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12.1 LÁY MÁU DƯỢC LIỆU

Lẩy mầu dược liệu là việc lựa chọn, thu thập các mẫu dược 
liệu cho việc kiểm tra chất lượng.
Mức độ đại diện của các mẫu dược liệu được lẩy có ảnh 
hưtmg trực tiếp đến độ chính xác và độ dứng cúa việc 
kiểm tra.
Các yêu cầu chung vè việc lấy mầu dược liệu như sau:

Kiểm tra trước khi lấy mẫu
Kiêm tra đôi chiếu tên và nguồn gốc nguyên liệu;
Kiểm tra đặc điểm và hình dạng bao gói;
Kiểm tra SỊr nguyên vẹn, sạch sẽ, mức độ nhiễm mốc và 
tạp chất lạ cùa bao bì.
Các bao gói không binh thường cần được kiếm tra riêng 
một cách kỳ càng.
Ghì chép chi tiết kết quả kiểm tra.

Cách thức lấy mẫu
Cách thức, lấy mau
Tổng số bao gói dưới 5: ĩ.ấy mẫu từng bao gỏi.
Từ 5 đến dưới 100: Lấy mầu 5 bao gỏi.
Tử 100 đến 1000: Lẩy mẫu 5 % tồng sổ bao gói.
Trên 1000: Lây 50 bao gói cộng thêm sô bao gói bằng 1 % 
của tổng sổ bao gỏi vượt quá so với 1000 bao gói.
Dược liệu quý: Lẩy mẫu từng bao gói, không kể số lượng 
các bao gói.
Dược liệu được lấy ờ trên, giữa và cuối cùa mồi bao gói 
băng các phương tiện thích hợp (đổi với bao gói lớn thì lấy 
sâu 10 cm dưới bê mặt cua bao gói).
Đổi với thuốc có kích thước lớn thì lấy mẫu đại diện 
thích hợp.
Khôi lượng mâu lây
Nếu lượng dược liệu dưới 5 kg thì số lượng mầu được lấy 
không ít hơn 3 lẩn so lượng đem thừ nghiệm. Nốu lượng dược 
liệu lớn hơn 5 kg thi số lượng mẫu lấy được xúc định như sau: 
Thuỏc thông thường: 250 g đên 500 g;
Thuốc bột: 200 g;
Thuôc quý: 5 g đến 10 g (trử khi có chi dần khác trong 
chuyên luận riêng).

Tạo mẫu đồng nhất
Mau sau khi lay được trộn đều đổ có một mẫu đồng nhất 
dùng cho thử nghiệm. Neu khối lượng mẫu đồng nhât 
lớn hơn vài lan so với mầu thừ nghiệm thi làm một mẫu 
trụng bình.
Nêu dược liệu có kích thước nhỏ thì lấy một mẫu trung 
bình bang phương pháp chia 4 như sau: San bang mầu 
thành hỉnh vuông, chia mẫu theo 2 đường chéo thành 4 
phần bằng nhau. Lấy 2 phần đổi diện và trộn đều. Làm lại 
thao tác chia 4 cho đèn khi thu được số lượng vữa dù dê 
làm mầu thử và mẫu lưu.

Trong trường hợp các dược liệu có kích thước lớn thỉ lay 
mẫu trung bình bàng phương pháp khác thích hợp.
Khôi lượng cùa mẫu đông nhât hoặc mầu trung bình không 
ít hơn 3 lần số lượng của mẫu đem thử nghiệm. Lượng mẫu 
này được chia làm 3 phân, 1/3 dùng đổ phân tích, 1/3 dê 
kiêm tra và sô còn lại làm mầu lưu giữ lại ít nhất 01 năm.

12.2 NHƯNG QUY ĐỊNH CHUNG VÈ K1ẺM TRA 
CHÁT LƯỢNG DƯỢC LIỆU

Dược liệu trước khi đưa vào sử dụng đều phải đira vào 
kiểm tra chất lượng và phài đạt yêu càu chất lượng theo 
tiêu chuẩn dà dăng ký nlur liêu chuẩn dược điên hoặc tiêu 
chuẩn cơ sờ.
Kiêm tra chất lượng dược liệu bao gồm việc mô tà, định 
tính, các phép thử tinh khiết, xác định hàm lượng chất 
chiết được và định lượng hoạt chất trong dược liệu. Việc 
kiểm tra dược liệu được tiến hành theo quy định sau:
1. Lấy mẫu kiểm nghiệm (Phụ lục 12.1).
2. Sử dụng các mô tả của chuyên luận, một mẫu đối chiếu 
(dược liệu hay chất tinh khiết) thích hợp đă đạt yêu cầu 
chất lượng theo chuyên luận riêng đe xác nhận kết quà 
kiêm nghiệm.
3. Neu dược liệu được, ki Ồm tra đã bị vụn nát thì dược liệu 
đó vẫn phải đáp ứng các yêu cẩu chung, trừ yêu cầu về mô 
tà trong chuyên luận tương ứng.
4 . Neu dược liệu đòi hỏi phải được làm thành bột trước khi 
định tính, định lượng thỉ phải tán dược liệu đó thành bột, 
rây và trộn đều như được mô tả trong Phụ lục 3.5 và trong 
chuyên luận riêng.
5. Chi tiêu "Mỏ tả” bao gồm những mô tà về hình thái, kích 
thước, màu sắc, mùi vị, các đặc điểm của bề mặt, vết bẻ hay 
mặt cắt cùa dược liộu hoặc dặc điểm the chất cùa dược liệu.
a. “Hình thái” là hình dạng cua dược liệu khô. Thông 
thường dược liệu được quan sát mà không cán xử lý trước. 
Các loại được liệu là lá hav hoa bị nhàn nheo, khỏ quăn có 
the được làm am, làm mềm và trải phăng trước khi quan 
sát. Đối với một vài loại quà và hạt nếu cần có thê được 
làm mồm và loại bò vỏ hạt đô kiêm tra đặc diêm bên trong.
b. “Kích thước” là chiều dài, đườn^Ị kính và độ dày cùa 
dược liệu. Tiến hành đo trẽn một số mầu. Cho phcp một 
vài mầu cỏ giá trị hơi cao hơn hoặc thấp hơn giá trị dã xác 
định. Sử dụng thước đo chia vạch tới milimét. Dối với hạt 
hav vạt có kích thước nho. xếp 10 hạt gan nhau theo một 
hàng trên một tờ giấy có chia vạch tới milimét. đo và tính 
giá trị trung bình.
c. “Màu sắc” của dược liệu dược quan sát bàng mãt thường 
ờ ánh sáng ban ngày. Màu có thê được mô tả băng các săc 
độ như “hơi”, “đậm” hav “nhạt” (ví dụ màu híĩi vàng, màu 
vàng đậm, màu vàng nhạt). Nêu màu được mô tả là màu 
phối hợp cùa hai màu thi màu chính là màu ghi trước (vi 
dụ trong màu nâu vàng thi màu nâu là inảu chính).
d. Đặc điểm bên ngoài, bề mặt vết bc hay cắt ngang cùa 
dược liệu thường được quan sát trên dược liệu chưa SƯ che. 
Nếu quan sát thay những d ườn ti văn khác nhau trên mặt bc 
thì cỏ thê cãt phăng rỏi quan sát.
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e “Mùi” của dược liệu dược kiêm tra băng cách ngửi trực 
tiếp hoặc sau khi bò gàỵ vả vò nát. Cũng có thê ngửi sau 
khi làm âm dược liệu bàng nước nóng. 
f, “Vị” của dược liệu dược ki Ồm tra bang cách nếm trực 
tiếp dược liệu hoặc ném dịch chicl nước. Nen cân thận khi 
nem nhăn" vị thuỏc có độc.
6. Định tính là những phương pháp dùng đề nhặn biết dược 
liệu, bao gồm các kinh nghiệm truyền thống, phương pháp 
vi học và các phương pháp Jý hóa.
a. Nhận biết dược liệu dựa theo kinh nghiệm bàng phương 
pháp đơn gian và truyền thổng như sự chìm hay nồi trong 
nước, tiếng nồ, màu của ngọn lưa hav khói và mùi khi đốt 
cháy dược liệu v.v...
b. Định tính dược liệu băng phương pháp vi học là việc 
quan sát đặc điềm cua các tể bào, các mô của lát căt, của 
bột hay (trong một vài trường hợp) của bô mặt dược liệu 
dưới kính hiển vi. (Phụ lục 12.18.)
c. Định tinh lý học là việc xác định các chi số nlnr độ tan, 
tí trọng, chiết xuất, năng suất quav cực v.v... cùa các dược 
liệu (Phụ lục 6).
d. Định tính hóa học là phép thử một vài thành phan trong 
dược liệu bane các phản ứng hóa học. Phương pháp tiến 
hành được trình bày ở các chuycn luận dược liệu cụ thc.
e. Định tính sắc ký là việc sừ dụng các phương pháp sác 
ký như sắc ký lớp mỏng, sắc ký khí, sắc ký lòng hiệu năng 
cao... để phát hiện một số thành phân có trong dược liệu; 
so sánh với chất chuẩn hay thành phần trong dược liệu 
chuân. Phương pháp tiến hành được trình bày ở Phụ lục 5 
và các chuyên luận dược liệu cụ thể.
f. Định tính huỳnh quang là quan sát sự phát huỳnh quang 
cùa bề mặt hay mặt cắt dược liệu hoặc của dịch chiết dược 
liệu ờ điều kiện thường hay sau khi cho tác dụng với acid, 
kiềm hay thuổc thử. Trử khi có quy định riêng trong chuyên 
luận, mẫu thử được quan sát dưới ánh sáng từ ngoại ở bước 
sóng 366 nm, cách nguồn sáng khoảng 10 cm.
g. Trừ những qui định trong chuycn luận riêng, định tính 
vi thăng hoa thường dược tiến hành như sau: Dặt một vòng 
kim loại dường kính khoảng 2 cm, cao khoảng 8 lĩim lên 
một tấm kim loại mòng có kích thước hơi lón hơn. Trài 
một lớp mỏng bột dược liệu trong vòng kim loại và đậy 
kín bàng một phiến kính bến trên đặt một miống bông tẩm 
nước lạnh. Đặt tấm kim loại đã có dược liệu này lẻn một 
lưới amiant có 1 lỗ tròn đường kính khoáng 2 cm sao cho 
vòng kim loại có dược liệu nằm trcn lỗ này. Đun nóng nhẹ 
phía dưới lỗ cho đến khi bột dược liệu bị cháy xém. Nhấc 
phiến kính ra và để nguội. Quan sát hỉnh dạng và màu 
sắc của tinh thể chất được thăng hoa đọng lại trên phiến 
kính bằng kính hiển vi và/hoặc tiến hành phàn ứng hóa học 
thích hợp dối với chất đă được thăng hoa.
7. Thừ tinh khiết là cách kiểm tra độ tinh khiết của dược 
liệu. Tùy từng dược liệu mà thử tinh khiết có thể bao gồm 
một số haỵ lất cả các chì tiêu dưới đây:
a. Mất khối lượng do làm khò (Phụ lục 9.6 hay 12.13 ),
b. Tro loàn phần và tro không tan trong acid hydrocloric 
(Phụ lục 9.7 và 9.8).

c. Các tạp chất hữu cư, các bộ phận khác của dược liệu, các 
duợc liệu bị biốn màu, hư thoi (Phụ lục ) 2.11).
d. Ti lệ vụn nát cùa dược liệu (Phụ lục 12.12).
e. 1 làm lượng kim loại nặng (Phụ lục 9.4.11).
f. Dư lượng các chat bào vệ thực vật (Phụ lục 12.1 7).
g. Xác định chất chiết được ỉà xác định hàm lượng các chất 
trong dược liệu có thê chict được bằng dung môi (nước, 
ethanol hay một dung mói khác) (Phụ lục 12.10).
8. Định lượng lả việc xác định hàm lượng của một hay một 
sổ chất có trong dược liệu bằng phương pháp hóa học, lý 
học hoặc sinh học. Định lượng bao gồm cả việc xác định 
hàm lượng chất bco (Phụ lục 12.9), tinh dầu (Phụ lục 12.7) 
và xác định hoạt lực bằng các phép thử sinh học.

12.3 PH ÉPTIIỦ XÁC ĐỊNH CHIKT KIỆTALCALOID

Các phép thử sau đây được dùng đổ xác dinh alcaloid dà 
được lấy kiệt hay chưa.

Các aỉcaloid được chiết bằng nước hoặc dung môi là 
ethanol - nưóe
Sau khi chiết ít nhất 3 lần, lấy 0,1 ml đến 0,2 ml cùa dịch 
chiết tiếp theo, acid hoá băng dung dịch acid hydrocỉoric 
2 M (71'), thêm 0,05 ml dung dịch kaỉi tetraỉodomercurat 
(77) (thuốc thử Maver) hoặc thêm 0,05 ml dung dịch kali 
iodohìsmuthat (77) (thuốc thừ Dragendorff) đổi với các 
alealoid thuộc họ Cà. Khỏng được cỏ tủa hay tạo dung 
dịch đục. Trong trường hợp dung môi chiết có độ cồn lớn 
hơn 25 % trờ lên thì sau kill acid hoá, cần bay hơi hết dung 
môi (bằng cách đặt khay sử chứa dịch chiết lên nồi cách 
thủy nóng) rồi mới thêm thuốc thử tạo tủa.

Các alcaloid dược chiết bằng dung môi hữu CƯ

Sau khi chiết ít nhất 3 lần, ỉẩv 1 ml đến 2 ml dịch chiết 
tiếp theo, thỏm 1 ml đến 2 m! dung dịch acid hvdtvcloric 
o.ỉ M (ĨT), bay hơi hét dung môi hữu cơ, chuyến phàn 
dịch lòng còn lại vảo một ổng nghiệm vả thêm 0,05 ml 
dung dịch kaỉi tetraiodomcrcurat (77) (thuôc thử Mayer) 
hoặc thêm 0,05 ml dung dịch kali indobỉsmuthat (77) 
(thuốc thử DragendoríT) đối với các aicaloíd thuộc họ Cà 
hoặc thêm 0.05 ml dung dịch iod-kaỉi iodicỉ (77) (thuốc thử 
Bouchardat) đổi với emetín. Không được thấv có tua đục rõ 
tạo thành trong dung dịch.

12.4 ĐỊNH LƯỢNG ALDEHYD TRONG TĨNH DẦU

Cân chính xác khoảng ỉ g tinh dầu cẩn xác định aldehyd 
vào một ống thủv tinh có nút mài (kích thước khoảng 
150 mm X 25 mm), thêm 5 ml toỉucn (Tỉ) và 15 ml dung 
dịch hydroxvlamin trong ethanol (77). lắc mạnh và định 
lượng ngay với dung dịch kali hydroxvd 0,5 N trong 
ethanol 60 % (CD) cho tới khi màu đò chuyển sang màu 
vàng. Tiếp tục lác và định lượng tới khi lớp dưới có màu 
vàng bền vững cùa chỉ thị sau khi đà lác mạnh 2 min và đê 
yên cho tách lớp; phàn ừng xảy ra hoàn toàn trong khoảng
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15 min. Kết quà chuẩn độ cho một giá trị tương đối về hàm 
lượng aldchyd trong mẫu.
Lặp lại quy trình định hrợnu như trên, dùng dung dịch thừ 
sơ bộ ờ trên thêm 0,5 ml dung dịch kaỉi hydroxyci 0,5 N  
ỉ rong ethanoỉ 60 % (CĐ) làm chuân màu cho điểm kết thúc 
định lượng. Tính hàm lượng aldehvd từ lan xác định thứ 
hai. Dùng đương lượng đã cho trong chuyên luận riêng.

12.5 ĐỊNH LƯỢNG CINEOLTRONG TINH DẰU

Cân 3,00 g mầu thử vừa được làm khan bang nairi suỉfat 
khan (Tỉ) vào một ống nghiệm khô, thcm 2,10 g o-cresoỉ 
(TT) đã chảy lỏng. Đặt ống nghiệm vào trong thiết bị xác 
định nhiệt độ đông đặc (Phụ lục 6.6) và làm lạnh, khuấy 
liên tục. Khi sự kết tinh bắt đầu, nhiệt độ hơi tăng lên một 
chút; ghi nhiệt độ cao nhất dạt được (t|).
Làm chảy hỗn hụp trên nồi cách thủy nhưng không được 
dè nhiệt độ vượt quá 5 cc  so với nhiệt độ ỉ). Dặt lại ong 
nghiệm vào trons thiết bị đã được duy tri ờ nhiệt độ dưới
t; 5 <:c.
Khi sự kết tinh lại xảy ra hoặc khi nhiệt độ cùa hỗn hợp 
hạ xuống 3 °c dưới t), khuấy licn tục; ghi nhiệt độ cao 
nhất mà hỗn hợp đông lại (ti). Lặp lại quá trinh này cho tói 
khi 2 giá trị cao nhất thu được (t2) chênh nhau không quá 
0,2 °c. Neu xảy ra quá trinh chậm đông, thêm 1 tinh thể nhò 
của hỗn hợp gồm 3,00 g cỉneol (Tỉ) và 2,10 g o-cresoí (Tỉ) 
đã chảy lỏng, để tạo sự kết tinh. Ncu t2 thấp hơn 27,4 °c, lặp 
lại thí nghiệm sau khi thêm 5,10 g hồn họp này.

Bcmg ỉ 2.5. Ị
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t2 % cineol t'} % ủneol
(°C) (kl/kl) (°C) (kỉ/kl)
24 45,5 40 67.0
25 47,0 41 68,5
26 48,5 42 70,0
27 49,5 43 72,5
28 50,5 44 74,0
29 52,0 45 76,0
30 53,5 46 78,0
31 54,5 47 80,0
32 56 0 48 82,0
33 57,0 49 84̂ 0
34 58,5 50 86,0
35 60,0 51 QC oo

36 61,0 52 91,0
37 62,5 53 93,5
38 63.5 54 96,0
39 65,0 55 99,0

Xác định phần trăm cineol (kl kl) tương ứng với điềm
dỏng (t?) lừ Bàng 12.5.1 và ta có các giá trị trung gian bằng
phương pháp nội SUY. Nẻu có cho thêm 5,10 e hỗn hợp

cincol và o-cresoỉ, tính phàn trăm (kl/kl) của cineol từ biểu 
thức 2 X (A - 50); trong dỏ À là giá trị tương ứng cho một 
diêm đông của t2 được lấv từ Bàng 12.5.1.

