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MỞ ĐẦU 

1. Lý do chọn đề tài 

Trong xu thế công nghiệp hóa, hiện đại hóa nền kinh tế, cùng với sự phát 
triển nhanh dân số đã ảnh hưởng tiêu cực đến môi trường sống cũng như sức 
khỏe con người. Hiện nay, vệ sinh thực phẩm đang là vấn đề đặc biệt quan 
trọng trên thế giới cũng như nước ta. Theo thống kê của tổ chức y tế thế giới 
(WHO) ước tính có khoảng 600 triệu (10% dân số thế giới) bị mắc bệnh sau 
khi sử dụng thực phẩm ô nhiễm. Ở Việt Nam số vụ ngộ độc thực phẩm ngày 
càng tăng cao chủ yếu do thực phẩm nhiễm hóa chất như: thuốc bảo vệ thực vật 
và kháng sinh [1]. Dư lượng hóa chất không những gây ra các bệnh cấp tính mà 
còn là nguyên nhân của nhiều bệnh mạn tính và nan y như ung thư, tiểu đường, 
v.v… Vì thế, dư lượng hóa chất, đặc biệt là kháng sinh trong thực phẩm đang 
là vấn đề hết sức nghiêm trọng gây ra ô nhiễm môi trường và ảnh hưởng đến 
sức khỏe con người [2]. 

Kiểm soát hàm lượng kháng sinh là nhu cầu cấp bách để giải quyết tình 
trạng thực phẩm bẩn và ô nhiễm nguồn nước hiện nay. Trên thị trường hiện 
nay, một số bộ test nhanh kháng sinh sử dụng sắc ký miễn dịch cạnh tranh đã 
được phát triển, tuy nhiên nhược điểm của phương pháp này là giá thành cao 
và chỉ sử dụng để định tính, không có chức năng định lượng [3]. Để định lượng 
được kháng sinh, quá trình phân tích thường cần có phòng thí nghiệm với các 
trang thiết bị hiện đại, đắt tiền như thiết bị sắc ký lỏng cao áp, kỹ thuật enzyme 
– linked immunosorbent assay (ELISA). Các phương pháp thay thế có thể làm 
giảm chi phí phân tích như sử dụng phương pháp quang học (UV – Vis và 
huỳnh quang) dựa trên vật liệu nano kim loại plasmonic kết hợp với aptamer 
để định lượng kháng sinh. Tuy nhiên, gần đây các thiết bị so màu di động có 
thể đánh giá hàm lượng kháng sinh một cách nhanh chóng và chính xác, tương 
đương với các thiết bị trong phòng thí nghiệm. 

Dựa trên những cơ sở khoa học và lý do đã nêu trên, chúng tôi tiến hành 
thực hiện đề tài “Nghiên cứu chế tạo cảm biến nano vàng – aptamer và ứng 
dụng trong xác định hàm lượng kháng sinh”. Vật liệu nano kim loại vàng – 
aptamer được ứng dụng vào việc phát hiện hàm lượng kháng sinh được nghiên 
cứu nhằm mục đích định lượng được hàm lượng kháng sinh trong thực phẩm, 
không những giảm nguy cơ bệnh tật cho người tiêu dùng mà còn đảm bảo được 
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giá trị hàng hóa, nâng cao uy tín sản phẩm. Thêm nữa, các thiết bị di động có 
thể giúp đánh giá nhanh chóng hàm lượng kháng sinh tại hiện trường mà không 
cần các chuyên gia có trình độ chuyên môn cao. 

2. Mục đích nghiên cứu 

 Mục đích tổng quát 

- Chế tạo thành công hệ cảm biến nano vàng – aptamer 

- Định lượng được hàm lượng kháng sinh có trong thực phẩm với độ chọn 
lọc và độ chính xác thích hợp. 

 Mục đích cụ thể 

- Tổng hợp thành công nano vàng với kích thước 10 – 20 nm. 

- Chế tạo và phát triển thành công hệ cảm biến nano vàng – aptamer ổn 
định, tối ưu và có khả năng tương tác với kháng sinh tốt nhất. 

- Hệ cảm biến có khả năng phân tích chọn lọc kháng sinh và xác định được 
hàm lượng kháng sinh trong mẫu thật. 

- Nghiên cứu so sánh cảm biến kháng sinh sử dụng thiết bị so màu di dộng 
và cảm biến so màu sử dụng thiết bị đo UV – Vis. 

3. Nội dung nghiên cứu 

Đề tài nghiên cứu gồm 4 nội dung chính: 

- Tổng hợp và đánh giá cấu trúc vật liệu nano vàng (AuNPs). 

- Khảo sát các điều kiện tổng hợp hệ cảm biến nano vàng – aptamer 
(AuNPs/Apt) và đánh giá cấu trúc vật liệu. 

- Xây dựng đường chuẩn định lượng kháng sinh và xác định giá trị giới 
hạn phân tích trên thiết bị so màu di động và thiết bị UV – Vis. 

- Nghiên cứu định lượng kháng sinh trên mẫu thật trên thiết bị so màu di 
động và thiết bị UV – Vis. 

4. Cơ sở khoa học và tính thực tiễn của đề tài 

Tình trạng dư lượng kháng sinh trong sản phẩm như sữa, thịt, hải sản trong 
nước và xuất khẩu của nước ta đang trong tình trạng báo động. Dư lượng kháng 
sinh ảnh hưởng nghiêm trọng đến cuộc sống, đến sức khỏe con người. Là nguồn 
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cội của căn bệnh kháng kháng sinh, là một trong những vấn đề cấp thiết của thế 
giới nói chung và Việt Nam nói riêng. Dư lượng kháng sinh trong thực phẩm 
không chỉ gây ảnh hưởng đến sức khỏe còn gây thiệt hại về kinh tế, nhiều lô 
hàng thủy hải sản xuất khẩu của nước ta bị trả về do phát hiện dư lượng kháng 
sinh vượt quá mức tiêu chuẩn cho phép, gây thiệt hại lớn về mặt kinh tế.  

Trong những thập kỹ qua, rất nhiều phương pháp phát hiện dư lượng 
kháng sinh đã phát triển: sắc ký lỏng hiệu năng cao, sắc ký khí và xét nghiệm 
miễn dịch,…Tuy nhiên, những phương pháp trên đòi hỏi phải có chuyên viên 
kỹ thuật, sử dụng các thiết bị phức tạp, chi phí cao và mất nhiều thời gian. Do 
đó, việc phát triển phương pháp phát hiện dư lượng kháng sinh trong thực phẩm 
và môi trường hiệu quả, đơn giản và nhanh chóng là một điều cần thiết.  

