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[bookmark: _Toc52112668][bookmark: _Toc52112793][bookmark: _Toc52113025][bookmark: _Toc78400458][bookmark: _GoBack]1. NỘI DUNG VÀ PHƯƠNG PHÁP
[bookmark: _Toc52112669][bookmark: _Toc52112794][bookmark: _Toc52113026][bookmark: _Toc78400459]1.1 Nội dung nghiên cứu
Nghiên cứu thực hiện tổng hợp hoạt chất belinostat với quy mô 5.0 g/mẻ đạt tiêu chuẩn dược điển Mỹ USP 2017 để làm nguyên liệu cho bào chế thuốc điều trị ung thư, sơ đồ tổng quát được trình bày như sau:


[bookmark: _Toc51773493][bookmark: _Toc78400150]Sơ đồ 2.1 Quy trình tổng hợp Belinostat

Nội dung 1: Nghiên cứu các điều kiện phản ứng tổng hợp: 
· Nội dung 1.1: Phản ứng tổng hợp 3-bromo-N-phenylbenzenesulfonamide.
· Nội dung 1.2: Phản ứng tổng hợp (E)-3-(3-(N-phenylsulfamoyl)phenyl)acrylic acid.
· Nội dung 1.3: Phản ứng tổng hợp (E)-N-hydroxy-3-(3-(N-phenylsulfamoyl)phenyl)acrylamide.
Nội dung 2: Xác định cấu trúc hóa học các sản phẩm trung gian và sản phẩm Belinostat.
Nội dung 3: Tối ưu hóa quy trình tổng hợp.
· Khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến điều kiện phản ứng trong quy trình tổng hợp: nhiệt độ, dung môi, tốc độ khuấy, thời gian, tỷ lệ mol của các chất tham gia phản ứng, xúc tác ở quy mô phòng thí nghiệm. 
· Tối ưu hóa quy trình tổng hợp: Tìm các điều kiện phản ứng thích hợp để làm nâng cao hiệu suất phản ứng toàn quá trình so với các công bố trước đây.
Nội dung 4:  Xây dựng quy trình tinh chế Belinostat đạt theo tiêu chuẩn.
[bookmark: _Toc52112673][bookmark: _Toc52112795][bookmark: _Toc52113030][bookmark: _Toc78400460]1.2 Phương pháp nghiên cứu
· Sử dụng phương pháp khuấy cơ học kết hợp với gia nhiệt thông thường để thực hiện các phản ứng trong quy trình tổng hợp, đồng thời khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến mức độ chuyển hóa của phản ứng và chọn ra điều kiện tối ưu.
· Tiến trình phản ứng được theo dõi bằng sắc ký bản mỏng.
· Tinh chế sản phẩm bằng sắc ký cột sillica gel, kết tinh lại sản phẩm.
· Xác định cấu trúc sản phẩm bằng các phương pháp phổ nghiệm hiện đại bao gồm, MS, 1H-NMR và 13C-NMR.
· Hiệu suất của phản ứng tổng hợp được tính theo công thức:
[image: ]
Với: mtt là khối lượng theo thực tế (mg)
        mlt là khối lượng theo lý thuyết (mg)
[bookmark: _Toc52112674][bookmark: _Toc52112796][bookmark: _Toc52113031][bookmark: _Toc78400461]2. THỰC NGHIỆM
[bookmark: _Toc52112675][bookmark: _Toc52112797][bookmark: _Toc52113032][bookmark: _Toc78400462]2.1 Phương tiện nghiên cứu
[bookmark: _Toc52112676][bookmark: _Toc52113033][bookmark: _Toc78400463]2.1.1 Địa điểm và thời gian
Địa điểm:
- Phòng thí nghiệm Hóa sinh 1, 2 và 3, Bộ môn Hóa học, Khoa Khoa học Tự Nhiên, Trường Đại học Cần Thơ.

