HEPARIN NATRI

Heparin natri la ché phdm chira mudi natri cGia glycosaminoglycan sulfat cé trong mé déng vat cé vu,
dwoc chiét xut tir niém mac rudt cta lon. Khi thiy phan hoan toan, gidi phéng D-glucosamin, acid D-
glucuronic, acid L-iduronic, acid acetic va acid sulfuric. Heparin c6 hoat tinh chéng déng méau bang
cach lam tang hoat tinh clia antithrombin, tir d6 l1am mat hiéu lwc cta thrombin va yéu té Xa. Ché pham
phai c6 hoat tinh khang yéu'té lla khong it hon 180 1U/mg, tinh theo ché phadm da lam khé.

San xuat

DPong vat dung dé chiét xuat heparin natri phai d@m bao day dd cac yéu cau vé sirc khde clia ddng vat
phu hop cho con nguoi st dung. Tat ca cac giai doan cla qua trinh chiét xuat va nguén nguyén liéu
phai tuan theo hé théng quan ly chéat lwgng phu hop. St dung phwong phap thich hop dé xac dinh
ngudn nguyénliéu s&» dung va khéng dwoc cé nguyén liéu tlr cac loai bo, clru, dé bj tap nhiém trong
qua trinh san xuét. Phuwong phap duoc str dung dé xac dinh danh tinh clia loai nguén va diém ap dung
trong quy trinh phai dwoc thdm dinh va cé kha néng phat hién sy cé mat cla nguyén liéu tir loai khac
& ndng dd 0,1 % (kI/kl). Cac phwong phap ding dé kiém tra loai dwa trén ky thuat phan &ng chubi
polymerase (PCR) khuéch dai mét doan phan t&r DNA chon loc 1a phi hop. Phwong phap nay ciing
dung dé xac dinh c4u tric DNA cla lon va xac dinh mirc ndng do cé trong thanh phdm twong tng voi
mdrc ndng doé trong nguyén liéu dwa vao san xuét.

Quy trinh san xuat dwoc thiét ké nham giam thiéu ho&c loai bd chat ha huyét ap.

Tinh chét
B6t mau trdng hodc gan nhw trang, hat &m. Dé tan trong nuwérc.

Dinh tinh

A. Ché pham phai dap &ng yéu cau cta phép thr Dinh lwong.

B. Tién hanh dinh lwong hoat tinh khang yéu té Ila va Xa cta heparin theo phan Binh lwgng. Ty sb
hoat tinh khang yéu t& Xa va hoat tinh khang yéu té lla phai tr 0,9 dén 1,1.

C. Phwong phap phé cong hwéng tir hat nhan (NMR)

Dung dich A: Dung dich natri trimethylsilylpropionat deuteri héa (TT) 20 ug/ml trong deuteri oxyd (TT).
Néu tin hiéu tai 5,22 ppm nhé hon 80 % tin hiéu tai 5,54 ppm, dung dich phai thém natri edetat (TT) Vi
néng do 12 ug/ml.

Dung dich thd- Hoa tan 20 mg ché pham trong 0,7 ml dung dich A.

Dung djch chudn: Hoa tan 20 mg heparin natri chuédn dung cho phép thi dinh tinh NMR trong 0,7 ml
dung dich A.

Bdo quan dung dich natri edetat va dung dich natri trimethylsilylpropionat deuteri héa trong lo
polyethylen ty trong cao.

Thiét bi: May quang phd cong hwdng tr hat nhan (NMR) ¢6 tan sb téi thiéu 300 MHz.

Phé "H-NMR

S6 1an quét mau: it nhat 16, c6 thé didu chinh dé tin hiéu heparin methyl tai 2,04 ppm cho ty sé tin hiéu
trén nhiéu (S/N) it nhat 1a 1000 : 1.

Nhiét do: khoang 25 °C, thuc hién quét phd dung dich thtr va dung dich chuan & cung nhiét do.

Thoi gian thu tin hiéu: it nhat 2 s.

