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Abstracts. Giới thiệu chung về chất kháng sinh; kháng sinh β – Lactam; các phương 

pháp định lượng β – Lactam. Tập trung nghiên cứu: Tối ưu hóa các điều kiện để điều chế 

dẫn xuất giữa các chất phân tích và thuốc thử 7-Fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole 

(NBD-F); Tối ưu hóa điều kiện tách bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao pha 

đảo sử dụng detector huỳnh quang (RP-HPLC); Điều kiện định lượng; Phân tích mẫu 

thực, đánh giá khả năng áp dụng của phương pháp. Kết quả: Khảo sát các điều kiện tạo 

dẫn xuất giữa β- Lactam và thuốc thử NBD-F; Khảo sát các điều kiện chạy sắc ký; Chọn 

pha tĩnh; Chọn pha động; Đánh giá phương pháp phân tích; Phân tích mẫu thực; Kết quả 

một số phương pháp khác xác định kháng sinh cùng loại. 
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Content 

I. Lí do chọn dề tài 

          Tách và xác định đồng thời kháng sinh  β - Lactam bằng phương pháp sắc ký lỏng 

hiệu năng cao (HPLC) sử dụng detector huỳnh quang trong mẫu sinh học và dược phẩm 

là một hướng nghiên cứu mới, với những ưu điểm của nó ngày càng được áp dụng nhiều 

trong các phòng thí nghiệm và phân tích mẫu dịch vụ. Trên cơ sở đó, chúng tôi chọn đề 

tài là: “Nghiên cứu  điều kiện  phân tích thuốc kháng sinh họ β - Lactam trong các 

mẫu sinh học và dƣợc phẩm ”.  

II. Tổng quan 

1.1. Kháng sinh β - Lactam 

1.1.1. Định nghĩa 

         Là các kháng sinh mà phân tử chứa vòng β-Lactam. Gồm các nhóm: penicillin, 

cephalosporin, monobactam, cacbapenem trong đó hai nhóm sử dụng phổ biến và lớn 

nhất là penicillin và cephalosporin 

1.1.2. Cấu trúc và phân loại 

* 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 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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 1.1.3. Tính chất vật lý và hoá học 

        Các β-lactam thường ở dạng bột kết tinh màu trắng, dạng axit ít tan trong nước, 

dạng muối natri và kali dễ tan; tan được trong metanol và một số dung môi hữu cơ phân 

cực vừa phải. Tan trong dung dịch axit và kiềm loãng do đa phần chứa đồng thời nhóm –

COOH và –NH2. 

         Cực đại hấp phụ chủ yếu do nhân phenyl, tùy vào cấu trúc khác làm dạng phổ thay 

đổi (đỉnh phụ, vai, sự dịch chuyển sang bước sóng ngắn hoặc dài, giảm độ hấp thụ). 

         Các β-lactam là các axit với nhóm –COOH có pKa= 2,5-2,8 tùy vào cấu trúc phân 

tử. Trong môi trường axit, kiềm, β-lactamase có tác dụng phân cắt khung phân tử, mở 

vòng β-lactam làm kháng sinh mất tác dụng. 

1.1.4.  Tình hình lạm dụng kháng sinh ở Việt Nam và trên thế giới hiện nay 

 Ta biết rằng, có nhiều loại kháng sinh khác nhau, tác động bằng các cơ chế khác 

nhau đối với các vi trùng khác nhau. Kháng sinh chỉ có tác dụng với các bệnh do vi trùng 

(bacteria), không có tác dụng với các bệnh do siêu vi (virus). Để điều trị bệnh nhiễm 

trùng cần biết loại vi trùng gây bệnh để chọn kháng sinh thích hợp. Vì thiếu hiểu biết và 

vì tin tưởng sai lầm, nên ở khắp nơi trên thế giới, nhất là ở các nước đang phát triển, 

người ta đã dùng kháng sinh quá nhiều, cả khi không cần thiết, không đúng chỉ định và 

không đúng cách.  Từ đó, làm cho các vi khuẩn dần dần kháng thuốc , việc chữa trị bệnh 

ngày càng khó khăn và sự ô nhiễm môi trường do kháng sinh gây ra càng trầm trọng hơn 

[42]. 