Thời gian: 01/2019-06/2021
[bookmark: _Toc52112677][bookmark: _Toc52113034][bookmark: _Toc78400464]2.1.2 Hoá chất
Hoá chất Merck
· 4-Fluorobenzylamine 
· Hydroxylamine hydrochloride
· 4-Aminoacetophenone 
· 1,4-Dioxane
Hoá chất Nhật Bản
· 4-Fluoroaniline
· 2,4-Difluoroaniline
· 3-Fluoroaniline
· 4-Fluoroaniline
· 5-Fluoro-2-methylaniline
· 4-Chloro-2-fluoroaniline
· p-Anisidine
· Triphenylphosphine
Hóa chất Trung Quốc
· Tin (II) chloride dehydrate
· Potassium nitrate
· Acetone
· Ethyl acetate
· n-Hexane
· Ethanol
· Dichloromethane
· Magnesium sulfate
· Sodium sulfate
· Sodium chloride
· Sodium bisulfite
· Sulfuric acid
· Hydrochloric acid
· Sodium bicarbonate
· Potassium carbonate
· Copper (I) chloride
· 2-Chloroacetic acid
[bookmark: _Toc52112678][bookmark: _Toc52113035][bookmark: _Toc78400465]2.1.3 Thiết bị và dụng cụ
· Bản mỏng tráng nhôm silica gel 60F254 độ dày 0.2 mm, Merck
· Bản mỏng tráng kính silica gel 60F254 độ dày 1 mm, Merck
· Bình cầu đáy tròn một cổ 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL
· Bình cầu đáy tròn hai cổ 50 mL
· Hệ thống đun hoàn lưu
· Máy khuấy từ gia nhiệt và bộ kiểm soát nhiệt độ IKA
· Cân điện tử
· Tủ sấy Memmert
· Tủ hút
· Máy cô quay Buchi
· Cột sắc ký
· Cốc thủy tinh 50 mL, 100 mL
· Giấy lọc
· Silica gel Merck kích thước hạt 63 – 200 μm
· Silica gel Ấn Độ kích thước hạt 74 – 250 µm
Phổ 1H-NMR và 13C-NMR được đo trên máy cộng hưởng từ hạt nhân Bruker Avance 500 NMR Spectrometer (Viện Hóa học, Viện Hàn Lâm Khoa học Việt Nam – Hà Nội), máy cộng hưởng từ hạt nhân Bruker Avance 300 NMR tại Đài Loan, Hàn Quốc (độ dịch chuyển hóa học δ được tính theo ppm, hằng số tương tác J tính bằng Hz). Phổ HR-ESI-MS được đo trên máy SCIEX X500R-QTOF tại trung tâm Nghiên cứu và Chuyển giao Công nghệ thành phố Hồ Chí Minh.
[bookmark: _Toc52112679][bookmark: _Toc52113036][bookmark: _Toc78400466]2.1.4 Tinh chế một số dung môi dùng trong thí nghiệm
Ethyl acetate: Chưng cất lại ở nhiệt độ sôi 77.0 °C.
n-Hexane: Chưng cất lấy phân đoạn ở 68.0 °C.
Acetone: Chưng cất lấy phân đoạn ở 56.0 °C.
Ethanol: Chưng cất lấy phân đoạn ở 78.0 °C.

[bookmark: _Toc52112680][bookmark: _Toc52112798][bookmark: _Toc52113037][bookmark: _Toc78400467]2.2 Thực nghiệm
[bookmark: _Toc52112681][bookmark: _Toc52113038][bookmark: _Toc78400468]2.2.1 Tổng hợp hoá học
[bookmark: _Toc52112682][bookmark: _Toc52113039][bookmark: _Toc78400469]2.2.1.1 Tổng hợp 3-bromo-N-phenyl-benzenesulfonamide 
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[bookmark: _Toc51773494][bookmark: _Toc78400173]Hình 2.1 Phản ứng và TLC quá trình tổng hợp 3-bromo-N-phenyl-benzenesulfonamide (3)