Téng thoi gian quét (bao gdm thai gian thu tin hiéu va thdi gian tri hoadn): it nhat 4 s.

Do rong phd: 10 - 12 ppm, tap trung xung quanh 4,5 ppm.

Thoi gian phat xung: dé tao dwoc 1 géc nhon trong khodng tir 30° dén 90°.

Quy trinh

Do réng cuia dai tan sb: 0,3 Hz

S dung thuat toan bién déi Fourier.

Daét tin hiéu trimethylsilylpropionat chuén tai 0,00 ppm.

Yéu céu
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Phd cong hwéng tir hat nhan cla heparin natri phai cé vach phd tai 2,04 ppm; 3,27 ppm (dinh doi);
4,34 ppm; 5,22 ppm va 5,42 ppm (sai s6 + 0,03 ppm).

Phd "H-NMR thu dwoc clta dung dich thtr va dung dich heparin natri chuin dung dé dinh tinh NMR
phai twong trng vé hinh dang va cwdng dd; vach phé methyl ctia tap dermatan sulfat & khoang 2,08 +
0,02 ppm; & trong cac khodng 0,10 - 2,00 ppm, 2,10 - 3,10 ppm va 5,70 - 8,00 ppm, bét ky tin hiéu
khéng xac dinh nao khéng duoc In hon 4 % chiéu cao ctia vach phd heparin thu dwoc tai 5,42 ppm;
nhirng tin hiéu t&r dung méi, tap chét lién quan cé thé xuét hién trén phd dd nhwng can phai dinh tinh
va trong gi¢i han cho phép; trong khoang 3,35 - 4,55 ppm c6 thé cé sw bién dbi vé cwdng do cla cac
tin hiéu thu dwoc trong phd heparin véi kiéu tin hiéu thu dwoc twong tw nhau nhwng cuéng do khac
nhau.

D. Phuong phap sac ky 16ng (Phu luc 5.3)

Tién hanh theo phan Tap chét lién quan v&i mot sb thay dbi nhw sau:

Tiém dung dich thé (1) va dung dich déi chiéu (3).

Trén séc ky d6 thu duwoc, thoi gian lwu twong dbi so véi heparin (thdi gian lwu khoang 26 min):
dermatan sulfat va chondroitin sulfat khoang 0,9; over-sulfated chondroitin sulfat khoang 1,3.

Kiém tra tinh-pht hop cla hé théng: Trén séc ky dd cta dung dich dbi chiéu (3), ty sb dinh — hém
(He/H,) it nhat phai bang 1,3. Trong d6 H, la chiéu cao tinh t dinh clda pic dermatan sulfat va
chondroitin sulfat va H, la chiéu cao tinh tr dwérng nén dén day hdm phan tach gitra pic dermatan
sulfat va chondroitin sulfat v&i pic heparin.

Yéu céu: Pic chinh thu dwoc trén sac ky dé ctia dung dich thr (1) phai cé thoi gian lwu va hinh dang
twong tw va&i pic chinh thu dwoc trén sac ky dé clia dung dich dbi chiéu (3).

E. Ché pham phai dap ng yéu cau cla phép thr Natri.

D6 trong va mau sac cta dung dich

Hoa tan mét lwong ché phadm twong dwong véi 50000 U heparin trong nwée va pha lodng thanh 10 mi
v&i cung dung moi.

Dung dich thu dwgc phai trong (Phu luc 9.2) va cé mau khéng dam hon mau & mirc d6 5 cua day dung
dich mau dbi chiéu twong rng (Phu luc 9.3, phwong phap 2).

pH
Hoa tan 0,1 g ché phadm trong nwéc khéng cé carbon dioxyd (TT) va pha lodng thanh 10 ml vé&i ciing
dung méi. pH ctia dung dich thu dwoc phai tir 5,5 dén 8,0 (Phu luc 6.2).