 Năm 2000, các bác sĩ Hoa kỳ viết 160 triệu toa thuốc kháng sinh cho 275 triệu 

người dân, một nửa đến 2/3 số toa đó được coi là không cần thiết.Theo R. Gonzales 

[4,46], 3/4 số kháng sinh dùng ở ngoại chẩn là cho viêm đường hô hấp trên trong khi 

60% các trường hợp viêm đường hô hấp trên là do siêu vi,  không cần và không điều trị 

được bằng kháng sinh. Dùng cephalosporins bừa bãi khiến enterococus trở nên đề kháng 

và cũng đã xuất hiện các vi trùng enterococus kháng vancomycin. Theo báo cáo của 



A.W. McCormick [15] năm 2003, tỉ lệ pneumococus kháng penicillin tăng nhanh ở Hoa 

kỳ, tác giả dự tính đến năm 2004, 41% pneumococcus sẽ đề kháng penicillin. Tỉ lệ vi 

trùng lao kháng thuốc tăng cao khiến phải dùng 4 thứ thuốc kết hợp để điều trị bệnh lao.  

1.2. Các phƣơng pháp phân tích định lƣợng β-lactam 

     1.2.1. Phương pháp quang học  

Phương pháp đo quang là phương pháp phân tích dựa trên tính chất quang học của 

chất cần phân tích như tính hấp thụ quang, tính phát quang… Các phương pháp này đơn 

giản, dễ tiến hành, thông dụng, được ứng dụng nhiều khi xác định β-lactam, đặc biệt 

trong dược phẩm. 

1.2.2. Phương pháp điện hóa 
Một số phương pháp điện hóa đã được ứng dụng để phân tích các β-lactam nhưng 

không phổ biến nhiều. Theo [26], Daniela P. Santos và cộng sự sử dụng sensor điện thế 

phân tích AMO, đạt giới hạn phát hiện 0,92 μM (0,39 mg/l) trong môi trường đệm axetat 

0,1M, pH= 5,2. 

1.2.3. Phương pháp điện di mao quản (Capillary electrophoresis - CE) 

Gần đây, phương pháp CE được sử dụng rộng rãi do tính chất ưu việt về hiệu quả 

tách cao, thời gian tách ngắn, lượng mẫu tiêu tốn ít. Phương pháp đã được ứng dụng để 

tách và xác định các kháng sinh β-lactam trong nhiều đối tượng mẫu khác nhau. 

1.2.4. Sắc ký bản mỏng ( TLC) 

Phương pháp này đơn giản và không yêu cầu thiết bị đặc biệt dùng để kiểm tra 

đánh giá sơ bộ các chất phân tích có tính ưu việt , tiến hành nhiều mẫu cùng một lúc song 

song  rất tiện lợi. Khi TLC được trang bị phần phát hiện là một máy đo quang có thể phân 

tích định tính và định lượng. Tuy nhiên phương pháp này chỉ dùng để định tính. 

1.2.5. Sắc ký lỏng hiệu năng cao ( HPLC) 

           Trong những năm gần đây, phương pháp HPLC đã đóng một vai trò vô cùng quan 

trọng trong việc tách và phân tích các chất trong mọi lĩnh vực khác nhau, nhất là lĩnh vực 

hoá dược, sinh hoá, hoá thực phẩm, nông hoá, hoá dầu, hoá học hợp chất thiên nhiên, 

phân tích môi trường,… đặc biệt là tách và phân tích lượng vết các chất. 

 

II. ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng, mục tiêu và nội dung nghiên cứu 

2.1.1. Đối tƣợng và mục tiêu nghiên cứu 

           Hiện nay, các chỉ tiêu về chất lượng, dư lượng các chất độc hại là một vấn đề cấp 

thiết đang được quan tâm. Trong đó, chỉ tiêu về dư lượng kháng sinh trong mẫu thuốc và 

mẫu sinh học là một mảng đề tài rất thực tế và quan trọng. Như chúng tôi đã đề cập trong 

bản luận văn này, vấn đề lạm dụng không đúng hàm lượng kháng sinh đem lại rất nhiều 

tác hại và ảnh hưởng đến sức khoẻ con người.  

Trong đề tài này, chất phân tích mà chúng tôi chọn để nghiên cứu là ampicillin 

(AMP), cephalexin (CEP), cefaclor (CEF) là các kháng sinh β - Lactam được sử dụng 

phổ biến hiện nay. 

2.1.2.  Nội dung nghiên cứu 
         Tập trung vào nghiên cứu các vấn đề sau:  

1. Tối ưu hóa các điều kiện để điều chế dẫn xuất giữa các chất phân tích và thuốc thử 

7-Fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD-F). 

