH- 128,12 7,183 — 7,209 2H, m
17 -CH- 125,84 7,170 -7,172 1H, m
20 >C=0 169,95
21 -CH,- 60,28 222; ~ jﬁié 2H, m
22 -CH3 13,88 1,093 -1,116 3H,t
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Hinh 3. Céng thdc cdu tao tap D cda enalapril maleat

3.5. Xac dinh hiéu suét caa quy trinh tdng hep va tinh ché
Két qua tom tat hiéu suat phan ng duoc thé hién trong bang 3.

Béng 3. Hiéu suét cda quy trinh téng hop vatinh ché tap D enalapril maleat

Th Khéi lwong nguyén Khéi lvong ) Khéi luvong ) Hiéu suat :Llje;i
. liéu enalapril maleat | tap D ly thuyét | tap D thuc té toan quy
nghiem (@) @ (©) trinh (%) | o
binh (%)
1 0,8038 0,5826 0,4622 79,33
2 0,8102 0,5872 0,4541 77,33 78,57
3 0,8057 0,5840 0,4617 79,06

3.6. Quy trinh x&c dinh dé tinh khiét tap D
Quy trinh xac dinh d6 tinh khiét tap D dwoc xay dwng dwa trén diéu kién sac ky véi chuong
trinh rira gidi gradient pha déng 2, thoi gian phan tich 1a 20 phdt, trinh bay & bang 4.
Badng 4. Chwong trinh rdra giai gradient véi pha déng 2
(acetonitril va dung djch HzPO4 0,05%)

Thoi gian (phuat) Acetonitril (%) Dung dich H3PO4 0,05% (%)
0 25 75
5 45 55
12,5 70 30
15 85 15
15,1 25 75
20 25 75

Quy trinh dwgc tham dinh theo hwéng dan cda ICH, gdm: khao sat tinh phi hop hé théng,
tinh d&c hiéu, do tuyén tinh, dd chinh xac 6. Két qua tém tat & bang 5, hinh 4, bang 6.
Bang 5. Két qua khao séat tinh phi hep cda héthéng (n = 6)

Thoi gian Iwu (tz) (pht)

Dién tich pic (uV x giay)

Hé so kéo dubi

B

11,681

7997032

1,08

RSD (%)

1,65

0,56
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Gia tri RSD cula th&i gian Iwu va dién tich
pic déu nhd hon 2,0% va hé sbé kéo dudi ctia
pic tap D n&m trong khoadng 0,8 — 1,5. Nhw
vay, quy trinh xé&c dinh dd tinh khiét ctia tap D
dat tinh phu hop cua hé théng.

Két qua khao sat tinh dic hiéu cho thay
sac ky dd mau trdng khong xuét hién pic co
thoi gian lwu twong dwong véi thoi gian [wu
clia pic tap D trong sac ky dd mau thir. Sac
ky d6 cac maAu phan hdy c6 xuét hién cac pic
phan hdy va cac pic nay déu tach hoan toan
véi pic tap D. Pic tap D trong sac ky d6 cla
cac mau thkr, mau phan hdy déu tinh khiét
theo phé UV-Vis. Nhw vay quy trinh xac dinh
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do tinh khiét tap D dat tinh dac hiéu.

Két qua phan tich tuyén tinh, d6 13p lai, do
chinh xac dwoec trinh bay & bang 6.