Sự kết hợp giữa các hạt nano vàng và aptamer tạo ra một hệ cảm biến so 
màu nhận dạng kháng sinh bằng quang học đã được phát triển rộng rãi. Sự thay 
đổi màu sắc của hệ cảm biến được xác định bằng cách thu thập các tín hiệu phát 
xạ và định lượng bằng phương pháp sử dụng máy đo quang phổ UV – Vis. Bên 
cạnh đó phương pháp phương pháp phân tích màu có thể sử dụng các thiết bị 
so màu di động được phát triển để phân tích các chỉ số màu red, green, blue. Vì 
thế mà loại aptasensor này phù hợp hơn cho các thí nghiệm có tính ứng dụng 
tại chỗ, cũng như hỗ trợ cho việc kiểm tra định kỳ đơn giản và nhanh chóng. 

5. Những đóng góp của luận văn 

Kết quả của luận văn đã đóng góp vào các công trình nghiên cứu phát hiện 
hàm lượng kháng sinh. Hệ cảm biến so màu dựa trên vật liệu nano vàng – 
aptamer có khả năng tương tác tốt với kháng sinh ampicillin.  

Hệ cảm biến nano vàng – aptamer được phân tích đầy đủ các tính chất hóa 
lý, độ bền của hệ. Kết quả cho thấy nghiên cứu có độ tin cậy cao. 

Kết quả của nghiên cứu cho thấy khả năng định lượng kháng sinh 
ampicillin trong thực phẩm. 

Đồng thời, phương pháp so màu được thiết kế trên thiết bị so màu di động 
được ứng dụng và mang lại tiềm năng phát triển cảm biến di động, thuận tiện 
cho việc phát hiện kháng sinh nhanh chóng.  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. TÌNH TRẠNG DƯ LƯỢNG KHÁNG SINH HIỆN NAY 

1.1.1. Khái niệm kháng sinh 

Kháng sinh (antibiotics) còn được gọi là trụ sinh, là những chất kháng vi 
sinh vật như vi khuẩn, xạ khuẩn và nấm, có khả năng ức chế sự phát triển và 
sinh trưởng của các vi sinh vật khác [4]. Ngày nay, kháng sinh không chỉ có thể 
chiết xuất từ các vi sinh vật và nấm mà còn có thể tổng hợp hoặc sản xuất bằng 
phương pháp hóa học. 

Sự xuất hiện của kháng sinh đã mở ra một thời kỳ mới trong lĩnh vực y 
học đối với việc điều trị các bệnh nhiễm khuẩn. Kháng sinh không chỉ được áp 
dụng trong y học để chữa trị bệnh cho con người mà còn được sử dụng rộng rãi 
trong nông nghiệp, chăn nuôi gia súc, gia cầm và thủy sản,…[4] 

1.1.2. Phân loại kháng sinh 

Vào năm 1928, Alexander Fleming đã phát hiện kháng sinh penicilline và 
đến nay có rất nhiều loại khác sinh, thuốc tương tự được phát minh và đưa vào 
sử dụng [5].  

Các nhóm kháng sinh được sắp xếp theo cấu trúc hóa học và được chia 
thành các nhóm như (Bảng 1.1). 

Bảng 1.1. Phân loại kháng sinh theo cấu trúc hóa học 
STT Tên nhóm Phân nhóm 

1 Beta – lactam 

Các penicilin 
Các cephalosporin 
Các beta – lactam khác 
Carbapenem 
Monobactam 
Các chất ức chế beta – lactamase 

2 Aminoglycosid 
3 Macrolid 
4 Lincosamid 
5 Phenicol 
6 Tetracyclin Thế hệ 1 



5 
 

Thế hệ 2 

7 Peptid 
Glycopeptid 
Polypetid 
Lipopeptid 

8 Quinolon 
Thế hệ 1 
Các fluoroquinolon: thế hệ 2, 3, 4 

9 

Các nhóm kháng sinh khác 
Sulfonamid 
Oxazolidinon 
5 – nitroimidazol 

1.1.3. Các nguồn phát thải 

Trong những năm qua, việc sử dụng kháng sinh trong thú y và y học của 
con người rất phổ biến, do đó khả năng gây ô nhiễm kháng sinh ngày càng tăng 
lên. Một trong những nguyên nhân là do sự ô nhiễm các chất có hoạt tính kháng 
khuẩn bắt nguồn từ: sinh hoạt, bệnh viện, chăn nuôi gia súc, nuôi trồng thủy 
sản và trồng trọt [6]. 

Hình 1.1. Con đường gây ô nhiễm của các hợp chất kháng sinh 
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 Tình trạng dư lượng kháng sinh và tác hại 

Theo tổ chức WHO, tình trạng kháng kháng sinh vẫn là một trong những 
mối đe dọa sức khỏe cộng đồng toàn cầu mà nhân loại đang phải đối mặt. Việt 
Nam đang nằm trong các nước có tỷ lệ kháng thuốc cao do việc sử dụng không 
hợp lý, lạm dụng thuốc kháng sinh trong điều trị, ngăn ngừa hoặc kiểm soát 
nhiễm trùng ở người, động vật và cả thực vật [7]. 

Theo báo cáo của hệ thống giám sát sử dụng và kháng kháng sinh toàn cầu 
(GLASS) năm 2022 đã thống kê tỷ lệ kháng thuốc đáng báo động: 42 % vi 
khuẩn Escherichia coli (E. coli) kháng cephalosporin thế hệ thứ ba và 35 % đối 
với vi khuẩn Staphylococcus aureus kháng methicillin. Đối với nhiễm trùng 
đường tiết niệu do vi khuẩn E. coli gây ra, cứ 5 trường hợp thì có một trường 
hợp cho thấy giảm tính nhạy cảm với các loại kháng sinh tiêu chuẩn như 
ampicillin, co – trimoxazole và fluoroquinolones vào năm 2020. Điều này đang 
làm cho việc điều trị hiệu quả các bệnh nhiễm trùng thông thường trở nên khó 
khăn hơn [7]. Năm 2019, có khoảng 4.95 triệu ca tử vong liên quan đến kháng 
kháng sinh (Hình 1.2) [8]. 