- Chọn nhiệt độ của phản ứng dẫn xuất hóa. 

- Chọn thời gian của phản ứng dẫn xuất hóa. 



2. Tối ưu hóa điều kiện tách bằng phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao pha đảo sử 

dụng detector huỳnh quang (RP-HPLC). 

- Chọn bước sóng của detector 

- Chọn pha tĩnh 

- Tối ưu hoá pha động: pH, thành phần, tốc độ và các điều kiện khác,… 

3.   Điều kiện định lượng. 

- Khảo sát khoảng tuyến tính, giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng 

(LOQ) 

 - Độ đúng và độ lặp lại của phép đo 

 

4.    Phân tích mẫu thực, đánh giá khả năng áp dụng của phương pháp. 

 - Phân tích mẫu dược phẩm (mẫu thuốc) 

 - Phân tích mẫu sinh học (mẫu nước tiểu và mẫu máu) 

 - So sánh với một số phương pháp khác. 

 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu – Phƣơng pháp RP-HPLC 

 
Hình 2.1. Sơ đồ chức năng của thiết bị HPLC 

1.Bộ phận cấp dung môi (pha động) 2. Bơm cao áp 

3. Van bơm mẫu 4. Cột tách (pha tĩnh) 

5. Detector 6. Máy ghi tín hiệu 

7. Bơm mẫu tự động 8. Phần điều khiển, xử lý kết quả 

 

2.3. Kĩ thuật dẫn xuất hóa  các  β- Lactam với thuốc thử NBD-F 

        Như trên đã trình bày, detector huỳnh quang là một detector rất nhạy và có độ chọn 

lọc cao. Chính vì lí do này, kĩ thuật HPLC với detector huỳnh quang đang ngày càng 

được sử dụng rộng rãi trong phân tích lượng vết, nhất là trong phân tích các mẫu sinh 

học. Nhưng để sử dụng được kĩ thuật này, đòi hỏi chất phân tích  hay sản phẩm của chất 

phân tích với một chất khác phải có khả năng phát huỳnh quang. Trong thực tế, không có 

nhiều chất mà bản thân nó tự phát ra huỳnh quang. Các thuốc kháng sinh  - Lactam 

cũng là những chất không tự phát huỳnh quang. Để sử dụng được kĩ thuật này, chúng ta 

phải dẫn xuất hóa  nó với một chất khác. 

Theo [44], các tác nhân dẫn xuất hóa thường dùng là: 

 

 



                       Các tác nhân                         Phản ứng vào nhóm 

4-Bromomethyl-7-methoxycoumarin 

 

Carboxylic acids 

 

7-Fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-

diazole (NBD-F) 

 

Amines (bậc 1 và bậc 2) and thiols 

 

1-Dimethylaminonaphthalene-5-

sulfonyl chloride 

 

Amines (bậc 1) and phenols 

 

1-Dimethylaminonaphthalene-5-

sulfonyl hydrazine 

 

Carbonyls 

 

 

Trong bản  luận văn này, chúng tôi chọn tác nhân dẫn xuất hóa (thuốc thử) là: 

7-Fluoro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD-F). 

 Cơ chế phản ứng [43]:  

Các β- Lactam có nhóm amin bậc một có dạng công thức chung là R1- NH2 

R1- NH2 + NBD-F R1-NH-NBD + HF 

 

 
                                       (β- Lactam) 

   
  (NBD-F) 

 
                                                                                             

        Như vậy, tác nhân dẫn xuất hóa NBD-F sẽ tấn công và thế vào những β- Lactam có 

nhóm amin bậc một (-NH2). Cơ chế phản ứng rất đơn giản,  tuy nhiên cần phải khảo sát 

các điều kiện về nhiệt độ và thời gian để phản ứng đạt hiệu suất cao nhất.  

2.5. Cách tiến hành phản ứng:     

         Điều chế dẫn xuất giữa chất chuẩn β – lactam và thuốc thử NBD-F. 

          Hút 20  l dung dịch mỗi chất chuẩn nồng độ 100ppm và 60 l NBD-F 100ppm. 

Thực hiện phản ứng trong bình điều nhiệt ở một nhiệt độ và thời gian thích hợp. Dung 

dịch thu được đem pha loãng bằng dung môi là thành phần pha động đến một nồng độ 

xác định, sau đó đem phân tích trên HPLC với detector huỳnh quang.  

        Đối với mẫu Blank, làm tương tự như mẫu phân tích, nhưng không cho chất phân 

tích.  

