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Viêm khớp dạng thấp là một bệnh lý tự miễn diễn tiến mạn 
tính phổ biến trên toàn cầu, gây tổn thương tại khớp, ngoài 
khớp, hay thậm chí là toàn thân ở nhiều mức độ khác nhau 
[1]. Bệnh có thể dẫn đến tàn phế do tình trạng phá hủy khớp 
gây nên nếu không được phát hiện sớm, điều trị kịp thời và 
đúng phác đồ. Hiện nay, trong số các nhóm thuốc điều trị 
viêm khớp dạng thấp, nhóm DMARDs (disease-modifying 
anti rheumatic drugs - thuốc chống viêm khớp tác dụng 
chậm) được xem là lựa chọn ưu tiên trên lâm sàng và 
leflunomid là một hoạt chất thuộc nhóm này [2]. Trong đa số 
trường hợp, người bệnh cần phải dùng thuốc trong thời gian 
dài, hoặc có thể là suốt đời, để kiểm soát bệnh ổn định [3]. 
Vì vậy, thuốc phải được kiểm nghiệm nghiêm ngặt về hàm 
lượng dược chất và các tạp chất để đảm bảo hiệu quả lâm 
sàng và an toàn cho bệnh nhân. Hiện nay, Dược điển Anh 
(BP 2025) và Dược điển Hoa Kỳ (USP 2025) có quy định 
bắt buộc kiểm nghiệm tạp A và tạp B trong nguyên liệu và 
thành phẩm chứa leflunomid [4,5], đặc biệt là tạp A vì những 
độc tính đáng quan tâm trên gen và hệ tạo máu [6,7]. Tuy 
nhiên, chuẩn tạp A và tạp B vẫn chưa có trong danh mục chất 
chuẩn đối chiếu quốc gia. Tại Việt Nam, cho đến nay chưa 
có tác giả nào công bố quy trình tổng hợp tạp A và tạp B của 
leflunomid. Ở ngoài nước, cho đến nay chưa có quy trình 
tổng hợp tạp A đi từ nguyên liệu leflunomid được công bố 
chính thức trên các tạp chí quốc tế. Vào năm 1989, Stahly và 
Donald [8] đã công bố quy trình tổng hợp tạp A của 
leflunomid (4-trifluoromethylanilin) đi từ 4-(triethylsiloxy)-
4-(trifluoromethyl)-2,5-cyclohexadien-1-on và ethyl 

glycinat hydroclorid. Đối với tạp B, trên thế giới đã có một 
số công trình nghiên cứu tổng hợp tạp B bằng phản ứng mở 
vòng isoxazol của leflunomid [9-11]. Từ những lý do trên, 
nghiên cứu này được thực hiện nhằm tổng hợp tạp A và tạp 
B của leflunomid ở quy mô phòng thí nghiệm, xây dựng quy 
trình xác định độ tinh khiết sản phẩm tổng hợp bằng phương 
pháp HPLC-PDA để có thể ứng dụng kiểm nghiệm tạp chất 
liên quan trong nguyên liệu và thành phẩm chứa leflunomid.  

 

 

Tạp A (4-(trifluoromethyl)anilin) và tạp B ((Z)-2-cyano-3-
hydroxy-N-[4-(trifluoromethyl)phenyl]but-2-enamid)  của 
leflunomid. 

 

Nguyên liệu leflunomid có số lô F006FPE-23002, hàm 
lượng 100,7% tính theo nguyên trạng, sản xuất bởi công ty 
Formosa Laboratories INC - Đài Loan, hạn dùng 20/08/2028. 