Giéa tri RSD cua do tinh khiét sic ky tap D
dwoc xac dinh tir 6 mau trong 1 ngay va 12
mau trong 2 ngay déu nhd hon 2,0% va
khéng khac nhau gitra 2 ngay. Vay quy trinh
xac dinh do tinh khiét tap D dat d6 chinh xac.
Cac két qua thdm dinh da chirng minh quy
trinh x&c dinh dd tinh khiét tap D béng
phwong phap HPLC-PDA c6 tinh dac hiéu, dé
chinh x&c cao va khoang tuyén tinh rong. Do
tinh khiét sac ky cla tap D theo phwong phap
phan trdm dién tich pic 1a trén 99%.
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Hinh 4. Sdc ky dé mau trang, mau thdrva cac mau phan hdy khao sat dé dac hiéu
v&i chwong trinh gradient rat gon 20 phut

Cha thich: )

a) Sac ky dd6 mau trang;

b) Séc ky d6 mau thi;

c) Sac ky dd mau phan hay base dwoc thém tap D;

d) Sac ky d& mau phan hady acid;

e) Sac ky dé mau phan hady oxy héa;

f) S&c ky dd mau phan hay nhiét;

g) Séc ky d& mau phan hay am;

h) Sac ky dd mau phan hdy anh sang;

i) S&c ky d& mau trdng, mau thir va cadc mau phan hay.

Béng 6. Phan tich tinh tuyén tinh, dé |3p lai,
doé chinh xac quy trinh xdc dinh dé tinh khiét tap D

Phwong trinh héi quy y = 15987x.
Khodng néng d6 tuyén tinh 50 - 600 pg/mL
Hé sé trong quan 0,9992
Do lap lai (RSD, n = 6) 0,00%
D9 chinh xac trung gian (RSD, n = 12) 0,00%
Dé tinh khiét sdc ky* 100,0%

*Pwoc xac dinh tlr két qua do chinh xac.
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4. BAN LUAN

4.1. Téng hop tap D

Dwa vao c4u tric nguyén liéu va tap chat
muc tiéu va ngudn géc phat sinh cda tap
D [2-5], nghién clru da tién hanh tng hop tap
D bang cach thdy phan enalapril maleat trong
moi trwong pH thap hwéng muc tiéu cai thién
hiéu su4t tbng hop va han ché sinh ra cac san
phdm phu, day la nhitng van dé thuwong gap
& phan (rng nhiét phan do nhiét d6 kiém soat
that sw cao hon so v&i nhiét dé can cho phan
&ng. Nghién ctu khao séat cac yéu té anh
hwéng dén phan &ng thdy phan nhw loai va
lwong tac nhan acid, nhiét dé va thdi gian
thay phan. Tuy nhién, khi thirc hién thiy phan
trwc tiép tir enalapril maleat cho két qua thay
phan khéng hoan toan, thdi gian phan (ng rat
dai va viéc theo dai tién dd6 phan (ng trong
moi trwo'ng nwdc kha khé khan. Mat khac, sw
can tr& vé mat khdng gian cla cau tric phan
t&r cling 1a mot yéu t6 anh hwéng dén hiéu
qua déng vong 7). Vivay, nghién ciu chuyén
dang enalapril maleat thanh enalapril base
trwedre khi thye hién phan ng thay phan.

Dé tai tién hanh lya chon dung dich dém
c6 pH phu hop tao diéu kién cho viéc thay déi
dang tén tai trong dung dich cta enalapril
maleat, sau dé st dung dung moéi thich hop
chiét Iy enalapril base. Gia tri pl cGia enalapril
dwoec tinh toan nhw sau: pl = (pKa1 + pKa2): 2
=(3,0+54):2=42.

Vi vay, pH dung dich dém muc tiéu la
4,2 +0,05. Ngoai ra, dwa trén ngudn gdc xuét
hién clia tap D va tap C cla enalapril maleat
khi thay di pH méi trwéng 25, nghién cvu
wu tién la chon dung dich dém st dung acid
hiru co’ lam chét diéu chinh pH bdi sw c6 mat
ctia bét ky acid hodc base vo co sé [am giam
hiéu suat chuyén dang do phat sinh sdn pham
phu. Tt 2 tiéu chi trén, nghién ctru lwa chon
dung dich dém la dém citro - phosphat pH 4,2.