Hình 1.2. Số ca tử vong trên toàn cầu liên quan đến tình trạng kháng 
kháng sinh do vi khuẩn gây bệnh năm 2019 [8] 
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1.2. KHÁNG SINH AMPICILLIN 

Ampicillin là một trong những loại kháng sinh thuộc nhóm 
aminopenicillins, họ penicillin, là một kháng sinh beta – lactam. Kháng sinh 
ampicillin được sử dụng trong điều trị một số bệnh nhiễm trùng do vi khuẩn 
nhạy cảm như: nhiễm khuẩn hô hấp, viêm họng, cảm cúm, cảm lạnh,... dùng để 
ngăn ngừa các loại bệnh nhiễm trùng, được phát triển để khắc phục vấn đề 
kháng thuốc và mở rộng phạm vi kháng sinh của penicillin. Là một hoạt chất 
có hoạt tính chống lại một số bệnh nhiễm trùng gây ra bởi vi khuẩn gram dương 
(+), gram âm (–) cũng như một số vi khuẩn kỵ khí.  

Ví dụ: vi khuẩn Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. 
cureus), Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), Haemophilus influenzae 
(H. influenzae), … [9]. 

Hình 1.3. Cấu trúc hóa học ampicillin 

 Tính chất lý hóa 

Ampicillin là hợp chất màu trắng hoặc không màu, ở dạng rắn. 

Là một hợp chất ít tan trong nước, tan trong acid hoặc bazơ loãng, không 
tan trong rượu, ether.  

Ampicillin có công thức phân tử là C16H19N3O4S với khối lượng phân tử 
349.40. Tan chảy và phân hủy tại 202 oC – 215 oC.  

Kháng sinh ampicillin có hoạt phổ rộng với nhiều chủng vi khuẩn gram 
âm (–) và vi khuẩn gram dương (+). 

Kháng sinh ampicillin có thể được tìm thấy trong thực phẩm, do được sử 
dụng để phòng ngừa hoặc điều trị các bệnh do vi khuẩn gây ra trong quá trình 
chăn nuôi. Tuy nhiên, việc sử dụng không hợp lý và lạm dụng kháng sinh trong 
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quá trình chăn nuôi, có thể có một lượng nhỏ kháng sinh tồn động lại trong thức 
ăn, đặc biệt là thịt, trứng và sữa. 

1.3. GIỚI THIỆU VỀ NANO 

1.3.1. Công nghệ nano 

Công nghệ nano (nanotechnology) được định nghĩa là một phân nhánh của 
khoa học vật liệu nghiên cứu về các hiện tượng và các phương pháp tương tác 
với vật liệu ở kích thước phân tử và nguyên tử, tại đó các tính chất như: cơ học, 
nhiệt động lực học có sự khác biệt hoàn toàn với các vật liệu ở kích thước lớn 
hơn [10]. Sau đó, một khái niệm khác được thiết lập bởi thế giới dựa trên các 
ứng dụng thực tiễn của công nghệ nano. Trong đó, công nghệ nano được định 
nghĩa là ngành khoa học nghiên cứu về hiện tượng, tính chất và các phương 
pháp tương tác với các vật liệu có kích thước từ 1 đến 100 nanometer [11]. Với 
định nghĩa này, việc hoạch định ra một giới hạn về kích thước giúp khoa học 
vật liệu định hướng nghiên cứu về tính chất và phương pháp tổng hợp tạo ra 
các vật liệu nano hữu ích có ứng dụng tiềm năng trong thực phẩm, dược phẩm, 
điện – điện tử, y học và cả môi trường. 

Hạt nano là những vật liệu có kích thước nhỏ dưới 100 nm, cần đến 80.000 
hạt để bằng chiều rộng của một sợi tóc con người. Kích thước của các vật được 
thể hiện như (Hình 1.4) [12]. 

 

Hình 1.4. Kích thước các vật [12] 

Ngày nay, công nghệ nano ngày càng đóng góp nhiều hơn vào các hoạt 
động của đời sống, thông qua các sản phẩm ứng dụng trong thực tiễn công 
nghiệp. Ví dụ, công nghệ nano được ứng dụng vào ngành xây dựng như: sơn 
nano giúp bảo vệ các kết cấu thép xây dựng khỏi sự ăn mòn, hoặc các hạt nano 
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kim loại được bổ sung vào thành phần của thép giúp tăng cường độ cứng và 
mở rộng giới hạn biến dạng cơ học [13]. Trong các ứng dụng về xử lý môi 
trường, vì có kích thước nanometer, diện tích bề mặt lớn, các hợp chất hữu cơ, 
kim loại nặng và vi sinh vật trong nước thải được loại bỏ dễ dàng, giúp xử lý 
nước hiệu quả mà không cần đầu tư các công trình xử lý phức tạp như trong 
các phương pháp truyền thống [14]. 

1.3.2. Vật liệu nano 

Vật liệu nano (nano materials) là vật liệu trong đó có ít nhất một chiều có 
kích thước nanometer và được Liên minh Châu Âu xác định là hạt nano trong 
vật liệu có một hay nhiều chiều có kích thước nhỏ hơn 100 nm [15]. 

Vật liệu kim loại nano đã nhận được nhiều sự quan tâm đặc biệt từ các nhà 
khoa học trong và ngoài nước do có những tính chất ưu việt như: quang, điện, 
từ, đến các tính chất cơ, xúc tác, … Các tính chất độc đáo và nổi trội mà vật 
liệu nano có được do sự thu nhỏ kích thước và tăng diện tích bề mặt tiếp xúc 
[16]. 

Các vật liệu nano được thiết kế với các thành phần, kích thước và hình 
dạng khác nhau (Hình 1.5).  

 

Hình 1.5. Hình dạng các vật liệu nano [17] 
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1.3.3. Các phương pháp tổng hợp vật liệu nano 

  Trải qua những thập kỷ nghiên cứu về vật liệu nano, nhiều báo cáo về 
các phương pháp tổng hợp với kích thước đồng nhất và phân tán tốt được công 
bố. Nhưng nhìn chung, tổng hợp vật liệu nano có thể được chia thành hai 
phương pháp: bottom – up (từ dưới lên) với tiền chất là các phân tử hoặc nguyên 
tử [18] và phương pháp top – down (từ trên xuống) trong đó tiền chất là vật liệu 
khối (Hình 1.6). 

Hình 1.6. Phương pháp tổng hợp vật liệu nano 

1.3.3.1. Phương pháp bottom – up  

Phương pháp bottom – up là phương pháp bao hàm sự hình thành vật liệu 
nano từ các nguyên tử hoặc ion, được phát triển mạnh mẽ vì tính linh động và 
chất lượng của sản phẩm cuối (Hình 1.7). Phần lớn các vật liệu nano ứng dụng 
trong nông nghiệp được chế tạo từ phương pháp này.  

