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Tom tat

Bai béo trinh bay nghién ctru phat trién cdm bién xéc dinh nhanh khéng sinh Chloramphenicol (CAP) st
dung déu thu sinh hoc nhén tao téng hop theo céng nghé polyme in phén tir (MIP). Két qua cho thdy cadm
bién dién héa phé téng tré st¥ dung dau thu sinh hoc MIP cé dé chon loc cao va gi6i han phat hién thap
(3,67 nM). Hon ni¥a, quy trinh ché tao cdm bién c6 wu diém vé chi phi sén xuét nhw dién cuc gié ré (dién
cuwec muc in cac bon nhung cé thé st dung nhw dién cuc muc in vang), phuong phép do lwong don gidn,
nhanh chéng va do lap lai tét.

T khoa: MIP, AuNPs, Chloramphenicol.
Abstract

In this paper we present our research on the development of impedimetric sensor for Chloramphenicol
(CAP) detection by using artificial bioreceptor MIP. Our results show that fabricated sensor has high
selectivity and low detection limit (LOD = 3,67 nM). Furthermore, the process for sensor fabrication has low
cost as cheap screen-printed carbon ink electrode but possesses many advantages of possibility for using

Au-printed electrode, simple measurement method, short fabrication time and good reproducibility.
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1. Gi6i thi¢u

Cong nghé MIP cho phép thiét ké va ché tao cac
dau thu sinh hoc nhan tao [1-3] c6 tinh chon loc va 36
dac hiéu dugc xac dinh trudc, tng dung trong céc
linh vuc phan tich, xuc tac hay cam bién sinh hoa.
MIP thuong su dung ma trn polyme két hop giira
chit can phan tich va cac gbc monome. Sau khi loai
b6 céac chat phan tich trong mang polyme s& xuat hién
cac khudn nhan dang phan tit. D6 chon loc cua MIP
kha cao do dua vao cac yéu td hinh dang, kich thudce
va cac nhom chirc hoa hoc clia chat can phén tich. Do
d6, MIP khong chi nhan dién cac chét sinh hoc ma
con dic biét hiru ich véi cac chit hoa hoc. Uu diém
ndi bét cia dau thu sinh hoc nhan tao MIP 1a d6 bén
va 6n dinh cao hon so véi cac dau thu sinh hoc tu
nhién trong cic moi truong khic nghiét nhu do pH
cao, nhiét d6 qua cao hodc qua thap. MIP co thé sir
dung duoc trong nhiéu thang ma khong c6 tén that vé
hiéu qua sir dung ciing nhu yéu ciu bio quan don
gian hon so voi dau thu sinh hoc ty nhién. Trong
nhiing nam gﬁn day, MIP dugc xem nhu lga chon
thay thé dy hira hen cho cac ddi tac sinh hoc cua
chung dé phat trién cac hudng méi trong cac linh vuc
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nghién ctru da nganh nhu sdc ky, cong nghé sinh hoc,
khoa hoc moi truong, an toan thyc pham va dac biét
trong cam bién sinh hoc.

Céc nghién ctru gan day tap trung phat trién
cong ngh¢ tao ra hat nano MIP, diy nano MIP hodc
éng nano MIP [3]. Nhimng vt liéu in cdu triic nano
nay co ty 1& dién tich bé mit riéng trén thé tich 16n,
nang cao kha ning tiép can cua chit phan tich véi
khuén nhan dién ciing nhu téc do lién két. Ngoai ra,
vat lidu cdu trac nano duoc thiét ké bang cach ghép
nhimg 16p mong cua MIP trén cac vat liéu nano v co
nhu dng nano carbon (CNTSs), graphene (GPH), chdm
luong tir (QDs), hat nano vang (AuNPs) hodc hat tur
(MNPs) ¢ nhidu wu diém ndi troi. Cac vat lidu nano
nay giir lai cac dac tinh vét ly cu thé cua 15i (vat liéu
nano) va kha ning nhan biét ciia vo (MIP) lam phat
sinh MIP véi cac dac tinh di€n, quang va tir, mo ra
tiém nang to 16n trong viéc phat trién cac phép phan
tich. Cho dén nay da c6 mot sé cong trinh khoa hoc
nghién ctru vé sy két hop giita AuNPs va cong nghé
MIP trong viéc ché tao cam bién sinh hoc [2, 4]. Mac
du vt liéu nano composite gitta AuNPs va MIP ¢
nhiéu wu diém doc dao va héap dan nhung s luong
cac nghién ctru vé linh vye ndy van con it so voi tiém
nang Gng dung cua ching. Trong nghién ciru nay,
ching t6i tién hanh ché tao cam bién dién héa phd
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tong trd xac dinh khang sinh Chloramphenicol (CAP)
st dung dau thu CAP-MIP. Mang polyme MIP dugc
téng hop trén dién cyc in ludi myc in cac bon dugc
bién tinh boi 16p hat nano vang (AuNPs) phan tan
trén bé mat. AuNPs ciing dugc két hop vao ma tran
MIP bang cach cho thém HAuCly vao dung dich tao
polyme MIP. Do viy, khi quét thé tudn hoan tao
mang polyme MIP thi dong thoi ciing tién hanh khur
luén Au tir hop chét cua nod, tao ra hat nano Au pha
tap vao mang ngay trong qua trinh polyme hoa.

