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SUMMARY

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CLORAMPHENICOL AND TINIDAZOL
IN MILK POWDER BY STRIPPING VOLTAMMETRY METHOD USING
MODIFIED ELECTROD WITH MnO2/GO COMPOSITE MATERIAL

Graphene oxide (GO) was first synthesized by the improved Hummers W.S. method. It was then
modified with manganese dioxide (MnQO-) to obtain MnO2/GO composite material by chemical method.
The parameters in the linear scanning adsorptive cathodic stripping voltammetry method (LS-AdCSV)
include the amount of material, the accumulation potential and time, the potential sweep rate, and the
influence of some organics and inorganics on the peak current of chloramphenicol (CAP) and
tinidazole (TNZ), respectively. Under optimised conditions, the simultaneous determination of CAP and
TNZ using the MnO/ERGO/Naf/GCE sensor shows a linear concentration range from 1.0 to 20 uM,
with detection limits of 1.50 M and 2.24 uM. Furthermore, the proposed method was successfully
applied for the simultaneous determination of CAP and TNZ in milk powder samples.

Keywords: Simultaneous determination of CAP and TNZ, LS-AdCSV, MnO2/GO composite materials.

1. PAT VAN PE st dung trong diéu tri nhiém trichomonas la
Chloramphenicol c¢6 hiéu qua chéng lai vi tinidazole [10].

khuan phd rong trén dong vat san xuét ra thyuc Nhiéu phuong phap phan tich hién dai di dwoc
phim. Pdng thoi ciing 1a mot chét thuc diy phat trién dé phan tich CAP va TNZ trong
tang truong ¢ dong vat [16]. Hon nita, CAP duge phdm va thyc phim. Hién nay, cdc
con duoc sir dung trong thude nude nhd mét va phuong phap nhu sdc ky 16ng hiéu ning cao
thubc md tra méat dé diéu tri viém két mac. gheép khoi ph?) (HPLC-MS/MS), QAP [711] va
Tinidazole 13 mot loai thudc chdng ky sinh TNZ [15]. Sac ky léng ghép khoi pho (LC-
trang va dugc s dung chdng lai cac bénh MS/MS), CAP [9] va TNZ [6]. Phuong phap

phan tich quang phd, CAP [2] va TNZ [5].
Trong nhitng nim gan day, phuong phap dién
hoa di hoan thién va phat trién. Trong do, cam
bién dién hoa dua trén vat liéu composite giita
mangan dioxit (MnO,) va mét s dang cua

nhiém trung do dong vat nguyén sinh [14]. Mat
khac, nhirng bénh nhan nhiém trichomonas tao
didu kién thuan lgi cho viéc lay nhidm HIV.
Mot trong nhiing loai thudc phd bién nhat dugc
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graphen 4 rat c6 tiém ning duoc sir dung dé
bién tinh dién cyc glassy carbon xac dinh dong
thoi dopamine va uric acid [7], khdng nguyén
gdy ung thu [1] va chat mau thyc pham,
Rhodamine B [4].

Trong bai béo nay, chiing ti nghién ctu tong
hop vat liéu composite gita MnO; dang bong
va GO (MnO2/GO). Vit liéu composite dugc
st dung dé bién tinh dién cyc than thuy tinh
(GCE) bing phuong phap nho giot. Sau khi
bién tinh, vat liéu duoc khir bang phuong phap
dién héa thanh MnO2/ERGO. Cac nghién cuu
anh huong dén tin hiéu do ciia CAP va TNZ va
xac dinh dong thoi CAP va TNZ trong mau
sira bot duoc thyc hién bang phwong phép von-
ampe hoa tan catot hip phu quét thé tuyén tinh
(LS-AdCSV).

2. THUC NGHIEM

2.1. Héa chit va thiét bi

Bot Graphit bot (¢ < 20 pm, Sigma-Aldrich,
USA), H2SO4 98%, HsPO.) 85%, HCI 36%,
(Merck, buac), KMnO, (Scharlau,Tdy Ban
Nha), MnS0O,.4H,0, NaOH (Trung Quéc) va
chat chuan CAP va TNZ caa Vién kiém
nghiém thudc Trung wong, B Y té, Vit Nam.
May phan tich dién héa CPA-HHS5, Viét Nam.
LC-MS/MS, SCIEX Triple Quad 5500+QTrap
(My).