12.6 ĐỊNH LƯỢNG TAMNOĨD TRONG DƯỢC LIỆU

Có thè áp dụng 1 trong 2 phương pháp sau:

Phương pháp 1
Cân chính xác một khối lượng bột dược liệu đà rây qua rây 
số 355 và chửa khoảng 1 g taninoid, cho vào một bình nón, 
thêm 150 ml nước và đun trên cách thủy trong 30 min. Đổ 
nguội, chuyển hỗn họp vào hình định mức 250 ml. Thêm 
nước vừa đù tới vạch, đê lắng, lọc phần dịch lòng qua giảv 
lọc đường kính 125 mm, bỏ 50 ml dịch lọc đầu. Phàn dịch 
lọc thu được dùng làm dung dịch thử.

Xác định chất chiết được trong nước toàn phần 
Lấy chính xác 25 ml dung dịch thử dem bốc hơi đến khô. 
sấy can ở 105 °c trong 3 h. Đe nguội trong bình hút ẩm 
chứa silica gel. Cân, được khối lượng T ị (g).

Xác định chất chiết được trong nước không liên kết 
với bột da
Lấy chỉnh xác 100 ml dung dịch thừ, thêm 6 g bột da khô. 
Lắc đều trong 15 min và lọc. Lấy chính xác 25 ml dịch 
lọc đem bốc hơi đén khô, sây cán ở 105 °c  trong 3 h. Đổ 
nguội trong binh hút ẩm chứa silica gel. Cân, được khối 
lượng T2 (g).

Xác định hột da tan trong nước
Lấy chính xác 100 rnl nước cất, thêm 6 g bột da khỏ. Lắc 
đều trong 15 min và lọc. Lấy chính xác 25 ml dịch lọc bốc 
hơi đến khô, sấy cắn ờ 105 CC' trong 3 h. Đê nguội trong 
bình hút ẩm chứa silica gcl. Cân, được khối lưcmg T0 (g). 
Hàm lượng phần trăm (%) taninoid trong dược liệu được 
tính theo công thức:

(Tj ■ T2 +  TtJ) X 10
X 100 

a
Trong đỏ:
a là khối lượng dược liệu (g i.

Phương pháp 2
Tiến hành thừ nghiệm trong diêu kiện tránh ảnh sáng.

Đung dịch chuẩn: Cân chính xác khoáng 50 mạ acid 
galic chuẩn vào một bình định mức 100 ml màu nâu, thêm 
nước để hòa tan và vừa dù đến vạch. ĩ lút chính xác 5 m! 
dung dịch trèn vào hình dinh mức 50 mỉ màu náu, thêm 
nước vừa đủ, lac đều (dung dịch có nông độ acid gaiic 
khoảng 0,05 mg/ml).
Xâv dựng dường clután: Hút chính xác lán lượt L0 ml;
2,0 ml; 3,0 ml; 4,0 ml: 5,0 ml dung dịch chuẩn vào các 
bình định mức 25 ml riêng hiệt màu nâu, thêm vào mồi 
bình 1 nil thuốc thử phosphomoỉybdotungstic (TT), sau dó 
thêm lần lượt 11 ml. 10 mỊ 0 ml, 8 ml. 7 ml nước vào các 
bình tương ứng, thêm dung dịch nairi carbonai 29 % dcíi

PL-2/3



vach. lấc tiều. Đo độ hấp thụ cứa các đung dịch thu được ờ 
760 nin (Phụ lục 4.1), chuẩn bị song song một mẫu tràng. 
Xây dựng đường chuẩn vói độ hấp thụ là trục tung và nòng 
độ dung dịch lù trục hoành.

Dung dịch thử ; Cân chính xác một lượng bột dưực liệu 
(theo qui định cùa chuyên luận riêng) vào bình định mức 
250 ml màu nâu, thêm 150 ml nước, đô qua đêm, sau đó 
lác siêu âm trong 10 min, đê nguội, thêm nước vừa đù, lăc 
đều, đề lắng. Lọc, bỏ 50 ml dịch lọc đầu, hút chính xác 
20 ml dịch lọc vào binh định mức 100 ml màu nâu, thcm 
nước vừa dù đen vạch, lãc đêu.

Tiến hành
Hàm lượng phcnol toàn phan: Hút chính xác 2 ml dung 
dịch thư vào bình định mức 25 ml màu náu. Thêm 1 ml 
thuốc thừ phosphomoỉybdotungstic (77), trộn đểu, thêm 
10 ml nước, thêm dưng dịch natri carhonat 29 % đen vạch, 
lác đều, do độ hấp thụ của dung dịch thu được như phương 
pháp trên và tính toán hàm lượng phenol theo acid galic 
trong dung dịch thử dựa ưên đường chuẩn đã xâv dựng. 
Hàm lượngpoỉyphenoỉ không liên kết với casein: Hút chính 
xác 25 mỉ dung dịch thừ vào bình nón nút mài 100 ml đã 
có 0,6 g casein. đậv kín. Dặt bình trong cách thủy ờ nhiệt 
độ 30 °c trong 1 h, lắc đều, để nguội. Lọc, loại bó khoảng 
5 rnl dịch lọc đẩu tiên, hút chính xác 2 ml dịch lọc sau cho 
vào bỉnh định mửc 25 ml màu nâu. Thêm 1 ml thuoc thừ 
phosphomoỉybdotungstic (77), trộn đều, thêm 10 mt nước 
và pha loãng bang dung dịch natri carhonat 29 % đến 
vạch, ỉẩc đều, đo độ hẩp thụ cùa dung dịch thu được như 
phương pháp trên và tinh toán hàm lượng phenol theo acid 
galie trong dung dịch dựa trên đường chuẩn dà xây dựng.

Tinh kết quả
Hàm lượng taninoid tính theo acid galic trong dược liệu 
được tính theo công thức:
Taninoid toàn phàn = (Hàm lượng phenol toàn phần) - 
(Hàm lượng polyphenol không liên kết với casein).

12.7 ĐỊNH LƯỢNG TINH DẦU TRONG DƯỢC LIỆU

Tinh dầu trong dược liệu được định lượng bang cách cất 
kéo hơi nước trong dụng cụ cất như mô tà ờ Hình 12.7. 
Dịch cât dược hửng vào một ống chia độ, sử dụng xylcn 
dể giữ lại linh dầu, pha nước được chày tự động trở lại 
bình cất.

Dụng cụ
Dụng cụ định lượng tinh dầu bao gồm các bộ phận sau:
a) Một binh cầu thủy tinh đáy tròn có cổ ngắn với đường 
kính trong khoảng 29 mm.
b) Rộ phận ngưng cất (xem hình 12.7) nổi kin được với 
bình cất, được làm từ thủy tinh có hệ số giãn nở thấp, bao 
gôm các bộ phận sau:
Khóa K’ có một lỗ thông khí, nhánh K có một lồ dường 
kính khoáng 1 min trùng khó'p với iỗ thông khí, bề mặt
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cuối của nhánh K là thúy tinh mài cỏ đường kính trong 
10 mni.
Bầu hình quả lẽ J có thê tích 3 rnl.
Óng JL chia vạch đến 0.01 ml.
Bầu tròn L có thê tích khoáng 2 ml.
M là một vòi 3 nhánh.
Điểm nối B cao hơn 20 mm so với vạch chia độ trôn cùng.
c) Bộ phận đốt nóng có thổ điều chỉnh được nhiệt dộ.
d) Giá đờ thẳng đứng với vòng đỡ nằm ngang cỏ gắn vật 
liệu cách điện.

Tiến hành
Cho một thề tích dung mỗi cất theo quy định vào bình cất, 
thèm vài mành đả bọt và lấp bộ ngưng cất vào. Thêm nước 
qua phễu N tới mức B. Mờ khóa K \ dùng pipet cho vào 
ỉ ml xvỉen (Tí) trừ khi cú chỉ dẫn khác (tựa đầu pipct vào 
phía cuối cùa nhánh K). Đóng khóa K7 sao cho lỗ thông 
trùng khớp. Dun bình cho đến sôi, sau đó nếu không có 
chi dẫn gi khác thì diều chinh tốc độ cất sao cho cất được 
2 ml/niin đến 3 ml/min.
Xác định tốc độ cất như sau: Mờ vòi 3 nhánh M đe hạ mức 
dịch cất trong ong đến vạch (a) của bầu (J), khóa vòi M lại 
và xác định thời gian cần thiết để cất được đến vạch (b).

DƯỢC ĐIỀN VÍẸT NAM V

Hình ỉ 2.7 - Dụng cụ cất tinh dầu
(Kích thước tỉnh bang mm)
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Mở vòi M và tiếp tỊic cất, điều chình nhiệt độ đun đổ có tốc 
độ cất theo quy định, cẩí trong 30 min. Ngừng cât, đọc thể 
tích xylen trong ông hứng chia độ khi nhiệt độ ông hứng 
trờ vè nhiệt độ phòng.
Cho vào binh cất một lượng mẫu theo qui định và tiểp tục 
cất với thời gian và tốc độ cất như quy định cùa chuyên 
luận riêng. Ngừng cất, đọc thổ tích hỗn hợp tinh dầu và 
xylcn trong ông hứng chia độ khi nhiệt độ ông hửng trờ về 
nhiệt độ phòng. Thê tích đọc được lân này trù đi thê tích 
xỵlen sẽ cho thê tích tinh dầu trong lượng mẫu định lượng. 
Tính toán kết Cịuà thu được biểu thị theo ml tinh dầu có 
trong một kg mẫu thử hoặc theo phần trăm (sổ ml tinh dầu 
trong 100 g mẫu thử).

12.8 CÁC PIIÉP THỦ CỦA TINH DÀU

Dầu béo và nhựa trong tính dầu
Nhỏ 1 giọt tinh dấu lên giấy mỏng, để khô trong gió hay ho 
nóng nhẹ cho bay hết mùi tinh dầu. Không được xuất hiện 
vết bóng mờ hoặc vết dầu mỡ.

Ester liên quan
Đun nóng 1 ml tinh dầu với 3 ml dung dịch kaỉi hydroxyd 
Ỉ0 % trong ethanol 96 % ('ÍT) mới pha trên cách thủy 
trong 2 min. Không được xuất hiện tinh thể trong vòng 
30 min kể từ lúc bắt đầu để nguội.

Cắn sau khi hay hoi
Cắn sau khi bay hơi là phần trám khối lượng của tinh dầu 
còn lại sau khi bay hơi trên cách thủy ờ điều kiện như sau:

Thiết bị
Nôi cách thủy có nấp đậy với nhũng lỗ có đường kính 70 mm. 
Cốc cô bằng thủy tinh chịu nhiệt, trư về mặt hóa học.
Binh hút ẩm.

Cách tiến hành
Cân 5,00 g tinh dâu (trử khi có chi dần khác trong chuvên 
luận) vào một cốc cô đã được cân bì sau khi đun nóng trẽn 
cách thủy trong I h và làm nguội trong bình hút ẩm. Đặt
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Hình 12.(S’ - Dụng cụ xác dinh cắn tinh dầu sau khi bay hưi
(Kích thước tính băng rum)

cóc cô lẽn trên nồi cách thủy tại vị trí lỗ có đường kính 
70 mm và giữ cho mực nước cách dưới mặt nồi cách thúy 
khoảng 50 m ill trong suôt thòi gian tiến hành (xem Hình 
12.8). Đun sôi mạnh nước ứ nôi cách thủy dưới áp suât 
thường. Cô tinh dầu trên nồi cách thủy sôi đến cạn trừ khi 
có chì dân khác trong chuyên luận riêng. Làm nguội cốc cô 
trong binh hút ẩm và cân khối lượng.

Độ tan trong ethanol
Hút chính xác 1,0 ml tinh dầu vào ổng thúy tinh nút mài 
25 ml hoặc 30 ml và đặt trong thiết bị ôn nhiệt duy tri ơ 
nhiệt độ (20 JL 0,2) °c. Dùng buret có dung tích ít nhất 
20 ml. thêm từng 0,1 ml ethanol cỏ nồng độ như chi dần 
của chuyên luận cho đến khi tan thành dung dịch hoàn 
toàn, sau đó tiếp tục thém từng 0,5 ml đến 20 ml, lac mạnh 
thường xuyên. Đọc thổ tích ethanol đà dùng dể tạo thành 
dung dịch trong và nếu dung dịch bị đục hoặc có màu trắng 
sữa trước khi lượng ethanol thêm vào đạt 20 ml thi đọc thế 
tích tại thời điểm xuất hiện đục hoặc màu trắng sữa và đọc 
thể tích tại thời điếm hết đục hay hết màu trang sữa.
Neu dung dịch không trong, khi đã them 20 ml ethanol có 
nồng độ như chi dẫn của chuvên luận, lặp lại phép thử với 
ethanol có nồng độ cao hơn
Một tinh dầu được gọi là “Tan trong V  hoặc hơn thể tích 
ethanol củ nòng độ t ’: có nghĩa là khi dùng V thể tích 
ethanol đê tạo thành dung dịch trong, dung dịch vẫn trong 
sau khi đã thêm ethanol cùng nồng độ đến 20 thể tích, so 
sánh với tinh dâu chưa pha loãng.
Một tinh dầu được gọi là “Tan trong V thể tích ethanol có 
nong độ Ị, chuyển thành đục khi pha loãng ” có nghĩa là 
khi dung dịch trong với V  thể tích ethanol chitvển thành 
đục với V ị  thể tích (v, nhỏ hơn 20) vả giừ nguyên tinh trạng 
khi them từ tử ethanol cùng nồng độ đến 20 thể tích.
Một tinh dâu được gọi là “Tan trong V thê tích ethanol, 
chuyến thành dục giữa khoảng V; và Vi thê tích ethanol ” có 
nghĩa là khi dung dịch trong với V thê tích ethanol chuyên 
thành đục với Vj thể tích (v, nhỏ hơn 20) và giữ nguvên 
tình trạng khi thêm từ từ ethanol cùng nồng dộ đen v2 the 
tích và chuyển thành dung dịch trong (v?nhò hom 20).
Một tinh dầu được gọi lả “Tan thành dạng sữa " có nghĩa 
là khi dung dịch trong ethanol có màu hơi xanh nhẹ tương 
tự như màu của hồn hợp chuấn đục mới pha gồm 0,5 ml 
dung dịch bạc nitrat 1,7 % (kl/tt) trộn với 0,05 ml acid 
nitric 777), them 50 ml dung dịch natri cỉnrid 0.0012 % 
(IT), lac đều và đế yên trone chồ toi 5 min.

Nước
Trộn 10 giọt tinh dầu với 1 ml carbon dìsuỉỷid (Tỉ), dung 
dịch phai trong.

12.9 DẰU BÉO 

Tạp chất kiềm
Trộn 10 ml aceton (TT) và 0.3 ml nước trong ỏng nghiệm, 
thêm 0,05 rnl dung dịch xanh bromophenoỉ 0,04 % trung 
ethanol 96 % (TV), trung hòa duns dịch (nêu cần) bang 
dung dịch acid hydrocloric 0,01 M (77ị hoặc dung dịch
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nutrí hydroxỵd 0,0Ị Xỉ (77). Thêm 10 ml dầu vào hồn 
hơp tròn, lắc và đê lắng. Không quá 0,1 ml dung dịch acid 
hvdrodoric 0,0ỉ  M (CD) càn thêm vào để làm chuyến màu 
lớp dung dịch phía trên sang màu vàng.

Định tính dầu béo bằng phương pháp sắc ký lóp mỏng
Tiến hành theo Phương pháp săc ký lớp mỏng (Phụ lục 5.4). 
Bân mòng: Chất hấp phụ là octađecylsilyl silica gel cho 
sác kv lớp mỏng hiệu năng cao (HPTLC silica gel RP-Ỉ8 
là phù hợp).
Dung dịch thử: I-ĩòa tan khoáng 20 mg (1 giọt) dâu cân kiêm 
tra trong 3 ml diclommethan (TT), trừ khi có chỉ đẫn khác. 
Dung dịch đổi chiếu: Hòa tan khoảng 20 mg (1 giọt) dâu 
ngô troné 3 mỉ dicỉoromethan (77).
Chấm riêng biệt lên bản mỏng 1 Ịil mỗi dung dịch 
tren. Trien khai sac ký hai lân, mỗi lần 0,5 cm với 
dung mòi khai triển là ether (77). Triển khai sắc ký 
hai lằn nửa, mồi lần 8 cm với dung môi khai trien 
là hồn hợp dicỉoromethan - acid acetic bâng - acetan 
(20 : 40 : 50). Đe khỏ bản mòng ngoài không khí và phun 
dung dịch acidphosphomoỉyhdic 10 % trong ethanol 96 % 
(Vi'). Sấy bản mòng ả 120 °c  trong khoảng 3 min và quan 
sát dưới ánh sảng tự nhiên, sắc ký đồ xuất hiện các vết đặc 
tnmg như trên hình dưới đây.

i  T  3 ' 4  5 "  6 7 8 9 10 11

1. Dầu lạc 6. Dầu hạt cải
2. Dầu vừng 7. Dầu bạt lanh
5. Dầu ngố 8. Dẩu oliu
4. Dầu hạt cài 9. Dầu hướng dương

(không có acid erucie) 10. Dầu hạnh nhân
5. Dầu đậu tương 11 Dấu mầm lúa mì

Hình 12.9 - Sắc ký đồ dịnh tính dầu béo

Phcp thừcác dầu tạp bằng phương pháp sắc ký lóp mỏng
Tiến hành theo Phươne pháp sắc kỷ lcrp mỏng (Phụ lục 5.4). 
Bàn móng: Chat hap phụ là kieseỉguhr G (77). Tàm ẩm 
bàn mỏng khô bang cách đặt trong bình có lớp dung môi 
dày 5 mm là hồn hợp parafin long - ether dầu hòa (50 cc  
đến 70 °C) (10: 90). De đến khi dung môi khai trien được 
ít nhai 12 cm, lấy bủn mỏng ra và đe khô ngoài không khí 
trong 5 min.
Pha dậng: Nước - acid arctic băng (1 : 9).
Dung dịch thừ: Đun hồi lun 2 g ché phẩm với 30 nil duns 
dịch kali hydroxvd 0.5 A/ irons ethanol (77) trong 45 min,

pha loăng với 50 m) ìnrởc, đẽ nguội, chuyên sang bình gạn, 
lăc với ether ethyỉic (77) 3 lân, môi lan 50 ml, loại bò lớp 
dịch chiết ether. Acid hóa lóp nước bang acid hydrodoric 
(77) rồi chiểt bằng ether ethỵlic (77) ba lần, mỗi lẩn 
50 ml. Tập trung các dịch chiết ether, nra bàng nutre ba 
lần, mỗi lần 10 ml, làm khan dịch chiết ether bang nưtri 
sidfat khan CÍT) và lọc. Cò dịch chiết ether trên cách thủy, 
hòa tan 40 mg cấn trong 4 mi cloro form (IT). Các acid béo 
có thể thu được lừ dung dịch đã xà phỏng hóa trong quá 
trình xác định các chai khỏng xà phòng hóa.
Dung dịch đới chiếu: Chuẩn bị giống như dung dịch thử 
nhưng dùng 2 g hồn họp gom 19 thể lích dầu ngô và 1 thể 
tích dầu hạt cái thay cho mầu thử.
Tiến hành: Chấm riêng biột lèn bản mòng 3 Ịilmỗi dung dịch 
trên. Triển khai sắc ký đến khi dung môi đi được khoáng 
8 cm. Lấv ban mòng ra khỏi binh, làm khô bản mỏng ờ 
110 fiC trong 10 min trừ khi có chi dẫn khác trong chuyên 
luận, đặt bản mòng vào bình bào hòa hơi iod. Sau một 
thời gian, xuất hiện các vết từ màu nâu đến nâu vàng. 
Lấy bàn mỏng ra, đô yên vài phút cho đến khi màu nâu 
trên nền bàn mòng biến mất. Phun lèn bàn mỏng dung 
dich hồ tinh bột (77). Các vết màu xanh xuất hiện, các 
vết này có thể chuyên thành màu nâu khi để khô và lại 
chuyển thành màu xanh sau khỉ phun nước. Quan sát 
dưởi ánh sáng thường. Trên sắc ký đo của dung dịch 
thừ luôn xuất hiện các vết với các giá trị Rf khoảng 
0,5 (acid oleic) và khoảnệ 0,65 (acid linoìeic), tương ứng 
với các vết trên sac ký đồ của dung dịch đổi chiếu. Trên 
sắc ký đồ cùa dung dịch thử có thể có vết với giá trị Rf 
khoảng 0,75 (acid linolenic) nhưng không được có vết có 
giá trị R, khoáng 0,25 (acid crude), tương ứng với vết xuất 
hiện trên sác ký đồ cùa dung dịch đối chiếu.

