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Abstract. Lựa chọn phương pháp nghiên cứu là phương pháp điện di mao 

quản mixen (MECC) với detector Diod Array (DAD) có độ nhạy cao. 

Nghiên cứu chọn -lactam như: pH, nồng độ chấtđiều kiện tối ưu tách một số 

kháng sinh  điện ly, điện thế, nhiệt độ… Nghiên cứu điều kiện chiết pha rắn; 

tách và -lactam từ nước tiểu. Đánh giá thống kê phương pháp phân tích.làm 

giàu Áp dụng phân tích một số mẫu nước tiểu. Đánh giá ưu khuyết điểm của 

phương pháp điện di mao quản. 

Keywords. Hóa phân tích; Phương pháp điện di mao quản; Chất kháng sinh 

Content: 

        Do tình hình lạm dụng kháng sinh nên xảy ra hiện tương nhờn thuốc kháng 

thuốc, nên phân hàm lượng thuốc trong nước tiểu là cần thiết 

Vớilý do nêu trên, tôi chọn đề tài nghiên cứu luận văn là: “Nghiên cứu điều kiện 

phân tích β-lactam bằng phương pháp điện di mao quản” 

 

CHƢƠNG 1 - TỔNG QUAN 

1.1 Giới thiệu về chất kháng sinh β-lactam [1,2,10,35] 

* Các penicillin 

Các penicillin đều có cấu trúc cơ bản gồm 2 vòng: vòng thiazolidin, vòng  β-

Lactam  
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* Các cephalosporin 

Các cephalosporin có cấu trúc chung gồm 2 vòng: vòng β-lactam 4 cạnh gắn 

với 1 dị vòng 6 cạnh, những cacbon bất đối có cấu hình 6R, 7R. Khác nhau bởi các 

gốc R. 
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Các phƣơng pháp phân tích β-lactam 

 

CHƢƠNG 2 - ĐỐI TƢỢNGVÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
 

2.1 Đối tƣợng và nội dung nghiên cứu 

2.1.1 Đối tƣợng 

Pgan tích MECC các Penicillin(PENG), cloxacillin(CLO), oxacilin(OXA) 

ampicillin(AMP), amoxicillin(AMO) và cephalexin(CEP)là các kháng sinh β-

lactam được sử dụng phổ biến hiện nay. 

2.1.2Nội dung nghiên cứu 

Nội dung đề tài cần giải quyết là: 

-  Lựa chọn phương pháp nghiên cứu là phương pháp điện di mao quản mixen 

(MECC) với detector Diod Array (DAD) có độ nhạy cao. 

-  Nghiên cứu chọn điều kiện tối ưu tách một số kháng sinh -lactam như: pH, 

nồng độ chất điện ly, điện thế, nhiệt độ… 

- Nghiên cứu điều kiện chiết pha rắn; tách và làm giàu-lactam từ nước tiểu 

Hình 1.2 Công thức cấu tạo các kháng sinh cephalosporin 

 

Hình 1.1 Công thức cấu tạo các kháng sinh penicillin 
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-  Đánh giá thống kê phương pháp phân tích  

-  Áp dụng phân tích một số mẫu nước tiểu 

-  Đánh giá ưu khuyết điểm của phương pháp 

2.2 Phƣơng pháp nghiên cứu: 

Phƣơng pháp điện di mao quản điện động học kiểu Mixen (MECC)   

Bản chất và trung tâm của sự tách ở đây là sự hình thành các phần tử Mixen 

(tiểu phân Mixen - pha tĩnh giả) trong ống mao quản và các tiểu phân này sẽ dẫn dắt 

và đóng góp vào khả năng của quá trình tách sắc ký điện di các chất trên nền của 

dung dịch chất đệm và chất điện ly trong ống mao quản. 

 

 

 

 

Cơ chế của sự tách các phần tử trung tính trong MECC về cơ bản vẫn là kiểu 

tương tác phân bố của chất tan, tương tự như trong sắc ký cột lỏng-rắn (LC) hấp 

phụ, nhưng lại được điều khiển bởi lực điện trường E của điện thế cao V giữa hai 

đầu mao quản tạo, mà không phải bằng áp suất đẩy pha động như trong HPLC. 