Thêm từng giọt 3-bromobenzenesulfonyl chloride 1 (5.0 g, 19.5687 mmol, 1.0 eq) vào dung dịch có chứa sẵn aniline 2 (4.009 g, 43.0115 mmol, 2.2 eq) và DMAP (12 mg, 0.098 mmol, 0.5% mmol) trong toluene khan (150 mL) ở 50-60 °C trong 5 phút, rồi phản ứng được theo dõi bởi TLC. Sau khi tác chất ban đầu biến mất (20 h), hỗn hợp được làm lạnh ở 0 °C và sau đó dung dịch HCl 2,0 M được thêm vào. Hỗn hợp được chiết bằng EtOAc. Lớp hữu cơ và lớp nước được tách ra, lớp nước bị loại bỏ, và lớp hữu cơ được rửa bằng dung dịch sodium bicarbonate 5% (w/v), tiếp đến là bằng dung dịch nước muối NaCl bão hòa. Lớp hữu cơ được làm khô bằng Na2SO4, cô đuổi dung môi và được tinh chế bằng sắc ký cột (EtOAc: Hex, 1:3), thu được sản phẩm 3 (5.8 g) với hiệu suất 95% là chất rắn màu vàng nhạt.
Dữ liệu phổ: 
1H NMR (400 MHz, DMSO, δ ppm) 10.32 (s, 1H, >NH‒), 7.84 (s, 1H, >CH‒), 7.80 (d, J = 8.0 Hz, 1H, >CH‒), 7.70 (d, J = 8.0 Hz, 1H, >CH‒), 7.49 (t, J = 7.9 Hz, 1H, >CH), 7.24 (t, J = 7.8 Hz, 2H, >CH‒), 7.05 (m, 3H, >CH‒).
13C NMR (100 MHz, CDCl3, δ ppm) 140.87, 136.08, 135.82, 130.48, 130.13, 129.51, 126.05, 125.77, 123.03, 122.18.
[bookmark: _Toc52112683][bookmark: _Toc52113040][bookmark: _Toc78400470]2.2.1.2 Tổng hợp ethyl (E)-3-(3-(N-phenylsulfamoyl)phenyl)acrylate (5)


[image: ]
[bookmark: _Toc51773495][bookmark: _Toc78400174]Hình 2.2 Phản ứng và TLC quá trình tổng hợp ethyl (E)-3-(3-(N-phenylsulfamoyl)phenyl)acrylate (5)

[bookmark: _Toc52112684][bookmark: _Toc52113041]Hỗn hợp gồm 3-bromo-N-phenyl-benzenesulfonamide 3 (5.8 g, 18.61 mmol, 1.0 eq), tri(o-tolyl)phosphine (113.2 mg, 0.372 mmol, 2% mmol), palladium (II) acetate (42 mg, 0.186 mmol; 1% mmol) và triethylamine (3.9 mL, 27.91 mmol, 1.5 eq) trong toluene khan (200 mL) được loại bỏ khí oxy 4 lần bằng khí argon hay Nitơ. Hỗn hợp được đun nóng ở 45-55 °C trong 20 phút. Xúc tác palladium (0) được hình thành trong quá trình này. Sau đó, phản ứng được làm nóng đến 80-90 °C, rồi ethyl acrylate 4 (2.23 mL; 20.44 mmol; 1.1 eq) được thêm vào từ từ trong 5 phút. Diến tiến của phản ứng được theo dõi bằng TLC. Tiếp theo sau đó, nhiệt độ được hạ xuống 45-55 °C và khuấy qua đêm. Sau khi tác chất ban đầu biến mất, hỗn hợp được thêm nước và làm lạnh về nhiệt độ phòng. Hỗn hợp được chiết bằng EtOAc ba lần. Lớp hữu cơ được rửa bằng dung dịch NaCl bão hòa, làm khô bằng Na2SO4, cô đặc trong hệ thống chân không và tinh chế bằng sắc ký cột (EtOAc: Hex = 1:2 đến 1:1), thu được sản phẩm 5 (5.55 g) với hiệu suất 90% là rắn màu vàng nhạt.
Dữ liệu phổ: 
1H NMR (400 MHz, DMSO, δ ppm) 10.26 (s, 1H, >NH‒), 8.04 (s, 1H, >CH‒), 7.97 (d, J = 7.6 Hz, 1H, >CH‒), 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 1H, >CH‒), 7.68 (d, J = 16.1 Hz, 1H, =CH‒), 7.59 (t, J = 7.8 Hz, 1H, >CH‒), 7.23 (t, J = 7.2 Hz, 2H, >CH‒), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 2H, >CH‒), 7.03 (t, J = 7.3 Hz, 1H, >CH‒), 6.66 (d, J = 16.1 Hz, 1H, =CH‒), 4.21 (m, 2H, ‒CH2‒), 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, ‒CH3).
13C NMR (100 MHz, DMSO, δ ppm) 166.20, 142.94, 140.83, 137.96, 135.56, 132.57, 130.42, 129.67, 128.46, 126.69, 124.75, 120.84, 60.74, 14.62.
[bookmark: _Toc78400471][bookmark: _Hlk53625486]2.2.1.3 Tổng hợp (E)-3-(3-phenylsulfamoyl-phenyl)-acrylic acid (6)
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[bookmark: _Toc51773496][bookmark: _Toc78400175]Hình 2.3 Phản ứng và TLC quá trình tổng hợp (E)-3-(3-phenylsulfamoyl-phenyl)-acrylic acid (6)