Bản mỏng silicagel GF254, cân phân tích Sartorius 
ENTRIS124I-1S, máy khuấy từ gia nhiệt IKA, máy cô quay 
chân không Buchi R210S, hệ thống HPLC - PDA Waters 
Alliance e2695, cột sắc ký C18 Knauer (250 × 4,6 mm; 5 µm), 
máy quang phổ hồng ngoại Bruker, máy quang phổ UV-Vis 
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Shimadzu UV - 1900i, máy sắc ký lỏng ghép đầu dò khối 
phổ Shimadzu LCMS - IT-TOF, máy cộng hưởng từ hạt nhân 
600 MHz Bruker Advance II. Các dụng cụ thủy tinh đạt yêu 
cầu về độ chính xác sử dụng trong phân tích. 

Natri hydroxyd (NaOH), isopropyl alcol, acid hydrocloric 
(HCl), n-hexan, cloroform, dicloromethan, ethanol, toluen, 
acid acetic, ethyl acetat, n-butanol, triethylamin, hydrogen 
peroxyd và acid phosphoric đạt tiêu chuẩn phân tích 
(Labchem). Methanol và acetonitril (ACN) đạt tiêu chuẩn 
dùng cho sắc ký lỏng (Merck).  

 

Quy trình tổng hợp tạp A của leflunomid theo Stahly và 
Donald [8] sử dụng những nguyên liệu khó tìm như  
4-(triethylsiloxy)-4-(trifluoromethyl)-2,5-cyclohexadien-1-on 
hay ethyl glycinat hydroclorid, việc tinh chế được thực 
hiện bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng điều chế có hạn 
chế nhất định khi không tiến hành được với lượng lớn, 

khả năng điều chế phụ thuộc nhiều vào chất lượng bản 
mỏng và hệ dung môi khai triển, dung môi phản hấp phụ. 
Dựa trên cơ chế phản ứng, đề tài đã đưa ra quy trình tổng 
hợp tạp A như sau: 

4-(Trifluoromethyl)anilin được tổng hợp dựa trên 
phản ứng thủy phân amid của leflunomid trong môi 
trường kiềm (Hình 1). Trong khi tổng hợp, các yếu tố 
ảnh hưởng đến hiệu suất phản ứng được khảo sát như 
nồng độ natri hydroxyd tham gia phản ứng, nhiệt độ 
phản ứng và pH kiềm hóa. Sản phẩm thô được tinh chế 
thu được sản phẩm, kí hiệu là A. 

Dựa theo nghiên cứu của Ching-Peng Wei và cộng sự [9], 
tạp B được tổng hợp bằng phản ứng mở vòng isoxazol của 
leflunomid trong môi trường kiềm (Hình 2). Trong khi tổng 
hợp, tiến hành khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu suất 
phản ứng như nồng độ natri hydroxyd tham gia phản ứng, 
nhiệt độ phản ứng và pH acid hóa. Sản phẩm thô được tinh 
chế bằng phương pháp kết tinh lại trong dung môi thu được 
sản phẩm, kí hiệu là B. 

Các sản phẩm sau khi tinh chế được sơ bộ kiểm tra 
độ tinh khiết bằng phương pháp sắc ký lớp mỏng, tiến 
hành trên bản mỏng silicagel GF254 với 3 hệ dung môi 
có độ phân cực khác nhau, quan sát bản mỏng dưới đèn 
UV 254 nm.  

Sản phẩm A được kiểm tra với 3 hệ dung môi là: Hệ 
1: n-hexan - toluen - cloroform (4 : 4 : 2), hệ 2: toluen - 
cloroform (4 : 6), hệ 3: toluen - cloroform (1 : 9). Sản phẩm 
B được kiểm tra với 3 hệ dung môi là: Hệ 1: Toluen - 
methanol - acid acetic (75 : 25 : 0,05), hệ 2: Methanol - ethyl 
acetat - triethylamin (25 : 70 : 5), hệ 3: n-butanol - nước - 
acid acetic (4 : 5 : 1). 
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Các sản phẩm sau đó được kiểm tra độ tinh khiết 
bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 
đầu dò PDA, với các điều kiện sắc ký như sau: Cột 
Kauner C18 (250 x 4,6 mm; 5 μm); đầu dò PDA, bước 
sóng phát hiện 245 nm (sản phẩm A) và 292 nm (sản 
phẩm B); tốc độ dòng: 1,0 ml/phút; nhiệt độ cột: 35 oC; 
thể tích tiêm mẫu: 10 μL; dung môi pha mẫu: methanol; 
nồng độ mẫu thử: 250 μg/ml trong dung môi pha mẫu. 
Chương trình dung môi gradient với hệ pha động như 
ở Bảng 1. 