Tap nucleotid
Hoa tan 40 mg ché pham trong vira dd 10 ml nuwée. D6 hap thu (Phu luc 4.1) cta dung dich thu duwoc &
budc séng 260 nm khéng Ion hon 0,15.

Protein

Khoéng dwoc qua 0,5 %, tinh theo ché phdm da lam khé.

Dung dich A: Dung djch natri hydroxyd 10 g/L- dung djch natri carbonat 50 g/L - nwoc (2 : 2 : 1).

Dung dich B: Dung dich dbng sulfat pentahydrat 12,5 g/L - dung dich natri tartrat 29,8 g/L - nuéc (2: 2 :
1).

Dung dich C: Dung dich B - dung djch A (1 : 50).

Dung dich D: Pha loang thuéc thir phosphomolybdotungstic (TT) v&i nuéc dén do pha loang phu hop
sao cho khi thém dung dich C va dung dich D vao dung dich th&r/dung dich chuén thi thu dwoc dung
dich c6 pH khoang 10,25 £ 0,25.

Dung dich thi Hoa tan mét lwgng ché phdm trong nuée thanh dung dich ¢é néng d6 5 mg/mil.

Dung dich dbi chiéu: Hoa tan albumin huyét thanh bo (TT) trong nuwéc thanh dung dich cé néng dd 100
mg/ml. Pha lodng mét phan dung dich trén vé&i nuéc dé thu dwoc khong it hon 5 dung dich chuén co
noéng dé protein cach déu nhau nam trong khoang ti 5 ug/ml - 100 pg/ml.

Méu tréng: Nudc.
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Céch tién hanh: Lay 1 ml méi dung dich chuén, dung dich th&r va mau trdng vao cac 6ng nghiém riéng
biét, thém 5 ml dung dich C. D& yén trong 10 min. Thém 0,5 ml dung dich D, trén déu va dé yén & nhiét
dd phong trong 30 min. Do dd hap thu (Phu luc 4.1) ctia cac dung dich thu dwoc & buéc séng 750 nm,
st dung dung dich trong 6ng nghiém mau trang lam 6ng so sanh.

Tinh ham lwong protein trong ‘ché phdm dwa vao phwong trinh tuyén tinh gitra néng dé protein chuan
v&i dd hap thu.

Tap chat lién quan

Phwong phap séc ky.1éng (Phu luc 5.3), cac dung dich dbi chiéu 6n dinh & nhiét do phong trong vong
24 h.

Pha déng A: Hoa tan 0,40 g natri dihydrophosphat (TT) trong 1000 ml nuéc dung cho séc ky (TT), diéu
chinh dén pH 3,0 bang dung djch acid phosphoric 10 % (TT).

Pha dong B: Hoa tan 0,40 g natri dihydrophosphat (TT) trong 1000 ml nwéc dung cho séc ky (TT),
thém 140 g hatri perclorat (TT), diéu chinh dén pH 3,0 bang dung dich acid phosphoric 10 % (TT). Loc
va dudi khi.

Dung dich thtr (1): Hoa tan chinh xac khodng 50 mg ché pham trong 5,0 ml nwéc ding cho séc ky (TT).
L&c xody dé hoa tan hoan toan.

Dung dich thir (2): Hoa tan chinh xac khodng 0,1 g ché pham trong 1,0 ml nuéc ding cho séc ky (TT),
l&c xody dé& hoa tan hoan toan. Tron 500 pl dung dich thu dwoc véi 250 pl dung dich acid hydrocloric 1
M (TT), thém 50 ul dung dich natri nitrit (TT) 250 mg/ml. Trén nhe nhang dén khi tao thanh dung dich
ddng nhét va dé yén & nhiét do phong trong 40 min, thém 200 pl dung dich natri hydroxyd 1 M (TT) dé
dirng phan &ng.

Dung dijch déi chiéu (1): Hda tan 250 mg chuan heparin dung cho phan tich héa ly trong nudc dung
cho séc ky (TT) va pha loang thanh 2,0 ml vé&i ciing dung méi. Lac xody dé hoa tan hoan toan.