2. Thuce nghiém
2.1. Héa chdt, thiét bi

Cac hoa chit bao gdbm chloroauric acid
(HAuCly), p-aminothiophenol (p-ATP), khang sinh
Chloramphenicol (CAP), Thiamphenicol (TAP) va
Ciprofloxacin (CF) duogc cung cap boi hing Sigma-
Aldrich. Dién cuc muyc in cac bon (SPCE) dugc ché
tao theo cong ngh¢ in ludi mang day cua hang
BioDevice Technology, Nhat Ban. Di¢n tich bé mit
cua dién cuc lam viéc 1a 2,64 mm?. Khang sinh CAP
dugc phan tan trong nudc khir ion cé chua 10%
ethanol dé dat dugc ndng do nhu yéu cau (tir 0 dén 50
uM). 2uL CAP véi ndng d6 xac dinh dwoc nho 1én
dién cuc lam viéc ctia cam bién va u & nhiét do phong
trong vong 30 phit. Sau d6, rira sach bang dung dich
PBS 10 mM, tiép theo 1a nudc khir ion va sy kho
nhe bang khi nito. Cam bién duoc tién hanh do phd
tro khang phtc trong dung dich K;3[Fe(CN)e]
/K4[Fe(CN)s] 5 mM c6 chira 0,1 M KCI, trong dai tan
s6 tr 100 kHz dén 50 mHz tai thé hd mach O.C.P va
thé xoay chiéu 10 mV.

2.2. Ché tgo diu thu CAP-MIP

Trén hinh 1 trinh bay so d6 quy trinh c6ng nghé
ché tao CAP-MIP trén nén dién cuc SPCE duoc phan
tan boi 16p hat nano vang (AuNPs) bang phuong
phap dién hoa quét thé tuan hoan. Lép AuNPs nay s&
lam tdng dién tich hiéu dung bé mat dién cuc, tirc lam
ting s6 lugng cac phan tir CAP in duoc vao mang
polyme. Hon nita, AuNPs phan b déu trén bé mat
dién cyc s€ giap tao dugc don 16p monome dinh
hudng giup qua trinh hinh thanh mang polyme c6 do
ddng nhat bé mit cao, d& loai bo phan tir CAP ra khoi
mang polyme lam ting hi¢u suat ché tao dau thu [2,
4]. Quy trinh cong nghé ché tao gdm c6 bdn budc:

Bude 1: Tao mang don 16p tw ldp ghép (SAM)
p-ATP trén dién cuc AuNPs/SPCE

Ngam dé AuNPs-SPCE vao dung dich p-ATP
ndng d6 25 mM phan tan trong dung méi ethanol va
dé qua dém (khoang 15 tiéng) & nhiét d6 phong, tranh
tiép xuc voi anh sang. Pon 16p phan tr p-ATP s&
duoc hinh thanh trén bé mat cia dién cuc
AuNPs/SPCE thong qua lién két cia nhom -SH
(thiol) v&i AuNPs.
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Hinh 1. So d quy trinh c6ng nghé ché tao dau thu
sinh hoc CAP-MIP trén nén dién cuc AuNPs/SPCE.

Mang SAM p-ATP v6i nhom -NH, hudéng ra
ngoai dong vai tro 1a dich oxy hoa dé tao mach chinh
cling nhu 1a lién ket chéo trong qua trinh polyme hoa.