2.2. Qua trinh thi nghiém

2.2.1. Qud trinh téng hop graphen oxit va vit
liéu composite MnO2/GO

Graphen oxit (GO) duoc téng hop theo Tour
J.M. va cong su [8]. Sau do, can chinh xac 100
mg GO va duogc phéan tan trong 100 mL nuéc
cit va siéu am trong 2 gid ¢ 50 °C. Vit ligu
composite MnO2/GO duoc tong hop nhu sau:
can 50 mg GO cho vao cbc thay tinh chira 50
mL nudc cat va siéu am trong 2 gio. Tiép theo,
can chinh xac 16,7 mg MnS04.4H,0 va hoa
tan trong 10 mL nudc cAt. Sau do, tron hai
dung dich GO va Mn(ll) va khudy vai téc do
500 vong/phat. Chuan bi 50 mL dung dich
chta 7,9 mg KMnO4 va thém tir te dung dich
KMnO4 vao hon hop GO va Mn(II) dang duoc
khudy tron ¢ nhiét do phong. Cubi cung, dung
dich hdn hop tiép tuc dwoc khudy tron trong 6
gio. Vat lieu MnO; duoc téng hop twong tu,
nhung khong c¢6 GO [13]. Cubi cling, cac vat
ligu dugc sdy ¢ 60 °C trong 24 gio.
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Céc dung dich duoc st dung bién tinh dién cuc
déu c6 nong 6 1 mg/mL va co tron Nafion
0,5%.

2.2.2. Qua trinh bién tinh dién cuc

bién cyc than thuy tinh (¢ = 2,8 mm) dugc lam
sach mot cach can than bang bot Al,O3 0,10
pum, 0,05 um. Sau d6 dugc ria bang ruou
etylic va nudc cat mot vai lan trong bé siéu am
va lam khé ¢ nhiét @6 phong. 1 mL dung dich
huyén phu cua vat liéu MnO,/GO trudc khi sir
dung dé bién tinh dwoc thém 10 pL Nafion 5 %
va tién hanh siéu am trong 10 phat. Tiép theo,
5,0 uL hdn hop dugc nho giot 1én bé mat GCE
dd duoc 1am sach va lam kho dudi dén hong
ngoai. Sau do, dua vao té bao dién héa chua
10,0 mL dung dich dém phot phat 0,1 M (pH
7,0) gdm ba dién cuc va tién hanh khi GO
bang phuong phap dién hoa tai thé khong doi
la 1,5 V so vai dién cuc Ag.AgCLKCI 3 M
trong thoi gian 120 s [3]. Cac dién cuc bién
tinh khac dé so sanh duoc tién hanh twong tu.
2.2.3. Qud trinh do di¢n hbéa

Tét ca cac phép do dién hoa duoc thuc hién
trén thiét bi CPA-HH5 (Viét Nam). Té bao
dién héa bao gom ba dién cyc: Pién cuc GC
hoac/va dién cuc bién tinh trén nén GCE, soi
platinum va dién cuc Ag/AgCI/KCl 3 M duoc
sur dung 1a cac dién cuc lam viéc, dién cuc doi
va dién cuc so sanh. Dung dich nghién ctu dé
xac dinh dong thoi CAP va TNZ chira HCIO,
1,8 M véi  dién  cuc  bién  tinh
MnO2/ERGO/Naf/GCE.

Cac diéu kién thi nghiém ciia phuong phap LS-
AdCSV: khoang quét thé tir +0,2 V dén -1,2 V,
tdc do quét thé (v): 200 mV/s, thé 1am gidu (Eac):
+0,2 V, thoi gian 1am giau (tacc): 30 s va thoi gian
nghi (trest): 5.

