Phu luc 12.25 SAC KY LOP MONG HIEU NANG CAO (HPTLC) DUNG TRONG DINH TiNH
DUQC LIEU, CAO DU'QC LIEU VA TINH DAU

HPTLC dwoc st dung cho phan tich dinh tinh dwoc liéu, cao dwoc liéu va tinh dau 13 k§ thuat sac ky
I&p mdéng (Phu luc 5.4) s dung pha tinh dwoc trdi thanh I&p méng dbéng nhét, day 200 um, cb dinh
trén cac phién kinh hodc phién nhém. Pha tinh la cac hat silica gel bé mat xdp (kich thwéc 16 xbp trung
binh 6 nm), kich thwédc hat tr 2 — 10 ym va trung binh phai dat 5 ym, cé chra chit bam dinh polymer
va chi thi huynh quang cé cudng d6 cwc dai & 254 nm (Fzs4).

Két qua phan tich dwoc chdp nhan khi phép thir dat yéu cau tinh phu hop ctia hé théng.

Ghi chi: Phwong phap HPTL c6 thé ap dung cho dinh lweng hop chét trong dwoc liéu, cao dwoc liéu
trong san pham khi cé két hop thém véi cac thiét b thich hop so véi yéu cau vé cac thiét bi chinh sau
day.

Thiét bj
Thiét bi chinh bao gém:

- Ban méng nhw md ta & trén (ban kinh hodc ban nhém) cé kich thuwéc 20 x 10 cm néu khoéng cé
qui dinh trong chuyén luan riéng;

- Dung cu chdm séc ky phu hop dé dwa dwoc thé tich dung dich theo qui dinh [&n ban méng va
kiém soat dwoc kich thwdc va vi tri vach cham:;

- Binh tao d6 &m twong déi dap ng yéu cau chi ra déi véi pha tinh; dung dich bdo hoa magnesi
clorid (TT) dwoc st dung dé tao dd &m twong ddi khoang 33%. Céac dung dich bao hoa cua kali
thiocyanat (TT) va natri clorid (TT) c6 thé dwoc st dung dé dat d6 4m twong dbi 1an lwot la 47
% va75% & 25 °C.

- Binh trién khai sc ky phu hop (vi du: binh 02 ranh);

- Thiét bj sy khd ban mdng sau khi khai trién;

- Thiét bi phun thubc thir va thiét bi sy ban méng;

- Thiét bi gitp quan sat ban mdng dwdi anh sang trdng (anh sang thuwong, anh sang ban ngay),
anh sang t&r ngoai bwéc séng 254 nm, 366 nm.

- Thiét bi chup anh sac ky d6 trong diéu kién quan sat néu trén (néu can).

Ghi chua: Ban mdng dwoc phu pha tinh ¢6 kich thwéc hat tir 5 — 40 ym; ban méng nhém HPTLC ciing
c6 thé dwoc str dung trong phwong phap nay khi dat dwoc yéu ciu vé tinh phi hop ctia hé théng.

Tién hanh

Chuan bj dung dich thi

Néu khong c6 qui dinh trong chuyén luan riéng, chuan bi dung dich thtr nhw sau:

L4y 0,5 g dwoc liéu khé hodc 0,05 g cao dwoc liéu khd, thém 5,0 ml methanol (TT) va siéu am trong 15
min; loc hodc ly tdm va s dung dich loc hoac dich trong lam dung dich thcr.

Déi véi tinh diu, hoa tan 50 pl tinh dau trong 1,0 ml toluen (TT) dwoc dung dich thir.

Chuan bj dung dich déi chiéu

Néu khoéng cé qui dinh trong chuyén luan riéng, chuan bi dung dich dbi chiéu nhw sau:

Dung dich chét dbi chiéu: Hoa tan chat danh dau (chat diém chi) hoac chat dbi chiéu trong methanol
(TT), dé dwoc dung dich cé ndng dd 1 mg/ml.

Dung dich tinh déu dbi chiéu: Hoa tan tinh dau trong toluen (TT) d& dwoc dung dich c6 néng dd 1
mg/ml (dung dich R).