Dung dijch déi chiéu (2): Thém 1200 pl dung dich déi chiéu (1) vao 300 pl chudn dermatan sulfat va
over-sulfated chondroitin sulfat. Lac xoay dé déng nhét.

Dung dich dbi chiéu (3): Thém 100 ul dung dich déi chiéu (2) vao 900 pl nwéc dung cho séc ky (TT).
L&c xody dé déng nhét.

Dung dich dbi chiéu (4): Thém 400 ul dung dich déi chiéu (1) vao 100 pl nwéc dung cho séc ky (TT),
tron déu bang may lac xoay. Thém 250 ul dung dich acid hydrocloric 1 M (TT), thém 50 pl dung dich
natri nitrit (TT) 250 mg/ml. Tron nhe nhang va dé yén & nhiét dd phong trong 40 min, thém 200 pl dung
dich natri hydroxyd 1 M (TT) dé dirng phan tng.

Dung dich déi chiéu (5): Thém 250 pl dung dich acid hydrocloric 1 M (TT) vao 500 ul dung dich dbi
chiéu (2), thém 50 pl dung dich natri nitrit (TT) 250 mg/ml. Tréon nhe nhang va dé yén & nhiét dé phong
trong 40 min, thém 200 ul dung dich natri hydroxyd 1 M (TT) dé dirng phan &ng.

Méu trdng: Tron 500 pl nudce dung cho sdc ky (TT) véi 250 ul dung dich acid hydrocloric 1 M (TT),
thém 50 pl dung dich natri nitrit (TT) 250 mg/ml. Tron nhe nhang dén khi tao thanh dung dich déng nhéat
va dé yén & nhiét d6 phong trong 40 min, thém 200 ul dung dich natri hydroxyd 1 M (TT).

Piéu kién sac ky:

Tién cot kich thwéc (5 cm x 2 mm), dwoc nhdi pha tinh 1a cac hat trao déi anion dung cho séc ky (13
pum).

Cot kich thwdc (25 cm x 2 mm), dwoc nhdi pha tinh 1a cac hat trao déi anion dung cho sdc ky (9 um).
Nhiét dé cét: 40 °C.

Detector quang phé t&r ngoai dat & bwédc séng 202 nm.

Téc do dong: 0,22 mi/min.

Thé tich tiém: 20 .

Céch tién hanh:

Tién hanh séc ky theo chwong trinh dung méi nhuw sau:

Théi gian Pha déng A Pha déng B
(min) (tt/tt) (tt/tt)
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0-10 75 25
10 - 35 75 -0 25— 100
35-40 0 100
40 - 45 0—-75 100 — 25
45 - 60 75 25

Tién hanh séc ky v&i mau trdng, dung dich thir (2), dung dich dbi chiéu (4) va (5).

Thoi gian lwu twong ddi so'véi heparin (thdi gian Iwu khodng 26 min): dermatan sulfat va chondroitin
sulfat khoang 0,9; over-sulfated chondroitin sulfat khoang 1,3.

Kiém tra tinh phu hop clia hé théng: Trén séc ky dd cia dung dich dbi chiéu (4) khéng xuét hién pic &
thdi gian lwu twong (ng véi thoi gian Iwu cha heparin, trén sac ky db cia dung dich déi chiéu (5), do
phan giai gilra pic cia dermatan sulfat va chondroitin sulfat v&i pic ctia over-sulfated chondroitin sulfat
it nhat 1a 3,0.

Gioi han:

Tdng tap dermatan sulfat va chondroitin sulfat: Khéng dwoc I16n hon tdng dién tich pic tap dermatan
sulfat va chondroitin sulfat thu dwoc trén séc ky d6 ctia dung dich dbi chiéu (5) (2,0 %).