Enalapril base tan tét trong dung méi hiru

co, nghién cru tién hanh khao séat véi 3 dung
mdi chiét: cloroform (CF), dicloromethan
(DCM), ethyl acetat (EA) & nhiét d0 phong.
Dung mdi thich hgp dwgc lwa chon dwa trén
2 tiéu chi: hiéu suét chiét va tinh chon loc. Két
qua cho thdy dung méi DCM cho hiéu suét
chiét cao (trén 95%), cac dung méi con lai cho
hiéu suét chiét khong quéa cao (khoang 54%
va 62% véi EA va CF) va déu c6 sy hién dién
clia acid maleic trong dich chiét.

Nghién ctru tiép tuc khdo séat tac nhan acid
thich hop dé thiy phan hoan toan enalapril
base ddng thdi han ché téi da phat sinh san
pham phu. Két qua khao séat v&i cac tac nhan
acid nhw acid hydrocloric 1 N, acid sulfuric
dam dac cho thay nguyén liéu enalapril base
chwa phan &ng hét, c6 sw xuat hién cua vét
tap la (khac v&i Rf cta vét dbi chiéu tap D).
V6i acid acetic bing, két qua SKLM cho thay
nguyén liéu enalapril base dwoc thuy phan
hoan toan, chi xuat hién moét vét duy nhat
(ngoai trir vét acid ngay tai vi tri chAm méu),
vét dam va gia tri Rf twong dwong véi vét dbi
chiéu tap D. Bdng thoi, véi tac nhan acid la
mét acid hiru co, hén hop sau phan &ng co
thé dé dang dwoc trung hoa va loai bd acid
bang phuong phap chiét 16ng - 1dng. Nhiét
d6 phan &ng ciing anh hwéng dang ké dén
thoi gian phan (ng. Dya trén tinh chét nhiét
d6 sbi cua dung méi moéi trwdng phan rng
(DCM) va acid acetic bang, dé tai khdo séat &
cac mébc: nhiét dd phong (khdng kiém soéat nhiét
dd), nhiét do 40 - 45°C, nhiét @6 50 - 55°C va
80 - 85°C. Két qua thwc nghiém cho thay, &
méc 80 - 85°C, dung méi bay hoi rat nhanh,
va xuat hién sadn phdm phu ngay ca khi
nguyén liéu chwa dwogc thuy phan hoan toan;
& 3 diéu kién nhiét do con lai, thé tich dung
moi thay déi khéng dang ké va khéng xuét
hién tap chét la, mé&t khéc, song song véi viéc
tang nhiét d6 phan (ng, tbc dd phan (ng
cang ting. Vi vay, nghién cru lwa chon kiém
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soat nhiét do phan (rng & 50 - 55°C va tiép
tuc khao sét ti 1& cac chat tham gia phan &ng.
Két qua khado sat cho thay, véi lwgng DCM
cang it (dung dich enalapril base cang dam
dac) va acid acetic bang cang nhiéu, tlrc
nghia ty 1& phan tr&m phan t& enalapril base
dworc tiép xic véi acid acetic bang cang 16n,
tbc d6 phan (rng cang nhanh. Tuy nhién, dé
tao sw thuan loi cho giai doan tinh ché, dé tai
dat gioi han trén cho sy chénh léch nay la
lwong thé tich acid acetic bang khéng gap
qué 2 1an so véi thé tich DCM; khéo sat & cac
ty I&é DCM: acid acetic bang la 2:1, 1,5:1 va 1:2.
Tw d6, nghién cru xac dinh & ty I&é nguyén
liéu dang base (mol), dung méi DCM (mL) va
tac nhan acid acetic (mL) 1a 1:6,25:12,5, nhiét
dod kiém soét trong khoang 50 - 55°C, thoi
gian phan tng khoang 3 gi¢ la diéu kién phan
&ng phu hop nhat. San phadm tao thanh cé
mui gidm d&c trung, ddng thoi, phan tich
bang SKLM, phat hién 1 vét tap khac khong
di chuyén (gia tri Rr gan bang 0 trén ca 3 hé
dung méi khdo sat). Do do, trwéc khi loai
hoan toan dung méi, 1an lwot chiét phan bd
san phdm sau phan (ng véi dung dich
triethylamin 0,5% lanh va nwéc lanh.