Bình phản ứng gồm hợp chất 5 (5.55 g, 16.76 mmol, 1.0 eq) và dung dịch NaOH 2M (21.8 mL, 43.6 mmol, 2.6 eq) được làm nóng đến 40-50 ℃. Phản ứng được theo dõi bằng TLC. Sau khi tác chất ban đầu biến mất (12 giờ), hỗn hợp được làm lạnh đến nhiệt độ phòng và sau đó được acid hóa tại 0 °C để điều chỉnh đến pH 1.5 bằng dung dịch HCl 1M. Kết tủa xuất hiện và nhiệt độ được đưa trở lại 20-30 ℃, và giữ ở nhiệt độ này trong 1 giờ trước khi lọc rồi rửa nhiều lần với nước lạnh và thu lấy kết tủa. Phần dịch lọc được loại bỏ. Chất rắn được chuyển vào tủ sấy ở nhiệt độ 45-55 ℃ trong điều kiện chân không trong 1 ngày, thu được chất rắn màu trắng. Sau đó, sản phẩm thô này được tinh chế bằng sắc ký cột (MeOH:DCM, 1:20-1:15), thu được sản phẩm 6 (4.88 g) là chất rắn màu trắng với hiệu suất 96%.
Dữ liệu phổ:
1H-NMR (300 MHz, CDCl3, δ ppm): 12.54 (s, 1H, COOH), 10.25 (s, 1H, >NH), 7.97 (s, 1H, >CH‒), 7.91 (d, J = 7.7 Hz, 1H, >CH‒), 7.72 (d, J = 7.7 Hz, 1H, >CH‒), 7.57 (d, J = 16.0, 1H, =CH‒), 7.55 (d, J = 8.3 Hz, 1H, >CH‒) 7.21 (t, J = 7.7 Hz, 2H, >CH‒), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H, >CH‒), 7.01 (t, J = 7.3 Hz, 1H, >CH‒), 6.52 (d, J = 16.0 Hz, 1H, =CH‒).
13C NMR (100 MHz, DMSO, δ ppm) 167.54, 142.42, 140.77, 137.95, 135.77, 132.55, 130.40, 129.67, 128.26, 126.38, 124.78, 122.01, 120.79.
[bookmark: _Toc52112691][bookmark: _Toc52113048][bookmark: _Toc78400472]2.2.1.4 Tổng hợp (E)-N-Hydroxy-3-(3-phenylsulfamoyl-phenyl)-acrylamide (Belinostat)
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[bookmark: _Toc78400176]Hình 2.4 Phản ứng và TLC quá trình tổng hợp Belinostat