Cấu trúc của các sản phẩm được xác định bằng các 
phương pháp phổ nghiệm, bao gồm UV, IR, MS, và 
NMR, đồng thời so sánh kết quả phổ nghiệm với tài liệu 
tham khảo. 

Độ tinh khiết của tạp A và tạp B được xác định bằng 
phương pháp HPLC-PDA quy về 100% diện tích pic với 
điều kiện sắc ký giống như mục 2.3.3, nhưng với chương 
trình gradient rút gọn theo pha động 2 (với tạp A) và pha 
động 1 (với tạp B). Các quy trình được thẩm định theo 
hướng dẫn của ICH [10]. Các chỉ tiêu thẩm định bao 
gồm tính phù hợp hệ thống, tính đặc hiệu, độ tuyến tính, 
độ chính xác (độ lặp lại và độ chính xác trung gian). 

 

 

Kết quả khảo sát nồng độ NaOH sử dụng trong phản ứng 
thủy phân được trình bày trong Bảng 2. 

Nhận xét: Khi khảo sát ảnh hưởng của nồng độ NaOH, 
nhận thấy ở nồng độ NaOH 5 N cho thời gian thủy phân hoàn 
toàn nguyên liệu leflunomid và hỗn hợp sau phản ứng cho 
vết khác vết nguyên liệu (theo dõi bằng SKLM) là ngắn nhất. 
Do đó, nồng độ NaOH 5 N được lựa chọn để tiến hành phản 
ứng thủy phân. 

Tiếp theo, nhiệt độ được tiến hành khảo sát với yếu tố cố 
định là NaOH 5 N, kết quả được trình bày trong Bảng 3. 

Nhận xét: Kết quả cho thấy, ở nhiệt độ phòng, phản ứng 
xảy ra rất chậm, tốc độ phản ứng tăng lên khi nhiệt độ tăng 
đến 90 oC. Do đó, phản ứng được lựa chọn tiến hành ở 90 oC. 

Tiếp tục khảo sát ảnh hưởng của pH kiềm hóa lên hiệu suất 
sản phẩm thô (yếu tố cố định: NaOH 5 N, nhiệt độ phản ứng 
90 oC), kết quả được trình bày trong Bảng 4. 

Nhận xét: Khi khảo sát ảnh hưởng của pH kiềm hóa lên 
hiệu suất sản phẩm thô, nhận thấy ở khoảng pH 11 - 14, hiệu 



Tạp chí Y học Thành phố Hồ Chí Minh - Dược học * Tập 29 * Số 1 * 2026 

https://doi.org/10.32895/hcjm.p.2026.01.05 https://www.duoc.tapchiyhoctphcm.vn | 43

suất sản phẩm thô gần như bằng nhau, cao nhất là pH 11 - 12 
(58,4%). Do đó, dịch sau khi acid hóa được tiến hành kiềm 
hóa đến pH 11 - 12 bằng NaOH 5 N.  