4.2. Tinh ché san pham téng hop

Tiép tuc dwoc tinh ché san pham rén
b&ng phwong phap két tinh lai & nhiét d6
lanh (0 - 5°C). Khi khao séat véi da sb don
dung méi nhu ethanol, EA, CF, aceton, hop
chat nay khéng tao dworc tinh thé co cAu tric
4n dinh; tinh thé tao thanh c6 thé chat méng,
nhe, bam thanh va khé phan lap khéi dung
dich sau két tinh. Vi vay, dé tai tién hanh khao
sét két tinh trong hén hop dung moéi. Véi cac
hé dung méi c6 thanh phan 1a EA ho&c CF,
san pham tao thanh 1a tinh thé méng nhe, ciu
trac kém 6n dinh; hé dung méi chira n-hexan
cho két tinh c6 thé chat én dinh, tuy nhién, san
phdm D it tan trong n-hexan, ggi y trong thanh
phan hé dung mdi can thém mét dung mai cé

kha nang hoa tan tét san phdm D. Do do, hé
dung mbi n-hexan - aceton (8:2) dwoc lya
chon. San pham tinh ché tap D thu dwoc la
tinh thé mau trang, hinh kim, hiéu suét két tinh
cao (khoang 84%).

4.3. Thir tinh khiét san pham tinh ché

San pham tinh ché dwoc xac dinh nhiét do
néng chay bang thiét bj do diém chay va ky
thuat DSC. Két qua tir 2 phwong phap nay cho
thAy s&n pham tinh ché c6 khodng néng chay
hep va phi hop véi tai liéu tham khao 6251, Két
qua thi tinh khiét trén s&c ky lIép méng véi 3
hé dung mbi c6 dé phén cuyc khac nhau cho
01 vét duy nhét. Két qua thd tinh khiét bang
ky thuat HPLC-PDA, ap dung phwong phap
quy vé 100% dién tich pic, kiém tra trén 2 hé
pha dong khac nhau vé thanh phan dung moi
hivu co 1a acetonitril va methanol, thanh phan
phan cwc la dung dich acid phosphoric
0,05%. Sac ky trong thoi gian 60 pht,
chwong trinh riva giai gradient tang dan nong
dd dung méi hiru co nhdm phat hién cac chéat
c6 dd phan cuc khac nhau trong san pham
tinh ché. Két qué kiém tra bang HPLC-PDA
da chirng minh d6 tinh khiét sac ky clta san
pham tinh ché 1a trén 99%.

Do tap D c6 céu tric ch®a vong
2,5-diketopiperazin (DKP) twong tu véi céu
tric cha céac dipeptit (tai néi amid). Vi vay, dé
doéng vong ndi phan t&r mdt cach cé hiéu qua,
lien két amid nay can phai & cau dang cis
va khong bi can tr& khong gian b&i céac
phan t& 1&n 117 (gbc acid maleic trong
nguyén liéu enalapril maleat). Trong moi
trwérng acid, enalapril thuc hién chuyén vi H+
sang nhém -COOH, nhém amin bac 2 dé
dang tAn céng vao nhém acid carboxylic theo
co ché ainhan, kém theo loai 1 phan t& nwéec,
tao thanh tap D cla enalapril maleat.

D@ liéu phd *C-NMR cho thay c6 17 trén
20 tin hiéu carbon theo ly thuyét, diéu nay c6
thé duoc ly gidi dwa trén sy déi xing trong
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nhan phenyl; sy chdng tin hiéu ctia C; va Cs
trong vong DKP do ¢6 mdi trwdng hda hoc
rat twong can hoac bj trung binh héa déng
hoc. Két hop véi cac két qua phan tich di
lieu phd UV, MS, IR, H-NMR c6é thé két
luan san pham tinh ché phu hop véi cong
thre cAu tao ethyl (2S)-2-[(3S,8aS)-3-methyl
-1,4-dioxooctahydropyrrolo [1,2- a]pyrazin
-2-yl]-4-phenylbutanoat (tap D cla enalapril
maleat), c6 cong thirc phan tlr CzoH26N204,
khéi lwong phan t&r 358,4 g/mol.