Dung dich duoc liéu déi chiéu: L4y 0,5 g dwoc liéu (mau chuén), thém 5,0 ml methanol (TT) va siéu am
trong 15 min; loc hodc ly tdm va st dung dich loc hodc dich trong lam dung dich déi chiéu.
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Dung dich cao duoc liéu dbi chiéu: L4y 0,05 g cao duoc liéu khd (mu chudn), thém 5,0 ml methanol
(TT) va siéu am trong 15 min; loc hodc ly tdm va st dung dich loc hodc dich trong lam dung dich ddi
chiéu.

Dung dich déi chiéu pha loang:

Pha loang cac dung dich dbi chiéu thir hai bang cach tron déu 1 thé tich dung dich dbi chiéu (goi tét la
R) v&i 3 thé tich dung méi d& dwoc dung dich R/4 (trong 1 sé trwerng hop cé thé pha lodng hon, vi du
pha lodng 20 1an dwoc dung dich R/20). Dung dich R va R/4 (hodc R/20) dwoc st dung dé danh gia do
dam cua vét sac ky.

D6 dam cua vét sac ky
S& dung dung dich chét dbi chiéu chira mét hodc nhiéu chat danh dau va dung dich chét déi chiéu pha
lodng dé danh gia mirc d6 dam cla vét sc ky (xem phan danh gia két qua).

Dung dich kiém tra tinh phu hop cta hé théng
Cach chuan bi dung dich kiém tra tinh phi hop ctia hé théng dworc chi ra trong chuyén luan riéng.

Duwa chat phan tich 1én ban méng

Céc dung dich déi chiéu va dung dich thtr dwo'c cham riéng biét Ién ban mdng thanh cac vach hep dai
8 mm, cach mép dwéi ciia ban méng 8 mm. Diém gitra (trung tdm) cla vach dau tién (vach cla dung
dich kiém tra tinh phu hop hé thdng) cach mép bén trai cia ban méng 20 mm. Khoang céach téi thiéu
gitra cac vach (tinh tir cac diém gitra) 1a 11 mm. Téi da la 15 vach dwoc chdm trén mot ban méng (kich
thwéc 20 x 10 cm). Thé tich dung dich dwa Ién ban méng thueong tr 2 — 10 pl. Néu khong cé thiét bi dé
phat hién dwdng dung méi khai trién thi khoang trién khai sac ky dwoc danh dau bang but chi sat voi
mép phia bén phai hodc bén trai ban méng.

Hoat héa ban mdéng

Sau khi chAm céac vach lén ban méng, néu khéng ¢ qui dinh trong chuyén luan riéng, dé& ban méng
trong moéi trudng cé d6 am twong dbi thich hop (33 %) bang cach str dung cac dung dich bdo hoa phu
hop va Binh tao dd &m (vi du: d& ban méng trong trong Binh tao dé &m day kin c6 chira dung djch b&do
hoa magnesi clorid trong 1 h) hodc st dung thiét bj diéu hoa khong khi.

Chuan bi binh khai trién va trién khai sac ky

Néu khéng cé qui dinh trong chuyén luan riéng, trién khai sac ky trong binh bao hoa dung méi. Khi st
dung binh hai rdnh, dat mot tAm gidy loc vira khit vao ranh sau. Bwa vao binh khai trién dd lwong pha
dong dé l1am wét hoan toan tdm gidy loc va dat dwoc mirc dung médi cao khodng 5 mm & ca hai ranh.
Day kin nap binh khai trién, d& yén trong 20 min dé& dat dwoc sy bao hoa dung méi. Dat ban méng
thdng dirng vao ranh phia truéc sao cho I¢p pha tinh déi dién véi tAm gidy loc. Khi pha déng di chuyén
dwoc khodng cach yéu cau (thwong 1a 70 mm tinh tlr vach xuét phat), lay ban méng ra va lam khé & vi
tri thang dirng dwdi dong khong khi & nhiét d6 phong.

Ghi chi: Cac binh khai trién khac va khoang khai trién sic ky cé thé dwoc chi ra trong chuyén luan
riéng.

Quan sat sac ky do

Séc ky db dwoc quan sat sau khi trién khai séc ky va ban méng dwoc lam khdé nhw trén hodc sau qua
trinh d&n xuét héa (néu cé) nhw mo ta trong chuyén luan riéng.