Từ những kết quả đã khảo sát, quy trình tổng hợp tạp A ở 
quy mô phòng thí nghiệm được đề xuất như sau: Cân 0,54 g 
(2 mmol) leflunomid, thêm 5 ml methanol và 5 ml nước, 
khuấy trên máy khuấy từ đến khi hoạt chất tan hoàn toàn 
trong dung môi. Thêm 25 ml dung dịch NaOH 5 N vào hỗn 
hợp trên, gia nhiệt, đun hồi lưu ở 90 oC trong 3 giờ. Hỗn hợp 
sau phản ứng được để nguội đến nhiệt độ phòng. Thêm từ từ 
acid hydrocloric đậm đặc cho đến khi hỗn hợp đạt pH 1 - 2, 
xuất hiện kết tủa. Lọc loại bỏ tủa, thu lấy dịch lọc. Dịch lọc 
được kiềm hóa bằng NaOH 5 N đến pH 11 - 12, cô thu hồi 
dung môi đến khi xuất hiện lớp chất lỏng màu vàng nhạt. 
Chiết phân bố lỏng - lỏng 3 lần, mỗi lần với 10 ml 
dicloromethan. Gộp chung các lớp hữu cơ, làm khan bằng 
natri sulfat khan. Cô thu hồi dung môi hữu cơ, thu được 
0,181 g sản phẩm thô. Sản phẩm thô được hòa vào 
dicloromethan nóng, sau đó làm lạnh đến 10 - 15 oC trong 6 
giờ. Lọc dưới áp suất giảm thu dịch lọc. Cô thu hồi dung môi 
của dịch lọc, lặp lại quy trình tinh chế nhiều lần, thu được 
sản phẩm tinh chế A là chất lỏng màu vàng nhạt, trong suốt, 
khối lượng 0,103 g. Tiến hành tổng hợp và tinh chế lặp lại 
theo quy trình 3 lần, hiệu suất toàn quá trình trung bình đạt 
31,2%.  

 

 

Kết quả khảo sát nồng độ NaOH sử dụng trong 
phản ứng thủy phân được trình bày trong Bảng 5. 

Nhận xét: Nồng độ NaOH 45% cho thời gian phân hủy 
hoàn toàn nguyên liệu leflunomid (theo dõi bằng SKLM) là 
ngắn nhất (0,5 giờ). Vì vậy, nồng độ NaOH được lựa chọn 
để tiến hành phản ứng thủy phân là NaOH 45%. 

Tiếp theo, nhiệt độ được tiến hành khảo sát với yếu tố cố 
định là NaOH 45%, kết quả được trình bày trong Bảng 6. 

Nhận xét: Tại nhiệt độ 0 - 5 °C tốc độ phản ứng thủy phân 
xảy ra rất chậm (60 phút). Tốc độ tăng lên khi tăng nhiệt độ 
lên 70 °C, tuy nhiên có sản phẩm phụ. Vì vậy, phản ứng thủy 
phân leflunomid được lựa chọn tiến hành ở nhiệt độ 25 - 35 °C. 

Tiếp tục khảo sát ảnh hưởng của pH acid hóa lên hiệu suất 
sản phẩm thô (yếu tố cố định: nồng độ NaOH 45%, nhiệt độ 
phản ứng 25 - 35 °C), kết quả được trình bày trong Bảng 7. 

Nhận xét: Khi tiến hành khảo ảnh hưởng của pH acid hóa 
lên hiệu suất sản phẩm thô, ở khoảng pH 1 - 2 cho hiệu suất 
cao nhất. Vì vậy, phản ứng tổng hợp được lựa chọn tiến hành 
ở pH 1 - 2. 

Từ những kết quả đã khảo sát, quy trình tổng hợp tạp B ở 
quy mô phòng thí nghiệm được đề xuất như sau: Cân 0,54 g 
(2 mmol) leflunomid, thêm 20 ml dung dịch isopropyl alcol 
(isopropyl alcol : nước = 5 : 5 (tt/tt)), khuấy trên máy 
khuấy từ ở nhiệt độ 25 - 35 °C đến khi hoạt chất tan hoàn 
toàn. Thêm từ từ 3 ml dung dịch NaOH 45% vào hỗn hợp 
trên cho đến khi đạt đến pH là 12 ± 1, khuấy đều trong  
30 phút. Sau thời gian phản ứng, lọc hỗn hợp qua giấy lọc, 
thêm từ từ acid HCl 32% vào dịch lọc cho đến khi đạt 
được pH 1 - 2, quan sát thấy xuất hiện kết tủa. Kết tủa tạo 
thành được lọc, rửa bằng nước và sấy khô để thu được sản 
phẩm thô. Sản phẩm thô được tinh chế bằng phương pháp 
kết tinh lại với dung môi ethyl acetat, thu được sản phẩm 
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tinh chế B là tinh thể màu trắng, sấy đến khối lượng không 
đổi thu được khối lượng là 0,394 g. Tiến hành tổng hợp 
và tinh chế lặp lại theo quy trình 3 lần, hiệu suất toàn quá 
trình trung bình đạt 72,3%. 