2.2.4. Chudn bi mdu sita bgt

Mau sira bot dugc chuan bi theo [12], [17] theo
cac bude nhu sau: cin chinh xac m (g) mau
sira bot cho vao dng ly thm 50 mL chira 10 mL
nudc cat va tron déu (Vortex) trong 1 phut,
Tiép theo, thém 2,0 mL trichloroacetic axit
(20%) dé két tua protein va tron trong 3 pht.
Sau d6, tién hanh ly tim 4000 vong/phut. Phan
dung dich duogc ldy ra va thém 10 mL
ethylacetate va thyc hién ky thuat chiét long —
long CAP va TNZ, lap lai qua trinh nay 5 lan,
Lay chinh xac dich chiét ethylacetate dem dudi



bang khi N, cho dén khd. Cubi cung, hoa tan
bang mot thé tich chinh xac nudc cat am (goi
la dung dich phan tich) va dwgc xac dinh ndng
d6 CAP va TNZ bang phuong phap LS-
AdCSV dung dién cyc bién tinh vai vat ligu
composite MnO2/GO/Naf va phuong phép sic
ky long ghép hai l1an khdi phé (LC-MS/MS).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Khao sat anh hwéng caa khéi lwgng vat
lieu MnO2/GO/Naf

Khéi lwong vat lieu MnO2/GO/Naf ding dé
bién tinh dién cuc GC anh huong dang ké dén
dién tich hiéu dung cua bé mat dién cuc lam
viéc, 4o day va do dan dién cua mang vat liéu
va do d6, anh huong dén dong dinh hoa tan cua
CAP va TNZ. Thé tich huyén pha
MnO,/GO/Naf 1,0 mg/mL tir 1,0 uL dén 10,0
pL (twong ung tir 1,0 mg dén 10,0 mg) dugc
nhé giot 1&n bé miat GCE da duoc lam sach va
say khd. Sau d6, rira dién cuc bang nudc cat
hai lan va chuyén vao té bao dién hoa.
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Hinh 1. Si bién thién lpc ciia CAP va TNZ vao
khoi lirong MnO./GO/Naf (A) va cdc dwong
LS-AdCSV (B).

Piéu kién thi nghiém (PKTN): Eacc = +0,100
V, tace = 30S, trest =5 'S, @= 1000 vong/phat,
khodng quét thé +0,100 V to —1,200 V, pH =
1,8 and CTNZ = CCAP = 1,0X10_5 M.

Nhu két qua ¢ hinh 1 cho thdy, khi ting thé
tich tir 1,0 pL dén 5,0 pL thi dong dinh catot
(Irc) cia CAP va TNZ déu ting. Nhung, tiép
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tuc ting thé tich cua vat liéu dong nghia véi bé
day ciing ting va do d6, giam do dan dién va
han ché qué trinh chuyén khéi dan dén su trao
ddi dién tir trén bé mat cua dién cuc bién tinh
khong thuan lgi. Vi vay, thé tich 5,0 pL vat
liéu MnO,/GO/Naf 1,0 mg/mL dugc lya chon
cho cac nghién ctu tiép theo.

3.2. Anh hwéng cia thé va thoi gian lam
giau

Thé 1am giau (Eacc, V) anh huong nhiéu dén tin
hiéu hoa tan (Ipc) va su xuat hién hay mat peak
hoa tan cua chat phan tich. Qua hinh 2.A nhan
thdy, giam dan Ea tir +0,4 V dén +0,2 V thi
Ipc cia CAP va TNZ déu tang dan va dat cuc
dai tai Eacc = +0,2 V. Néu tiép tuc giam Eac thi
Ipc déu giam dan. Riéng ddi véi TNZ khi Eace
am hon -0,1 V, peak cua TNZ khdng xuat
hién, trong khi d6, peak cia CAP giam dang ké
va peak hoa tan ¢ tin hiéu rat thap tai Eacc = —
0,4 V. Vi vay, thé Eac 12 +0,2 V Ia thich hop.
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Hinh 2. S bién thién Ipc.ts (A) ciia CAP va
TNZ theo thé (A) va theo thoi gian (B) lam
giau. PKTN: nhw ¢ hinh 1, (n = 5)