Phép thử các dầu tạp bằng phương pháp sắc ký khí
Phép thử các dầu tạp được xác định bằng phương pháp sắc 
ký khí (Phụ lục 5.2), dựa trên các methyl ester cùa acid bco 
có trong dâu béo.

PhươTig pháp A
Phưamg pháp này không áp dụng với các dâu béo có chửa 
acid béo dạng gỉycerid với các nhóm epoxy-, hydroepoxy-, 
cydopropyỉ hoặc nhóm cvdopropenyỉ. hoặc các dâu bèo 
có chứa tỳ lệ lỏn ỉượrig acid béo có chuôi carbon nhỏ hơn 
8 hay dảu hèo có chì sô acid lớn hơn 2,0.
Dung dịch thứ: Trừ các qui định trong chuyên luận riêng, 
làm khan dầu bco thừ trước giai đoạn methyl hóa. Cân
1,0 g che phẩm vào binh đáy tròn 25 ml có cổ bình thủy 
tinh nối được với one sinh hàn hồi lưu, cho vài viên đá bọt 
vào trong bình. Thêm 10 ml methanol khan (77) và 0,2 ml 
dung dịch kali hydroxyd 6 % trong methanol. Lap sinh hàn 
hồi lưu, cho khí nitơ chạy qua hỗn hợp với tôc độ khoáng 
50 ml trong 1 min, lắc và đun sói. Khi dung dịch trở nên 
trong suốt (thường sau khoáng 10 min), tiếp tục đun troné 
5 min. Làm nguội bình dưới dòng nước vả chuyển dung 
dịch sang bình gạn. Rửa bình bàng 5 ml heptan (77) và 
chuyên dịch rửa vào bình gạn, lăc. Thêm 10 ml dung dịch 
na tri rlorid 20 % (77) và lac mạnh. Đe vén cho tách lớp
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và chuyển lớp dung môi sang iụ có chứa natrỉ Sulfat khau 
(TT). Để lắng và lọc.
Dung dịch đoi chiếu (à): Chuẩn bị 0,50 g hồn hợp chuẩn 
với thành phân được mô tả ở một trong các Bảng 12.9 
như chỉ dằn của chuyên luận riêng (nếu chuyên luận riêng 
không đề cập đển, sử dụng thành phần được mô tà trong 
Bảng 12.9.1). Hòa tan trong heptan (TT) và pha loãng đên
50,0 mỉ với cùng dung môi.
Dung dịch đói chiêu (h): Pha loăng 1 ml dung dịch đổi 
chiếu (a) thành 10,0 ml bằng heptan (TT).
Dung dịch đối chiêu (c): Chuẩn bị 0,50 g hồn họp các 
methyl ester của acid béo(1) có thành phần tương ứng với 
các acid béo cần xác định của mầu thử theo qui định của 
chuyên luận riêng. Hòa tan trong heptan (TT) và pha loãng 
đên 50,0 ml với cùng dung môi. cỏ thê sử dụng các hỗn 
hợp methyl ester bán sẵn.
Điều kiện sắc. ký:
Cộp
Chất liệu: Silica nung chảy, thày linh hoặc thạch anh.
Kích cỡ: Dài 10 m đến 30 rn, đường kính 0,2 mm đến 0,8 mm. 
Pha tĩnh: Poỉy[(cyanopropyl)(methyl)][(phenyl)(methyl)] 
siloxan hoặc macroệoỉ 20 000 (lóp phim dày 0,1 pm đên 
0,5 pm) hoặc một sô pha tĩnh thích hợp khác.
Khỉ mang; Khí hell dùng cho sắc kỷ hoặc khí hydrogen 
dùng cho sắc ký,
Tôc độ dòng: 1,3 ml/min (cho cột có đường kính 0,32 mm). 
Tỳ lệ chìa dòng: 1 : 100 hoặc ít hơn, tùy thuộc vào đường 
kính trong cùa cột sử dụng (1 : 50 khi đường kính cột là 
0,32 mm)T 
Nhiệt độ:
Cột: 160 °c đến 200 °c, tùy thuộc vào chiều đài và loại 
cột sừ dụng (200 °c cho cột dài 30 m và bao bằng iớp 
macrogol 20 000). Neu cần hoặc theo chì đẫn riêng, tăng 
nhiệt độ của cột với tốc độ 3 °c /min từ 170 °c đến 230 °c 
(cho cột dùng rnacrogoỉ 20 000).
Buồng tiêm: 250 cc,
Detector: 250 °c.
Phát hiện: Dctector ion hóa ngọn lửa.
Thô tích tiêm: ) jül.
£>ọ nhạy: Chiều cao cùa pic chính trong sắc ký đồ của 
dung dịch đối chiểu (a) từ 50 % đến 70 % toàn thang đo 
khi ghi sắc ký đồ.

Kiểm tra tinh phù hợp của hệ thống khi sử dụng hỗn 
hợp ch (tân trong các Bảng ỉ 2.9.1 hoặc ỉ 2.9.3
Độ phân giải: Không dưới 1,8 giừa pic melhyl oleat và 
methyl stearat trong sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu (a). 
Tỷ lệ tín hiệu trên nhiều: Không dưới 5 với pic methyl 
mỵristat trong săc ký đô của dung dịch đôi chiêu (b).
•So đĩa ỉỷ thuyết: Không dưới 30000 tính theo pic methyl 
stearat trong sắc ký đồ của dung dịch đối chiếu (a).

Kiếm tra tính phù hơp của hệ thống khi sử dụng hỗn 
hợp chuằn trong Bảng í 2.9.2
Độ phân giãi: Không dưới 4,0 giữa pỉc methyl caprylat và 
methyl caprat trong sắc kv đồ của dung dịch đối chiếu (a). 
Tỷ lệ tín hiệu trên nhiễu: Không dưới 5 với pic inethyl 
caproat trong sắc ký dồ của dung dịch đối chiếu (b).
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So đĩa lý thuyết: Không dưới 15 000 tính theo pic methyl 
caprat trong sắc ký đồ của dung dịch đổi chiếu (a).

Đánh giá sắc đồ
Tránh điều kiện thừ nghiệm có chiều hướng làm che giấu 
pic (sự có mặt của các thành phần khác nhau rẩt ít về thời 
gian lưu, ví dụ như acid linolenic và acid arachidic).
Phần tích định tính
Xác định các pic trên sắc ký đồ của dung dịch đổi chiếu
(c), các pic có thể được xác định bằng đường chuẩn với sắc 
ký đồ của dung dịch đối chiếu (a) và thông tin ghi ờ các 
Bảng 12.9.1, 12.9.2 và 12.9.3.
a) Sử dụng điều kiện đẳng nhiệt để tính logarit của sự biến 
đổi thòi gian lưu như một hàm của số nguyên tử carbon 
trong aciđ béo; định tính các pic dựa trên đường thẳng 
lập được theo cách trên và giá trị "chiều dài chuồi carbon 
tương ứng" của các pic khác nhau. Đường chuẩn cùa các 
aciđ béo no là một đường thẳng. Logarit sự biến đổi thời 
gian ỉiru của các acid béo không no nằm trên đường thẳng 
này và có vị trí tương ứng với giá trị khồng nguyên của số 
nguyên tử carbon được biết từ giả trị tuxyng ứng với chiều 
dài chuồi.
b) Sừ dụng chương trình nhiệt độ tuyến tính để xác định thòi 
gian lưu dựa trên số nguyên tử carbon của acid béo, định 
tinh bằng cách so sánh với đường chuẩn cùa hồn họp chuẩn. 
Phân tích định lượng
Thông thường, sử dụng phương pháp tính phần trăm mà 
trong đó tổng diện tích cùa tất cả các pic trên sắc ký đổ 
ngoại trừ đung môi được tính là 100 %. Hàm lượng cùa 
mỗi thành phần được tính dựa trên tỳ' lệ của diện tích pic 
tương ứng so với tồng diện tích của tất cả các pic thu được 
từ mẫu đem thử. Loại bỏ các pic có diện tích nhỏ hơn 
0,05 % so với tổng diện tích pic.
Trong một vài tiường hợp như sự có mặt của các aeid béo 
từ 12 nguyên từ carbon trờ xuống, hộ số hiệu chỉnh có thể 
được sử dụng trong các chuyên luận riêng để chuyền đổi 
diện tích pic thành tỷ lộ phàn trăm kl/kl.

Phưưng pháp B
Phương pháp này không áp dụng với các dầu béo có chứa 
acìd béo dạng glycerid với các nhóm epoxy-, hydroepoxy-, 
cyc.ỉopropyl, nhóm cvcỉopropenyl, hoặc các dầu béo cỏ chỉ 
sổ acid lớn hơn 2,0.
Dung dịch thử:
Lấy 0,100 g chế phẩm cho vào ổng ly tâm 10 ml có náp 
xoáy. Hòa tan trong ỉ ml heptan (TT) và 1 mi dimethyi 
cơrbonat (7T), đun nóng nhẹ (50 °c đến 60 °C) và lắc 
mạnh. Thêm 1 ml dung dịch natri (Tỉ') 1,2 % trong 
methanoỉ khan (TT) (được pha che hết sức cẩn thận) khi 
dung dịch còn ấm, lẳc mạnh trong 5 min. Thêm 3 ml nước 
và ỉấc mạnh trong 30 s. Ly tâm trong 15 min với tổc độ 
1500 r/min. Tiêm 1 jil pha hữu cơ.
Dung dịch đối chiếu và đánh giả sắc dồ: Trừ khi có chi 
dẫn khác trong chuyên luận 1'iéng, tiến hành như mô tả ở 
phương pháp A,
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Cột:
Chất liệu: Silica nung chày.
Kích cữ: Dải 30 m, đường kinh 0,25 mm.
Pha tĩnh: Macrogol 20 000 (lớp phim dày 0,25 pm).
Khí mang: Khi heli dùng cho sắc ký.
Tốc độ dòng: 0,9 ml/min
Tỷ ỉệ chìa dòng: 1 : 100.
Nhiệt độ:

Thòi gian Nhiệt độ
, _ (min) J ° C )  ’
; 0-15 " ~ ; 1 o

 
Ị o

Cột ' 15-36 ' 100 —+ 225
! 36 - 61 225

" 1 ■ í
Buông tiêm ' 250

Detector 250

Phát hiện: Detector ion hóa ngọn lửa. 
Thể tích tiêm: ỉ pl.

Phương pháp c
Phương pháp này khỏng áp dụng với các dầu béo có chứa 
acid béo dạnggỉycerỉd với các nhóm epoxy-, hydroepoxy-, 
aỉdehyd’ keton, cycỉopropyỉ, nhỏm cycỉo-propenyỉ, và kết 
hợp với các đa acid béo không no hay các nhóm acetyỉenic 
do các nhỏm này bị phá hủy một phần hay toàn bộ.
Dung dịch thử: Hòa tan 0,10 g chế phẩm trong 2 ml dung 
dịch naỉri Hydroxyd 2 % trong methanol trong bình nón 
25 ml và đun sôi hồi lưu trong 30 min. Thêm 2,0 ml dung 
dịch boron trifiuorid (TT) qua ống sinh hàn vả tiếp tục đun 
sôi trong 30 min. Thêm 4 m) heptan (TT) qua ống sinh hàn 
và tiếp tục đun sôi trong 5 min. Làm nguội, thêm 10 ml 
dung dịch natri clorid bão hòa (TT), lắc trong 15 s và thêm 
tiếp dung dịch nơtri cỉorid bão hòa (TT) cho đền khi pha 
dung môi trên dâng lên đến co bình. Lấy 2 ml pha dung 
môi trên, rửa bằng nước ba lần, mỗi làn 2 ml vả làm khan 
bằng natri sidfat khan (TT).
D m 2, dịch đoi chiếu và đánh giả sac đồ: Trừ khi. có chi 
dẫn khác trong chuyên luận riêng, tiến hành như mô tả ở 
phương pháp A.

Bảng Ị2.9. ỉ  - Hỗn hợp chuẩn để lập đường chuẩn(2)

Tỷ lệ thành phần (phần trăm kl/kl)

Thành phần 
hồn hợp

Tương ứng
vói chièu dài 

chuỗi(3)

Dẳng
nhiệt

Chưong 
trình nhiệt 
độ tuyến 

tỉnh
'Methyl i au rat 72,0 5 lõ
'Methyl myristat 14,0 5 15
Methyl palmitat 16,0 10 15
Methyl stearat 18,0 20 20
Methyl arachidat 20,0 40 20
Methyl cleat 18,3 20 20
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Bàng ỉ 2.9.2 - Hồn hợp chuẩn để lập đường chuẩn(2)

Tỷ lệ thành phần (phần trăm k|/kl)
Thành phẩn 

hỗn hợp
Tương ủng 
với chiều 

dài chuỗi<3)

Đẳng
nhiệt

Chương trình Ị 
nhiệt độ 1 

tuyến tính '
Methyl caproat 6,0 5 10
Methyl caprylat 8,0 5 35
Methyl caprat 10,0 10 35 i
Methyl laurat 12,0 20 10 ii
Methyl myristat 14,0 40 10

Bảng ỉ 2.9.3 - Hỗn hợp chuẩn để lập đường chuẩn(2)

Tỷ lệ thành phần (phần trăm kl/kl) j

Thành phàn 
hỗn họp

Tương ứng 
vói chiều dài 

chuỗi(3)

Đẳng
nhiệt

Chương ị 
trình nhiệt 
độ tuyển 

tính Ị
Methyl myristat 14,0 5 15

; Methyl paImitat 16,0 10 15
Ị Methvl stearat 18,0 15 20
i Methyl arachidat 20,0 20 15
ị Methyl oleat 18,3 20 15 i
Methyl cicosenoat 20,2 10 10 ì

; Methyl behenat 22,0 10 5
Ị Methyl lignocerat 24,0 10 5

(1) : Methyl ester của acid béo phải đạt quy định về chất 
chuẩn của Dược điển Việt Nam.
(2) : Áp dụng cho hệ thống sắc ký khí với cột mao quản và 
buồng tiêm chia dòng, các thành phần có mạch dài nhất 
của hỗn họp mẫu thử cần được thêm vào hồn họp chuẩn 
khi tiến hành phân tích định lượng sử dụng đường chuẩn.
(3) : Giá trị được tính dựa trên đường chuẩn với cột macrogol
20 000.

12.10 XÁC ĐỊNH CÁC CHÁTCHÌÉTĐirỢC TRONG 
DƯỢC LIỆU

Phương pháp xác định các chất chiết được bằng nước
Phương pháp chiết ỉạnh: Neu không có chỉ dẫn đặc biệt 
trong chuyên luận riêng, cân chỉnh xác khoảng 4,000 g 
bột dược liệu cỏ cỡ bột nửa thô cho vào trong bình nón 
250 ml đến 300 ml. Thêm chính xác 100,0 ml nước, đậỵ 
kín, ngâm lạnh, thỉnh thoảng lắc trong 6 h đầu, sau đó đe 
ycn 18 h. Lọc qua phễu lọc khô vào một bình hứng khô 
thích hợp. Lấy chính xác 20 mỉ dịch lọc cho vào một cốc 
thủy tinh đã cân bì trước, cô trong cách thủy đốn cắn khô. 
sấv cấn ở 105 °c trong 3 h, lấy ra để nguội trong binh hút 
ẩm 30 min, cân nhanh dể xác định khối lượng can sau khi
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Sấy, tính phần trăm lượng chất chiết được bằng nước theo 
dược liệu khô.
Phương pháp chiết nống: Neu không có chỉ dẫn đặc biệt 
trong chuyên luận riêng, cân chính xác khoảng 2,000 g 
đến 4,000 g bột dược liệu có cỡ bột nửa thô cho vào bình 
nón 100 ml hoặc 250 ml. Thêm chính xác 50,0 ml hoặc
100,0 ml nước, đậy kín, cân xác định khối lượng, để yên 
1 h, sau đó đun sôi nhẹ dưới hồi lưu 1 h, đề nguội, lẩy bình 
nón ra, đậy kín, cân để xác định lại khối lượng, dùng nước 
đề bổ sung phần khối lượng bị giảm, lọc qua phễu lọc khô 
vào một bình hứng khô thích hợp. Lấy chính xác 25 ml 
dịch lọc vào cốc thủy tinh đã cân bì trước, cô trong cách 
thủy đến cắn khô, cắn thu được sấy ờ 105 °c trong 3 h, lấy 
ra để nguội trong bình hút ẩm 30 min, cân nhanh để xác 
định khối lượng can. Tính phẩn trăm lượng chất chiết được 
bằng nước theo dược liệu khô.