 

Kết quả thử tinh khiết sản phẩm tinh chế bằng sắc ký 
lớp mỏng với 3 hệ dung môi đều cho một vết duy nhất 
khác vết nguyên liệu khi quan sát dưới đèn UV 254 nm. 
Kết quả thử tinh khiết bằng phương pháp HPLC - PDA 
cho thấy ở cả 2 hệ pha động, sắc ký đồ 2 chiều tại bước 
sóng 245 nm (sản phẩm A), 292 nm (sản phẩm B) và sắc 
ký đồ 3 chiều đều xuất hiện 1 pic chính duy nhất và pic 
này tinh khiết theo phổ UV - Vis. Kết quả thử tinh khiết 
sản phẩm tinh chế bằng HPLC - PDA được trình bày ở 
Bảng 8. 

 

 

Phổ UV của sản phẩm A trong dung môi methanol cho 
cực đại tại các bước sóng 202,5; 251 và 288 nm. Phổ  
FT-IR νmax (cm-1) có các đỉnh đặc trưng cho các nhóm 
chức phù hợp với công thức cấu tạo của tạp A chuẩn [11] 
(Hình 3): -NH2 (3399 và 1625), C-N (1317), C-F (1184, 
1156, 1098, 1060 và 1010), -CH= nhân thơm thế para 
(828). Phổ khối MS – ESI (+) của sản phẩm tinh chế A 
cho mảnh tín hiệu ion [M-H]+ có m/z = 162,0497 phù 
hợp với số khối lý thuyết cũng như công thức phân tử 
của tạp A (C7H6F3N, M = 161,0451).  

Phổ 1H-NMR (600 MHz, CDCl3) δH (ppm): 7,37 (d, 2H, 
J = 8,4 Hz, H4, H6); 6,65 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H3, H7), 3,90 
(s, 2H, H1) (Hình 4); phù hợp dữ liệu phổ 1H-NMR của 
4-(trifluoromethyl)anilin [12]. 

Phổ 13C-NMR (150 MHz, CDCl3) δC (ppm): 149,47 
(C2); 126,7 (q, J = 4 Hz, C4 và C6); 124,9 (q, J = 270 Hz, 
C8); 120,1 (q, J = 33 Hz, C5); 114,19 (C3 và C7)  
(Hình 4); phù hợp dữ liệu phổ 13C-NMR của 
4-(trifluoromethyl)anilin [12]. 

Từ những dữ liệu về phổ UV, IR, MS, NMR, có thể khẳng 
định sản phẩm A chính là tạp A của leflunomid (Hình 5). 

 

Phổ UV của sản phẩm B trong dung môi methanol cho 
cực đại tại các bước sóng 203; 246 và 292 nm. Phổ FT-IR 
νmax (cm-1) có các đỉnh đặc trưng cho các nhóm chức phù hợp 
với công thức cấu tạo của tạp B chuẩn [13-14] (Hình 6): 
N-H (3302), C≡N (2222), >C=O (1589), C-N (1404),  
C-F (1319), -CH= nhân thơm thế para (840 và 678). Phổ 
khối MS - ESI (+) của sản phẩm tinh chế B cho mảnh tín 
hiệu ion [M-H]+ có m/z = 271,0665 phù hợp với số khối lý 
thuyết cũng như công thức phân tử của tạp B (C12H9O2F3N2, 
M = 270,0614). 
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Phổ 1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6) δH (ppm): 10,74 
(s, 1H); 7,78 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H6, H10); 7,67 (d, 2H, 
J = 8,4 Hz, H7, H9); 2,28 (s, 3H, H1) (Hình 7); phù hợp dữ 
liệu phổ 1H-NMR chuẩn của tạp B theo TLTK [14]. 