Phương pháp tổng hợp phổ biến được phân loại vào bottom – up ví dụ 
như: phương pháp lắng động hơi hóa học (CVD), sol – gel, phương pháp khử 
tổng hợp nano kim loại, ngưng tụ plasma hóa học …. 

Phương pháp 
top – down  

Hạt nano 

Nucleic 

Phân tử/ nguyên tử 

Vật liệu khối 

Phương pháp 
bottom – up 



11 
 

 

Hình 1.7. Sơ đồ mô tả phương pháp bottom – up  

 Phương pháp CVD 

Phương pháp lắng đọng hơi hóa học (CVD – Chemical Vapor Deposition) 
là một phương pháp hiện đại giúp tổng hợp nano kim loại dựa trên sự hình các 
nguyên tử kim loại từ tiền chất ở dạng hơi thông qua việc cung cấp electron cho 
các phân tử khí trong luồng hơi tiền chất đó (thông thường được thực hiện bằng 
plasma hoặc nhiệt độ cao) [18]. Trong phương pháp CVD, nano kim loại tổng 
hợp được chủ yếu ở dạng màng mỏng được phủ lên một đế nền bền hóa học. 

Ví dụ, phương pháp CVD được áp dụng trong quá trình phát triển vật liệu 
hai chiều molybdenum nitride và MoSi2N4 với lớp kép Cu/Mo làm chất nền và 
khí NH3 làm nguồn nitơ (Hình 1.8) [19]. 

Hình 1.8. Quá trình phát triển vật liệu hai chiều bằng phương pháp CVD 
[19] 

Atoms
Clusters

Nanoparticles
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 Phương pháp sol – gel  

Phương pháp sol – gel là một quy trình ướt được sử dụng rộng rãi cho sự 
phát triển của nhiều vật liệu nano, thường sử dụng trong tổng hợp các hạt nano 
oxide kim loại. Tiền chất thường sử dụng là các kim loại gốc hữu cơ hay còn 
gọi là alkoxide kim loại.  

Phương pháp được gọi là sol – gel vì trong suốt quá trình hình thành hạt 
nano, tiền chất ở dạng lỏng sẽ được chuyển hóa thành sol (trạng thái các giọt 
lỏng phân tán trong môi trường lỏng) và sau đó sol này sẽ liên kết thành cấu 
trúc mạng lưới gọi là gel (Hình 1.9) [18]. 

Hình 1.9. Sản phẩm của từng quy trình được thực hiện bằng phương pháp 
sol – gel [20] 

 Phương pháp khử tổng hợp nano kim loại 

Tổng hợp nano kim loại dựa trên phản ứng khử là phản ứng dùng chất khử 
mạnh, khử ion kim loại từ muối của chúng tạo thành nguyên tử kim loại, các 
nguyên tử này kết hợp lại với nhau tạo thành hạt nano kim loại.  

Khi các hạt nano được tạo thành từ phương pháp này, chúng có khả năng 
kết tụ khi chất khử không có khả năng bảo vệ. Để ngăn quá trình này xảy ra, 
cần bổ sung thêm chất làm bền giúp các hạt phân tán đều trong dung dịch và 
tránh kết tụ, hoặc chất khử sử dụng phải là những chất hữu cơ vừa có tính khử 
vừa có tính làm bền. 
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Hình 1.10. Tổng hợp nano vàng bằng phương pháp khử 

Điển hình, nano vàng được tổng hợp bằng phương pháp khử với trisodium 
citrate ở nhiệt độ cao, đã được ứng dụng nhiều trong các nghiên cứu với phương 
pháp tổng hợp đơn giản, đồng đều kích thước hạt và phân tán tốt trong dung 
dịch. Trong phương pháp này, các ion Au3+ trong phân tử HAuCl4 sẽ được khử 
bởi các gốc acid (– COOH) có trong phân tử của trisodium citrate. Theo xu 
hướng tự nhiên, khi Auo hình thành chúng sẽ tụ hợp lại hạt nano vàng. Sau phản 
ứng khử, gốc acid – COOH của trisodium citrate chuyển thành gốc ketone (– 
C=O), có khả năng hấp phụ lên bề mặt của kim loại, nhờ ái lực mạnh của 
nguyên tố oxi (O) với kim loại, tạo thành một lớp điện tích trên bề mặt AuNPs 
giúp các hạt nano vàng đẩy nhau trong dung dịch, phân tán tốt, không bị kết tụ 
(Hình 1.10) [21]. 

1.3.3.2. Phương pháp top – down  

Phương pháp top – down là phương pháp sử dụng các nguyên liệu kích 
thước lớn, được phá vỡ cấu trúc để tạo thành vật liệu có kích thước nano. Nhìn 
chung, các phương pháp top – down sử dụng trong tổng hợp nano thường là 
các phương pháp vật lý. 

 Phương pháp nghiền cơ học 
Nghiền cơ học là một phương pháp cổ điển để tạo ra vật liệu kích thước 

nhỏ hơn từ vật liệu có kích thước lớn. Là một phương pháp hiệu quả để tổng 
hợp vật liệu nanocomposite. Phương pháp chủ yếu trong nghiền cơ học là 
phương pháp nghiền bi, vật liệu khối được trộn với bi nghiền trong máy nghiền 
(Hình 1.10). Nhờ lực va đập mà vật liệu khối sẽ bị đập vỡ thành các hạt có kích 
thước nano. 
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Hình 1.11. Tổng hợp vật liệu nano bằng phương pháp nghiền cơ học [22] 

 Phương pháp bào mòn laser 

Bào mòn laser là một phương pháp hiện đại để tổng hợp vật liệu nano. 
Trong phương pháp này, một nguồn laser năng lượng cao sẽ va chạm với vật 
liệu khối [18]. Trong quá trình bào mòn laser, vật liệu là tiền chất sẽ bốc hơi 
trong chân không, kết quả là hình thành hạt nano (Hình 1.12). Nhờ khả năng 
bào mòn của tia laser, các hạt nano kim loại quý được hình thành mà không cần 
phải sử dụng đến các loại hóa chất hoặc chất làm bền, có thể xem đây là một 
phương pháp xanh cho tổng hợp nano kim loại. 

 

Hình 1.12. Quy trình tổng hợp nano bằng phương pháp bào mòn laser 
trong dung dịch [23] 

1.4. NANO VÀNG 

Dựa trên các tạp chí khoa học và sử dụng database pubmed (gold 
nanoparticles - Search Results - PubMed (nih.gov)) – một trong những hệ thống 
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index công bố khoa học uy tín, vật liệu nano vàng đã và đang nhận được rất 
nhiều sự quan tâm nghiên cứu trong ngành khoa học vật liệu, số lượng các công 
bố khoa học liên quan đến nano vàng tăng đáng kể ở các năm trở lại đây.  