Tiép theo, tién hanh khao sat thoi gian lam
giau (tace, 8) tir 5 s dén 180 s (hinh 2.B). Gia tri
Ipc cia TNZ va CAP ting manh tir 5 s dén 60 s
va giita lpc VA tag tang rat tuyén tinh. Nhung
khi tiép tuc ting tag tir 75 s dén 120 s thi Ipc
tang kha cham va I6n hon 120 s, lpc gan nhu
khong thay d6i dang ké. Khi tac cang ting



ddng nghia v6i viée ting lwong chat duge lam
gidu trén bé mat dién cuc lam viée co thé dan
dén sy bao hoa chat phan tich (CAP va TNZ).
Song, dé giam thoi gian phéan tich va thuan loi
cho qué trinh phan tich, tac 1a 30 s la duoc lva
chon.

3.3. Anh hwéng cia téc dd quét thé caa
phwong phap LS-AdCSV

Mot trong nhitng uu diém ciia ky thuat quét thé
tuyén tinh 1a c6 kha nang quét thé ¢ toc do cao
va lam giam thoi gian phan tich mau thuc té.
Tbc d6 quét thé dugc nghién cau tir 0,025 V/s
dén 0,300 V/s.

Két qua cho thay rang, khi toc d6 quét thé cang
tang, thé dinh hoa tan chuyén dan vé phia am
hon. Thé dinh hoa tan (Epc) giam tuyén tinh va
cuong d6 dong dinh hoa tan (Ipc) ting tuyén
tinh. Khi ting tbc d6 quét thé, tin hiéu phan
chén gifra hai dinh hoa tan cang tang cao. Tai
tbc do quét thé 0,2 V/s su tach dinh hoa tan véi
AEpc: +0,139 V 14 16n nhat va Ipc clia CAP va
TNZ lan luot 12 -0,4194 mA va -0,4376 mA
v6i do léch chuan tuong di 1a 2,22 % va 2,29
%, (n = 3). Chinh vi vay, tc d6 quét thé trong
phuong phap LS-AdCSV 14 0,2 V/s dugc lya
chon cho céc thi nghiém tiép theo.

3.4. Anh hwéng cia c4c chit can tré

Mot sb hop chat khang sinh nhu: tetracycline
(TET) va doxycycline (DOX), ciprofloxacin
(CIP), amoxicillin (AMO) va cac hop chat
khac la paracetamol (PAR), axit ascorbic
(AA), glucose (Glu) ciing dugc nghién ciru anh
huong. Dong dinh hoa tan cia CAP va TNZ bj
anh huong dang ké déi TET, PAR va AA Vi
sai sb twong dbi xap xi 10 %. Didu nay c6 thé
cho ring trong madi trudng axit (pH 1,8) phan
tir ciia céc chat da bi proton hoa tai cac nhom
amine va do d6, tuong tac kha manh véi vat
lieu MnO2/ERGO duoc bién tinh trén dién cuc
GC. Chinh vi vay, trong giai doan lam giau cac
phan tir nay da chiém céc vi tri 1am giau qua
tuong tac tinh dién, lién két hydro va tuong tac
-7t gitra cac chat anh huong va ERGO/GCE.
Anh huéng cua cac ion kim loai va cac mudi
v0 co ciing da dugc khao sat dén viéc xac dinh
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ddng thoi hai chat CAP va TNZ. Cac mudi
CaCly, K,SO4 va NaCl anh huong d6i Voi
TNZ hon so véi CAP. Song, véi ty 1¢ Ion gap
40 lan thi gia tri sai s6 twong ddi chi nho hon
hoic bang 10 %. Ddi vai cac ion kim loai AP,
Pb%* va Zn?* voi nong do gap 10 lan la anh
huong khong dang ké. Sy anh huéng cua céc
ion kim loai c6 thé dugc giai thich 1a do kha
ning di chuyén nhanh dén bé mat dién cuc va
cling nhu cac hop chét hitu co s& chiém céc vi
tri 1am giau trén bé mat dién cuc