Tap khac: Khong dwoc cé pic ndo co dién tich 1&n hon 0,01 1an téng dién tich pic tap dermatan sulfat
va chondroitin sulfat thu dwoc trén séc ky dé ctia dung dich dbi chiéu (5) (twong &ng véi gidi han bd
qua la 0,02 %). Bé qua nhirng pic xuét hién & giai doan chay dang dong ban dau va nhirng pic xuat
hién trong mau trang.

Nitrogen
T 1,5 % dén 2,5 %, tinh theo ché pham da lam kho (Phu luc 10.9).
Dung 0,100 g ché pham.

Natri

T 10,5 % dén 13,5 %, tinh theo ché pham d lam kho.

Phwong phap quang phé hap thu nguyén t& (Phu luc 4.4, phwong phap 1).

Dung djch cesi clorid: Dung dich chtra cesi clorid (TT) 1,27 mg/ml dwgc pha trong dung dich acid
hydrocloric 0,1 M (TT).

Dung dich thd: Hda tan 50 mg ché pham trong dung dich cesi clorid va pha loang thanh 100 ml v&i
cung dung mbi.

Day dung dich chudn: T dung dich chuan natri ¢ néng dé 200 ppm, pha lodng thanh mét day dung
dich chuén natri c6 ndng dé 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm trong dung dich cesi clorid.

Do dd hap thu & bwédc séng 330,3 nm, dung dén cathod réng natri [dm ngudn blc xa va ngon Ira
khodng khi - acetylen (véi ty 1& phu hop vi du: 11 L khéng khi va 2 L acetylen méi phut).

Mat khoéi lwong do lam khé
Khoéng dwoc qua 8,0 % (Phu luc 9.6).
(1,000 g; 60 °C; ap suét khéng quéa 670 Pa; phosphor pentoxyd; 3 h).

N6i doc té vi khuan

Nhé hon 0,01 EU/IU heparin (Phu luc 13.2).

Néu ché pham dwoc dung dé san xuét cac dang thudc tiém ma khong cé phwong phap hiru hiéu loai
bd ndi ddc td vi khuén trong qua trinh san xuét thi phai dap (rng yéu cau cia phép thir nay.

Dinh lwong

Hoat tinh chdng déng mau cla heparin dwoc xac dinh trén in vitro dwa vao kha nang thuc day qua
trinh bat hoat thrombin va bat hoat yéu t6 lla (Binh lwong khang lla) théng qua antithrombin. Bon vj [U
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ctia heparin 1a hoat tinh ctia mét lwong heparin khéng phan doan chuén qudc té. Chuan heparin natri
tinh theo don vi IU bang cach so sanh véi chuan québc té str dung 2 phwong phap dinh lwong sau.
Dinh lvgng hoat tinh khang yéu t6 Xa duwoc thwe hién dé xac dinh ty sb gitra hoat tinh khang yéu t6 Xa
véi hoat tinh khang yéu t6 lla.

Dinh lwgng hoat tinh khang yéu td lla va khang yéu t Xa bang phwong phap do dé hép thu (phuwong
phap do diém cudi) hodc do sw thay déi do hap thu trong méi phut (phwong phap do déng hoc).

Dung dich tris(hydroxymethyllaminomethan-EDTA pH 8,4: Hbda tan 10,2 g natri clorid (TT), 6,1 g
tris(hydroxymethyl)laminomethan (TT), 2,8 g natri edetat (TT) va 1,0 g macrogol 6000 (TT) hoac 2,0 g
albumin huyét thanh bo (TT)/albumin huyét thanh nguoi (TT) trong 800 ml nuée. Diéu chinh dén pH 8,4
bang dung djch acid hydrocloric (TT) va thém nuéc vira da 1000 ml.

Dung dich antithrombin Ill-1: Hoan nguyén antithrombin Ill (TT) theo hwéng dan cla nha san xuét va
pha loang v&i dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4 thanh dung dich c6 néng
d6 0,125 IU/ml.

Dung dich antithrombin Ill-2: Hoan nguyén antithrombin Ill (TT) theo hwéng dan cla nha san xuét va
pha loangv&i dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4 thanh dung dich c6 néng
dé 1,0 1U/ml.