Phổ 13C-NMR (150 MHz, DMSO-d6) δC (ppm): 
186,98 (C2); 166,39 (C4); 141,56 (C5), 125,80 (C7 và 

C9), 125,20 (C8), 123,40 (C11), 120,99 (C6 và C10), 
118,20 (C12), 80,80 (C3), 23,08 (C1) (Hình 7); phù 
hợp dữ liệu phổ  13C-NMR chuẩn của tạp B theo  
TLTK [14].  

Từ những dữ liệu về phổ UV, IR, MS, NMR, có thể khẳng 
định sản phẩm B chính là tạp B của leflunomid (Hình 8).
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Quy trình xác định độ tinh khiết tạp A và tạp B bằng  
HPLC - PDA được thẩm định với chương trình gradient 
rút gọn ở Bảng 9 (tạp A) và Bảng 10 (tạp B). 

Kết quả thẩm định được thể hiện ở Bảng 11, Bảng 12, Hình 
9 và Hình 10. 

Kết quả khảo sát tính phù hợp hệ thống cho thấy RSD của 
thời gian lưu, diện tích pic đều nhỏ hơn 2,0%, hệ số kéo đuôi 

của pic tạp A và pic tạp B đều nhỏ hơn 1,5 (Bảng 11). Như 
vậy, quy trình xác định độ tinh khiết tạp A và tạp B đạt tính 
phù hợp hệ thống. 

Kết quả khảo sát độ đặc hiệu cho thấy trong cùng điều 
kiện phân tích: Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất hiện pic có 
thời gian lưu tương ứng với thời gian lưu của pic tạp trên 
sắc ký đồ mẫu thử. Sắc ký đồ các mẫu phân hủy (trong 
NaOH 0,1 N/ 24 giờ; trong HCl 0,1 N/ 24 giờ, trong H2O2 
3%/ 8 giờ; sấy 60 °C/ 24 giờ, tiếp xúc ánh sáng mặt trời 
trong 8 giờ) có xuất hiện các pic phân hủy, các pic này đều 
tách hoàn toàn với pic tạp. Pic tạp trong sắc ký đồ của mẫu 
thử và các mẫu phân hủy đều tinh khiết theo phổ UV-Vis 
(Hình 9 và 10). Như vậy, quy trình xác định độ tinh khiết 
tạp A và tạp B đạt yêu cầu về độ đặc hiệu. 
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Kết quả thẩm định độ tuyến tính và độ chính xác được thể 
hiện trong Bảng 12. 

Kết quả cho thấy quy trình xác định độ tinh khiết tạp A và 
tạp B bằng HPLC - PDA có khoảng tuyến tính rộng, hệ số 
tương quan cao, độ chính xác đạt yêu cầu. Kết quả xác định 
độ tinh khiết tạp A và tạp B theo phương pháp quy về 100% 
diện tích pic là trên 98,5% tính trên nguyên trạng. 

 

Phương trình tổng hợp tạp A dựa trên cơ sở phản ứng thủy 
phân liên kết amid của nguyên liệu leflunomid bằng tác nhân 
natri hydroxyd. Nghiên cứu đã khảo sát các yếu tố ảnh hưởng 
đến hiệu suất phản ứng như nồng độ NaOH (0,1 N đến 5 N), 
nhiệt độ (nhiệt độ phòng đến 90 oC), pH kiềm hóa (8 đến 14) 
và lựa chọn điều kiện tối ưu dựa theo hiệu suất phản ứng.  