Phưtmg pháp xác định các chất chiết được bằng 
ethanol hoặc methanol
Dùng các phưcmg pháp tưong tự như phương pháp xác 
định các chất chiết được bằng nước. Tuỳ theo chì dẫn 
trong chuyên luận riêng mà dùng ethanol hoặc methanol 
có nồng độ thích hợp đế thay nước lảm dung môi chiết. 
Với phương pháp chiết nóng thì nên đun trong cách thủy 
nếu dung môi chiết có độ sôi thấp.

Dược ĐIẺN VIỆT NAM V

12.11 XÁC ĐỊNH LẠP CHÁT LÃN TRONG DƯỢC LĨẸU

Tạp chất lẫn trong dược liệu bao gồm tất cà các chẩt ngoài 
quy định của dược liệu đó như: Đất, đá, rom rạ, cây cỏ 
khác, các bộ phận khác của cây không quy định làm dược 
liệu, xác côn trùng...

Cách xác định
Cân một lượng mẫu vừa đủ theo chỉ dẫn trong chuyên luận 
riêng hoặc trong ghi chú dưới đây, dàn mỏng trên tờ giấy, 
quan sát bằng mất thường hoặc kính lúp, khi cần có thể 
dùng rây để phân tách tạp chất và dược liệu.
Cân phần tạp chất và tính phần trăm như sau:

x% = — X 100 
p

Trong đỏ:
a là khối lượng tạp chất tính bẳng gam; 
p là khối lượng mẫu thử tính bằng gam.
Ghi chủ:
1. Trong mội so trường bợp nếu tạp chất rất giống với thuốc, có 
thê phái làm các phản ứng định tính hoá học, phưong pháp vật lý 
hoặc dùng kính hiển vi để phát hiện tạp chất. Tỷ ]ệ tạp chất được 
tính bao gồm cả tạp chất được phát hiện bằng phương pháp này.
2. Lượng mẫu lấy để thừ nếu chuyên luận riêng không quy định 
thì lấy nhu sau:
Hạt và quà rất nhỏ (như hạt Mã đề): 10 g.
Hạt và quả nhò: 20 g.
Dược liệu thái thành lát: 50 g.

12.12 XÁC ĐỊNH TỶ LỆ VỤN NÁT CỦA DƯỢC LIỆU

Câti một lượng dược liệu nhất định (p gam) đã được loại 
tạp chất. Rây bằng rây có sổ rây quy định theo chuyên luận 
riêng hoặc chọn bằng tay nhũng phần vụn đối với các bô 
phận cây không thái nhỏ. Cân toàn bộ phần đà lọt qua rây 
và phân vụn đã chọn (a gam). Tính tỳ lệ vụn nát (X %) (từ 
kết quả trung bỉnh của ba lân thực hiện) theo công thức:

x%  = a-  X100
p

Ghi chù:
Lượng dược liệu ỉẩy để thừ (tùy theo bản chất cùa dược liệu) từ 
100 g đến 200 g.
Đối với dược liệu mòng manh thì chỉ lắc nhẹ, tránh làm vụn nát thêm. 
Phần bụi và bột vụn không phàn biệt được bàng mắt thường được 
tính váo mục tạp chất.

PHỤ LỤC 12

12.13 XÁC ĐỊNH ÌIÀM LƯỢNG NƯỚC BẰNG 
PHƯƠNG PHÁP CẤT VỚI DUNG MÔI

Dụng cụ
Dụng cụ xác dinh hàm lượng nước (Hình 12.13) gồm cỏ 
bình cầu (A) nối qua ổng (D) với ổng hình trụ (B); ổng này 
gan với ống hứng chia độ (E) ở phía dưới và lap với ống 
sinh hàn ngược (C) ờ phía trên, ống hứng (E) được chia độ 
đến 0,1 ml để cho sai số của phép đọc thế tích không vượt 
quá 0,05 ml. Nguồn nhiệt thích hợp là bếp điện có biến trở 
hoặc đun cách dâu.

Hình 12. ì3 - Dụng cụ xác định hàm lượng nước bằng 
phương pháp cất với dung môi.
(Kích thước tinh hãng min)
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Cách tiến hành
Rửa sạch ống hímg và ổng sình hàn với nước rồi làm khô. 
Thêm 200 mí toỉuen (TT) và khoảng 2 mi nước vào hình 
cầu khô. Cất khoảng 2 h, để nguội trong 30 min rồi dọc 
thể tích nước cất được ở ống hứng (V[), chính xác đến 
0,05 ml.
Thcm vào bình cầu một lượng mẫu thử đẫ cân chính xác 
tới 0,01 g có chứa khoảng 2 ml dển 3 mỉ nước. Thêm vải 
mành đá bọt. Đun nóng nhẹ trong 15 min; khi toluen bắt 
đầu sôi thì điều chỉnh nguồn cấp nhiệt đê cất với tốc độ 
khoảng 2 giọt địch cất trong 1 s. Khi đã cất được phần 
lớn nước sang ổng hứng thì nâng tốc độ cất lên 4 giọt 
dịch cât trong 1 s. Tiếp lục cất cho đến khi mực nước cất 
được trong ổng hứng không tăng lên nữa, đùng 5 ml đốn 
10 ml toluen (TT) rửa thành trong ổng sinh hàn rồi cất 
thém 5 min nữa. Sau đó, tách bộ cất khỏi nguồn cấp nhiệt, 
đỗ cho ống hứng nguội đcn nhiệt độ phòng. Nen có những 
giọt nước còn đọng trên thành ông sinh hàn thì dùng 
5 ml toỉuen (Tỉ) đe rửa kco xuõng. Khi lớp nước và lớp 
toluen đã được phân tách hoàn toàn, đọc thể tích nước 
trong ống hứng (V2). Tính tỷ lệ phần trăm nước trong mẫu 
thử theo công thức sau:

100 {V2~V{)
Trong đó: m
Vị là sổ ml nước cất được sau lần cất đẩu;
v 2 là số ml nước cất được sau hai lần cất;
M iả số g mẫu đã cân đem thử.

12.15 CẢN KHÔ CỦA CÁC CHẤT CHĨÉT ĐƯỢC 
TRONG DƯỢC LIỆU

Cho nhanh 2,00 g .hoặc 2,0 ml mẫu thử vào một cốc đáy 
bằng có đường kính khoảng 50 mm và chiểu cao khoảng 
30 mm đã được sẩy khô và xác định khối lượng. Cò đen 
khô cạn trên cách thủy và sấy ở 100 °c đến 105 °c trong 
3 h. Lấy ra đổ nguội trong binh hút ẩm có chất hút ẩm 
phosphor pentoxyd hoặc silica gcl và cân. Tính kểt quà 
theo phần trăm khối lượng hoặc theo tỷ lệ gam trên lít.

12.16 MẤT KHÔI LƯỢNG DO LẢM KHÔ CỦA CÁC 
CHÁT CHỈÉT ĐƯỢC TRONG DƯỢC LIỆU

Cân nhanh 0,50 g mẫu thử đã nghiên thành bột mịn vào 
một cổc đáy bằng cỏ đường kính khoảng 50 mm và chiều 
cao khoảng 30 mm mm đã được sấy khô và xác định khối 
lượng. Sấy ở 100 °c đến 105 °c trong 3 h. Lấy ra để nguội 
trong bỉnh hút ẩm có chất hút ẩm phosphor pentoxyđ hoặc 
silica gel và cân. Tính toán kết quả theo phản trăm khối 
lượng.

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V

12.17 DU LƯỢNG HÓA CHẤT BẢO VỆ THỤ C VẬT 

Định nghĩa
Hóa chất bảo vệ thực vật là những chất hay hỗn hợp nhiều 
chất được sử dụng nhằm ngăn cản, tiêu diệt hoặc kiểm soát 
dịch hại đôi với các loài câỵ hoặc động vật làm thuốc mà 
những chất này có thê gây tổn hại hoặc ảnh hường đen quá 
trình sản xuất, chế biến, bảo quản, vận chuyển hoặc buôn 
báu dược liệu. Khái niệm này bao gồm cả các chất điều 
hòa sinh trường thực vật, các chất làm rụng lả hoặc làm 
khô, hoặc bât cứ chât nào được sử dụng trước hoặc sau thu 
hoạch đổ bảo quản dược liệu khỏi bị hỏng trong quá trình 
bảo quản hoặc vận chuyên.

Giói hạn
Dược liệu được kiểm tra ít nhất phải đáp ứng yêu càu về 
giới hạn ghi trong Bàng 12.17.1 (trừ những chỉ dẫn trong 
chuyên luận riêng).
Đối với hóa chất bảo vộ thực vật không liệt kê trong Bảng 
12. ỉ 7.1, giới hạn (mg/kg) của nó có thê được tính theo 
công thức sau:

A D ĨxM  
MDD X 100

Trong đó:
ADI (mg/kg) là liều cỏ thể đưa vào cơ thể mồi ngày theo 
quy định của Tỏ chức Lương thực Thế giới vả To chức Y tế 
thế giỏi (Codex Aỉimentarius, FAO — WHO);
M là thể trọng của người, bằng 60 kg;
MDD là liều dùng dược liệu hàng ngày, tính bằng kg.

Lấy mẫu
Phương pháp:
Bao bì ít hơn 1 kg, trộn đều vả lấy đủ lượng mẫu để phân 
tích. Bao bì từ ỉ ke đến 5 kg, lấy những lượng tương 
đương và đủ đê phân tích ở 3 vị trí: Phía trên, giữa và cuối 
bao bì. Trộn đều vả lấy lượng mẫu đủ để phân tích. Bao bì 
lớn hơn 5 kg, lây không ít hơn 250 g ở 3 vị tri: phía trên, 
giữa và cuối bao bì, trộn đều và lấy một lượng mẫu đủ để 
phân tích.
6(5 mau:
Nốu như sổ bao bi (n) ít hơn hoặc bằng 3, mỗi bao bì lấy 
một lượng mẫu theo phương pháp nêu trên. Nếu sổ bao bì 
lớn hơn 3, số mẫu cẩn lấv se !à ựn + 1 , làm tròn sổ đến đơn 
vị số nguyên gần nhất.
Mầu cần được phân tích ngay để tránh hóa chất bảo vệ 
thực vật cỏ thể bị phân hủy. Nêu như không tiến hành phân 
tích ngav được, mẫu phải được bảo quản kín trong bao bì 
loại thích họp dùng đề đựng thực phẩm, ở nhiệt độ dưới 
0 °c và tránh ánh sáng.

Thuốc thử
Tất cả các thuốc thừ và dung môi không được nhiễm hóa 
chất bảo vệ thực vật. Nếu có thể, thường phải sử dụng các 
dung môi loại chất lượng đặc biệt, nếu không, các dung 
môi sử dụng cẩn phải mới được cất lại trong dụng cụ hoàn 
toàn bằng thúy tinh. Trong bất cứ trường hợp nào, cũng 
cần phái thực hiện kiểm tra mẫu trắng.
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Dụng cụ
Rửa sạch dụng cụ, đặc biệt đôi với dụng cụ thủy tinh để 
đám bảo chúng sạch không có hóa chất bảo vệ thực vật, ví 
dụ ngâm trong dung dịch xà phòng không có phosphat ít 
nhất 16 h, rừa bằng nước cất nhiều lần đến sạch, tráng rửa 
bàng aceton và hexan hoặc heptan.

Bảng ì 2. ỉ  7. ỉ

„  . X Giới h a n  Hơp Chat , , i
(mg/kg) !

Alaclor , 0,02
Tổng aldrin và đicldrin 0,05

; Azinphos-meihyl 1,0
Bromopropylat 3,0
Tổng cữ-clordan, írattv-clordan và
oxvclordan

, Clorfenvinphos Ị 0,5
! Cypermethrin và các đồng phân 1,0

Tổng o,p’~DDT, p,p ’-DDT, p.p '-DDE 1 0 ■
ị và p,p -TDE j
! Deltamethrin ! 0,5
1 Diazinon 1 0,5

Diclorvos 1,0 !
1 Dithiocarbamat (tính theo c s 2) ; 2,0 Ị

' Tổng a-endosulfan, ß-endosulfan và 'I n
Ị endosulfan Sulfat ư ,u

\ Endrin 0,05 1
Ethion 2,0 :

: Fenitrothion ị 0,5 ị

: Fenvalerat i 1,5 i
Ị Fonofos 1 0,05

Tông heptacỉor và heptaclor epoxid 0,05 Ị
■ Hexaclorobenzen 0,1 ;
1 Các đồng phân hexaclorocyclohexan, 0 3 1
Ị trù đồng phân y ị
■ Lindan (y-hexaclorocyclobexan) . 0,6
■ Malathion 1,0

Methidathion 0,2
; Parathion 0,5
I Parathion-methyl 1 0,2

Permethrin 1 1,0
Phosalon 0,1
Piperonyl butoxid 3,0

■ Pirimiphos-methyl 4,0
Tong pyrethrin 3,0
T ô n g  q u i n to z e n ,  p e n í a c l o r o a n a l i n  và 1 0
methyỉ pentaclorophenyl Sulfid

PHỤ LỰC 12

Phân tích định tính và định lượng hóa chất bảo vệ 
thục vật tồn dư
Ọuy trình phân tích áp dựng phải được kiểm định và chuẩn 
hóa theo quy che hiện hành, đặc biệt, nó phải đáp ímg các 
yêu cầu dưới dây:
(a) Phương pháp lựa chọn, đặc biệt các bước xử lv làm 
sạch chất phân tích phải thích hợp đối với chất cần phân 
tích và không bị ảnh hưởng bởi các chât khác chiêt cùng; 
giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng được xác định 
đối với mỗi hỏa chất bảo vệ thực vật và dựa trên nền cùa 
mẫu phân tích.
(b) Tỷ lệ thu hồi đối với mỗi hóa chất bảo vệ thực vật phải 
nằm trong khoảng 70 % đến 110 %.
(c) Độ lặp lại của phương pháp không được thâp hon các 
giá trị ghi trong Bảng 12.17.2.
(d) Độ tái lặp cùa phương pháp không được thâp hơn các 
giá trị ghi trong Bảng 12.17.2.
(e) Nồng độ cùa các dung dịch thừ, dung dịch dối chiếu và 
các thông sô phân tích cài đặt trên máy phải tương ứng với 
đáp ứng tuyến tính của detector phân tích.

Bàng 12. Ị 7.2

• Nồng đô chất phân tích ' Đô Iăp lai Ị Đô tái lăp
_  jnig/kg)_______ ' RSD(%)___[ _ ( % ) _ _ _ !

1 0,001-0,010 30 ! 60
• _> 0,010- (MOO  ̂ 20____ ’ 60__
I > 0,100 - 1,000 I 15 " r  30 ~

>ự)00_”  ^ 10 "J  20
Ghi chú:
Độ lặp lại (Repeatability): Độ chụm trong điều kiện các ket quả 
thử nghiệm độc lập với cùng một phương pháp, trên những mẫu 
giồng hệt nhau, trong cùng phòng thí nghiệm, bởi cùng người 
thao tác, sử dụng cùng một thiết bị, trong khoáng thời gian ngẳn. 
Độ lái lặp (Reproducibility): Độ chụm trong điều kiện các kết 
quà tbừ nghiệm nhận được bỏi cùng một phưong pháp, trên các 
mẫu thử giống hệt nhau trong các phòng thí nghiệm khác nhau, 
với những người thao tác khác nhau, sử dụng thiết bị khác nhau.

Phương pháp phân tích dưới đâv nham cung cấp 
thông tin đê tham khảo
Xác định dư lượng hóa chất bảo vệ thực vật nhóm clor 
hữu cơ, nhóm phosphor hữu cơ và nhóm pyrethroid
Phương pháp dưới đây có thê được sử dụng. Tùy theo chất 
cần phân tích, nếu cần thiết có thể thay đổi quỵ trình phân 
tích mô tả dưới đây. Trong mọi trường họp, đcu có thê sử 
dụng bổ sung một loại cột khác có độ phân cực khác hoặc 
phương pháp phát hiện khác (ví dụ detector khối phổ) hoặc 
phương pháp phân tích khác (vi dụ phương pháp hóa miễn 
dịch) để khang định kết quả thu được.

1. Chiết
Thêm 100 ml aceton (TT) vào 10 g mẫu thử đă được làm 
thành bột thô và để yên 20 min. Thêm 1 ml dung địch có 
chứa carbophenothiọn 1,8 pg/ml trong toỉuen (TT). Tàm 
đông nhất trong 3 min, sử dụne máy khuấy trộn tốc độ 
cao. Lọc và rửa cốc hai lần, mỗi lán với 25 rnl acetoìĩ (Tỉ').
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Gộp dịch chiết vả dịch rửa, làm bay hơi dung môi ờ nhiệt 
độ không quá 40 °c trong máy cất quay cho tới khi dung 
môi bị loại hầu như hoàn toàn. Thêm vào cắn vài mililít 
toluen (TT), tiếp tục làm bay hơi đến khi dung môi bị loại 
bỏ hầu như hoàn toàn. Hòa tan cắn trong 8 ml toỉuen (TT). 
Lọc qua màng lọc 45 pm, rửa bình, dụng cụ lọc và làm vừa 
đủ 10 ml bàng toỉuen (77) (dung dịch A).