Qué trinh dan xuét héa: Khi cac thubc thlr hién mau dwoc st dung, thé tich thubc thir thwong ding
khoang 3,5 ml, dwoc phun déu 1&n ban méng kich thwdc 20 x 10 cm, hodc badn méng dwoc nhing
trong dung dich thuéc thir véi tbc d6 5 mm/s dé dat dwoc thoi gian lwu trd 1 s (vi du: thiét bi dwa ban
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moéng vao ranh chra dung dich thubc thr theo phwong thang ding, tir cao xudng thép véi tbe dod 5
mm/s). Sau d6, bdn méng duwoc lam kho theo chi dan (nhiét do, thoi gian sdy) nhw trong chuyén luan
riéng.

Quan sét séc ky db: Quan sat cac vét xuét hién dwdi anh sang trdng (anh sang thwdng, anh sang ban
ngay), anh sang c6 bwédc séng 254 nm hodc 366 nm trwdc va/hodc sau khi phun thudce thir hién mau.
Khi hinh &nh sac ky dé da dwoc ghi lai bang ky thuat sd thich hop (chup anh, quét phé...), thdi gian
quan sat s& dwoc diéu chinh dwa trén cac vét thu dwoc tir dung dich kiém tra tinh phu hop hé théng.

Kiém tra tinh phu hop hé thong

Yéu cau chung vé tinh phu hop cia hé théng 1a dwong dung méi va cac vét trén sac ky dé sau khi khai
trién phai song song vé&i mép trén ndm ngang cla tAm séc ky. Hon niva, dé kiém tra tinh phu hop hé
théng déi voi dd phan gidi, mau séc, vi tri cac vét trén sac ky do thi hai hay nhiéu chat danh diu (chéat
diém chi) s& dwoc chon sao cho cac chét nay c6 ban chét twong tw nhau nhung c6 hé sé di chuyén -
gia tri Rrkhac nhau (cé thé tach biét) trong diéu kién sac ky qui dinh. Vi du: acid clorogenic (mau xanh
dwong) va hyperosid (mau vang cam) thuéng dwoc dung trong hé séc ky tach cac flavonoid. Tinh phu
hop hé théng phai thwe hién trong médi lan phan tich.

Két qua sac ky déi véi dung dich thir va dung dich dbi chiéu chi cé gia tri khi phép thir tinh phu hop hé
thdng dap (rng yéu cau chi ra trong chuyén luan riéng.

DPanh gia két qua
So sanh vi tri, mau sic, dé dam cla vét trén séc ky dé thu dwoc tir dung dich thér va dung dich ddi
chiéu theo yéu cau trong chuyén luan riéng. Mrc d6 danh gia vé dé dam cutia cac vét nhw sau:

- Néu khong cé yéu cau danh gia cu thé vé mirc d6 dam cla vét séc ky thi cac vét trén sac ky dd
thu dwoc tir dung dich thtr dwoc cho Ia “twong dwong” khi c6 d6 dam twong tw vét trén sac ky
dd thu dworc tir dung dich chéat déi chiéu (R).

- Cac vét trén sac ky dd thu dworc tir dung dich thtr dwoc cho 1a “dam” khi cé d6 dam I&n hon do
dam cula vét trén sac ky d6 thu dwoc tlr dung dich chét dbi chiéu (R);

- Cac vét trén sac ky db thu duwoc tir dung dich thér dwoe cho Ia “nhat, it dam” khi cé d6 dam kém
hon d& dam cla vét trén sic ky dd thu dwoc tlr dung dich chét dbi chiéu (R) nhwng twong
dwong véi dd dam cua vét trén sic ky d6 thu dwoc tir dung dich chat dbi chiéu da pha lodng
(R1/4; R1/20...);

- Cac vét trén sac ky d6 thu dwoc tir dung dich thtr dwoc cho 1a “rat nhat, rat it ddm” khi co do
dam kém hon dd dam cda vét trén séc ky dd thu dwoc tir dung dich chét dbi chiéu da pha
lodng dwoc dung dé so sanh;

123



124