Cơ chế của phản ứng thủy phân liên kết amid trong môi 
trường kiềm được đề xuất dựa trên cơ chế phản ứng thế ái 
nhân acyl, gồm 3 giai đoạn. Giai đoạn đầu tiên, OH- hoạt 
động như một tác nhân ái nhân mạnh, tấn công vào vị trí 
carbon ái điện tử của nhóm carbonyl, khi liên kết giữa nhóm 
-OH và C được hình thành, liên kết π của nhóm carbonyl sẽ 
bị phá vỡ làm dịch chuyển các electron đến nguyên tử oxy 
và hình thành trạng thái trung gian tứ diện. Giai đoạn đầu 
tiên của phản ứng xảy ra chậm và là giai đoạn quyết định tốc 
độ phản ứng. Vì OH- là tác nhân tấn công trực tiếp vào 
carbon ái điện tử của nhóm C=O, do đó tốc độ phản ứng của 
giai đoạn này sẽ phụ thuộc nhiều vào nồng độ OH- và nhiệt 
độ để thúc đẩy phản ứng. 

Giai đoạn tiếp theo, nguyên tử oxy sẽ giải tỏa điện tích âm 
bằng cách tái tạo liên kết đôi C=O, bắt buộc liên kết với 
nguyên tử nitơ bị phá vỡ, dẫn đến hình thành acid carboxylic. 
Với trường hợp của leflunomid, nhóm amin bị hút điện tử bởi 
hiệu ứng cảm lẫn hiệu ứng liên hợp từ nhóm benzotrifluorid 
(-C6H4-CF3), dẫn đến tính base giảm, trở thành nhóm xuất tốt 
hơn. Do đó, điều kiện nhiệt độ và thời gian phản ứng không 
cần phải quá khắc nghiệt như thông thường.  

Giai đoạn 1 và 2 sẽ diễn ra càng nhanh khi nồng độ 
OH- càng lớn và nhiệt độ càng cao. Nồng độ OH- cao sẽ 
làm tăng tốc độ giai đoạn 1, đồng thời làm giảm tính 
cạnh tranh xuất của nhóm –OH ở giai đoạn 2. Nhiệt độ 
cao sẽ làm cho các liên kết trở nên linh động, các 
electron dễ dàng dịch chuyển hơn. Như vậy, có thể kết 
luận được, ở quy mô hiện tại, việc sử dụng NaOH nồng 
độ 5 N và nhiệt độ 90 oC là phù hợp với lý thuyết phản 
ứng thủy phân amid.  
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Giai đoạn cuối cùng, anion azanid (NH-) đóng vai trò 
như một base, tương tác với hydro linh động của acid 
carboxylic, hình thành anion carboxylat và amin. Ba giai 
đoạn trong cơ chế phản ứng thuỷ phân liên kết amid được 
thể hiện ở Hình 11.  

Trong môi trường kiềm, bên cạnh phản ứng thủy phân amid, 
còn có thể xảy ra phản ứng mở vòng isoxazol tạo thành 
(Z)-2-cyano-3-hydroxy-N-(4-(trifluoromethyl)phenyl) but-2-
enamid (tạp B). Do đó, bước acid hóa trong quy trình tổng 
hợp là để kết tủa và loại hợp chất này ra khỏi hỗn hợp sau 
phản ứng. Ngoài ra, chính phản ứng mở vòng isoxazol 

gây cạnh tranh với phản ứng thuỷ phân amid, là nguyên 
nhân chính dẫn đến hiệu suất tổng hợp tạp A thấp, vì mở 
vòng isoxazol dễ dàng hơn nhiều so với thủy phân amid. 