Nano vàng mang hầu hết các tính chất của vật liệu vàng, nhưng khi ở kích 
thước nanometer, các tính chất này được khuếch đại và vượt trội hơn. Thế nên, 
các hạt AuNPs được phát hiện có những ứng dụng đột phá trong các lĩnh vực 
dược phẩm, điện tử, môi trường và nhiều lĩnh vực khác. 

Năm 1857, Michael Faraday đã tạo ra các hạt nano vàng và nhận thấy vàng 
có cấu trúc nano phát ra màu đỏ. Faraday đã chứng minh các hạt nano vàng có 
kích thước khác nhau tạo ra dung dịch có màu sắc khác nhau (Hình 1.14) [24].  

 

Hình 1.13. Màu sắc và phổ UV – Vis của các hạt nano vàng ở các kích 
thước khác nhau [25] 

Màu sắc của dung dịch nano vàng có sự thay đổi theo hình dạng, kích 
thước và cả sự phân tán các hạt nano trong dung dịch tạo ra một đặc tính quang 
học đặc biệt được gọi là cộng hưởng plasmon bề mặt (surface plasmon 
resonance – SPR).  

Với các hạt nano vàng nhỏ, hiện tượng cộng hưởng plasmon bề mặt gây 
ra sự hấp thụ ánh sáng xanh (blue – green) trong dãy quang phổ (450 nm) trong 
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khi ánh sáng đỏ (700 nm) sẽ bị phản chiếu, tạo ra màu đỏ cho dung dịch nano 
vàng. Với kích thước nano vàng lớn hơn, bước sóng hấp thu sẽ dịch chuyển về 
vùng dài hơn, đỏ hơn, vì vậy kích nano vàng lớn hơn gây ra màu tím khi quan 
sát bằng mắt thường [25]. 

 Một số nghiên cứu trong và ngoài nước  

Trong nước: 

- Năm 2018, tác giả Nguyễn Thị Thanh Ngân cùng các cộng sự đã tổng 
hợp thành công nano vàng, bạc từ chiết xuất rễ cây Ngưu bàng (Arctium 
Lappa). Các hạt nano vàng, bạc tạo ra có dạng hình cầu với kích thước chưa 
đồng đều, có kích thước trung bình lần lượt là 24.7 nm và 21.3 nm [26]. 

- Năm 2018, tác giả Nguyễn Ngọc Khánh Anh cùng cộng sự đã nghiên 
cứu tổng hợp nano vàng từ dịch chiết của lá trà ứng dụng trong mỹ phẩm. Nano 
vàng tạo ra có dạng hình cầu kích thước trung bình 13.78 nm. Kết quả nghiên 
cứu cho thấy khi cho nano vàng vào kem nền không gây kích ứng da với hàm 
lượng nano vàng 7.55 ppm [27]. 

- Vào năm 2019, tác giả Nguyễn Thành Danh cùng cộng sự đã tổng hợp 
nano vàng với chiết xuất của lá Trinh nữ hoàng cung (Crinum latifolium). Các 
hạt nano thu được có dạng hình cầu, tam giác, bát giác có đường kính trung 
bình là 17.6 nm. Khảo sát khả năng kháng khuẩn và xúc tác trong các phản ứng 
phân hủy các chất ô nhiễm cho kết quả khả quan (Hình 1.15) [29]. 

Hình 1.14. Tổng hợp nano vàng từ lá Trinh nữ hoàng cung [29] 

Tác giả Vũ Đức Chinh và nhóm nghiên cứu đã tổng hợp thành công các 
hạt nano vàng liên kết với các ống nano cacbon nhiều lớp (Au – MWCNTs) 
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bằng cách sử dụng cysteaminium chloride thông qua sự hình thành liên kết 
Zwitterionic acide-base [28].  

Năm 2023, Nguyễn Anh Thư và cộng sự đã thành công tổng hợp có kiểm 
soát các hạt nano vàng và tích hợp với titanium dioxide (AuNPs/TiO2) để tăng 
cường hoạt động chống oxi hóa, bằng cách giảm các gốc tự do 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) ở các nồng độ khác nhau. Kết quả mới lạ này của 
AuNPs/TiO2 có thể tạo điều kiện cho các hạt nano đa chức trong các ứng dụng 
mỹ phẩm. [30] 

Thế giới: 

Nhóm nghiên cứu Polte, J. et al đã tổng hơp nano vàng bằng phương pháp 
khử với trisodium citrate ở nhiệt độ 75 oC. Và sử dụng SAXS (small-angle X-
ray scattering) và XANES (X-ray absorption nearedge spectroscopy) để quan 
sát quá trình khử và sự hình thành hạt nano vàng, qua đó đề xuất cơ chế cho 
phản ứng [31]. 

Năm 2019, tác giả Thangamani và Bhuvaneshwari đã tổng hợp nano vàng 
từ dịch chiết lá Simarouba glauca, ứng dụng kháng khuẩn. Kết quả khảo sát cho 
thấy, khả năng kháng khuẩn đối với một số loại vi khuẩn như: Staphylococcus 
aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Proteus 
Vulgaris [32]. 

Năm 2023, nhóm nghiên cứu của Perouza Parsamian đã tổng hợp và kiểm 
soát, cố định kích thước các hạt nano vàng dưới 10 nm trên bề mặt thiol biến 
đổi hóa học trên hạt giống virus Qβ [33]. 

 Nano vàng ứng dụng trong cảm biến 

Nano vàng là vật liệu được nghiên cứu và ứng dụng từ rất lâu bởi các tính 
chất đặc biệt, được tạo ra bởi lớp plasmon bề mặt kim loại.  

Hiện tượng cộng hưởng plasmon bề mặt (SPR) là sự dao động của điện 
tích tồn tại giữa hai môi trường có hằng số điện mối trái dấu dưới tác dụng của 
trường điện từ (ánh sáng) gây ra sự kích thích. Điển hình, khi ánh sáng chiếu 
vào các hạt nano vàng, các electron trên bề mặt nano vàng dao động, tạo ra điện 
từ trường dao động cùng tần số với ánh sáng. Những dao động này tạo ra một 
hiệu ứng màu sắc đặc biệt, vì cường độ và bước sóng của SPR phụ thuộc vào 
các yếu tố ảnh hưởng đến mật độ điện tích electron trên bề mặt hạt như loại 
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kim loại, kích cỡ hạt, hình dạng, cấu trúc,…[34]. Chính là lý do tại sao các hạt 
nano vàng có sự thay đổi màu sắc từ đỏ đến xanh lam.  