2. Làm sạch
2.J. Hỏa chất bản vệ thực vật nhỏm cỉor hữu cơ, nhóm 
phosphor hữu cơ và nhóm pyrethroid 
Tiến hành phương pháp sắc ký rây phân tử (Phụ lục 5.5). 
Điểu kiện sắc ký:
Cột thcp không gi (0,30 m x 7,8 mm), pha tĩnh copoỉvmer 
s ty ren - divinylbenzen (5 pm) (TT), sử dụng toỉuen (TT) 
làm pha động với tốc độ dòng 1 ml/min.
Hiệu năng của cột: Tiêm 100 pl dung dịch có chửa đỏ 
methyl 0,05 % (77) và oracet lam 2 R 0,05 % (77) trong 
toỉuen (77) vào hệ thổng sẳc ký. Cột chỉ thích hợp khi màu 
của dịch rửa giải thay đổi từ màu cam sang màu xanh da 
trời ờ thể tích rửa giải 10,3 ml, Neu cần chuân hóa cột, có 
thể sử dụng dung dịch pha trong toluen cỏ chứa chất phân 
tích ở nồng độ thích hợp là chất có phân từ lượng thấp nhất 
(ví dụ diclorvos) và chất có phân từ lưựng cao nhất (ví dụ 
deltamethrin). Xác định đoạn dung môi rứa giải cỏ chửa 
cà hai chất.
Làm sạch dung dịch thử: Tiêm một thể tích xác định dung 
dịch A (100 pl đến 500 pĩ) vào hệ thống và tiến hành chạy 
sắc ký. Thu đoạn duns môi rừa giãi đà xác định ỏ' trên 
(dung dịch B). Các chất nhóm phosphor hữu cơ thường 
được rửa giải ờ đoạn từ 8,8 ml đến 10,9 ml, Các chất nhóm 
clor hữu cơ và nhóm pyrethroiđ thường được rửa giải ở 
đoạn 8,5 mỉ đến 10,3 ml.
2.2. Hóa chất bảo vệ thực vật nhóm cỉor hữu cơ và nhỏm 
pvrethroid
Cho một ít bông không có chất béo vào cột sắc ký 
(0,10 m X 5 mm), sau đó cho 0,5 u silica gel đâ được xử 
lý vào cột. Xử lý silica gel như sau: sấy silica gel dùng 
cho sắc kỷ trong tủ sẩy ờ 150 °c  trong 4 h, Để nguội và 
thêm vào đó từng giọt một lượng nước tương ứng với 
1,5 % khối lượng silica gel đem sấy. Lắc mạnh cho đển khi 
khỏng còn các cục vón, tiếp tục lắc trên máy lắc cơ học 
trong 2 h. Luyện cột bang 1,5 ml hexan (77). Cột loại nhồi 
sẵn có chửa 500 mg silica gel loại thích hợp có thể được 
sử dụng, miễn lcà loại cột này đã được kiểm tra và chuẩn 
hóa trước.
Đuổi dung môi trong dung dịch B dưới luồng khí helì (TT) 
hoặc khí nitrogen không cố oxy (TT) tới khi dung môi hầu 
như bị loại hoàn toàn, hòa tan cắn trong một thể tích toluen 
(TT) thích hợp (từ 200 pl đến 1 ml tùy theo thể tích dung 
dịch A đã tiêm ở giai đoạn thực hiện sắc ký rây phân tử). 
Chuyển toàn bộ dung dịch lên cột và tiến hành sắc ký, sử 
dụng 1,8 ml toỉuen (TT) làm pha động. Thu hồi dịch rửa 
giải (dung dịch C).
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3. Định lưọng
3. ỉ. Hóa chat bào vệ thực vật nhóm phosphor hữu cơ 
Tiến hành phân tích sắc ký khí (Phụ lục 5.2), sử dụng 
carbophenothion (Tỉ) làm chuẩn nội. Neu cần thiết, có thể 
sử dụng một chất chuẩn nội thứ hai đê phân biệt khi có ảnh 
hưỏng với píc của carbopbenothion.
Dung dịch thử: Làm bay hơi dung dịch B dưới luồng 
khí heìi (77) gân tới khô hoàn toàn và hòa tan căn trong 
100 pl toỉuen \(TT).'
Dung dịch đối chiểu: Pha ít nhất 3 dung dịch có chứa các 
hóa chất bảo vệ thực vật cần xác định và carbophenothion 
ờ nồng độ thích hợp để thiết lập đường chuẩn.
Điêu kiện sãc kỷ:
Cột: Cột silica nung chảy (30 m X 0,32 mm) phủ lỏp pha 
tĩnh poỉy(dimethyỉ)siỉoxan (TT) dày 0,25 pm.
Khí mang hydrogen (77), các khí mang khác như he ỉ ì (TT) 
hoặc nitrogen (77) cũng có thể sử dụng được, miễn là hệ 
thống sắc ký được chuẩn hóa một cách phù họp.
Detector ion hóa ngọn lửa phosphor - nitrogen hoặc 
detector quang kế ngọn lửa.
Chương trình nhiệt độ buồng cột: Duy trì nhiệt độ 80 °c 
trong 1 min, tăng 30 °c/min tới 150 °c, duy trì trong 3 min, 
tăng 4 °c/min tới 280 °c và duy trì trong 1 min. Nhiệt độ 
cồng tiêm 250 °c, nhiệt độ detector 275 °c.
Thể lích tiêm: Tiêm một thể tích xác định các đunệ dịch, sắc 
ký đồ thu được với điều kiện mô tà trên sẽ cho két quả thời 
gian ỉưu tương đối xấp xỉ các giả trị liệt kê ờ Bảng 12.17.3. 
Tính kết quà dựa vào diện tích pic vả nồng độ của các 
dung dịch.
3.2. Hóa chất bảo vệ thực vật nhóm cỉor hữu cơ và 
pyrethroid
Tiến hành phân tích sắc ký khỉ (Phụ lục 5.2), sử dụng 
carbophenothion (TT) làm chuẩn nội. Neu cần thiết, có thể 
sử dụng một chất chuẩn nội thứ hai để phân biệt khi có ảnh 
hường với pic của carbophenothion.
Dung dịch thử: Lảm bay hơi dung dịch c  dưới luồng khí 
hell (77) hoặc khí nitrogen không có oxy (TT) gần tới khô 
hoàn toàn và hòa tan cắn trong 500 gl toỉuen (77).
Dung dịch đối chiểu: Pha ít nhất 3 dung dịch có chứa các 
hóa chất bào vệ thực vật cần xác định và carbophenothion 
ở nống độ thích hợp để thiết lập đường chuẩn.
Điểu kiện sắc ký:
Cột silica nung chảy (30 m x 0,32 mm) phủ lóp pha tĩnh 
poly (dimethyl) (diphenyl) siỉoxan fĩT) dày 0,25 pm.
Khí mang hydrogen (77), các khí mang khác như heỉi (TT) 
hoặc nitrogen (77) cũng có thê sử dụng được miền là hệ 
thống sắc ký được chuẩn hóa một cách phù họp,
Detector cộng kết điện tử.
Chươnc trình nhiệt độ buồng cột: Duy tri nhiệt độ 80 °c 
trong 1 min, tang 30 °c/min tới 150 °c, duy trì trong 3 min, 
tăng 4 °c/min tới 280 °c và duy trì trong 1 min. Nhiệt độ 
công tiêm 250 °c, nhiệt độ detector 275 °c,
Thể tích tiêm: Tiêm một thể tích xác định các dung dịch. 
Sắc ký đồ thu được với điều kiện mô tả trên sẽ cho két 
quả thời gian lưu Prơng đối xấp xì các giá trị liệt kê ỏ’ 
Bàng 12.17.4.
Tính kết quả dựa vào diện tích pic và nồng độ các dung dịch.
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Bảng 12.17.3

DƯỢC ĐIÊN VIỆT NAM V

STT Họp chất Thời gian lưu 
tương đối

1 Diciorvos . 0,20
2 Fonofos 0,50
3 Diazinon 0,52
4 parathion-methyl 0,59
5 Ciorpyrifos-methyl 0,60
6 Pirimiphos-methy] 0,66 1
7 Malathion ! 0,67
8 Parathion 0,69
9 Clorpyrifos 0,70
10 Metbidathion I 0,78
11 Ethion ' 0.96

Ị 1 2 Carbophenothion 1,00
1 13 Azinphos-methv] 1,17

14 ; Phosalon 1,18

Bảng 12.17.4

i STT Họp chất Thời gian Um 
tương đối

1 a-Hexaclorocylohexan 0,44 ị
2 Hexaclorbenzen 0,45
3 ß-Hexaclorocylohexan 0,49

■ 4 Lindan 0,49
: 5 1 Ô-Hexaclorocylohexan 0,54
1 6 ; e-Hexaclorocylohexan 0,56

7 : Heptaclor 1 0,61
8 ■ Aldrin i 0,68 Ị

i_ ?  _ Ị cri-Heptaclor epoxid 0,76
10 o,p ’-DDE 0,81 I

ị 11 a-Endosuỉfan 0,82 1
; 12 Dieldrin 0,87
Ị  13 p.p '-DDE 0,87 ;
' 14 o.p’-DDD 0,89

15 Endrin 0,91
16 ß - Endosulfan I 0,92

i 17 * o,p ’-DDT 0,95
18 Carbophenothion 1,00
19 p.p -DDT 1 , 0 2

I 20 e/s-Permetbrin 1,29 ;
; 21 mms-Permethrin 1,31

22 Cypermethrin 1,40
23 Fen va 1 erat 1,47; 1,49
24 Deltamethrin 1,54

12.18 ĐỊNH TÍ N H D ư ợ c  LIỆU VÀ CÁC CHÉ PHẨM 
BẢNG KÍNH HIỂN VI

Định tính bang kính hiển vi là phương pháp sử dụng kính 
hiên vi đê nhận biẽt các đặc diêm của các mô, tê bào hoặc 
các chất chứa trong té bào, ờ các lát cắt, bột, các mô đã 
được làm ra ra, hoặc các tiêu bản bề mặt của dược liêu và 
các chế phẩm. Việc chọn mẫu đại diện để định tính vả sự 
chu án bị tiêu bản phải phù hợp với những yêu càu về định 
tính của mỗi loại mẫu cần kiểm tra. Các tiêu bản của các 
chế phẩm được chuẩn bị sau những xử ỉý thích hợp tùy 
theo các dạng chế phẩm khác nhau.

Tiêu bản dược liệu

Lát cắt ngang hoặc dọc
Chọn lấy một mẩu dược liệu thích hợp sao cho có đủ các 
đặc điểm thực vật như sau:
Thân và rễ nhỏ: Lấy một đoạn có đủ mặt cắt ngang.
Thân, rễ to và rễ cù: Lấy một phần có mặt cắt ngang hình 
quạt (có cẩu tạo từ biểu bi đến tâm).
Vỏ thân: Lẩy một phần cắt ngang hình chữ nhật (có cấu tạo 
hr bần đến tầng phát sinh libc-gỗ).
Lả: Lẩy một đoạn gân giữa cỏ dính mỗi bên một ít phiến lá. 
Hoa: Bóc biểu bì hay cắt ngang từng bộ phận.
Quả và hạt nhỏ: Lấy nguyên cả quả và hạt.
Quả và hạt to: Lấy một phàn, chọn vị trí cắt có đủ các 
đặc điểm.
Dime lưỡi dao cạo, ổng cắt vi phẫu cầm tay hay máy cắt 
vi phẫu cắt mẩu dược liệu thành từng lát mỏng 10 pm đến 
20 pm. Cũng cỏ thể kẹp mẫu trong parahn rắn, củ khoai 
lang, củ đậu v.v... để cắt. Trừ chỉ dẫn trong chuyên luận 
riêng, lát cắt có thể được soi ngay hoặc phải qua các bước 
xử lý sau đầy trước khi đem soi kính:
Ngâm các lát cắt vào dung dịch cloramỉn T 5 % (TT) đến 
khi lát cắt trắng ra thì rửa sạch cloramin bang nước.
Ngâm lát cắt vào thuốc thử cỉoraỉ hyđrat (TT) khoảng 
10 min rồi rửa sạch bằng nước cất.
Ngâm lát cắt trong dung dịch acid acetic ỉ % (TT) trong 
khoảng 2 min rồi rửa thật kỳ lại bang nước cất.
Ngâm lát cat trong dung dịch lục iod (TT) hoặc xanh 
methyỉen (TT) trong khoảng từ 1 s đến 5 s, rửa nhanh bằng 
ethanoỉ 60 % (77) rồi rửa lại bằng nước cat.
Ngâm lát cat trong dung dịch carmin 40 (TT) tới khi thẩy 
màu bắt rõ thì rừa bằng nước cất.

Tiêu bản bột
Lấy một lượng nhỏ bột (qua rây số 250), cho vào một giọt 
dung dịch soi (như nước, glycerin, cloral hydrat hay thuốc 
thử khác tùy thuộc vào mục đích soi) đã có sẵn trên lam 
kính, dùng kim mũi mác dàn đều cho bột thấm dung dịch, 
đậy lam kính, di nhẹ lam kính rồi quan sát dưới kính.

Tiêu bản bề mặt
Làm ám và làm mêm mẫu (nêu cẩn thiêt), căt lây 2 mâu 
nhò khoảng 4 mm2 (một mẩu để soi và một mẩu để đoi 
chiếu) hoặc tước lấy một đoạn biếu bì, đặt lên một lam 
kính, thêm thuốc thử thích hợp rồi soi kính.
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Tiêu bán mô đã làm rã
Nốu máu thử là mô mềm hoặc chỉ có ít, lc tè các mỏ gô 
thì cỏ the dùnẹ phương pháp kali hydroxyd. Nêu mẫu thử 
cứng, có nhiều mô gồ hoặc các mô eỗ tụ lại thành bó lớn 
thì dùng phưcmg pháp acid cromic-nilric hay phương pháp 
kali clorat. Mầu thừ cần được cắt thành các đoạn dài 5 mm, 
dường kính 2 mm hoặc những mẩu nhò dày khoảng 1 mill 
trước khi làm rã.
n. Thương pháp kơỉi hvdroxyd: Cho mau thừ vào một ỏng 
nghiệm, thêm dung dịch kali hydroxyd 5 % (TT) vừa đù, 
đun nóng nhẹ (hoặc ngâm nóng trong cách thủy) đen khi 
ép bàng đũa thủy tinh thi mẫu bị vỏ' ra. Gạn bỏ dung dịch 
kiềm, rửa sạch mẫu bang nước rồi đật mau Icn lam kính.
1 )ùng kim phẫu thuật xé mẫu ra rồi quan sát trong glycerin (77). 
h. Thương pháp acid cromic-nitric: Cho mẫu thử vào một 
ống nghiệm, thêm vừa đu thuốc thử acid cromic-nitrìc 
(Tỉ), ngâm đến khi ép bang dũa thủy tinh thì mầu bị vỡ 
ra. Gạn bó dung dịch acid, rửa băng nước rồi làm tiếp như 
phương pháp a.
c. Thưoĩìg pháp kali clora!: Cho mầu thử vào trong one 
nehiộin, thêm dung dịch acid nitric 50 % (TT) và một ít 
bột kali doral (77), đun nóng đến khi giảm sùi bọt. Thêm 
một hrọng nhò kali clorat đúng lúc đế duy trì sùi bọt nhẹ 
cho đen khi mẫu bị vờ ra khi ép băng đũa thùy tinh. Gạn 
bò dung dịch acid, rửa sạch mẫu bànu nước rồi làm tiếp 
như phương pháp a.

Tiêu bản phấn hoa và bào tử
Nghiền phẩn hoa, bao phấn, hoa nhò hoặc túi bào từ (được 
làm mềm trong acid acetic băng (77) bang đũa thủy tinh 
và lọc vào một ống ly tâm, lv tâm rồi bò phần nước. Them 
vào can 1 ml đến 3 ml hỗn hợp mới pha của anhydrid 
acetic - acid sulfuric (9 : 1), đun nóng 2 min đen 3 min 
trên cách thủy, ly tâm. Rửa cắn bằng nước 2 lần, thêm 3 
giọt đến 4 giọt dung dịch glycerin 50 % (77) và dung dịch 
phenol ỉ % (77), làm tiêu bàn trong tuchsin - glycerin - 
gelatin và soi. Có thể dùng doral hydrat (77) thay cho 
fuchsia - glycerin - gelatin để soi.

Tiêu bản của chế phẩm đông diiọc bao gồm cả thuốc bột
Đe định tính các chế phẩm đông dược bao gom cả thuôe 
bột, chuẩn bị tiêu bản như đã mô tà ỏ' mục "Tiêu bàn bột" ở 
phần trên. Lượng mẫu lấy như dưới đây được nghiền thành 
bột và lấy một lượng bột thích hợp, thèm từng giọt thuốc 
thử theo yêu cẩu, khuấy kỹ đổ làm tách rời các tể bào hav 
to chức bị dinh.
Thuốc bột hoặc bột của viên nang: Lay một lượng bột 
thích hợp, nghiền nhỏ.
Viên nén: Lấy 2 đến 3 viên.
Hoàn hồ-mrớc, hoàn hồ, hoàn mật ong (loại bò lớp vò 
bao): Lấy vài viên.
Thuốc ngậm: Lấy 1 đến 2 viên.
Với hoàn mật ong có thề cắt thành lát mỏng và lấv một 
lượng mầu thích hợp hoặc lấy một lượng cắn nhỏ sau khi 
loại bò mật ong và nước để làm tiêu bản.
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Đo tế bào và các thành phần của tế bào
Đe do kích thước tế bào và các thành phần của te bào dưới 
kính hiển vi, có thể dũng trắc vi thị kính. Trước hết, lắp 
trắc vi thị kính vào thị kính, sau đó định cỡ bằng bàn soi 
trắc vi kế. Đẻ định cỡ, xoay thị kính vả di chuyển bàn soi 
để cho các vạch trên 2 thang chia độ song song với những 
vạch ”0" bên trái cùa chúng trùng nhau, sau đó tìm những 
vạch khác ờ bên phải. Giá trị (pm) của một vạch trắc vi thị 
kính cỏ thố được tính toán trên cơ sỡ những vạch chia của 
2 thang chia độ giữa những dòng trùng nhau. Đê đo mẫu, 
đem nhân số vạch đo được của trắc vi thị kính với gíá trị 
(jim) cùa mỗi vạch. Nói chung, phép đo được thực hiện 
dưới một vật kính có độ phỏng đại lớn, tuy nhiên, đe đo 
những kích thước lớn hơn của sợi, lòng v.v... thì nên dùng 
vật kính có độ phóng dại nhỏ. Ghi lại các giá trị cực đại 
và cực tiểu (fim). Cho phép có một vài giá trị cao hơn hay 
thấp hơn chút it so với yêu cầu quy định trong chuyên luận 
dược điển.