Trong kỹ thuật phân tích MECC, các tính toán về hệ số dung tích ki’, số đĩa N của 

cột mao quản, độ phân giải R,... cũng dựa trên cơ sở tương tự với các tính toán của 

hệ sắc kí cột LC, và có bổ sung thêm một số yếu tố cho thích hợp và đúng đắn hơn 

cho hệ pha MECC.  

 

2.3 Phân tích định lƣợng trong phƣơng pháp điện di mao quản 

Hình 2.1 Cấu trúc của các Mixen  và dòng EOF trong MECC 
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Dựa vào công thức               

𝐒𝐢 = 𝐤𝟐 ∗ 𝐂𝐢 

Trong đó:    Si là diện tích pic (mAU) 

Ci là nồng độ chất (mg/l) 

 

 

CHƢƠNG 3 - KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1 Nghiên cứu khảo sát tối ƣu điều kiện tách β-Lactam  

Sau khi khảo sát các điều kiện chạy điện di phân tách đồng thời 6 β-lactam, chúng 

tôi tổng kết được điều kiện tối ưu để nghiên cứu tiếp theo như sau 

 

Bảng 3.8 Tổng kết các điều kiện tối ưu 

Các yếu tố Điều kiện 

Detetor DAD, loại high sense cell 

Chiều dài bước sóng 198nm 

Kích thước mao quản 

Mao quản silica trần, tổng chiều dài L = 73cm, 

chiều dài hiệu dụng L1 = 68cm, đường kính 

trong mao quản 50µm 

Chất tạo mixen SDS 

Phương pháp bơm mẫu Thủy động học: 10s, 50mbar 

Thế điện di 22kV 

Dung dịch điện di 15mM đệm Borat + 75mM SDS, pH = 6,8 

Nhiệt độ mao quản 25
0
C 
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Hình 3.1 Sắc đồ ở điều kiện tối ưu: 

 

3.2 Xác định khoảng tuyến tính của phƣơng pháp  

Kết quả chạy mẫu chuẩn tại các nồng độ từ 0,5mg/l đến 15mg/l, sắc đồ điện di 

của 6 β-lactam nghiên cứu đẹp, các pic tách nhau hoàn toàn, hình pic cân đối. Với 

kết quả thực tế trên, chúng tôi chọn khoảng nồng độ tuyến tính cho phép phân tích 

điện di nghiên cứu là 0,5mg/l – 15mg/l. 

3.3Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lƣợng(LOQ) của đƣờng chuẩn  

Giới hạn phát hiện (LOD) được định nghĩa là nồng độ chất phân tích nhỏ nhất 

mà phương pháp phân tích có thể phát hiện được. 

- Giới hạn phát hiện là thông số đặc trưng cho độ nhạy của phương pháp phân 

tích. Để xác định LOD của các β-lactam chúng tôi tiến hành xác định LOD dựa vào 

đường chuẩn theo công thức sau: 

LOD = 3 ∗
Sy

b
   (28) 

Trong đó:  Sy - độ lệch chuẩn của phương trình đường chuẩn 

 b - là hệ số góc của phương trình hồi qui 

- Giới hạn phát hiện cũng được tính dựa trên tỷ số tín hiệu/nhiễu (S/N) 

LOD được chấp nhận tại nồng độ mà tại đó tín hiệu lớn gấp 2-3 lần nhiễu 

đường nền, thông thường lấy S/N=3 

- Giới hạn định lượng của phương pháp (LOQ) được định nghĩa là nồng độ 

chất phân tích nhỏ nhất mà phép phân tích vẫn định lượng được chính xác với độ tin 

cậy 95%. Theo lý thuyết thống kê thì giới hạn định lượng là nồng độ chất phân tích 

có tín hiệu phân tích gấp 10 lần tín hiệu nhiễu của đường nền.  
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LOQ = 10 ∗
Sy

b
     (29) 

Chất 

phân tích 

Phƣơng trình 

y = a + bx 

 

Hệ số 

góc 

(b) 

 

Độ lệch 

chuẩn 

(Sy) 

LOD 

(mg/l) 

LOQ 

(mg/l) 

AMO y = 11,18 + 97,23x 97,23 19,23 0,59 1,97 

PENG y = 9,86 + 53,67x 53,67 14,39 0,81 2,68 

OXA y = 5,07 + 121,43x 121,43 20,86 0,51 1,72 

CLO y = -11,28 + 127,02x 127,02 24,15 0,57 1,92 

CEP y = -6,22 + 112,02x 112,02 16,28 0,43 1,42 

AMP y = 3,28 + 103,21x 103,29 25,44 0,73 2,41 

 