Hiện tượng plasmon bề mặt được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực khác 
nhau như: cảm biến quang học, xúc tác phản ứng hóa học, ứng dụng của các 
hạt nano vàng vào dẫn thuốc, chụp chiếu sinh học hay chẩn đoán,… 

Cảm biến quang học sử dụng hiện tượng cộng hưởng plasmon bề mặt của 
các hạt AuNPs để định lượng các phân tử sinh hóa học, có thể đáp ứng khả 
năng cảm biến tại chỗ với độ nhạy và độ chính xác cao. Tính chất quang học 
của các hạt AuNPs có thể được ứng dụng cho cảm biến so màu để so sánh sự 
thay đổi màu của dung dịch khi có sự tương tác với các chất mục tiêu thông 
qua quá trình ngưng tụ hoặc liên kết với các chất trên bề mặt vật liệu. Quá trình 
này thường được ghi nhận bằng phương pháp đo quang phổ UV – Vis. Những 
cảm biến quang học dựa trên vật liệu AuNPs có thể được sử dụng để xác định 
nhiều chất hóa học khác nhau như: kim loại nặng, kháng sinh trong thực phẩm 
hoặc nước, … 

1.5. APTAMER 

Aptamer (Apt) là các đoạn deoxyribonucleic acid (DNA) hoặc ribonucleic 
acid (RNA) chuỗi đơn, ngắn có chiều dài khoảng từ 10 – 100 nucleotide, được 
phát triển trong ống nghiệm bằng một quy trình lặp đi lặp lại rất rõ ràng, thông 
qua một quá trình tổng hợp tương tự như quá trình chọn lọc tự nhiên trong tiến 
hóa (systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX)) [35].  

Aptamer được phát hiện từ khi phát minh ra quy trình SELEX năm 1990 
bởi hai phòng thí nghiệm độc lập Ellington & Szostak và Tuerk & Gold [36, 
37]. Aptamer có thể liên kết với các mục tiêu khác nhau như: kháng sinh, kim 
loại, hợp chất hóa học, protein, tế bào và vi sinh vật, …  

Khác với kháng thể (antibody), các aptamer có một số lợi thế hơn như: 
thời gian sử dụng dài, dễ dàng tổng hợp trong phòng thí nghiệm, quá trình tổng 
hợp cho phép tạo ra các aptamer với thời gian ngắn, chi phí sản xuất thấp, không 
bị biến đổi theo lô, khả năng sửa đổi cao hơn, ổn định nhiệt tốt hơn và tiềm 
năng mục tiêu cao hơn [38]. 



19 
 

1.6. CẢM BIẾN APTAMER 

Gần đây, aptamer đã thu hút sự chú ý trong lĩnh vực cảm biến sinh học 
như các yếu tố nhận dạng tín hiệu, vì ái lực liên kết cao của chúng đối với các 
mục tiêu cụ thể như protein, tế bào, phân tử nhỏ và thậm chí cả ion kim loại, 
kháng thể khó thu được. Ngoài ái lực liên kết cao, aptamer có thể dễ dàng chức 
năng hóa và thiết kế, cung cấp một số chế độ tín hiệu như đo màu, huỳnh quang 
và điện hóa, được gọi chung là aptasensor [39].  

 Cảm biến aptamer huỳnh quang 

Cảm biến aptasensor dựa trên huỳnh quang được đặc trưng bởi độ nhạy 
cao, phạm vi phát hiện lớn, khả năng ghép kênh, xét nghiệm nhanh và khả năng 
chọn lọc cao của aptamer cho một số mục tiêu, dựa trên sự tích hợp của cả vật 
liệu huỳnh quang (thuốc nhuộm fluorophore và các hạt nano huỳnh quang như 
hạt nano chuyển đổi). Aptamer huỳnh quang được thực hiện thông qua các giao 
thức thử nghiệm "tín hiệu bật" hoặc "tắt tín hiệu". Các hoạt động này dựa trên 
sự chênh lệch trong phản ứng huỳnh quang [39].  

 

Hình 1.15. Cảm biến aptamer huỳnh quang dựa trên vật liệu 
PAA@Arg@ATT-AuNCs NPs [40] 

Năm 2020, Byunghwa Kang và cộng sự đã nghiên cứu cảm biến sinh học 
phát hiện trichothecene mycotoxin (trichothecenes A, T – 2) bằng cách sử dụng 
PAA@Arg@ATT-AuNCs NPs làm đầu dò tín hiệu, aptamer T – 2 làm yếu tố 
nhận dạng. Trong trường hợp không có mục tiêu, tương tác tĩnh điện của phức 
hợp aptamer – poly (diallyldimethylammonium chloride) (PDDA) ngăn chặn 
sự kết hợp của AuNPs. Các AuNPs tán xạ (độ hấp thụ ở 520 nm) làm giảm 
cường độ huỳnh quang (fluorescence intensity, F.I) của NP PAA@Arg@ATT-
AuNCs (phát xạ ở 530 nm). Việc bổ sung mục tiêu dẫn đến các tổ hợp độc tố – 
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aptamer và PDDA làm các hạt nano AuNPs bị kết tụ (độ hấp thụ ở 665 nm), từ 
đó F.I của hệ PAA@Arg@ATT-AuNCs NPs được thu hồi.  [40]. 

 Cảm biến aptamer điện hóa 

Aptasensor điện hóa được chế tạo bằng cách sử dụng aptamer làm thụ thể 
sinh học và đầu dò điện hóa, ái lực mục tiêu – aptamer được biến đổi thành tín 
hiệu điện hóa, có thể đo được thông qua biến trở chia áp (chiết áp), vôn kế, 
ampe kế, trở kháng hoặc điện hóa phát quang.  

Các cảm biến aptasensor điện hóa được sửa đổi với các vật liệu nano khác 
nhau như: vật liệu nano dựa trên carbon, khung hữu cơ kim loại (MOFs), … 
Aptamer được cố định trên bề mặt điện cực thông qua tương tác π – π, tương 
tác biotin – avidin, tự lắp ráp thiol – vàng và phản ứng cộng hóa trị carboxyl – 
amin, … [39].  

Aptasensor điện hóa chủ yếu phụ thuộc vào các tương tác xảy ra trên bề 
mặt đầu dò, do phản ứng cảm ứng giữa mục tiêu và aptamer cụ thể của nó cung 
cấp tín hiệu điện hóa. Một số aptasensor điện hóa đã được cung cấp để phát 
hiện một số mục tiêu chẳng hạn như: ampicillin, virus cúm gia cầm (H5N1), 
Pb2+, Hg2+, insulin, … [39]. 