Dung_ dich thrombin ngudi: Hoan nguyén thrombin nguoi (TT) theo huwéng dan cla nha san xuat va
phaloang véi dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4 thanh dung dich c6 néng
dé 5,0 1U/ml.

Dung dich yéu té6 Xa bo: Hoan nguyén yéu té Xa bo (TT) theo hwédng dan cla nha san xuét va pha
lodng v&i dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4 thanh dung dich cho do hap
thu ctia dung dich mau trang do & bwédc séng 405 nm phai tir 0,65 dén 1,25.

Hoat tinh khang yéu t6 lla

Dung dich chuén va dung dich thi: Chuén bi 4 ddy doc |ap, méi day gébm 4 d6 pha lodng cta dung dich
chuén heparin natri va dung dich ché phdm c6 néng dé trong khoang twr 0,005 IU/ml dén 0,03 IU/ml
trong dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4. B pha lodng Iya chon phai cho
dap (rng tuyén tinh gitra d6 hap thu véi log ndng do.

Céch tién hanh:

S& dung 16 6ng nghiém cho cac dung dich thir va 16 éng nghiém cho cac dung dich chuén, danh dau
T1, T2, T3, T4 twong ng v&i 4 d6 pha lodng cua dung dich thir va S1, S2, S3, S4 twong ng v&i 4 do
pha loang cutia dung dich chuan. Thém vao médi 6ng 100 pl dung dich antithrombin Ill-1, 1ac déu. Thém
50 pl cac dung dich chuén hodc dung dich tht, I&c déu tranh tao bot. Thiét ké thir nghiém véi 2 day
lién tiép nhau, thir tw phan (rng cac 6ng nghiém & mbi day 1a S1, S2, S3, S4, T1, T2, T3, T4, T1, T2,
T3, T4, S1, S2, S3, S4, dé 6n nhiét & 37 °C trong it nhat 1 min. Thém vao méi éng nghiém 25 pl dung
dich thrombin nguwoi. U &n nhiét & 37 °C chinh xac trong 1 min, thém 50 pl dung dich co chat mau dac
trwng cho yéu tb lla & néng d6 phu hop cho dinh lwong (vi du: dung dich chira D-phenylalanyi-L-
pipecolyl-L-arginin-4-nitroanilid dihydroclorid 1,25 mM trong nwoc).

Phwong phap do ddng hoc: Chuyén hén hop phan &ng vao coc do semi-micro, xac dinh sy thay dbi do
hép thu trong vong 1 min & buwédc séng 405 nm (Phu luc 4.1).

Phwong phap do diém cudi: Sau chinh xac 4 min, dirtng phan (rng bang cach thém 50 ul dung dich
acid acetic 20 % (tt/tt). Panh gia thoi gian G 4 min véi dung dich co chit mau da cho d6 hép thu phu
hop chwa, c6 thé didu chinh thdi gian U véi dung dich co chat mau dé thu dwoc dap tng tuyén tinh tét
nhét gitra d6 hap thu v&i log nbng d6. Sau do chuyén hén hop phan tng vao céc do semi-micro roi do
dd héap thu & bwéc séng 405 nm (Phu luc 4.1).

Xac dinh hoat tinh phan cét lien két peptit cla dung dich mau trdng & dau va cubi thtr nghiém dwoc
tién hanh theo quy trinh twong tw & trén nhwng thay dung dich chuan hodc dung dich thtr bang dung
dich dém tris (hydroxymethyl)aminomethan pH 8,4-EDTA. Yéu cau: gia tri thu dwoc cla 2 mau trang
khac nhau khéng dang ké.
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Xay dwng dwdng hoi quy tuyén tinh gitka dd hap thu va log néng dd dung dich ther va dung dich chuan
heparin natri. Xac dinh hoat tinh khang yéu t6 lla ctia ché pham theo don vi IU/ml s&r dung mé hinh
dwéng thang song song (Phu luc 13.10).