Buée 2: Gan cdc phan tir CAP

Trong budc nay cac phan tir CAP duoc gin lén
bé mit dién cuc bang luc hut tinh dién. Pau tién
chung t6i phén tan CAP trong m6i truong ethanol voi
noéng d6 32 mM roi pha lodng trong nudc khir ion
xudng ndng do 3,2 mM. De tién hanh proton hoa
phan tr CAP, chung t6i tién hanh pha CAP tir ndng
d6 3,2 mM xuéng 1,6 mM trong moi truong axit HCI
n6ng d6 0,01 M. Tai pH 2,0 nguyén tr Nito trong
nhom -NH ctia CAP sé& bi proton hoa thanh -NH*.
Nho 35 pL dung dich nay 1én dién cuc rdi tién hanh
ap thé -0,6 V vs. Ag/AgCl trong khoang thoi gian 600
s. Pién thé am s& kéo cac phan tir CAP v6i nhom
chtre -NH™ lai gan bé mit dién cyc.

Buéce 3: In phdn tw CAP

Mang polyme dugc hinh thanh thong qua lién
két lién hop cua cip electron ciia nguyén tir N cua
phan tir p-ATP, tao thanh chudi poly(ATP) c6 cu
truc xen k& gitra vong phenyl va nhom chuc chira goc
N. Céc nguyén t& N s€ bi proton héa & mot mirc do
nhét dinh trong moi truong pH 7,4, tao ra cac hat
mang dién trong ma tran polyme gitp cho mang MIP
¢6 tinh dan dién. Trong qua trinh tring hop, cc phan
tir CAP sé lién két voi cac phan tir p-ATP trong chudi
polyme thong qua cac lién két hydro O-H va N-H
(gitra nguyén tr O cua CAP véi nguyén td H trong
nhom -NH cua p-ATP, gilta nguyén ti H trong nhom
-OH cua CAP v6i nguyén tir N cua p-ATP, gitta H va
N cta CAP hodc p-ATP). Ti 1€ gita CAP va
monomer p—ATP anh huéng 16n dén s6 lién két dugc
tao thanh gitra phén tr CAP va mang polyme, ddng
thoi quyet dinh s6 luong khudn nhén dién hi¢u dung
trén bé midt mang polyme ciing nhu do 6n dinh cua
mang. Qua thuc nghiém, ching toi nhan thiy ti 16 ti
uu gitta CAP va monomer p-ATP 1a 1:5 va ty 1€ nay
duoc lya chon trong cac bude thyc nghiém tiép theo.
Dé cai thién d6 dan ciia mang polyme MIP, chung toi
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tién hanh pha tap hat nano Au vao mang polyme MIP
ngay trong qua trinh polyme héa. Do vay, dung dich
polyme dugc pha trong dung dich dém 100 mM KCI/
50 mM PBS chtra 8 mM p-ATP va 1,6 mM CAP va
16 uM HAuCl4 (ty 1€ 0,01:5:1/HAuCls:p-ATP:CAP).

Nho 35 pL dung dich polyme 1én dién cyc thu
duge ¢ budc 2. Tién hanh quét thé vong trong dai
dién 4p tir -0,2 V dén +0,6 V vs. Ag/AgCl, toc do
quét 50 mV/s vai 20 vong. Qua khdo sat thuc nghiém
chung t6i nhan thiy day 1a sé vong t6i wu sir dung
téng hop mang polyme MIP. Piéu kién cong nghé
nay duoc lya chon dé ché tao cam bién trong nghién
cuu nay.