3.5. P lap lai va dé tai l3p cia dién cuc bién
tinh

Do lap lai va do tai lap cua dién cuc bién tinh
MnO,/ERGO/Naf/GCE ciing dugc nghién ctu
V6i viéc tién hanh sau 15 1an do lién tiép, mdi
1an cach nhau 30 phdt, mi lan do 1ap lai sau
lan (n = 6) va bo lan do dau tién. Két qua cho
thdy, & hai lan do thtr nhat va thir hai cac gia tri
Ipc cia CAP va TNZ déu léch ra khoi giGi han
u + 3c va do do, trong tat ca cac thi nghiém
V6i dién cuc bién tinh méi can thiét phai loai
bo hai lan do dau tién (n = 12). Trong khi tur
lan do thir 03 dén lan do thw 15 tat ca céc gia
tri riéng 1é (xi) déu nam trong khoang tir p +
36 dn p — 3o, tic 14 nim trong xac suét tin
cay 95 % (p = 0,05), hinh 3.

Ngoai ra, dé kiém tra d6 tai lap cua dién cuc,
nam dién cuc bién tinh duoc chuan bi tuong tu
nhau trong dung dich HCIO,4 pH 1,8 chira CAP
va TNZ 105 M, mdi lan do 05 1an lién tuc (b6
02 lan do dau tién) va trong mdi lan do 1ap lai
06 lan. Két qua gia tri do léch chuin twong ddi
(RSD) cuia nam dién cuc khac nhau lan luot
d6i v6i CAP 1a 4,56% (n = 75) va TNZ la
6,13% (n = 75). Diéu nay cho thiy do hoi phuc
cua dién cyc bién tinh MnO2/ERGO/Naf/GCE
la rat tt.

Nhu vay, d6 lap lai va do tai lap caa cac gia tri
Ipc d6i voi CAP va TNZ la hoan toan chap
nhan duoc.
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Hinh 3. Gid tr lpc ciia CAP (A) va TNZ (B)
sau cac lan do Igp lai khac nhau (n = 6) va sau
15 lan do trén ciing mét dién cuc bién tinh.
DKTN: Egee = 10,200V, tace = 308, tret =5 S, @
= 1000 vong/phiit, khodng quét thé tir +0,200 V
dén—1,200V, pH = 1,8 and Cryz = Ccap =
1,0x107 M. (n & truc hoanh la s6 lan do)

3.6. Khoang tuyén tinh va giéi han phat hign
Khoang tuyén tinh cua phuong phap LS-
AdCSV duoc thuc hién trén nén mau that. Mau
sita bot sau khi dugc chiét biang dung moi
ethylacetat phan dung dich nudc dugc tién
hanh loc qua mang loc 0,45 um dé thu dung
dich mau tring. Dung dich nghién ciu duoc
chuan bj nhu sau: 1dy chinh x4c 5,0 mL dung
dich mau trang, diéu chinh v& pH 1,8 bing
HCIO4 0,25 M va thém nu6c cat cho vira du 10
mL. Sau d6, thém chuan dung dich chuan CAP
0,001 M va TNZ 0,001 M sao cho ndng do
trong té bao dién hoa tir 1,0 uM dén 20 uM
(hinh 4). Tu tin hiéu hoa tan (lec), xay dung
phuong trinh hdi quy tuyén tinh biéu dién su
phu thudc giita Ipc va nong do cua CAP va

TNZ thu dugc cac phuong trinh (1) va (2).
CAP: lpc (MA) = (-0,0978 + 0,0370) + (-
0,0711 + 0,0035) C (uM),

r=0,9967, LOD = 1,50 uM (1)

TNZ: lpc (MA) = (-0,0560 + 0,0389) + (-
0,0499 + 0,0036) C (uM),

r=9,9927, LOD = 2,24 uM (2)

Vi giGi han phat hién (LOD) la kha thap, cho
thdy c6 thé ap dung phuong phap LS-AdCSV
dung dién cuc bién tinh véi vat liéu composite
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MnO,/GO/Naf dé phan tich dong thoi CAP va
TNZ trong mot s mau méi truong va sinh pham.
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-1.54
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I (MA)