3.4Phân tích mẫu thực 

3.4.1 Chọn cột chiết pha rắn các β-lactam trong mẫu nƣớc tiểu 

Kháng sinh β-lactam là những hợp chất vừa có tính axit, vừa có tính ba zơ, là những 

hợp chất có độ phân cực tương đối mạnh và tan tốt trong môi trường nước và các 

dung môi hữu cơ phân cực mạnh như methanol, acetonitril… 

Sau khi khảo sát, so sánh từ thực nghiệm, chúng tôi nhận thấy sự dụng cột 

SPE Oasis HLBđể chiết và làm giàu các kháng sinh họ β-lactam trong mẫu nước 

tiểu có hiệu quả hơn cột C18. Kết luận trên hoàn toàn phù hợp với lý thuyết [34]; 

pha tĩnh Oasis là sự kết hợp giữa tính tương tác không phân cực của monomer 

divinylbenzen và tính tương tác phân cực N-vinylpyrolydone,đồng thời có cấu trúc 

không gian lớn, tạo ra nhiều lổ xốp nên có khả năng lưu giữ tốt các cấu tử phân cực 

β-lactam. Nhờ có khả năng lưu giữ β-lactam lớn mà làm tăng khả năng làm sạch và 

làm giàu các β-lactam trong mẫu nước tiểu. Vì những ưu việt trên, chúng tôi chọn 

cột SPE Oasis
®

 HLB trong nghiên cứu này. 
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Hình 2.9 Cấu trúc của pha tĩnh cột SPE dùng cho các mẫu sinh học 

Sơ đồ phân tích mẫu thực nước tiểu như sau: 

 

 

Tính giá trị nồng độ theo phương pháp đường chuẩn 

 

 

 

Mẫu nước tiểu trắng (lấy từ người không uống kháng sinh β-lactam)  bảo quản 

trong tủ đông (-15
0
C) [16] trước khi phân tích (để tránh phân hủy sinh học) trước 

Hình 3.2 Sơ đồ phân tích β-lactam trong mẫu nước tiểu kết hợp cột chiết pha rắn 

Oasis
®
 HLB và MECC 
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khi mang đi phân tích. Đầu tiên mẫu được thêm chuẩn ở nồng độ 5ppm của 3 thuốc 

kháng sinh β-lactam AMO, PENG và CEP, tiếp theo được axit hóa bằng axit 

sulfosalixylic (để kết tủa protein). Mẫu sau khi axit hòa được lắc trong 5 phút và 

cho vào ly tâm ở tốc độ 10.000 vòng/phút. Sau đó hút 1,5ml mẫu (dịch trong) cho 

vào cột SPE Oasis
®

 HLB (được hoạt hóa bằng methanol và nước). Quá trình rửa 

(rửa các tạp chất trong nước tiểu như protein, ure, acid uric, creatinine, các muối vô 

cơ…) sẽ được thực hiện bằng 8ml dung dịchđệm phosphat 10
-1

M, pH 6,8 + 10% 

methanol.Tiếp theo rửa với1ml nước deion rồi hút khô cột bằng hút chân không. 

Các beta lactam sau đó được rửa chiết bằng 2ml methanol. Dịch rửa chiết được làm 

khô dưới dòng khí ni tơ trong bể điều nhiệt 50
0
C, sau đó cặn được hòa tan bằng 

1,5ml dung dịch đệm điện di, lọc qua màng lọc 0,45µm và bơm vào máy điện 

di.Mỗi mẫu đo được bơm lặp lại 3 lần. Lấy kết quả diện tích pic trung bình 3 lần 

bơm. 

Kết quả nồng độ β-lactam trong nước tiểu thêm chuẩn được tính bằng công 

thức sau: 

𝐱𝟎  =  
𝐲𝟎 − 𝐚

𝐛
 (𝐦𝐠/𝐥)      (𝟑𝟒) 

 

Kết quả tính toán: 

Β-

lactam 

Phƣơng trình  

hồi qui 

y
0
 

(mAU) 

x
0
 

(mg/l) 

x
t
 

(mg/l) 

 Trong  

mẫu ban 

đầu 

(mg/l) 

AMO 
y = 11,18 + 97,23x 

458,3  4,6 ± 0,5 5,7 ± 0,6 28,5 ± 3,1 

CEP y = - 6,22 + 112,02x 934,7 8,4 ± 0,9 10,2 ±1,2 102 ± 11,4 

 