Buoc 4: Tach phan tir CAP

Nhé 35 pL dung dich HCI 1 M Ién dién cuc
CAP-MIP/AuNPs-SPCE va 4p thé tinh +0,6 V vs.
Ag/AgCl trong 600 s dé loai bo cac phén tir in trong
mang polyme MIP. Luc nay, dién 4p mot chiéu s& pha
v lién két hydro gitra phan tir in duoc proton hoa véi
mang polyme va loai bo chung ra khoi mang. Khi cac
phan tir chat phan tich roi di, dé lai trén mang polyme
MIP nhing hdc nhan dién dic hiéu vé hinh dang, kich
thudc ciing nhu cac lién két v6i phan tir in. Dién cuc
sau d6 s& duoc rira bang ethanol va nudc cit rdi sdy
kho nhe bang dong khi Ny. Dién cyc duoc bao quan
trong dung dich PBS 100 mM ¢ nhiét d6 4°C cho viéc
do EIS sau d6. Dé kiém soat quy trinh ché tao cam
bién CAP-MIP, chung t6i tién hanh ché tao dién cuc
polymer ATP khong in phéan tr CAP duogc dit tén 1a
dién cyc NIP. Dién cyc nay duoc ché tao tuong tu
nhu véi dién cuc CAP-MIP, ngoai trir bd qua budce
gin phan tir CAP 1én dién cuc (6 budc 2) ciing nhu
trong dung dich polyme héa khong c6 phan tur CAP.

3. Két qua va thio ludn
3.1. Hinh thdi bé mdt va dic trung quang phé

Raman

Trén hinh 2 trinh bay anh SEM cua bé mit dién
cuc CAP-MIP va NIP. Két qua cho thiy trén bé mat
cta ca hai dién cuc déu xuét hién dém sang co kich
thude ¢& vai chuc nano mét. Khi tién hanh xac dinh
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thanh phan nguyén t6 hoéa hoc biang phwong phap
EDS, két qua cho thiy nhitng ddm sang d6 chinh 1a
hat nano Au. DPiéu nay chimg to Au da duoc khir tir
hop chét ciia nd ngay trong qué trinh polyme hoa va
pha tap vao mang polyme gilip cai thién d6 dan cia
mang polyme cling nhu tang cuong qua trinh van
chuyén dién tir dén dién cuc do su phan bd ba chidu
cua AuNPs trong ma trén polyme. So sanh hinh thai
mang trén dién cuc MIP va NIP ching t6i nhan thay
6 su khac biét. Mang polyme NIP min va phat trién
theo xu hudng xep chat trong khi mang polyme MIP
toi x0p hon va co hién twong bung nd trén bé mat.
Diéu nay ching to di co hién twong in cic phan tir
CAP vao mang polyme MIP va sau buédc loai bé phan
tir in ra khoi mang polyme trén bé mat xuét hién cac
khuon rdng 1a khuén in dic hiéu cua phan tir chit
phan tich. Dé minh ching 6 hon nhan dinh nay,
chung toi t1en hanh thyc hién phép do quang pho
Raman sau mdi budc trong quy trinh ché tao nham
xéc dinh sy ¢6 mit hodc ving mit ctia phan tir chat in
(CAP) trong mang polyme. Ky thuat quang phd
Raman dya trén co sé tan xa cua chum anh sang don
sac khi chiéu vao mau, tao ra 4nh sang tan xa Raman
dugc ghi nhén lai bing phan tr thu quang. Vach phd
Raman cung cap thong tin vé dao dong phan tir va
chu truc tinh thé. Quang phé Raman duoc sir dung
rong rii trong phan tich cac hop chat hiru co do mdi
nhém chire hitu co c6 dic trung riéng vé tan so hép
thu. Dua vao chiéu cao dinh phé Raman cho biét dinh
luong ctia ndng do chét. Céu triic phan tir CAP bao
gdm cac nhom chuc nitrophenyl, propylene glycol va
dichloro ethyl amide. Cac ciu truc khac nhau giita
cac nhém tao ra cac dinh Raman khac nhau trén pho
Raman.

Trén hinh 3 trinh bay phdé Raman sau mdi budc
cong nghé ché tao dau thu sinh hoc CAP-MIP ciing
nhu sy tai lién két cta cac phan tir CAP véi dau thu
dac hi¢u MIP cua no tai bude song kich thich 1a 633
nm trong 30 gidy v6i cong suat 25 mW va do phan
giai nho hon 2 cm™. Pic trung phd Raman ghi nhan
su xuat hién cua cac phén tir CAP trong mang polyme
tai cac tan s6 dao dong dic trung (liét ké chi tiét trong
bang 1) sau qua trinh polyme héa tao mang MIP.
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Hinh 2. Anh chup SEM cuia bé mat dién cuc cam bién CAP-MIP va NIP ciing nhu phd EDS ghi nhan dwoc cia

mang CAP-MIP.
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Hinh 3. Pic trung quang phd Raman cua bé mat
dién cuc CAP-MIP va NIP tai budc song kich thich 1a
633 nm trong 30 gidy voi cong sudt 25 mW va do
phan giai nhé hon 2 cm™.