 

IV.  KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Khảo sát các điều kiện tạo dẫn xuất giữa β - Lactam và thuốc thử NBD-F 



3.1.1. Khảo sát nhiệt độ phản ứng dẫn xuất hóa 

         Nhiệt độ dẫn xuất hóa là một yếu tố rất quan trọng. Nhiệt độ thích hợp, chất phân 

tích phản ứng hoàn toàn với thuốc thử, làm cho kết quả của phép phân tích chính xác 

hơn. Trong phản ứng của chất phân tích với thuốc thử NBD-F, tham khảo các tài liệu 

trong nước và trên thế giới, chúng tôi tiến hành khảo sát nhiệt độ từ 50
0
C đến 80

0
C. Điều 

kiện chạy sắc ký là:  bước sóng kích thích Ex = 470nm, bước sóng phát xạ Em = 530nm, 

thể tích vòng mẫu V =20 l, vận tốc pha động v= 1ml/phút. Cột Supelcosil RP-C18, đệm 

acetat 10mM (pH=4,5), ACN/MeOH/ đệm = 25/25/50, thu được các kết quả như sau: 
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 Hình 3.2 . Đồ thị  sự phụ thuộc  S píc vào nhiệt độ phản ứng 

(Ex=470nm, Em=530nm, V=20  l, v= 1ml/phút. Cột  RP-C18, đệm acetat 10mM 

(pH=4,5), ACN/MeOH/ đệm = 25/25/50) 

 

3.1.2. Khảo sát thời gian  phản ứng dẫn xuất hóa 

        Thời gian  của phản ứng dẫn xuất hóa cũng là một yếu tố rất quan trọng ảnh hưởng 

tới  hiệu suất phản ứng. Thời gian thích hợp, phản ứng xảy ra hoàn toàn, kết quả của phân 

tích chính xác hơn. Trong phản ứng này, chúng tôi tiến hành khảo sát thời gian phản ứng 

từ 8 phút đến 15 phút. Điều kiện chạy sắc ký như trên, nhiệt độ dẫn xuất hóa là 70
0
C và 

thu được kết quả như sau: 
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 Hình 3.4. Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc Spíc vào thời gian phản ứng 



(ACN/MeOH/đệm Acetat = 25/25/50. Tốc độ 1ml/phút. Nồng độ đệm 10mM, pH=4,5; 

Ex=470nm; Em=530nm) 

 

3.2. Khảo sát các điều kiện chạy sắc ký 

3.2.1. Chọn bƣớc sóng của detector 

Ex=470nm, Em=530nm 

3.2.2. Chọn thể tích vòng mẫu (sample loop) 

V=20ml 

3.2.3. Chọn pha tĩnh 

Côṭ c18 

3.4.1. pH dung dịch đệm 
       Ảnh hưởng của pH có ý nghĩa rất lớn đối với trao đổi ion và trao đổi cặp . Với các 

kháng sinh họ β - Lactam có pKa nằm trong khoảng 2,6-2,8 là các  chất có  tính axit yếu , 

phức của nó với NBD -F cũng mang tính axit , do đó việc sử dụng dung dịch đệm có tính 

axit thường thu được các píc sắc ký rõ nét . Vì thế, chúng tôi chọn chọn và khảo sát thành 

phần dung dịch đệm CH3COOH/CH3COONa có nồng độ 10mM với khoảng pH thay đổi 

từ 4,0 – 5,5. Kết quả thu được như sau: 
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3.4.2. Tỉ lệ thành phần pha động 

         Tỉ lệ thành phần dung môi tạo ra pha động có ảnh hưởng đến quá trình rửa giải các 

chất mẫu ra khỏi cột tách. Khi tỉ lệ thành phần pha động thay đổi thì lực rửa giải của pha 

động thay đổi, tức là làm thay đổi thời gian lưu của chất phân tích ra khỏi cột và do đó 

làm thay đổi hệ số dung tích của chất phân tích.  

         Để có được một tỉ lệ thành phần pha động phù hợp cần tiến hành khảo sát với các tỉ 

lệ khác nhau. Với thành phần pha động đã lựa chọn gồm dung dịch đệm acetat 10mM, 

pH = 5,0; dung môi ACN và MeOH.  