Phát hiện màng tế bào
Màng tể lừỉO hóa gỗ: Thêm 1 giọt đến 2 giọt thuốc thừ 
phỉoroglucinoỉ (TI), đề yên một lúc, thêm 1 giọt acid 
hydrưdoric (77), vùng hóa go xuất hiện màu đỏ tía.
Màng tể bào hóa hân hay hóa cu tin: Thêm thuốc thừ 
Sudan ỉỉỉ (77), để yên một lúc hay lảm ấm nhẹ, xuất hiộn 
màu đỏ cam hav màu đỏ.
Màng rehilóse: Thèm thuốc thừ kẽm cỉorid-iod, hoặc lúc 
đầu them dung dịch iod ỉ % (TT) để làm ẩm, để yên 1 min 
rồi thêm dung dịch acid sulfuric [33 ml acid sulfuric (TT) 
pha với nưởc cat vừa đủ 50 mỉ], sẽ xuất hiện màu xanh lam 
hay xanh tím.
Màng tế hào si lie: Không có sự thay đổi gì khi them acid 
sulfuric (77).

Phát hiện các thành phần của tế bào
Tinh bột: Thêm dung dịch iod (77), sẽ xuât hiện màu xanh 
lam hay xanh tím.
Dặt mẫu trong dĩtng dịch glycerin-acid acetic, quan sát 
dưới kính hiên vi phân cực thấy hiện tượng phân cực chéo 
của các hạt tinh bột, hiện lượng nàv mất đi ở những hạt 
tinh bột bị hóa hổ.
Hạt alearon: Them dung dịch iod (TV), sẽ xuất hiện màu 
nâu hay màu vàng náu.
Thêm dung dịch thủy ngân (//) nitral (77), xuất hiện màu 
đỏ gạch. Neu dược liệu có dầu béo, phải loại dẩu béo bằng 
ether (77) hav ether dầu hòa (TV) trước khi thử.
Dâu béo, linh dâu hay nhựa:
Them dung d'di Sudan ỉỉỉ (77), sẽ xuất hiện màu đỏ da 
cam, màu do hoặc đò tía.
Trong ethanol 90 °o (Ti), dầu béo không hòa tan (trừ 
dầu thầu dầu và dầu bông), trong khi đó tinh dầu thì hòa 
tan được.
Imdin: Thêm dung dịch ỉ-naphthoỉ 10 % trong ethanol 
(Tí), sau dó thêm acid sulfuric (77), các tinh thể inulin 
chuyến sang máu dỏ tia và hòa tan nhanh.

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V
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Tinh thẻ caỉci oxaỉat:
Không hòa tan trong dung dịch acid acetic loãng (Tỉ), 
tan trong dung dịch acid hydrocỉoric. loãng (77), không 
sủi bọt.
Hòa tan chậm trong dung dịch acid sulfuric 50 % (77), 
nhưng sau khi để yên một lức thì tách ra những tinh thể 
calci sulfat.
Cơ le ì carbonat: Hòa tan trong dung dịch acid hydrocỉoric 
loãng (77) và có sủi bọt.
Si lie: Không hòa tan trong acid sulfuric (TT).

Các thuốc thử  dùng cho phân tích vi thể
Dung dịch sất (Hỉ) clorid: Hòa tan 1 g sat (ỈU) c.ỉorid (TT) 
trong nước và thêm nước vừa đủ 100 ml.
Thuốc thừ doral hy drat: Hòa tan 50 g clora! hydrat (TT) 
trong 15 ml nước và 10 ml glycerin (TT).
Dung dịch glycerin - acid acetic: I lòa lẫn các thể tích hang 
nhau của glycerin (77), acid acetic bảng (77) và nước. 
Dung dịch Sudan Hỉ: Hòa tan 0,01 g Sudan Hỉ (77) trong 
5 mỉ ethanol 90 % (77), thêm 5 ml glycerin (TT), lắc kỹ. 
Báo quản trong lọ thủy tinh màu nâu và sừ dụng trong thời 
gian 2 tháng.
Dung dịch đỏ rutheni: Cho một lượng vira đủ đỏ rutheni 
(77) vào 1 mỉ đén 2 ml dung dịch na trị acetat 10 % (77) 
để tạo thành màu đỏ vang. Dung dịch chỉ pha khi dùng. 
Dung dịch phlorogỉuc.ìnol: Hòa tan 1 g phỉoroglucinoỉ 
(77) trong 100 ml ethanol 90 % (77), lọc. Bào quản trong 
lọ thủy tinh màu nâu, tránh ánh nắng.
Thuốc thử acid cromic - nitric:
Hòa tan 10 ml acid nitric (TT) trong 100 ml nước.
Hòa tan 10 g acidcromic (77) trong 100 ml nước. Trộn lẫn 
các thể tích bằng nhau của 2 dung dịch trên trước khi dùng. 
Fu c hs ị n~ glycerin -gelatin: Lay 1,0 g gelatin (77), thêm 
ố ml nước, ngâm. Thêm 7 ini glycerin (77), đun nóng 
và khuấy nhẹ để được hỗn hợp đồng nhất. Lọc qua gạc 
vào một hộp lồng, thêm một lượng vira đủ fuchsin base 
[lẩy 0,1 g fuchsin base (IT), thêm 600 ml ethanol (77) và 
80 ml dầu long não để hòa tan], trộn đều và để cho rắn lại. 
Dung dịch ỉ - naphthoỉ: I Áy 10,5 nil dung dịch ỉ  - naphthol 
15 % trong ethanol (77), thêm chậm 6,5 ml acid sulfuric 
(77), trộn đều, thêm 40,5 ml ethanol (77) và 4 ml nước. 
Trộn đều.
Dung dịch thủy ngân (77) nitrat: Lấy 4,5 g thủy ngân (TT), 
them 3 ml acid nitric bổc khỏi (77), trộn đều. Rào quản 
trong lọ thủy tinh màu nâu, tránh ánh sáng.
Dung dịch kẽm clorid - ìod: Lấy 8 g kali iodid (77), thêm 
8,5 mỉ nước để hòa tan. Sau đó thêm 2,5 g kẽm c ỉor id khan 
(77), hòa tan rồi thêm iod (77) cho đến bão hòa. Bảo quản 
trong lọ thủy tính màu nâu có nút mài.
Dung dịch lục iod: Hòa tan 0,3 g lục iod (TT) trong 100 ml 
nước, them 10 mỉ ethanol 90 % (77), trộn đều.
Dung dịch carmín 40: Hòa lan ] g carmín 40 (77), 5 g kali 
sulfat (77) và 0,5 g phenol (77) trong 100 ml nước.

12.19 XÁC ĐỊNlĩ CHỈ SỚ TRƯƠNG NỞ

Chì số trương nở là thể tích (rnl) chiếm giữ của 1 g dược 
liệu, sau khi đê trương nờ trong nước hoặc một dung môi 
khác theo quy định trong 4 b, gồm tất cả các chất nhầy 
bám dính.
Cân chính xác khoảng 1 g dược liệu, để nguyên hoặc 
nghiên nhỏ ở mức độ thích hợp theo chỉ dẫn trong chuyên 
luận, cho vào 1 ông nghiệm thủy tinh 25 ml có nút mài, 
chiều cao 120 ram đến 130 rnm và chia độ 0,5 ml. Trừ 
những chì dẫn khác, íàm ẩm dược liệu với 1,0 ml ethanoỉ 
96 % (77), thêm 25 ml nước, và đậy nút. Lắc kỹ 10 min một 
lần trong 1 h đầu, sau đó để yên 3 h. Sau khi bắt đầu thử 
nghiệm 1,5 h, loại bò những thê tích tự do của phần chất 
lỏng còn lại trong lóp dược liệu và những phần dược liệu 
nối lên bề mặt của chất lòng băng cách quay ổng nghiệm 
theo trục thẳng đứng.
Đo thê tích chiếm giữ của dược liệu bao gồm toàn bộ 
các chất nhầy bám dính. Mồi mẫu tiến hành 3 lần thừ 
nghiệm. Tỉnh chỉ số trương 11Ở từ kết quả trung bình của 
3 lẩn thử nghiệm.

12.20 PHƯƠNG PHÁP CHÉ BIÉN ĐÔNG DƯỢC

Trong đông y, các vị thuốc được dùng để uống thường qua 
khâu chế biến như sau:
Sơ ché (Chế biến sơ bộ): Nham loại bò các bộ phận không 
dùng làm thuốc (Rễ con, lõi, gốc, hạch...) hoặc để ổn định 
dược liệu ngay từ đàu (phơi, sấy, xông diêm sinh...). Như 
vậy qua sơ che, ta có nguyên liệu ban đầu được gọi là 
“thuốc sống”, tuy nhiên phải đáp ứng được các yêu cầu 
nhất định vè chất lượng đã đề ra.
Phức chế (Chế biến hoàn chỉnh): Quá trình chế biổn phức 
tạp hơn, nhằm giảm bớt độc tính, tác dụng không mong 
muốn hoặc thay đỏi tính năng, tăng sự quy kinh thuốc, 
nhiều khi còn ảnh hường đến cấu trúc cùa hoạt chất và 
tác dụng của vị thuốc đcm chế. Như vậy qua phức chế ta 
thu được nguyên liệu mang ý nghĩa dược dụng và gọi là 
“thuôc chín”, đáp úng được các yêu cầu trong điều trị.

Phưong pháp dùng nước

Rủa: Nhằm lảm sạch dược liệu, loại bò tạp chất hoặc có 
thể để khử mùi hôi tanh của một số dược liệu (dùnc nước 
sắc của một số dược liệu có tinh dầu). Nước dùng để rửa 
phải đạt tiêu chuẩn nước sạch, thời gian rửa phụ thuộc vào 
tinh chất của các dược liệu. Dược liệu có cẩu tạo mỏng 
manh hoặc có thành phẩn dễ tan trong nước, hoặc có các 
chất nhầv cần rùa nhanh. Dược liệu có cấu trúc rắn chắc, 
có mùi vị khó chịu có thê rửa kỹ. Các dược liệu dễ bị nát 
thi không rửa.

Ngâm: Nhằm làm mềm dược liệu, giúp cho việc bào thái 
dễ dàng. Ngâm đê loại muối bám vào dược liệu. Ngâm, đê 
giảm tính độc, ngâm đê loại nhớt, ngứa. Nước đe ngâm 
phải đạt liêu chu ân nước sạch, hoặc các dung dịch muôi 
vồ cơ như: Natri cloriđ, magnesi clorid, natri suìfat, calci
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hydroxyd, magnesi Sulfat, phèn chua; hoặc nước sắc dược 
liệu như: Nước bồ kết, nước cam thào, nước gạo, nước 
gừng... Thời gian ngâm phụ thuộc vào bản chất, kích thước 
dược liệu và nhiệt độ của mùa, mùa hè ngâm nhanh hon 
mùa đông. Dụng cụ để ngâm được liệu là thạp sành, bể xi 
măng, chậu nhựa, thủng nhựa, không đùng các dụng cụ 
bằng kim loại như tôn, sắt... Quá trinh ngâm phải thường 
xuyên quấy đào và thay nước nhiều lần.

Tấm: Đem một phụ liệu nào đó tẩm vào dược liệu, rồi 
phơi khô hoặc phơi âm can đến khô.

ủ: Nhằm làm mềm, giúp cho việc bào thái đễ dàng; đề tạo 
dáng ngay sau thu hái; để tạo điều kiện lên men cho một 
so dược liệu khi chế biến, ủ đổ làm thơm dược liệu, ủ để 
phụ liệu chế ngấm vào dược liệu. Thời gian ủ phụ thuộc 
vào mục đích đối với từng loại dược liệu, nói chung nằm 
trong khoảng 30 min đến 2 h hoặc lâu hơn (12 h đến 24 lì). 
Trong quá trinh ủ, có thể dùng vải sạch hoặc bao tải sạch 
thấm ẩm đậy lên mặt dụng cụ dựng thuốc.

Thủy phi; Là phương pháp tán, nghiền dược liệu trong 
nước với mục đích thu được bột mịn, tránh nhiệt tạo ra 
khi tán làm hòng thuốc, tránh làm dược liệu bị phân hủy, 
sinh chất độc khi nghiền tán trực tiếp. Cho dược liệu vào 
dụng cụ tán ỉà sành, sứ..., không dùng dụng cụ bàng kim 
loại như sắt, đồng, tôn..., đồ nước ngập dược liệu, thường 
lượng nước gấp 10 lần lượng thuốc. Sau khi tán kỹ, hớt bỏ 
bụi rác bên trên, gạn lấy lớp nước bột huyền phù sang một 
dụng cụ khác, phàn còn lại tiếp tực làm như thổ nhiều lần. 
Gộp tất cà nước bột, để lắng, gạn bò lớp nước, lấy cán đem 
phơi âm can hoặc sấy nhẹ đến khô. Dược liệu thường chế 
theo cách này nhu Thân sa, Chu sa, Thạch quvết minh...

Phưoiig pháp dùng lửa (Hỏa chể)

Phương pháp sao
Dược liệu đem sao cần có sự phân chia đến kích thước 
thích họp. Neu là thuốc phiến thường có kích thước dài 
3 cm đến 5 cm, dày 1 mm đến 3 inm, đồng thời phân ra to 
nhỏ khác nhau để khi sao đạt được sự đồng đều của thuổc 
và tránh cháy.

Sao không qua chất trung gian, không cho thêm phụ 
liệu (Thanh sao)
Vi sao: Nhằm diệt men, mốc hoặc làm khô và dậy mùi thơm 
đổi với dược liệu có cấu tạo mỏng manh (hoa, lá...), hoặc 
dược liệu chứa các chất thơm, tinh dầu... Nhiệt độ sao nam 
trong khoảng 50 °c đến 80 °c, sau khi làm nóng chảo, cho 
dược liệu vào, đảo đều đen khô hoặc có mùi thơm.
Sao vàng : Nhẩm giảm bớt tính hàn, làm cho thuốc trờ lên 
thơm, làm tăng quy kinh tỳ. Sau khỉ làm nóng chảo, cho 
dược Uệu vào đảo đều, đến khi mặt ngoài của dược liệu 
chuyển màu vàng, nhiệt độ sao khoảng ỉ 00 °c đến 150 °c. 
Sao vàng hạ thổ: Nhầm giảm bớt tính hàn của thuổc, đồng 
thời giảm bớt “hỏa độc” của thuốc, mặt khác làm giảm mùi 
khó chịu cùa thuôc. Sau khi sao thuốc tới vàng, nhân lúc 
còn nóng lấy ra đô úp thuốc xuống nền đất đã quét sạch.
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đôi khi còn đào một hố sâu 10 cm, rộng 30 cm. Dụng cụ 
sao úp trên thuốc. Thời gian hạ thổ thường từ 10 min đến 
15 min.
Sao vàng xém cạnh: Nham khử các mùi vị khó chịu của 
thuốc, tăng tác dụng tiêu thực cùa vị thuốc. Sau khi nóng 
chào, cho dược liệu vào, đào đều cho đến khi mặt ngoải 
xém cạnh là vừa, màu ruột thuốc vẫn giữ nguyên. Nhiệt độ 
sao vào khoảng 170 °c  đến 200 °c. Thường tiến hành với 
các vị thuốc chua, chát hoặc tanh lợm như Binh lang, Thần 
khúc, Hòe giác....
Sao ton tính (hắc sao)'. Nhầm tăng tác dụng tiêu thực, chỉ 
huyết của vị thuốc hoặc làm thay đổi tính năng cùa thuốc. 
Sau khí chảo nóng già, cho thuốc vào, đào đều chơ đốn khi 
toàn bộ mặt ngoài bị đcn đi, khi bỏ ra bên trong vẫn còn 
màu vàng. Nhiệt độ sao khoảng 200 °c.
Sao cháy (thản sao): Nhằm tăng tác dụng chỉ huyết của vị 
thuốc. Sau khi chào nóng già, cho thuốc vào, đảo đều đến 
khi toàn bộ mặt ngoài cùa thuốc cháy đen (có mùi cháy) 
bên trong có màu nâu. So với sao tồn tính thì mức độ cháy 
cao hơn. Nhiệt độ sao khoảng 200 °c đến 240 °c. Kổ cả 
sao tồn tính và sao cháy, trước khi đổ thuốc ra thường phun 
vào một ít nước lạnh đề trừ hỏa độc.