Bang 1. S song dic trung trong phé Raman cua
phén tir khang sinh CAP theo ly thuyét va thu dugc
trong thuc nghiém.

ST Thuc Ly

T nghiém | thuyét Nhém chire

(em) | (em)

1 407 403 | v(CC)

2 577 577 | v(23NH + CO)

3 710 711 | 8(28C—Cl); v(CH +27C28C)
4 820 832 | v(N-O)

5 1008 1014 | 8(Ph—H); v(Ph-H)

6 1223 1194 | v(O-H)

7 1433 1446 | 3(C18C20); v(C20H2 + C25026)
8 1509 1508 | v(Ph—CH3)

v: dao dng kéo; &: dao dong uon; Ph: Phenyl

Sau budc loai bo cac phan tir chét in ra khoi
mang polyme MIP, tit ca cac pic ddc trung ciia phan
tr CAP hoan toan khong xuat hién trong phd Raman.
Diéu nay chimg t6 cac phan tir CAP da duogc loai bo
khoi mang polyme bang phuong phip ap thé mot
chiéu trong dung dich HCI IM. Khi cho dién cuc
CAP-MIP tiép xuc lai véi dung dich c6 chira phan tir
CAP, trén phé Raman xuit hién tré lai cac pic dac
trung cta phan tir CAP. Diéu nay chimg to di xay ra
hién tuong tai lién két cic phan tir CAP trong dung
dich do v&i cac du thu sinh hoc nhan tao CAP-MIP
trén bé mat dién cuc cam bién. Trén mau dbi chung
NIP khong xuat hién bit ky pic dic trung nao cua
phan tir CAP ngay ca trudc va sau khi cho dién cuc
tiép xtic véi dung dich chira phan tir CAP. Két qua do
quang phd Raman chung t6 chiing t6i da thanh cong
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trong viéc ché tao dau thu sinh hoc nhan tao CAP-
MIP trén dién cuc AuNPs/SPCE.

629 2)
5L CAP-MIP/AuNPs/SPCE
Nang @ CAP
4 —o
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3F —16nM —666 "M —— 16,6 1M
2k
1k
0
CAP-MIP/AUNPS/SPCE
° CAP-MIP
AL o e S
3+
2+
Tr NIP
2 e o o
OF e o °
1 N 1 L L |
9 -8 -7 6 5 4
log [CAP concentration(nM)]

Hinh 4. a) DBap ung phé téng tré ciia cam bién tai cac
ndéng d6 CAP tir 0 ng/mL dén 16,6 uM (dudng do
thuc nghiém dwoc biéu dién bang cac ky hiéu, duong
nét lién biéu dién dudng cong khdp theo mach tuwong
duong Randles. b) Pudng chudn cta cam bién CAP-
MIP/AuNPs/SPCE va cam bién dbi chimg NIP.