Hoat tinh khang yéu t6 Xa

Dung dich chuén va dung dich thz: Chuén bi 4 day doc lap, mbi day gébm 4 d6 pha loang cta dung dich
chuén heparin natri va dung dich ché pham cé néng dd trong khoang ttr 0,03 [U/ml dén 0,375 IU/ml
trong dung dich dém tris (hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4. B6 pha lodng Iwa chon phai cho
dap (rng tuyén tinh gitra do -hap thu vé&i log nébng do.

Céch tién hanh:

S dung 16 6ng nghiém cho cac dung dich thtr va 16 dng nghiém cho cac dung dich chuan, danh déu
T1, T2, T3, T4 twong rng v&i 4 d6 pha lodng cua dung dich ther va S1, S2, S3, S4 twong rng véi 4 do
pha lodng cliia dung dich chuan. Thém vao méi éng 50 ul dung dich antithrombin I1I-2, |&c déu. Thém
50 pl cac dung dich chuén hodc dung dich tht, I&c déu tranh tao bot. Thiét ké thir nghiém véi 2 day
lién tiép nhau, th(r tw phan rng cac 6ng nghiém & mébi day la S1, S2, S3, S4, T1, T2, T3, T4, T1, T2,
T3, T4, S1, S2, S3, S4, dé 6n nhiét & 37 °C trong 1 min. Thém vao méi 6ng nghiém 100 pl dung dich
yéu t6 Xa bo. U chinh xac trong 2 min, thém 100 ul dung dich co chat mau dac trwng cho yéu té Xa &
ndng dé phu hop cho dinh lwong (vi du: dung dich chira N-a-benzyloxycarbonyl-D-arginyl-L-glycyl-L -
arginin-4-nitroanilid dihydroclorid 1 mM trong nwérc).

Phwong phap do déng hoc: Chuyén hén hop phan tng vao coc do semi-micro, xac dinh sy thay dbi o
hép thu trong vong 1 min & buwdc séng 405 nm (Phu luc 4.1).

Phwong phap do diém cubi: Sau chinh xac 4 min, thém 50 pl dung dich acid acetic bdng 20 % (tt/tt).
Danh gia thoi gian G 4 min véi dung dich co chat mau da cho dd hap thu phu hop chuwa, cé thé diéu
chinh thm gian U v&i dung dich co chat mau dé thu dwoc dap &ng tuyén tinh tét nhat glua dd hap thu
véi log ndng dd. Sau dé chuyén hdn hop phan rng vao cdc do semi-micro rdi do dd hap thu & buwdc
song 405 nm (Phu luc 4.1).

Xac dinh hoat tinh phan cét lién két peptit clia dung dich mau trdng & dau va cubi thir nghiém dwoc
tién hanh theo quy trinh twong tw & trén nhwng thay dung dich chuan hodc dung dich thtr bang dung
dich dém tris (hydroxymethyl)aminomethan pH 8,4-EDTA.

Yéu céu: Gia tri thu dwoc cla 2 mau trang khac nhau khéng dang ké.

Xay dwng dwdng hdi quy gitka dd hap thu va log ndng dd dung dich thtr va dung dich chuén heparin
natri. Xac dinh hoat tinh khang yéu t6 Xa cia ché phdm theo don vi IU/ml s&r dung mé hinh dwéng
thang song song (Phu luc 13.10).

Yéu cdu: Hoat tinh khang yéu t6 lla cla heparin wédc tinh dwoc phai dat tr 90 % dén 111 % so Vo
hoat tinh céng bd. Gisi han tin cay clia gia tri hoat tinh wéc tinh nay (véi p = 0,95) phai dat tr 80 %
dén 125 % so v&i hoat tinh cong bé.

Bao quan
Trong dd dwng kin. Néu ché phdm vé khuan, bdo quén trong dd dwng vo khudn va dam bado ngan

dwoc si xam nhap cua vi sinh vat.

Loai thuéc
Thudc chéng ddng mau.
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