 Cảm biến aptamer đo màu 

Trong số các tín hiệu nhận dạng xét nghiệm có sẵn, các phương pháp đo 
màu được coi là đơn giản và hiệu quả với tiềm năng lớn trong chẩn đoán tại 
chỗ, vì các phản ứng phát hiện có thể phân biệt đơn giản bằng mắt thường qua 
các kỹ thuật dụng cụ đơn giản, chi phí thấp và hiệu quả. Cảm biến sinh học đo 
màu dựa trên aptamer đã chứng minh độ nhạy và tính chọn lọc của chúng, ngoài 
tiềm năng hiệu quả để chuẩn đoán nhanh tại chỗ mà không cần thiết bị phức 
tạp.  

Vật liệu nano kim loại, đặc biệt là AuNPs và nano bạc (AgNPs) là những 
đầu dò tín hiệu tuyệt vời để phân tích màu do tính chất quang học quan trọng 
của chúng liên quan đến kích thước hạt, phân bố kích thước và hình dạng. Các 
đặc tính cộng hưởng plasmon bề mặt của AuNPs và AgNPs góp phần đáng kể 
vào việc tạo tín hiệu đo màu [39]. 
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Hình 1.16. Cảm biến AuNPs – aptamer nhận biết vi khuẩn Escherichia coli 
[41] 

Ritika Gupta và cộng sự, vào năm 2021 đã đề xuất phát hiện nhanh chóng, 
dễ dàng và hiệu quả về chi phí bằng mắt thường đối với xét nghiệm vi khuẩn  
E. coli dựa trên tổng hợp của AuNPs. Trong thử nghiệm này, các AuNPs được 
bao phủ bởi graphene oxide (GO) và liên kết với một aptamer cụ thể cho vi 
khuẩn E. coli, thiết lập một bề mặt ổn định xung quanh AuNPs. Với sự hiện 
diện của mục tiêu E. coli, sự tương tác cạnh tranh aptamer – E. coli với AuNPs 
xảy ra, gây ra sự kết tụ của AuNPs, dẫn đến thay đổi màu sắc rõ rệt từ đỏ sang 
xanh lam (Hình 1.16) [41]. 

1.7. CẢM BIẾN NANO VÀNG – APTAMER 

Trong những năm qua, việc tích hợp các aptamer chức năng vào vật liệu 
nano đã trở thành một lĩnh vực liên ngành mới, nhằm mục đích cung cấp các 
hệ thống cảm biến lai (cảm biến) mới để nhận dạng phân tử cụ thể. Sự tích hợp 
mới lạ này đã mang lại nhiều loại cảm biến khác nhau, để phát hiện nhanh 
chóng và có chọn lọc với nhiều loại chất phân tích như: adenosine, cocaine, ion 
thủy ngân và trombin. Trong số các cảm biến nano dựa trên aptamer đã phát 
triển, các nano kim loại như nano vàng và nano bạc được sử dụng phổ biến 
nhất.  

Các hạt nano vàng thường được sử dụng để phát hiện các mục tiêu cụ thể, 
dựa trên sự thay đổi màu sắc. Trong đó, AuNPs được sử dụng để cố định với 
aptamer, xây dựng aptasensor đo màu vì các tính năng độc đáo bao gồm: tổng 
hợp đơn giản, tính chất quang học, hiệu ứng plasmon bề mặt, dẫn nhiệt và điện 
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tử độc đáo. Cùng với đó, diện tích bề mặt riêng lớn tạo điều kiện cho nhiều sự 
hấp phụ của các đại phân tử sinh học lên bề mặt AuNPs thông qua tương tác 
tĩnh điện, bảo vệ chúng chống lại sự kết tụ và trở thành một đầu dò tín hiệu tốt 
để xây dựng aptasensor.  

Dựa trên khả năng đo màu độc đáo của cộng hưởng plasmon bề mặt phụ 
thuộc khoảng cách của các hạt AuNPs, rất nhiều chiến lược xét nghiệm sinh 
học đo màu không nhãn đã được phát triển. Sự thay đổi màu sắc của AuNPs 
cực kỳ nhạy với sự phân tán và kết tụ của chúng trong dung dịch, bao gồm sự 
thay đổi hiệu ứng plasmon giữa các hạt [42].  

Trong hệ cảm biến nano vàng – aptamer (AuNPs/Apt), AuNPs được sử 
dụng như một chất đánh dấu dựa trên độ nhạy của lớp điện từ plasmon và Apt 
như một chất làm bền. AuNPs/Apt hoạt động dựa trên sự kết tụ trong dung dịch 
của các hạt nano vàng. Khi không có chất mục tiêu, AuNPs /Apt phân tán trong 
dung dịch và có màu đỏ (màu của nano vàng hình cầu), khi có chất mục tiêu, 
các aptamer cùng với AuNPs liên kết, trải qua một sự thay đổi cấu trúc. 
Aptamer liên kết với chất mục tiêu, AuNPs được giải hấp ra các chuỗi Apt và 
tiếp xúc trực tiếp với tác nhân làm ngưng tụ, từ đó thay đổi màu dung dịch từ 
đỏ sang xanh lam/tím. Sự thay đổi cường độ màu có thể được quan sát thông 
qua phổ UV – Vis _ một thiết bị phổ biến trong phòng thí nghiệm.  

Trong nhiều năm trở lại đây, hệ cảm biến này được sử dụng rộng rãi trên 
thế giới cũng như ở Việt Nam để định lượng nhiều chất hóa học khác nhau như 
kim loại nặng, thuốc bảo vệ thực vật, kháng sinh, … 

 Một số nghiên cứu trong và ngoài nước 

Trong nước: 

Năm 2016, nhóm nghiên cứu của Đồng Huy Giới và cộng sự đã nghiên 
cứu thành công cảm biến từ nano vàng và aptamer chức năng để phát hiện 
nhanh ion thủy ngân trong nước [43]. 