4.4. Xay dwng quy trinh xac dinh dé tinh
khiét tap D bang phwong phap HPLC-PDA

Duwa vao két qué séc ky dd véi 2 hé pha
dong dwoc st dung thir tinh khiét san pham
sau tinh ché, hé pha dong c6 si dung
methanol cho két qua dwong nén kém 6én
dinh, c6 xu hwéng di 1én. Vi vay, dé tai da lwa
chon hé pha déng acetonitril va dung dich
acid phosphoric 0,05% (pha dong 2) dé& phat
trién quy trinh xac dinh d6 tinh khiét tap D.
Pdng thoi, két qua kiém tra dd dic hiéu cho
thay trén séc ky dd cac mau thir va mau phan
hay cta tap D trong cac diéu kién khac nghiét,
tap D dwoec rlra gidi tai thoi gian lwu khoang
32 phut, twong &ng véi ty 1€ pha dong khodng
53% acetonitril, m&t khac, tir phit 0 dén phat
th& 13,3 (twong ng t&r 5% dén khoang 25%
acetonitril) va tlr phat 53 dén phit the 60
(twong (ng tr khodng 85% dén 95%
acetonitril) khdng xuét hién cac pic la. Vi vay
chwong trinh riva giai dé xuat rat gon thi gian
séc ky nhw bang 4. Cu thé, 5 phat dau trong
quy trinh rat gon dwoc thiét k& véi muc dich
day toan bo cac thanh phan khac trong san
phdm dwoc riva gidi & ty 1& acetonitril khoang
25 —45% ra khéi cot trwedre khi tap D dwoc riva
gidi. O doan 5 - 12,5 phat, tdc do thay ddi ti 1&
thanh phan pha déng giam xudng con khoang
3,3%/phut dé dam béo su riva giai ctia tap D,
han ché trwéng hop pic chinh va pic khac
khong dat d6 phan giai. Ty Ié gradient dwoc

tang nhanh & phat thé 12,5 - 15 nham rat
ngan thoi gian phan tich nhwng van dam bao
cac thanh phan kém phan cyc hon tap D
dwoc rira gidi va phat hién.

Quy trinh phan tich dé& xuét véi chuwong
trinh rira giai rat gon da dwoc kiém tra do dac
hiéu trén mau thé va cac mau phan hiy &
diéu kién khac nghiét, két qua cho thay, do
tinh khiét ctia pic tap D theo phé UV-Vis ghi
nhan gia tri Purity Angle nhd hon Purity
Threshold.

Két hop véi két qua thdm dinh theo hwdng
dan ICH 128 cac théng sb séc ky cua pic chinh
tap D déu dat theo quy dinh. Quy trinh xac
dinh d6 tinh khiét rit gon dé riva giai tt tap D,
ddng thoi khac phuc nhwoc diém 1a siv dung
pha déng c6 hé dém phosphat vé co cé kha
nang &n mon thiét bi, gidam hiéu lwc cot, giam
nguy co' &n mon hé théng HPLC-PDA va dam
bao tudi tho cot.

5. KET LUAN

Tap D cuia enalapril maleat dworc téng hop
thanh cong tir enalapril maleat v&i tAc nhan
phan (rng la acid acetic bang. Hiéu suét trung
binh toan quy trinh trén 78% va san pham thu
dwoc co dd tinh khiét sac ky trén 99%. San
pham du diéu kién dé thiét lap chat chuén dbi
chiéu trong kiém nghiém tap chét lién quan
cla enalapril maleat.
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