3.4.2 Ƣu và nhƣợc điểm của phƣơng pháp điện di mao quản điện động học 

kiểu mixen (MECC) 

Phương pháp MECC là một phương pháp phân tích hiện đại cho độ tin cậy và 

hiệu quả tách cao. Phương pháp có thể xác định được trên nhiều đối tượng khác 
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nhau bao gồm cả chất mang điện tích và chất trung tính. Phương pháp có một số đặc 

điểm cơ bản sau: 

- Lượng mẫu phân tích nhỏ, tốc độ phân tích nhanh, thao tác đơn giản hơn 

nhiều so với kỹ thuật phân tích HPLC. Trong thí nghiệm của chúng tôi, phân tích 6 

chất chỉ trong vòng 16 phút. 

- Dung dịch pha động cũng như mẫu phân tích thường được pha trong nước 

deion và sử dụng rất ít. 

- Cột tách là ống mao quản nhỏ, rẻ, cho hiệu suất tách cao, dễ sản xuất hơn 

nhiều so với cột HPLC. 

Tuy nhiên phương pháp cũng có một số nhược điểm sau: 

- Do flowcell nằm ngay trên mao quản nên độ nhạy của phương pháp thấp hơn 

so với phương pháp khác. Giới hạn của nó cỡ mg/l đối với detector UV-VIS, DAD. 

Trong khi đó các phương pháp khác như: HPLC có giới hạn nhỏ hơn. 

- Máy làm việc ở vùng điện áp rất cao nên phải cẩn trọng khi làm việc. 

- Lượng mẫu sử dụng nhỏ là một ưu điểm của phương pháp, đồng thời cũng là 

nhược điểm của nó. Khi lượng mẫu nhỏ dẫn đến sai số lớn khi phân tích hàm lượng 

lớn do hệ số pha loãng cao. Đối với mẫu có hàm lượng nhỏ, khi tăng thời gian bơm 

mẫu thì gây ra hiện tượng doãng pic, hiệu suất tách không cao. 

- Thời gian lưu của của dung dịch phụ thuộc rất nhiều vào thành phần đệm, 

dung dịch điện ly vì vậy đòi hỏi phải cẩn thận và tỉ mỉ. 

3.5 Hƣớng phát triển của đề tài 

Trong bản luận văn này, do điều kiện còn hạn chế nên chúng tôi chỉ xác định 

được hàm lượng của β-lactam bằng phương pháp MECC trong mẫu nước tiểu bằng 

kết hợp. Phương pháp còn có thể được mở rộng phân tích trong những dạng nền 

mẫu khác nhau ví dụ như:mẫu máu, mẫu cá, mẫu sữa… hay các mẫu môi trường 

như: nước thải bệnh viện, nước thải trại chăn nuôi gia súc...Vì vậy rất cần có những 

nghiên cứu tiếp theo để phát triển phương pháp áp dụng vào thực tiễn hơn. 

 

CHƢƠNG 4 - KẾT LUẬN 

3. Phân tích hàm lƣợng kháng sinh trong mẫu thuốc và mẫu nƣớc tiểu 
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-Chiết SPE mẫu nước tiểu: Hiệu suất thu hồi các mẫu spike chuẩn AMO, 

PENG và CEPchiết bằng cột chiết SPE Oasis HLB từ 81 -84%. Như vậy cột chiết 

pha rắn Oasis
®

 HLB sử dụng rất hiệu quả để chiết và làm giàu các kháng sinh β-

lactam trong mẫu nước tiểu vì thế có thể mở rộng cho cácnền mẫu sinh học khác. 

- Với 2 mẫu nước tiểu của người tình nguyện: Nồng độ AMO phân tíchđược là 

28,5 mg/l (lấy mẫu sau 5 giờ uống), và nồng độ CEP  là 102mg/l (lấy mẫu sau 6 giờ 

uống). Các nồng độ AMO và CEP phân tích được như trên phù hợp với các thông 

số dược động học của chúng [2]. Đây là một kết quả rất có ý nghĩa trong nghiên cứu 

dược động học của thuốc; đánh giá hàm lượng  β-lactam trong nước tiểu và trong 

mẫu máu để đưa ra nhưng đánh giá về việc sử dụng β-lactam có đúng cách và liều 

dùng hay không. 
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