3.2. Hoat dpng ciia cdm bién

Hoat  dong cia cam  bién CAP-
MIP/AuNPs/SPCE c6 pha tap AuNPs vao mang
polyme dugc khao sat bang phuong phap do phd tong
tr6 (EIS) st dung cdp chit do ferrocyanide
[ferritcyanide. Nguyén 1y hoat dong cua cam bién
MIP/EIS duoc trinh bay chi tiét trong cac nghién ctru
trude cuia chung toi [2, 4]. Cam bién MIP/EIS hoat
dong trén nguyén tic khi phan tir chat in (chat phan
tich) to1 tai lién két v6i khuon nhan dién dic hiéu
MIP cuta chung trén bé mit dién cuc s& tao nén mot
16p mang gy can tré qua trinh truyén dién tich (dién
tir) toi dién cuc cam bién lam ting gia tri dién tro
truyén dién tich (Rcr) trong mach tuwong duong
Randles. Trén hinh 4a trinh bay dic trung phd EIS
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khi CAP (véi cac ndng do xéac dinh tir 1 nM dén 16,6
uM) tai lién két voi dau thu sinh hoc CAP-MIP. Két
qué cho thay dudng kinh ban cung trong mit phing
Nyquist (twong duong véi gié tri Rer) ting tuong (mg
nong do CAP tang. Sy ting nay duoc giai thich 1a do
qué trinh tai lién két clia cac phan tir CAP véi dau thu
CAP-MIP dic hi€u cua ching da tao ra mét 16p dién
moi mong ngin can qua trinh truyén dién tir dén dién
cuc. Gia tri Rer dugc xac dinh thong qua khép phd
EIS str dung mach tuong duong Randles. Ching t6i
tién hanh v& duong dic trung chuédn thé hién su phu
thudc cia ARcr (su thay dbi gié tri  Rer cua cam blen
tai nong dd CAP xéc dinh so véi mau tring) vao ndng
do CAP. Trén hinh 4b trinh bay duong dac trung cta
cam bién. D4i v6i cam bién NIP, gid tri Rer gan nhu
khong thay d6i theo su ting cua ndng do CAP.
Nguyén nhén 1a do trén bé mat cam bién NIP khong
c6 cac khuon in déac hiéu CAP-MIP, do d6 khong xay
ra hién tuong cac phan tor CAP tai lién két trén bé mat
dién cuc. Két qua nay khang dinh mot 1an nita sy thay
dbi tro khang ctia cam bién MIP hoan toan khong do
su hap phu vat ly cua phan tr CAP vao mang MIP.
Tién hanh khép tuyén tinh duong didc trung chudn,
chung t6i xac dinh dugc gidi han phat hién (LOD)
ctia cam bién 13 3,67 nM v6i hé s6 tuyén tinh cao (R?
= 0,992). Nhu vay, bang viéc pha tap AuNPs vio
mang polyme, do nhay ctua cam bién MIP/EIS di
duoc cai thién dang ké so véi nghién ciu trude cua
chung t6i [2].

3.3. D chon loc ciia cdm bién

bé nghién cuu dac tinh chon loc cua cam
bién, hai chit khang sinh bao gdm Thiamphenicol
(co6 cAu tric hoa hoc gan nhu twong tu phan tir
CAP) va Ciprofloxacin (c6 cAu triic hoa hoc khac
hoan toan v6i CAP) da duogc tron cung véi CAP &
cung ndng d6 66 nM.

[ OH OH
CAP

CAP & TAP ¢
CAP & CF 0“27 HNWH‘C!

e}
Chloramphenicol

OH Cl

A
S HO
o
Thiamphenicol
o o

.

N N
HN\) A

Ciprofloxacin

Hinh 5. Tin hiéu cia cam bién CAP-MIP/AuNPs/
SPCE c6 pha tap AuNPs vao mang polyme trong moi
truong chira khang sinh CAP ndng d¢ 66 uM va 66 uM
cta khang sinh thir Thiophenicol va Ciprofloxacin

Trén hinh 5 trinh bay gia tri ARcr thu dugc khi
cho cam bién tiép xuc v6i dung dich hdn hop khéng
sinh ké trén. Két qua cho théy tin hiéu thu dugc cua
cam bién khong thay ddi nhiéu so véi tin hiéu do
dugc trong dung dich chi co6 duy nhat khang sinh
CAP. Nhu vy, c6 thé thdy tin hiéu thu duoc ciia cam
bién chinh 1a sy tai lién két cia cac phén tir chat phan
tich CAP v6i khuén in ciia chinh né. C6 thé ndi cam
bién da ché tao c6 dd chon loc cao.

4. Két luin

Cam bién dya trén cong nghé MIP két hop vai
phuong phap EIS da cho thdy kha ning tng dung
phéat hién cac phan tir kich thudc nhd vdi d6 chon loc
cao. Thém vao dé, quy trinh ché tao cam bién c6 wu
diém vé chi phi san xuat (dién cuc gia ré SPCE nhung
¢6 thé sir dung nhu dién cuc in vang), phuong phap
do luong don gian, nhanh chong va do lap lai tdt.
Cam bién di ché tao co gi6i han phat hién thip (LOD
= 3,67 nM), thoi gian dap ing nhanh (real-time), do
chon lgc cao va phu hop ung dung trong linh vuc an
toan vé sinh thuc pham.

Loi cam on

) Cong trinh nay dugc thuc hién véi sy }éi tro bai
d¢ tai nghién ctru khoa hoc va cong ngh¢ cap Truong
DHBKHN ma s6 TC2016-PC-216.
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