Tẩm sao (Chích)
Sau khi tẩm với phụ liệu (nước sắc gừng, giấm...) rồi đem 
sao, nhằm tăng sự qui kinh, tăng tác dụng của vị thuốc. 
Tam rượu sao: Dùng sức nóng, tính thăng đề của rượu để 
dẫn thuốc lên thượng tiêu (tác dụng thăng đề), để giảm bớt 
tính lạnh của vị thuốc, giảm bớt mùi vị khỏ chịu, tăng cường 
bồ can thận cho vị thuốc. Dùng rượu trắng dược làm từ gạo, 
ngô, sấn... có hàm lượng ethanol 35 % đển 40 %, với lượng 
10 % đến 15 % (it/kl). Sau khi tẩm, ủ thuốc 30 min dến ỉ 
h, đem sao ờ nhiệt độ sao vàng, khi có mủi thơm của rượu 
bốc lẽn là được.
Tẩm dấm sao (Tho chế): Nhằm tăng dẫn thuốc vào kinh 
can đởm, tăng cường tác dụng giảm đau, tiêu ứ huyết, 
giảm bớt mùi tanh của vị thuốc, làm xốp giòn vị thuốc giúp 
cho việc dễ tán, dễ chiết xuất. Tẩm dược liệu với 10 % đến 
15 % dấm ăn (tt/kl), ù 30 min đến 2 h, rồi sao vàng.
Tam nước muối sao (Diêm chế): Nhằm dẫn thuốc vào kinh 
thận và hạ tiêu. Tẩm dược liệu vói 10 % đến 15 % dung 
dịch muối ăn 5 % (tt/kl). Sau khi tẩm đều, ủ 30 min đen 
1 h, rồi sao vàng.
Tâm mật sao (Mật chê): Dùng mật ong để che thuốc. Nhàm 
tăng tác dựng dẫn thuốc vào kinh tv, tăng tác dụng bô khí, 
nhuận phế và tăng tác dụng hoãn giải. Thường dùng mật 
ong dưới dạng mật luyện (mật ong đun sôi, lọc bỏ tạp, 
sáp...cô đến thể tích nhất định), thêm lượng mật được qui 
định trong tưng chuyên luận vào dược liệu, thỏm nước 
sạch (bằng khoảng 30 % lượng mật), tẩm đều vào dược 
liệu, ủ 1 h đen 6 h. Tiền hành sao nhỏ lừa, cho đến khi sờ 
không dinh tay; dược liệu có màu vàng, mùi thơm mật, vị 
ngọt. Cũng có thc sao dược liệu tới khi bên ngoài có màu 
vàn2, cho mật vào, đào đều, tới khi không dính tay.
Tâm nước gừng sao (Khương chế.): Nhằm giảm bót tính hàn, 
tăng sức phát tán, tàng khả năng tiêu thực, ôn trung. Tàm 
dược liệu với 10 % đến 15 % dịch nước gùng tươi (tl/k!), ủ

DƯỢC ĐIẺN VIỆT NAM V

PL-286



30 min đến ỉ h, đem sao vàng. Gừng già tươi 100 g, rửa sạch, 
giã nhò, thêm nước sạch, vắt lấy dịch đủ 100 mỉ.
Tẩm hoàng thổ sao: Nhằm tăng tác dụng quy tỳ vị, giảm 
bớt tính háo của thuốc. Lấy hoàng thổ {đất sét vàng), đất 
lòng bếp (Phục long can) hoặc đất tòng lò gạch, nghiền 
mịn, cứ 100 g đất thêm 1 L nước đun sôi, quấy đều, gạn bò 
lớp trên, bỏ cặn, lấy lóp giữa. Cứ 1 kg dược liệu tẩm với 
4 L nước hoàng thổ, trộn đều, ủ 2 h đến 3 h. Sao vàng, chà 
sát râv bò hoàng thổ.
Tầm sữa: Dùng sữa người (Nhũ nhân chế), sữa dê tươi 
(Dương nhũ chế) hoặc sữa bò tươi. Nhằm tăng tính dưỡng 
huyết, bổ âm và gịảtn bớt tinh háo của thuốc. Dùng sữa 
tươi với tỷ lệ 10 % đển 15 % (tt/kl) để tẩm vào dược liệu, 
ù 30 min. Vi sao lới thom.
Tẩm nước vo gạo (Me cam chế): Nhẳm giảm tính háo của 
thuốc. Dùng nước vo gạo đặc, mới vo, với tỷ lệ 10 % đến 
15 % (tt/kl), tâm đều, ù 4 h đến 6 b, sao vàng.
Tẩm đồng tiện: Nhàm tăng tác dụng hoạt huyết, tư âm 
giáng hỏa. Dùng nước tiểu trẻ em khoé mạnh, từ 5 đến 12 
tuổi, nước tiểu mới đi, bỏ đoạn đầu đoạn cuối, với lượng 
từ 10 % đến 15 % (tt/kl). Sau khí tẩm trộn đều, ủ 30 min 
đến 1 h. Sao vàng.
Tam nước đậu đen, nước cam thảo: Nhàm giảm bớt tính 
chát của thuốc (tẩm với nước đậu đen), tăng khả năng giải 
độc (tẩm với Cam thảo). Lấy nước sắc đậu đen (100 g cho 
1 L dịch sẳc), tẩm vào dược liệu với tỷ lệ 10 % đến 20 % 
(tt/kl). Cam thảo đem tán nhỏ, sắc lấy nước hoặc ngâm 
24 h, lấy nước. Tẩm đều vào dược liệu, ủ cho ngấm khoảng 
30 min. Sao khô.

Sao qua chất trung gian
Sao cám: Nhằm làm thơm thuốc, tăng quy kinh tỳ (Hoài 
sơn, Ý dĩ, Thần khúc, Bạch truật); giảm bớt tính háo của 
thuốc. Thường dùng cám gạo, với tỷ lệ giữa cám và dược 
liệu là 1/10 (kl/kl). Đầu tiên cho cám vào chảo đấ đun 
nóng già, quẩy đều, tới khi cám bổc khói trang, cho dược 
liệu vào, đào đều; sao đến khi bề mặt thuốc có màu vàng 
hoặc thâm; lấv ra, chà xát, rây bỏ cám.
Sao cách cát: Do nhiệt độ nâng cao, phá vỡ cấu trúc rắn 
của dược liệu, giúp cho việc bào chế (nghiền, sắc thuốc...) 
thuận lợi, dồng thời giảm mùi khó chịu, hoặc giảm bớt 
tính độc của dược liệu. Nhiệt độ sao nằm trong khoảng 
250 °c  đến 300 °c. Cát phải được làm sạch (đã qua rửa 
nhiều lần bằng cách cho nước sạch vào, quấy nhiều lần, 
gạn bỏ lớp nước trên, đổ ra phơi khô, sấy khô), đun nóng 
già, cho dược liệu vào đào dều, đến lúc mặt ngoài phồng 
nứt; hoặc phồng thom, lấy ra sàng bỏ cát.
Sao cách bột hoạt thạch hav vân cáp (vỏ hàu): Nhằm khử 
mùi hôi tanh khó chịu của thuốc nhất ỉà các dược liệu có 
nguồn gốc dộng vặt, đồng thời giúp cho dễ tán các dược 
liệu có thê chất deo dinh. Đun nóng già bột trung gian, cho 
dược liệu vào đảo đều đến khi phồng giòn, xốp, sàng lấy 
dược liộu,
Nướĩĩg (Ôi): Nhàm tăng tính ấm và tâng khả năng dẫn 
thuốc vào tỳ vị. Thường dùng các phụ liệu có thả chất dẻo 
dính như bột gạo ncp (thèm nước làm áo bọc thuốc) hoặc
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giấy bàn ẩm hoặc đất sét bọc thuốc, vùi vào tro nóng hay 
nướng trên bếp than.

Đốt
Nhằm làm sạch các lông, rề phụ, sau khi phoi khô dược 
liệu, có thể đốt trực tiếp hoặc cho dược liệu lên các dàn sẳt 
để đốt. Cũng có thể dùng nhiệt của một dụng cụ như dùi 
sắt đã hơ nóng đỏ, rồi đôt các lông.

Đốt rượu
Nhàm làm thơm vị thuốc, đốt chảy các lông có trên vị 
thuốc. Thường dùng ethanol 90 % đê dốt.

Nung
Làm cho vị thuốc trở nên giòn xốp, có lợi cho việc nghiên 
tán bột; do ờ nhiệt độ cao từ 300 °c đến 700 °c có thô phá 
võ cấu trúc rẳn chắc, của thuốc, đôi khi có Lác dụng giảm 
độc tính, hoặc biến tính của dược liệu. Thường tiến hành 
vói các dược liệu cỏ thể chất cứng rắn như Mẫu lệ, Long 
xỉ, Long cốt; hoặc tăng cưcmg tính thu sáp của các vị thuốc 
như Phèn chua, Bằng sa...
Nung trực tiếp: Dặt được liệu tiếp xúc trực tiếp trong lò 
(nhiệt độ 800 °c  đến 1000 °c ), nung cho đỏ đều, lấy ra 
để nguội.
Nung gián tiếp: Cho dược liệu vào nòi nung sạch, đậy 
nắp, trát kín bằng đẩt sét ẩm. Nhiệt độ nung thường trong 
khoảng 150 °c đến 200 °c. Có khi bọc dược liệu vào đất 
sét, rồi nung.

Sấy
Nhằm làm khô dược liệu, đe chế biến, bào quản trong 
quá trình phân phối, sử dụng. Tùy theo tính chất của dược 
liệu để điều chỉnh nhiệt độ sấy và phương pháp sấy cho 
thích hợp. Với các dược liệu chửa tinh đàu thỉ nhiệt độ sấy 
thường ở 50 °c, các dược liệu khác thường sấy ờ 80 cc. 
Các phương pháp sấy thường được sử dụng như sấy khô 
trong tử sấy ở áp suất thường, sấy trên bểp hoặc lò than, 
sấy bang hồng ngoại....

Phương pháp kết họp nước-lửa

Chưng
Nham thay đổi tính năng, giảm bớt tác dụng phụ giúp cho 
việc điều trị tốt hơn. Chữ dược liệu vào đụng cụ chưng 
thích hạp như âu sành, inox..., cỏ thể thêm phụ liệu (Sa 
nhân, Gừng ...), đậy kín, đặt dụng cụ chưng này vào một 
dụng cụ lớn hơn, thêm nước vừa đủ đê đun theo thòi gian 
quy định cho mỗi được liệu. Lấy dược liệu ra phơi hay sấy 
khô. Có trường hợp phải chưng, phơi nhiều lần (cỉru chưng, 
cìrư sái), cho đến lúc được liệu mềm nhuận, đcn bóng.

ĐỒ
Nhàm diệt men trong dược liệu để tránh thủy phân hoạt 
chất, đê làm mềm cho dỗ bào thái. Dược liệu được phân 
loại to nhỏ và xếp vào một dụng cụ thích họp (chõ), loại to 
xếp dưới, loại nhò xếp trên. Nếu có phụ liệu thì xép xen kẽ 
một lớp thuốc, một lóp phụ liệu, đậy chõ. Bắc chõ lên một 
nổi đáy, trát kín chỗ tiếp xúc bằng dắt sét hay bột nhão của
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cám và lá khoai, rồi đò trong khoáng thài gian qui định, 
den lúc dược liệu chín mềm.

Nấu
Nhằm làm mềm dược liệu, tăng tác dụng của thuốc, giảm 
tác dụng không mong muốn, nhiều khi nau với phụ liệu 
khác. Cho dược liệu vào dụng cụ nấu có dung tích thích 
hợp, loại to xểp dưới, loại nhò xếp trcn đổ dược liệu chín 
đều. Đáv dụng cụ có thể lót vi đổ tránh tiếp xúc dược liệu 
với dáy nồi nấu. Đổ nước sạch hay dịch phụ liệu ngập 
dược liộu 5 em đến 10 em. Đun sôi và duy trì theo thời 
gian quy định. Trong quá trình đun có thề gạn nước và 
thêm nước mới nhiều lần. Khi dược liệu chín đều, lấy ra 
thái mòng, phơi hoặc sấy khô tới độ ẩm qui định.

Tôi
Nhầm làm giòn dược liệu, giúp cho việc nghiền, tán dễ 
dàng, đồng thời khử các mùi khó chịu cùa thuốc. Dược 
liệu dược rang cách cát hoặc nung tới khi đạt yêu cầu, 
khi đổ ra còn đang nóng thì nhúng ngập nhanh vào nước 
hav vào một dung dịch phụ liệu như như giam hoặc nước 
Hoàng liên... Lấy ra phơi hoặc sấy khỏ.

Rán dầu
Nhàm hàm giảm độc tính cùa dược liộu (đối với Mã tiền), 
làm cho dược liệu trờ nên giòn, dỗ tán nhò (đối với Xương 
báo). Thường rán bằng dầu lạc, dầu vừng. Đun sôi dầu, 
cho dược liệu vào rán cho đến khi có màu hơi vàng, dược 
liệu nổi lên, thể chất giòn, xổp. Vót ra cho nhỏ hết dầu. 
Lượng dầu so với được liệu thường có tỷ lệ khoảng 20 % 
đển 30 % (tt/kl).

12.21 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG AFLATOXIN Bt 
TRONG DƯỢC LIỆU

Lira ý : Các aftatoxin ỉà những chát rát độc và gây ung 
thư. Cần (hực hiện các thao tác trong tủ hút hơi độc bát 
cử khi nào cỏ thê. Phải đặc biệt ỉmI V khi các độc tô nàv ở 
dạng bột khô vì chủng cồ tinh chất hút tĩnh điện và khuynh 
hướng phát tán vào môi tnrờng làm việc; trong trtcờng hợp 
này nếu có thê thì thao tác trong hộp kín có găng tay. cần 
tuân tỉ lủ Ouy trình khử nhiễm aflatoxin cho các chất thải 
phòng thí nghiệm đã được Cơ quan nghiên círu ung thư 
quốc tế (ỈARC) xây dĩcng.

Các aflatoxin là những độc tố vi nấm xuất hiện trong 
lự nhiên, chủ yếu do nấm mốc Aspergillus flavus vả 
Aspergillus parasiticus tạo ra. Các loài nấm này khá phổ 
biến và phát tán trong tự nhiên, rất hay được tìm thấy khi 
một số loại hạt này mẩm và mọc ờ những điều kiện khac 
nghiệt như hạn hán. Nâm mốc xuất hiẹn trong đat, trong 
thực vật đang phân hủy, trong cỏ khô và ở những hạt đang 
bị vi khuân phá hủy, sẽ tác động vào tất cà các loại cơ 
chát hữu cơ bat cử khi nào hoặc ở đàu có điều kiện thuận 
lợi cho chúng phát triồn. Những điều kiện thuận lợi đó )à 
hàm lượng ầm cao và nhiệt độ cao. ít nhất đà có 13 loại 
aíìatoxin khác nhau được tạo ra trong thiên nhiên và phần
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lớn trong sổ dỏ được biết là có độc tính cao và gây ung thư. 
Aflatoxin Bl dược xác định là chất độc nhất. Các dược liệu 
bị nhiễm aiìatoxin phái đưọc xác định bằng một phương 
pháp phân tích dà dưực thâm định.
Trừ khi có chi dẫn khác trong chuyên luận riêng, các dược 
liệu chi được nhiễm atiatoxin B] không quá 2 pg/kg. Cơ quan 
quan lý dược cũng cỏ the yêu câu một giói hạn cho phép là
4 pg/kg cho tổng lượng các aflatoxin Bị, B2, Cij và G2. 
Phương pháp mô tả dưới đây được nêu ra như một ví 
dụ, đã được chửng minh lả thích hợp cho việc xác định 
aflatoxin trong gừng, trong quả phan tả diệp v.v... Khi áp 
dụng phương pháp này cho các dược liệu khác, cần phải 
xác định tính thích hợp của I1Ó; nếu không, phải dùng một 
phương pháp được thâm định khác.

Phương pháp sắc ký lỏng (Phụ lục 5.3).
Các aflatoxin đêu bị ảnh sáng phán hủy. Cản tiên hành định 
lượng trong khu vực tránh ánh sáng ban ngày bàng cách 
dùng lú chan tia tứ ngoại trên cứa so kết hợp với ánh sáng 
dịu, hoặc dùng rèm che kết hợp với chiểu sảng nhân tạo (củ 
thể bằng đèn tuýp huỳnh quang). Bào quản các dung dịch 
chửa afiatoxin tránh ánh sáng ban ngàv.

Trảng rừa dụng cụ thủy tinh trước khi dùng bằng dung 
dịch acid sulfuric. JO % (theo thể tích) (77), sau đó rữa cẩn 
thận bang nước cat cho đến khi không còn vết acid.

Dung dịch thử: Dùng cột sắc ký ái lực miền dịch chứa 
kháng thể đối với aflatoxin B| có dung lượng không ít hơn 
100 ng aHatoxin Bị và khả năng thu hồi không thấp hơn 
80 % khi cho một dung dịch 5 ng aflatoxin Bj trong hỗn 
hợp 12,5 ml methanol (TT) và 87,5 ml nước chảy qua. 
Giữ cột sắc ký' ái lực mien dịch ờ nhiệt độ phòng. Lấy
5.00 g dược liệu đã tán bột (qua rây số 500), thêm
100.0 ml hỗn hợp 30 thể lích nước và 70 thể tích methanol 
(TT); chiết bane siêu âm trong 30 min. Lọc dịch chiết qua 
giấy lọc. Hút 10,0 ml dịch lọc trong cho vào một bình nón cỡ 
150 ml. Thêm 70,0 ml nước, lác đều. Hút 40,0 ml dung 
dịch cho chày qua cột sắc ký ái lực miễn dịch với tốc độ 
3 ml/min (không vượt quá 5 ml/min). Rửa cột bằng nước 
2 lần, mỗi lần 10 ml với tốc độ không quá 5 ml/min roi làm 
khô bằng cách áp một chân không nhẹ trong 5 đến 10 s, 
hoặc bàng cách dùng bơm tiêm thổi không khí qua cột sắc 
ký trong 10 s.
Cho 0,5 ml methanol OT) len cột và để chảy qua cột nhờ 
trọng lực. Thu dịch rửa giải vào một bình định mức cỡ
5 ml. Sau 1 min, lại cho tiếp 0,5 ml methanol (TT) và hứng 
lấy dịch rữa giãi lần 2. Chừ 1 min sau lại thực hiện lần rửa 
giải thứ 3 nừa cũng với 0,5 ml methanol (TT). Thu tối đa 
dịch rửa giải bàng cách nén không khí hoặc tạo một chân 
không nhẹ qua cột. Thêm nước vào bình định mức cho đù 
5 ml, lắc đều. Neu thu được dung dịch trong thì có thể 
dùng ngay dê phân tích. Neu dung dịch không trong suốt 
thí can lọc trước khi tiêm sác ký. Dùng màng lọc sằn dùng 
1 lần (màng lọc polytetrafiuoroethylen cỡ lỗ lọc 0,45 pm) 
đà được chửng minh là không gây mất aflatoxin do lưu giữ.
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Dung dịch chuẩn gốc 1 aýiatoxìn B ị: Hòa tan aftatoxin B ị 
(TT) trong hỗn hợp acetonitrìỉ - toỉuen (2 : 98) đê có đung 
dịch chửa 10 pg/ml. Xác định nồng độ chính xảc aữatoxin Bị 
trong dung dịch này bằng cách đo độ hấp thụ (Phụ. lục 4.1) 
trong khoảng bước sóng giữa 330 nm và 370 run trong cóng 
đo thạch anh.
Tính nồng độ aAatoxin Bị, biểu thị bằng ịig/ml, bằng công 
thức sau:

A x M x  100
£ X Ỉ

Trong đỏ:
A là độ hấp thụ đo được tại cực đại hấp thụ trong khoảng 
bước sóng 330 nm đến 370 nm;
M  là khối lượng phân từ của aữatoxin B| (312 g/mol); 
c là hệ sổ hấp thụ phân từ gam của atìatoxin Bi trong 
hỗn họp dung môi tolucn - acetonỉtríl (1930 m2/moỉ);
/ là bề dày quang học cùa cóng đo (1 cm).