Cho vào bình phản ứng gồm hợp chất 6 (4.88 g, 16.1 mmol, 1.0 eq) và hỗn hợp dung dịch 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU) (41 L, 0.261 mmol, 1.6% mol) trong isopropyl acetate (IPAc) (44 mL). Tiếp theo sau đó thì SOCl2 (1.4 mL, 18.5 mmol, 1.15 eq) được thêm vào hỗn hợp sệt này, sau đó tiếp tục khuấy ở 20-30 ℃ qua đêm. Phản ứng được theo dõi bằng TLC. Sau khi tác chất biến mất, sản phẩm thu được được sử dụng trong bước tiếp theo mà không cần tinh chế. 
Trong một bình phản ứng khác có chứa sẵn nước cất (42 mL) được thêm vào dung dịch hydroxylamine 50% (9.6 mL; 310 mmol, 19.3 eq) và một lượng nước cất khác (2.5 mL) được thêm vào để đảm bảo không có hydroxylamine bám trên thành bình, khuấy đều thu được dung dịch hydroxylamine 10%. Tetrahydrofuran (THF) (9.6 mL) sau đó được thêm vào hỗn hợp và làm lạnh đến 0-10 ℃. Sau đó, dung dịch acid chloride bên trên được thêm vào từ từ trong 1 giờ và duy trì nhiệt độ 0-10 ℃. Sau đó được làm ấm đến 20-30 ℃, và quá trình của phản ứng được theo dõi bởi TLC. Sau khi tác chất ban đầu biến mất, loại bỏ pha nước, thu lấy lớp hữu cơ. Sau đó, lớp hữu cơ được loại bỏ trong điều kiện chân không nhưng vẫn duy trì nhiệt độ nhỏ hơn 30 ℃. Hỗn hợp được chiết bằng EtOAc ba lần. Lớp hữu cơ được rửa bằng dung dịch NaCl bão hòa, làm khô bằng Na2SO4, cô quay và tinh chế bằng sắc ký cột (MeOH:DCM = 1:15), thu được sản phẩm belinostat (4.41 g) với hiệu suất 86% là chất rắn màu vàng rất nhạt.
Dữ liệu phổ: 
1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10.80 (s, 1H, ‒OH), 10.27 (s, 1H, >NH), 9.10 (s, 1H, >NH), 7.90 (s, 1H, >CH‒), 7.76 (d, J = 7.0 Hz, 1H, >CH‒), 7.69 (d, J = 7.1 Hz, 1H, >CH‒), 7.55 (t, J = 7.5 Hz, 1H, >CH‒), 7.45 (d, J = 15.8 Hz, 1H, =CH‒), 7.22 (t, J = 7.3 Hz, 2H, >CH‒), 7.08 (d, J = 7.5 Hz, 2H, >CH‒), 7.02 (t, J = 6.9 Hz, 1H, >CH‒), 6.49 (d, J = 15.8 Hz, 1H, =CH‒).
13C NMR (100 MHz, DMSO, δ ppm) 162.54, 140.72, 137.94, 137.02, 136.32, 132.47, 130.48, 129.67, 127.55, 125.20, 124.80, 121.81, 120.82.
MS (ESI) m/z [M–H] : tìm thấy 316.8.
[bookmark: _Toc52112703][bookmark: _Toc52112799][bookmark: _Toc52113060][bookmark: _Toc78400480]3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
[bookmark: _Toc52112704][bookmark: _Toc52112800][bookmark: _Toc52113061][bookmark: _Toc78400481]3.1 Tổng hợp hoá học
Nghiên cứu đã xây dựng thành công quy trình tổng hợp nguyên liệu belinostat quy mô 5.0 g/mẻ đạt tiêu chuẩn dược điển Mỹ USP 2017 để làm nguyên liệu cho bào chế thuốc điều trị ung thư. Quy trình tổng hợp gồm 4 bước khá đơn giản với quy mô 5,0 g/mẻ đã đạt được như đề xuất với hiệu suất cao.. 
Đầu tiên, chuỗi tổng hợp được bắt đầu thử với lượng lần lượt 1 g, 3g và 5 g tác chất 3-bromobenzenesulfonyl chloride 1. Hiệu suất mỗi bước và hiệu suất toàn phần của 2 mẽ không khác nhau nhiều. Dưới đây là các giá trị hiệu suất của mẽ khi tiến hành phản ứng với 5 g tác chất 3-bromobenzenesulfonyl chloride 1. Khối lượng belinostat đạt được ở mẻ này là 4.41 với hiệu suất toàn phần đạt (4.41/6.23) = 70.8%. Khi 6 g tác chất 3-bromobenzenesulfonyl chloride 1 được sử dụng thì quy mô 5.0 g/mẻ mong đợi đã đạt được.
· Hiệu suất của hợp chất (5) đối với hợp chất (1) là: (5.55/6.486)% = 85.6%.
· Hiệu suất của hợp chất (6) đối với hợp chất (5) là: (4.88/5.084)% = 96%.
· Hiệu suất của Belinostat đối với hợp chất (6) là: (4.41/5.125)% = 86%.
· Hiệu suất của Belinostat đối với hợp chất (6) là: (4.41/5.125)% = 86%.
· Hiệu suất của Belinostat đối với hợp chất (1) là: (4.41/6.23)% = 70.8%.