Theo lý thuyết, tạp A có tính kiềm rất yếu. Do đó, acid 
liên hợp của tạp A (dạng muối clorid) sẽ có tính acid mạnh. 
Vì vậy, phải sử dụng một base đủ mạnh để có thể chuyển 
dạng muối thành dạng base với hiệu suất tốt nhất có thể. 
Ngoài ra, base mạnh cũng là một yếu tố cần thiết để 
chuyển hợp chất 5-methylisoxazol carboxylic acid thành 
dạng muối dễ tan trong nước, giảm độ tan trong dung môi 
hữu cơ.  

 

 

Phản ứng tổng hợp tạp B của leflunomid xảy ra dựa trên 
cơ chế phản ứng tách loại lưỡng phân tử (E2) trên vòng 
isoxazol. Từ tham khảo tài liệu [15], nghiên cứu đã khảo sát 
các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu suất phản ứng như nồng độ 

NaOH (15% đến 45%), nhiệt độ (0 - 5 đến 70 oC), pH acid 
hóa (1 - 2 đến 5 - 6). Kết quả khảo sát cho thấy nồng độ 
NaOH và nhiệt độ có ảnh hưởng lớn đến thời gian phản ứng 
xảy ra hoàn toàn, pH acid hóa có ảnh hưởng đến hiệu suất 
sản phẩm thô. Cơ chế phản ứng đề nghị được minh họa ở 
Hình 12.  

Ban đầu, với sự có mặt của natri hydroxid và isopropyl 
alcol, trong dung dịch sẽ xuất hiện ion isopropylat (C3H7O-) 
có tính base mạnh hơn cả ion OH- nhưng lại có tính ái nhân 
kém hơn do sự cồng kềnh về mặt không gian. Do đó, phản 

ứng sẽ ưu tiên theo cơ chế tách loại hơn là cơ chế thế ái nhân. 
Thêm vào đó, O trên vòng isoxazol không phải là nhóm xuất 
quá tốt để có thể dễ dàng rời đi, ngoài ra, nếu O trong liên 
kết N-O trên vòng isoxazol tách ra để tạo dạng cation trên N, 
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thì dạng cation này cũng kém bền vững do N và O ở quá gần 
nhau về mặt lập thể sẽ sớm liên kết đóng vòng trở lại, nên cơ 
chế tách đơn phân tử (E1) không được ưu tiên, mà sẽ ưu tiên 
theo cơ chế E2. Trong E2, các giai đoạn của phản ứng diễn 
ra đồng thời, ion isopropylat đóng vai trò là một base, cho 
điện tử vào H ở vị trí số 3 của vòng, cặp electron liên kết 
C-H dao động lân cận với N, tấn công vào N làm cho N có 
10 electron ở lớp ngoài cùng nên bắt buộc liên kết N-O phải 
tách ra để đảm bảo sự bền vững theo quy tắc bát tử và O phải 
rời đi cùng với cặp electron liên kết. Trạng thái chuyển tiếp 
được hình thành. Trạng thái này khá ổn định vì các nhóm 
mang điện tích nằm ở dạng trans nên không có sự tương tác 
với nhau. Sản phẩm cuối tạo thành có dạng cyanoenolat, sau 
khi acid hóa sẽ trở thành dạng enol (tạp B) không tan trong 
dung môi. 

 

Đề tài đã tổng hợp thành công tạp A và tạp B của 
leflunomid ở quy mô phòng thí nghiệm, hiệu suất trung bình 
là 31,2% (với tạp A, tổng khối lượng 1,8 g), và 72,3% (với 
tạp B, tổng khối lượng 2 g); độ tinh khiết sắc ký lần lượt là 
99,5% (tạp A) và 98,9% (tạp B) tính theo nguyên trạng. Cả 
hai tạp đều có thể được sử dụng để thiết lập tạp chất đối chiếu 
nhằm ứng dụng trong kiểm nghiệm tạp chất liên quan của 
leflunomid.  
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sở “Tổng hợp và xác định độ tinh khiết tạp chất đối chiếu A 
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ĐHYD, ngày 22 tháng 08 năm 2024. 
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