Dung dịch chuẩn gốc 2 ữýỉaíỡxin B ị: Chuẩn bị một 
dung dịch chuân gốc 2 chứa 100 ng aAatoxin Bị trong 1 ml 
bằng cách pha loãng dung dịch chuẩn gốc 1 aữatoxin Bi 
với hỗn hợp acetonừriỉ - toỉuen (2 : 98). Bọc kín bình chứa 
trong giấy nhòm và bảo quản ở nhiệt độ dưới 4 °c. Trước 
khi dùng, chỉ bỏ giấy bọc nhôm khi đung dịch chứa trong 
bình đạt tới nhiệt độ phòng. Ncu cần bảo quản dung dịch 
trong một thời gian dài (khoảng 1 tháng), cần cân xác định 
khối lượng bình chứa trước và sau mồi lần sử dụng.

Các dung dịch chuẩn ữflatoxìn B ịĩ Lấy các thể tích dung 
dịch chuẩn gốc 2 ahatoxin Bj như chỉ dần trong Bảng 12.21.1 
cho vào mỗi bình định mức 250 ml. Thổi vảo bình một luồng 
khí nitrogen ở nhiệt độ phòng cho đến khi vừa bay hết hơi 
dung môi. Thêm vào mỗi bình 75 ml methanoỉ (77), để cho 
aílatoxm hòa tan rồi pha loãng với nước đủ 250 ml.

Bcmg 12.2ỉ . ĩ - Các dung dịch chuân aílaloxin B[
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Dung
dịch

chuân

! Thể tích dung 
dich chuẩn gốc 2

. ’ (pl)

Nồng độ cuối cùng 
của dung dịch chuẩn

(ng/mỉ)
; 1 125

1 ị

p o L
A

1 !

2 250 ! 0,1
3 500 0,2
4 750 0,3
5 1000 ! 0,4

Thiết lộp đường chuẩn
Dùng các dung dịch chuẩn aũatoxin B| từ số 1 đến số 5 
đê xây dựng đưòmg chuẩn; đường này sẽ bao phủ một 
khoảng tương ứng từ 1 pg đén 8 gg aílatoxin Bj trong 1 kg 
được liệu. Kiểm tra độ tuyến tính của đường chuẩn. Ncu 
hàm lượng aíìatoxin Bị trong mẫu cần kiểm tra nằm ngoài 
khoảng luycn tính, đung dịch thử cần phái được pha loãng 
đên khi hàm lượng afi.ato.xm thích hợp với đường chuẩn 
dã thiết lập.

Diều kiện sẳc kỷ
Cột kích thước (25 cm X 4,6 mm) được nhồi pha tĩnh c  
(5 gm).
Pha động A (dùng khi dẫn xuất hóa sau cột với phản ứng 
quang hóa hoặc với pyridinium broinid): acetonỉỉriỉ - 
methanoỉ - nước (2 :3 :6 ) ;
Pha động B (dùng khi dẫn xuất hỏa sau cột bằng brom do 
quá trình điện hóa tạo ra); Thêm 0.12 g kaỉi bromid (TT) 
vả 350 pỉ dung dịch acid ìĩitric ĩocmg (TT) vào 1 L pha 
động A.
Tốc độ dòng: 1 ml/min.
Detector huỳnh quang với kính íọc ánh sảng kích thích 
360 nm và kính lọc tia phát xụ 420 nm, hoặc thiêt bị khác 
tương đương. Đổi với detector điều chỉnh được, chế độ cài 
đặt được khuyến cáo là bước sóng kích thích 366 nm vả 
bước sóng phát xạ 435 nin.
Thể tích tiêm: 500 Ịil.

Dan xuất hóa sau cột bằng pyridinium hydrohromid 
perbromid (PBPB)
-  bơm không có xung;
-  bộ trộn chữ T có thể tích chết bằng 0;
-  ống phàn ứng bằng polytetrafluoroethylen, 1 = 0,45 m; 
- 0 - 0 , 5  mtĩi;
-  pha động A;
-  thuốc thử dẫn xuất hóa sau cột: Hòa tan 50 mgpyrìdiniam 
hydrobromid perhromìd (77) trong 1000 ml nước (bảo 
quản tránh ánh sáng và dùng trong 4 ngày);
-  tốc độ dòng thuốc thử tạo dẫn xuẩt: 0,4 ml/min.

Dan xuất hóa sau cột vói phản ứng quang hóa (PHRED)
-  ống phản ứng với đèn u v  hơi thủy ngân áp suất thẩp 
254 nm (tối thiểu 8 W);
-  gương hỗ trợ;
“  cuộn phản ứng: Ống poỉytetralìuoroethyỉen bao chặt 
quanh bóng uv, ] = 25 m; <x> = 0,25 ram; thể tích trổng 
danh định 1,25 ml;
-  thời gian chiếu: 2 min;
-  pha động A.

Dan xuất hóa sau cột bằng brorn mới sinh từ’ phản 
ứng điện hóa (KOBRA)
-  pin KOBRA: Pin điện hóa sinh ra brom hoạt tinh đế tạo 
dẫn xuất với aflatoxin, làm tăng sự phát huỳnh quang; sẵn
-  cỏ trên thị inrờng;
nguồn điện 1 chiều cùng bộ với pin KOBRA, cung cấp 
một dòng không đôi khoảng 100 pA;
-  ống phản ímg bằng polytclraíìuorocthyỉcn, 1 = 0,12 m; 
0  = 0,25 ram;
-  pha động B.

Thử tự rửa giải: Aflatoxin G2, aflatoxin G|, aflatoxin B2, 
aílatoxin B|.

Tính kết quả
Thiết ỉập phương trình đườna chuẩn y -- ax -*■ b với nồng 
độ aflatoxin B) (ng/ml) trên trục X vá tín hiệu đáp ứng (S)
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trcn trục y. Nồnẹ độ aílatoxin Bi (C) trong dung dịch do 
được tính bằng biểu thức:

s - b
a

Tính hàm lượng aíìatoxin Bị trong dược liệu, bicu thị bang 
ng/g, theo công thức sau:

vt X V2 X c  
m X Vị

Trong đó:
m là khối lượng dược liệu lẩy để phân tích (g). 
v t là thổ tích dung môi được dùng để chiết (ml).
Vị là thể tích dịch chiết được lảm sạch bàng cột sắc ký ái 
lực miễn địclì (mi).
v 2 là thể tích dung dịch cuối cùng sau khi rửa giải tủ' cột 
sắc ký ái lực miền dịch và pha loãng (ml). 
c  là nồng độ ahatoxin đo được từ dung dịch thừ (ng/ml). 
Sự có mặt allatoxin B) có thẻ dược khẳng định bằng cách 
ghi lại sắc kỷ đo dung dịch thừ không qua dẫn xuất hóa 
sau cột; tín hiệu đáp ứng của aílatoxin trên sắc đồ này 
bị giảm đi đáng kể (hơn 10 lần).

12.22 XÁC ĐỊNH ACID ARISTOLOCHICI TRONG 
DƯỢC LIỆU

Acid aristolochic I là chất có độc tính cao, được cho là có 
khả năng gâv ra suy thận và ung thư. acid aristolochic I 
thường được tìm thấy trong các cây thuộc họ Mộc hương 
(Aristolochiaceae). Do đỏ, các dược liệu có thể có chửa acid 
aristolochic I cần được kiểm tra phát hiện acid aristolochic 
I trước khi sử dụng.

Phương pháp sắc ký lỏng (Phụ lục 5.3).
Pha động: Dung dịch đệm phosphat 0,05 M - acetonitriỉ
(11:9).
Dung dịch đệm phosphơỉ 0,05 M: Hòa tan 7,8 g natri 
dihydrophosphat (TT) va 2,0 ml acid phosphoric (TTỳ 
trong nước và pha loãng thành 1000 ml bằng nước.
Dung dịch chuẩn: Hòa tan một lượng acid aristolochic chuẩn 
tương đương với 10,0 rng acid aristolochic ỉ trong hồn hợp 
methanoỉ - nước (3 : 1) và pha loãng thành 200,0 rnl với hỗn 
hợp methanol - nước (3:1). Hút 2,0 ml dung dịch này, pha 
loãng thành 10,0 ml với hỗn hợp methanoỉ - nước (3 : 1). 
Dung dịch thử: Cân 2,0 g bột dược liệu (qua rây số 125) 
vào một bình nón nút mài, thêm 50,0 mi hỗn họp gồm 
methanoỉ - nước (3 :1 ), lắc kỳ trong 15 min, lọc.
Điểu kiện sắc kỷ:
Cột kích thước (25 cm X 4,6 rnm) được nhồi pha tĩnh c  
(5 pin).
Detector quang phổ tử ngoại khả kiến đặt ở bước sóng 400 nm. 
Tốc độ dòng: 1 ml/min.
Thể tích tiêm: 20 p.1.
Cách tiên hành:
Tiềm lần lượt dung dịch chuẩn và dung dịch thử vào máy
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sắc kỷ, tiến hành sắc ký theo điều kiện đã mô tả, ghi lại
sắc kv đồ.
Mau thừ được chấp nhận khi trên sắc ký đồ của dung dịch 
thử không xuất hiện pic có cùng thời gian lưu với pic của 
acìd aristolochic 1 trên sắc ký đồ của dung dịch chuẩn.

12.23 HƯỞNG DẪN THIẾT LẬP DẤU VÂN TAY HÓA 
HỌC CỦA DƯỢC LIỆU BẰNG PHƯƠNG PHÁPSẤC 
KỶ LỎNG HOẶC SẤC KÝ KHÍ

Dấu vân tav hóa học (DVT) là các thông tin hóa học của 
dược liệu được biêu thị dưới dạng sắc ký đồ, các phổ và 
các đồ th ị... được ghi bằng các kỹ thuật phân tích (sau đây 
gọi là sắc ký đồ dấu vân tay. sắc ký đồ DVT). Các kỹ thuật 
sắc ký (bao gồm sắc ký lòng, sắc ký khí) thường được ảp 
dụng khi thict lập dấu vân tay hóa học của dược liệu.
Dầu vân Lay hóa học của dược liệu được thiết Lập bằng 
phương pháp sắc ký lỏng và sắc ký khí có ưu điểm là độ 
chọn lọc, độ nhạy và độ phân giải cao, thời gian phân tích 
ngắn, lượng mẫu dùng để phân tích nhỏ. Trong sắc ký đồ 
DVT được thiểt lập, có pic của một hoặc nhiều chất đánh 
dấu hóa học hay các chất đặc trưng.

Yêu cầu thiết ỉập sắc ký đồ DVT
Lựa chọn mẫu dược liệu phải đàm bảo tính đại diện và bảo 
quản đúng quy định theo chuyên luận riêng.
Phương pháp chiết xuất và các điều kiện sắc ký phù hợp 
được lựa chọn và tổi ưu hóa tùy thuộc thảnh phần hóa học 
hoặc các chất đánh dấu trong mỗi dược liệu. Dịch chiết 
dược liệu sử dụng cho phân tích là toàn phần hay nhóm 
chất dại diện được quy định trong từng chuyên luận riêng. 
Phương pháp cần đảm bảo tính chính xác, độ lặp lại và độ 
ổn định. Sắc ký đo DVT cần có đầy đủ thông tin bao gồm 
thành phần, chất đặc trưng và nhóm hoạt chất được thể 
hiện qua các pic có độ phân giải tốt giúp định tính dược 
liệu một cách chính xác. Thời gian phân tích khi tiến hành 
thiết lập DVT bằng phương pháp sắc ký lòng, hoặc sắc kỷ 
khí không nên quá 60 min.
Trong sắc ký đồ DVT của dược liệu phân tích, pic tách 
hoàn toàn với các pic khác và tương ứng với pic cùa chất 
đỏi chiểu hóa học được gọi là pic đảnh dầu dùng để xác 
định thời gian lưu tương đối cùa các pic khác trong sắc ký 
đồ. Có thể dùng một hoặc nhiều pic đánh dấu. Trường hợp 
không chọn được chất đánh dấu có sẵn trong dược liệu, 
việc sử dụng chuẩn nội phù hợp có thể được xem nhu chất 
dánh dấu. Pic đặc trưng trong sắc ký đồ DVT là các pic 
tách hoàn toàn so với các pic kề bên (độ phân giải lớn hơn 
hoặc bảng 1,2), có diện tích đù lớn được quy định trong 
từng chuyên luận riêng. Pic đặc trưng có thời gian lưu ổn 
định và diện tích pic lặp lại trong quá trinh phân tích.
Tinh phù hợp của hệ thống: Tiêm dung dịch chất đánh 
dấu (hoặc chất chuẩn nội) có nồng độ quy định theo từng 
chuyên luận riêng 5 lần. Yêu cầu vè độ lệch chuẩn tương 
đối cùa diện tích và thời gian lưu của pic đánh dấu (hoặc
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chuẩn nội) được quy định trong chuyên luận riêng. Hiệu 
lục cột được đánh giá đựỉi trên số đìa lý thuyết tính theo 
pic cùa chất đảnh dấu (hoặc chuẩn nội) năm trong giới hạn 
quv định trong chuyên luận riêng. Độ phàn già’ giữa hai 
pic kề sát nhau trong sac ký đồ cúa dung dịch thư phải lớn 
hơn 1,0.
Xác định thời gian ỉưu tương đối (RRT) của pic đặc trưng 
so với pic đánh dấu (hoặc pic chuẩn nội) theo cóng thức:

RRT- 'Ự-!L.
hm

Trong đó:
lRc là thời gian lưu cùa pic dặc trưng. 
tRm là thời gian hnt của pic đánh dấu (hoặc pic chuẩn nội). 
Sắc ký đồ DVT đối chiểu, pic đánh dấu, pic đặc trưng và 
khoáng thời gian phàn tích cùa một dược liệu được thiét 
lập dựa trên kêt quà thu được từ ít nhất 5 lô riêng biệt, mồi 
lô được phân tích 2 lần (lưcmg ứng thu được 10 dừ liệu).

Úng dụng sắc ký đồ dấu vân tay trong quản lý chất 
lượng dược liệu
Sắc ký đồ DVT được ứng đụng trong định tinh vả đánh giá 
chất lượng được liệu.
Sắc ký đồ DVT của một được liệu cần phân tích được thiết 
lập theo đủng quy trình nêu trên. Phép định tính là đúng 
khi sấc kỷ đồ của mẫu phân tích có đầy đù các pic đặc 
trưng có thời gian lưu tương đổi nằm trong giới hạn cho 
phcp tương ứng với các pic trong sắc ký đồ DVT đổi chiếu 
đã được quy định trong từng chuyên luận riêng.

12.24 LÔ KHÍ VÀ CHỈ SỎ LỎ KHÍ

Một số trường hợp, lỗ khí và chi sổ lỗ khí có ý nghĩa trong 
kiểm nghiệm dược liệu, số lượng lỗ khí (số lỗ khi trcn
1 em2 biểu bì) và chỉ số lỗ khí (tv lệ lỗ khí và số te bào biểu 
bì trên một diện tích) thường ià những đại lượng tương đối 
cố định dổi với một loài, trong nhiều trường hợp cho phép 
phân biệt các loài trong cùng một chi.

Các kiểu lỗ khí
Hình ánh một sổ kiêu lỗ khí cư bản được đưa trong Hỉnh 
12.24, dựa vào hình dạng và Ccách sap xếp cùa các tế bào 
xung quanh lỗ khí dể phán biệt các kiểu lỗ khí, hay gặp các 
kiổu như sau:
(1) Kiều hỗn bào (irregular-celled): Lỗ khí được bao bọc 
bời nhiều tể bào giống như le bào biểu bì, không có tế bào 
phụ (các tể bào xung quanh lỗ khí có số lượng không xác 
định, sấp xếp lộn xộn không theo thứ tự).
(2) Kiêu dị bcào (unequal-celled): Lỗ khí dược bao bọc bời 
3 tê bào phụ. trong đó có 1 tể bảo nhò hơn 2 tế bào còn lại.
(3) Kiêu trực bào (cross-celled): Lỗ khí được bao bọc bởi
2 tê bào phụ nằm thảng góc với trục dọc của lỗ khí (kite 
lồ khí).
(4) Kiểu song bào (parallel-celled): Lỗ khỉ được bao học 
bời 2 te bào phụ nam song song với trục dọc cùa lỗ khí.

Chỉ số lỗ khí
Sử dụng một trong các phương pháp sau đáy đổ xác định 
số lồ khí trên một diện tích biểu bì:
-  Sao chép bề mặt biểu bì bàng nhựa coíodion hoặc bóc 
biểu bl rồi cẳt các mầu có kích thước thích hợp (hoặc kích 
thước 1 cm2 nêu cần xác định so lo khí trên 1 cm2) đổ quan 
sát dưới kính hiển vi. Đem số lỗ khí trong một diện tích 
hoặc 1 cm2.
-  Quan sát trực tiếp dưới kính hien vi phản xạ các mẩu lủ 
dược cắt với kích thước thích hợp.
-  Chụp ảnh một diện tích bề mặt biểu bì, đốm so lồ khí và 
các loại tế bào trên ảnh.
Xác định chi số lồ khí theo công thức sau:

r . .  ' m x SChi sô lô khi ■ • ---- - - -

Trong đó:
s  là số lỗ khí trên một diện ti ch (thường tính trên một vi 
trường).
E là số tế bào biểu bì (bao gom ca các loại hỉnh thái lông) 
trong cùng một diện tích (thường tính trên một vi trường). 
Yêu cầu: Dối với mỗi mẫu thừ, chi sổ lỗ khí thu được là giá 
trị trung binh của ít nhất 10 lần thực hiện.

PHỤ LỤC 12

PL-291



PI ỉ ụ LỤC 12 DƯỢC ĐĨẺN VllVr NAM V

1. LỖ khí kiều hỗn bao; 2. Lỗ khí ki cu dị bào; 3. Lồ khí kiểu trực bào; 4. Lỗ khí kiều song bào
Hình ỉ 2.24 - Các kiểu lỗ khí
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