[bookmark: _Toc78400482]3.1.2 Tổng hợp các chất trung gian 3, 5, 6


Hợp chất 3 được tổng hợp thành công với hiệu suất 95% trong thời gian 20 giờ. Sản phẩm sau khi tinh chế bằng sắc ký cột silica gel (EtOAc: Hex, 1:3) có dạng màu vàng nhạt. 
[image: ]   [image: ]
[bookmark: _Toc78400178]Hình 2.6 Sắc ký lớp mỏng tổng hợp 3 và sản phẩm 3 sau khi tinh chế

Dữ liệu phổ NMR cho thấy phù hợp với với cấu trúc như đã dự đoán ban đầu: 


Cụ thể cho thấy sự xuất hiện của 10 tín hiệu proton. Ở vùng từ trường thấp, có sự xuất hiện của mũi singlet với cường độ tích phân tương đối bằng 1 và có độ dịch chuyển hóa học  = 10.32 ppm được quy kết cho proton –NH–. Bốn proton của vòng benzene A ở các vị trí 7.84-7.49 ppm. Trong đó, tín hiệu singlet với cường độ tích phân bằng 1, có độ dịch chuyển hóa học = 7.84 ppm được quy cho proton H2, do proton H2 chịu ảnh hưởng của 2 nhóm rút mạnh kế cận nên bị giảm chắn làm proton này dịch chuyển về vùng từ trường thấp hơn so với các proton còn lại trên vòng benzene A. Tín hiệu doublet với độ dịch chuyển 7.80 ppm, J = 8.0 Hz được quy kết cho proton H6 và 7.70 ppm, J = 8.0 Hz được quy kết cho proton H4 do proton H6 kế cận nguyên tử halogen rút mạnh nên giảm chắn làm cho proton này dịch chuyển về vùng từ trường thấp hơn so với H4. Tín hiệu mũi triplet với cường độ bằng 1, có độ dịch chuyển = 7.49, nằm ở vùng từ trường cao hơn so với 3 proton còn lại của vòng benzene A có J= 7.9 Hz, được quy kết cho proton H5 do proton này bị chẻ bởi 2 proton kế cận H4, H6 ở vị trí ortho. Năm proton còn lại được cho là của vòng benzene B với tín hiệu. Tín hiệu doublet tại 7.24 ppm, J = 7.8 Hz với cường độ bằng 2 được quy kết cho hai proton tương đương H3’ và H5’, tín hiệu multilet còn lại với cường độ tích phân bằng 3 được quy kết cho ba proton H2’, H4’ và H6’. Dữ liệu phổ 13C NMR cho thấy sự xuất hiện của 10 tín hiệu ứng với 10 carbon không tương đương trong cấu trúc hợp chất 3: 10 140.87, 136.08, 135.82, 130.48, 130.13, 129.51, 126.05, 125.77, 123.03, 122.18.


Hợp chất 5 được tổng hợp thành công với hiệu suất 90 % trong thời gian 24 giờ. Sản phẩm sau khi tinh chế bằng sắc ký cột silica gel (EtOAc: Hex, 1:2 đến 1:1) rắn màu vàng nhạt.  
[image: ]
[bookmark: _Toc78400179]Hình 2.7 Sắc ký lớp mỏng tổng hợp 5

Dữ liệu phổ NMR cho thấy phù hợp với với cấu trúc như đã dự đoán ban đầu: 


Trong đó, hai tín hiệu doublet tại vị trí 7.68 ppm và 6.66 ppm với cường độ bằng 1 và hằng số ghép cặp bằng 16 Hz được quy kết cho H8 và H7 ứng với cấu hình trans do proton H8 có C8 liên kết trực tiếp với nhóm –COOEt rút điện tử làm cho H8 bị giảm chắc mạnh nên dịch chuyển về vùng từ trường thấp hơn H7. Tại vùng từ trường cao cho thấy sự hiện diện của hai tín hiệu quarlet và triplet có đọ dịch chuyển 4.21 ppm và 1.27 ppm có cường độ tương ứng là 2 và 3 đặc trưng cho 5 proton ester –COOEt. Các dữ liệu phổ còn lại tương tự như dữ liệu phổ của hợp chất 3.
13C NMR (100 MHz, DMSO, δ ppm) 166.20, 142.94, 140.83, 137.96, 135.56, 132.57, 130.42, 129.67, 128.46, 126.69, 124.75, 120.84, 60.74, 14.62.