254
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Hinh 4. Cde dirong LS-AdCSV ciia CAP (A) va
TNZ (B) va cdc dwong héi quy tuyén tinh biéu
dién tiong quan giira lpc Va nong dé tir 1,0 dén
20,0 M. DKTN: nhw hinh 3

3.7. Phan tich miu that

Cac mau sira bot la cac loai dang luu hanh &
Thanh phé Hué, tinh Thira Thién Hué. Mau
dugc xur ly nhu da trinh bay & muc 2.2.4. CAP
va TNZ duogc dinh bang phuong phap thém
chuin. Céc mau duogc ky hiéu nhu sau: Sira bot
Similac, ngay san xuit 21/05/2021, ngay hét
han: 11/05/2023 (ky hiéu M1). Sira bot
Enfagrow, ngay san xuit 09/04/2021, ngay hét
han: 09/04/2023 (ky hiéu M2). Sira bot
Frisolac Gold, ngay san xuat 03/02/2021, ngay
hét han: 03/02/2023 (ky hiéu M3). Két qua
phén tich dugc chi ra & bang 1.

Qua bang 1 cho thay, ham luong CAP va TNZ
trong cac mau sita bot nghién ctru déu rat thip
va nho hon LOD. Dya vao sai s6 tuong dbi va
két qua phan tich bing phwong phap LC-
MS/MS trong ba mau that thém chuan so sanh
vGi phuong phap LS-AJCSV dung dién cuc
bién tinh véi MnO./GO/Naf la khac nhau
khong dang ké. Mic khac, trong Quy chuin
Viét Nam cia Bo Y té khong quy dinh vé CAP
va TNZ trong sira bot, song két qua phan nao
dong gop cho viée xac dinh dong thoi CAP va
TNZ trong mét s6 déi twong khac.



4. KET LUAN

Trén co s& su dung phuong phap LS-AdCSV
dung dién cuc bién tinh vai vat liéu composite
MnO2/ERGO/Naf trén dién cyc than thay tinh
da tién hanh nghién ctu anh huong caa mot sb
thong sé dén tin hiéu hoa tan caa CAP VaTNZ
va cling da danh gia duoc do tin cay cua
phuong phip LS-AdCSV théng qua cac dai
luong thong ké. Két qua ap dung phuong phap
LS-AdCSV st dung dién cuc bién tinh
MnO,/ERGO/Naf/GCE cho thay don gian,
nhanh chéng, it ton kém va co do nhay cao dé

xac dinh ddng thoi CAP va TNZ. Thém vao
d6, qua két qua phan tich ba mau sira bot cho
thdy phuong phap LS-AdCSV Ia rat c6 tiém
niang dé phan tich dong thoi CAP va TNZ
trong mot sé mau méi truong, sinh pham va
c4c san pham dugc dang luwu hanh trén thi
truong.

Loi cam on: Nghién ctu nay duogc tai tro boi
Quy Phat trién khoa hoc va cong nghé Qudc
gia (NAFOSTED) trong dé tai ma s6 104.04-
2020.54.

Bang 1. Két qua phan tich ham heong CAP va TNZ trong ba mau siza bét va danh gid dé tin cdy cua

phuong phap LS-AdCSV
L, Ham Rev (%) @ LC-MS/MS
a s (D) sz (0)
Ky EIQU lqung Crhem Ctim thay (MM) CTimth?iy (HM) RE (%) ©®

mall @ (M)

CAP TNZ CAP TNZ CAP TNZ CAP TNZ
M1 <LOD 4,85 4,79 97,0 95,8 5,09 5,12 +18 +2,4
M2 <LOD 5 4,88 4,81 976 96,2 511 517 +2,2 +34
M3 <LOD 511 4,76 102,2 95,2 5,22 5,14 +4,4 +2,8

@: Ham lwong quy vé mau sira bot (ug/Kg), ®: Nong do thém vao dung dich phan tich, ©: Nong do tim thiy
trong dung dich phan tich sau khi thém, @: B¢ thu hdi (recovery); ©:sai s tuong dbi (Relative Error).
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