3.4.3. Nồng độ đệm acetat của pha động 

        Với các điều kiện đã lựa chọn, chúng tôi tiến hành khảo sát nồng độ dung dịch đệm 

acetat để có một thành phần pha động ổn định và cho hiệu quả sắc ký cao. Nồng độ dung 

dịch đệm được lựa chọn khảo sát trong khoảng 8-15mM. Nồng độ chất phân tích là 

10ppm. Sau khi chạy sắc kí thu được kết quả sau: 



 

Bảng 3.9. Diện tích píc chất phân tích tại nồng độ đệm khác nhau 

C (mM) 
S píc (mAu.s) 

CEP CEF AMP 

8 5002346 5287564 5812064 

10 6210682 7012650 8313428 

12 6012578 6816423 7813468 

15 5841326 6011986 7280256 

       (ACN/MeOH/ đệm= 25/25/50. Tốc độ 1ml/phút, pH=5,0) 

          

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 HPLC sử dụng detector huỳnh quang. 

Chúng tôi chỉ dẫn xuất hóa được các β - Lactam có nhóm amin bậc một và  so sánh với 

phương pháp điện di mao quản, phương pháp điện hoá, phương pháp HPLC sử dụng 

detector uv-vis trong mẫu dược phẩm, mẫu nước tiểu. Phương pháp còn có thể được mở 

rộng phân tích trong những dạng nền mẫu khác nhau ví dụ như: mẫu thực phẩm, mẫu 

sữa,… và các mẫu môi trường như: nước thải bệnh viện, nước thải trại chăn nuôi gia 

súc... Hay tìm ra kĩ thuật dẫn xuất hóa các β - Lactam không có nhóm amin bậc một với 

thuốc thử NBD-F. Vì vậy rất cần có những nghiên cứu tiếp theo để phát triển phương 

pháp áp dụng vào thực tiễn hơn. 

 

V. KẾT LUẬN 

Qua cơ sở nghiên cứu các điều kiện thực nghiệm, với mục đích ứng dụng phương 

pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao  sử dung detector huỳnh quang để tách và xác định các 

kháng sinh CEP, CEF, AMP  trong mẫu sinh học (mẫu nước tiểu, mẫu máu) và dược 

phẩm, chúng tôi thu được kết quả như sau: 

         Khảo sát và chọn đƣợc thông số tối ƣu cho phản ứng dẫn xuất hóa và quá 

trình chạy sắc ký: 

1. Các điều kiện tối ưu của phản ứng  dẫn xuất hóa là:  

- Nhiệt độ phản ứng là : 70
0
C. 

- Thời gian dẫn xuất hóa là : 12 phút. 

2. Điều kiện tối ưu để tách sắc ký các dâñ xuất β - Lactam như sau: 

- Pha tĩnh: Cột Supelcosil RP-C18 với kích thước hạt nhồi 5 m của hãng Sulpenco-

Autralia 

- Pha động:  

+ pH = 5,0 

+ Tỷ lệ ACN/MeOH/đệm là 25/25/50 

+ Nồng độ đệm 10mM 

+ Tốc độ 1ml/phút 



+ Chạy đẳng dòng 

+ Thể tích mẫu 20  l 

+ Detector huỳnh quang. Bước sóng kích thích là Ex=470nm,  bước sóng phát 

xạ  Em=530nm. 

       Đánh giá phƣơng pháp phân tích: 
- Xây dựng đường chuẩn các kháng sinh trong khoảng 0,05ppm đến 2,00ppm, hệ 

số tương quan các đường chuẩn R
2
 > 0,99 

- Giới hạn phát hiện LOD của các kháng sinh từ 0,009ppm đến 0,013ppm. Giới 

hạn định lượng LOQ từ 0,029ppm đến 0,044ppm. 

- Độ chính xác ở các nồng độ 0,15ppm; 0,40ppm; 0,80ppm nằm trong khoảng 

0,10% – 6,83 %. 

- Hệ số biến động ở các nồng độ 0,15ppm; 0,40ppm; 0,80ppm nằm trong khoảng 

0,65% - 4,75%. 

       Phân tích hàm lƣợng kháng sinh trong mẫu thuốc, nƣớc tiểu và mẫu máu 

   Cách xử lí mẫu tiến hành đơn giản, không phải làm giàu, hiêụ suất thu hồi là khá cao: 

 - Với mẫu thuốc: hiệu suất thu hồi đạt được từ 99,00% đến 106,00%. 

 - Với mẫu nước tiểu: hiệu suất thu hồi từ  96,00% tới 99,50%. 

      - Với mẫu máu: hiệu suất thu hồi là 93,50%. 
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