Hợp chất 6 được tổng hợp thành công với hiệu suất 96 %. Sản phẩm sau khi tinh chế bằng sắc ký cột silica gel (MeOH:DCM, 1:20-1:15) có dạng rắn màu trắng.
[image: ][image: ][image: ]
  







[bookmark: _Toc78400180]Hình 2.8 Sắc ký lớp mỏng tổng hợp 6 và sản phẩm 6


Dữ liệu phổ NMR cho thấy có sự biến mất của 5 tín hiệu proton ester COOEt, thay vào đó là sự xuất hiện của tín hiệu singlet tại vùng từ trường thấp với độ dịch chuyển 12.54 ppm và cường độ tích phân bằng 1 ứng với sự hiện diện của một acid COOH. Các dữ liệu còn lại đều cho kết quả tương tự so với hợp chất 5. Từ đó khẳng định đã tổng hợp thành công hợp chất 6. 
[bookmark: _Toc38811359][bookmark: _Toc78400483]3.1.7 Tổng hợp belinostat và các dẫn xuất tương tự belinostat


Belinostat được tổng hợp thành công với hiệu suất 86 %. Sản phẩm sau khi tinh chế bằng sắc ký cột silica gel (EtOAc:Hex, 1:15) là chất rắn màu vàng rất nhạt.
[image: ][image: ][image: ][image: ]
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[bookmark: _Toc78400181]Hình 2.9 Sắc ký lớp mỏng tổng hợp Belinostat; vết sản phẩm hiện hình màu đen trong thuốc thử Fe3+/MeOH

[image: ][image: ]Sắc ký đồ UPLC của Belinostat sau khi kết tinh lại
Sắc ký đồ UPLC của Belinostat trước khi kết tinh lại

[bookmark: _Toc78400182]Hình 2.10 Sắc ký đồ UPLC của Belinostat

Cấu trúc của belinostat được xác định bằng phương pháp phổ HRMS, 13C-NMR, 1H-NMR cho kết quả phù hợp với cấu trúc hợp chất dự đoán ban đầu.


Phổ MS: Cho thấy peak ion giả phân tử m/z [M–H] = 316.8, suy ra phân tử khối của hợp chất là 317.8 đvC phù hợp với công thức phân tử C15H14O4N2S.
Phổ 13C-NMR (100 MHz, DMSO,  ppm): cho thấy sự hiện diện của 13 tín hiệu tương ứng với 13 carbon không tương đương trong công thức của belinostat tương ứng với tổng số 15 carbon trong cấu trúc. 13C NMR (100 MHz, DMSO, δ ppm) 162.54, 140.72, 137.94, 137.02, 136.32, 132.47, 130.48, 129.67, 127.55, 125.20, 124.80, 121.81, 120.82.
Cấu trúc sản phẩm được xác định bằng phổ 1H-NMR được liệt kê trong bảng dưới đây cho thấy phù hợp với cấu trúc của hợp chất belinostat.





[bookmark: _Toc73576715][bookmark: _Toc78400190]Bảng 2.1 Phổ 1H-NMR (400 MHz, DMSO  ppm) của belinostat
	Vị trí
	Số và loại proton
	 ppm
	Mũi, J (Hz)

	2
	1H, >CH
	7.90
	s

	4
	1H, >CH
	7.69
	d, 7.1

	5
	1H, >CH
	7.55
	t, 7.5

	6
	1H, >CH
	7.76
	d, 7.0

	7
	1H, =CH
	7.45
	d, 15.8

	8
	1H, =CH
	6.49
	d, 15.8

	2’, 6’
	2H, >CH
	7.08
	d, 7.5

	4’
	2H, >CH
	7.02
	t, 6.9

	3’ 5’
	2H, >CH
	7.22
	t, 7.3

	1
	1H, OH
	10.80
	s

	2
	1H, >NH
	9.10
	s

	3
	1H, >NH
	10.27
	s





[bookmark: _Toc52112709][bookmark: _Toc52112803][bookmark: _Toc52113066][bookmark: _Toc78400492]PHỤ LỤC
[bookmark: _Toc78400207]Phụ lục 1. Phổ NMR của 3
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[bookmark: _Toc78400208]Phụ lục 2. Phổ NMR của 5
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[bookmark: _Toc78400209]Phụ lục 3. Phổ NMR của 6
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[bookmark: _Toc78400210]Phụ lục 4. Phổ NMR, MS của Belinostat
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