Tác giả Nguyễn Hoàng Dũng cùng các cộng sự của mình vào năm 2018, 
ở Viện Kĩ thuật Công nghệ cao Nguyễn Tất Thành, Đại học Nguyễn Tất Thành 
đã nghiên cứu thành công phương pháp phát hiện nhanh streptomycin bằng 
aptamer và hạt nano vàng. Giới hạn phát hiện nồng độ kháng sinh là 0.25 µM 
[44]. 
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Năm 2023, với sự hướng dẫn của TS. Nguyễn Thành Danh, học viên cao 
học Huỳnh Phạm Quốc Duy Trường Đại học Tôn Đức Thắng và nhóm nghiên 
cứu đã thành công trong việc phát triển cảm biến quang học với đề tài thạc sĩ: 
“Tổng hợp điều khiển kích thước nano vàng hình sao và nghiên cứu phát triển 
cảm biến quang học đối với iodobenzene”. Bài luận văn đã nghiên cứu một 
phương pháp tổng hợp AuNS mới trong nước với sự hỗ trợ của chất hoạt động 
bề mặt tween 80 được phát triển dựa trên quy trình nuôi mầm. Cuối cùng, thí 
nghiệm cho thấy rằng AuNS tổng hợp có khả năng phản ứng thay đổi hình dạng 
với iodobenzene từ dạng sao sang dạng cầu giúp phát triển một cảm biến quang 
học định lượng iodobenzene bằng phương pháp UV-Vis, giới hạn phát hiện 
LOD = 21 μM [45]. 

Thế giới: 

Năm 2011, nhóm nghiên cứu của Kyung – Mi Song đã thành công trong 
việc sử dụng nano vàng ứng dụng vào phát triển cảm biến so màu phát hiện 
kanamycin dưới 25 nM sử dụng aptamer [46]. 

Năm 2020, Matthew D. Simmons và cộng sự đã nghiên cứu thành công 
hệ cảm biến aptamer phát hiện ampicillin trong nước tiểu. Nhóm nghiên cứu 
đã sử dụng chuỗi aptamer có nhóm phát quang. Với kết quả phát hiện kháng 
sinh thấp nhất là 20.6 nM (Hình 1.17) [47].  

Hình 1.17. Cảm biến ampicillin bằng AuNPs và aptamer phát quang [47]  

Một nghiên cứu của Tarun Kumar Sharma và cộng sự cũng đã phát triển 
cảm biến trên các hạt nano vàng và aptamer phát hiện kanamycin. Nghiên cứu 
dựa trên quá trình oxi hóa hợp chất không màu 3,3’,5,5’ – tetramethylbenzidine 
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(TMB) bằng các hạt nano vàng thành hợp chất có màu (ox – TMB). Khi không 
có sự hiện diện của kanamycin trong hệ cảm biến, việc ngăn chặn bề mặt nano 
vàng thông qua aptamer dẫn đến việc ức chế quá trình oxi hóa TMB, do đó 
không gây ra sự thay đổi màu sắc. Ngược lại khi có sự hiện diện kanamycin, 
các chuỗi aptamer tách ra khỏi bề mặt các hạt nano vàng và gắn kết với 
kanamycin. Sau đó, bật lại hoạt động xúc tác của nano vàng cho quá trình oxi 
hóa TMB thành sản phẩm màu [48]. 

Ying Gana và các cộng sự đã thiết lập thành công hệ thống định lượng 
nhanh nồng độ cadmium bằng smartphone (một ion kim loại độc tính cao trong 
nước) dựa trên nền tảng nano vàng biến tính bề mặt với aptamer (aptamer – 
AuNPs) [49]. 

Năm 2022, tác giả Ane Amundarain cùng các cộng sự của mình ở Trung 
tâm Nghiên cứu Y học Ứng dụng (CIMA), IDISNA, Đại học Navarra, Tây Ban 
Nha đã nghiên cứu thành công một cơ hội trị liệu mới trong điều trị đa tủy từ 
aptamer (Hình 1.18) [50]. 

 

Hình 1.18. Các loại aptamer liên kết đặc hiệu với các thụ thể bệnh đa tủy 
[50] 

Cũng vào năm 2022, nhóm nghiên cứu Weidao Yu đã đề xuất hệ cảm biến 
aptasensor huỳnh quang để phát hiện ampicillin dựa trên các chấm lượng tử 
CdTe và các hạt nano vàng. Phạm vi xác định nồng độ kháng sinh từ 0.04 – 20 
µM, giới hạn phát hiện là 18 nM [51].  
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Mohammed Alhindawi và các cộng sự, năm 2024, đã nghiên cứu và xây 
dựng cảm biến sinh học điện hóa để phát hiện Giardia intestinalis trophozoite 
protein với giới hạn phát hiện 0.35 pg/mL. Khoảng nồng độ được xác định từ  
0.1 pg/mL đến 100 ng/mL [52]. 

Nhóm nghiên cứu của tác giả Mingwei Qin vào năm 2024 đã nghiên cứu 
hệ cảm biến với aptamer sửa đổi, sử dụng phương pháp phân tích trên giấy để 
phát hiện các chất độc có trong thực phẩm [53].  

Năm 2024, Masoomeh Esmaelpourfarkhani cùng cộng sự đã nghiên cứu 
và tổng hợp thành công hệ cảm biến phát hiện kháng sinh ampicillin trên nền 
vật liệu nano MnO2 hình hoa, AuNPs, aptamer và hợp chất không màu 3,3’,5,5’ 
– tetramethylbenzidine (TMB) . Kết quả cho thấy hệ cảm biến phát hiện được 
nồng độ ampicillin từ 70 pM đến 10 nM . Nồng độ thấp nhất hệ có thể phát hiện 
được kháng sinh ampicillin là 21.7 pM [54]. 

Qua các nghiên cứu cho thấy, cảm biến nano vàng và aptamer đang là một 
giải pháp hiệu quả cho các công cụ chuẩn đoán và cảm biến đo màu. Đặc biệt, 
việc ứng dụng hệ cảm biến AuNPs/Apt để định lượng nhiều chất hóa học khác 
nhau bao gồm kim loại nặng, thuốc bảo vệ thực vật, kháng sinh, … Cùng với 
đó là tình trạng kháng kháng sinh đang ở mức báo động, ảnh hưởng nghiêm 
trọng đến chất lượng cuộc sống. Nguyên nhân chủ yếu đến từ hàm lượng dư 
lượng kháng sinh trong thực phẩm nông nghiệp và chăn nuôi. Vì vậy, việc phát 
hiện và kiểm soát hàm lượng kháng sinh trong thực phẩm là nhu cầu cấp bách 
để giải quyết tình trạng kháng kháng sinh ở con người và động vật. Các phương 
pháp phát hiện hàm lượng kháng sinh hiện nay có giá thành cao, cần chuyên 
viên kỹ thuật, hoặc các bộ test chỉ có khả năng định tính. Với tất cả các nguyên 
nhân, yếu tố trên, chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài: “Nghiên cứu chế tạo cảm 
biến nano vàng – aptamer và ứng dụng trong xác định hàm lượng kháng sinh”, 
nhằm đóng góp vào các công trình nghiên cứu phát hiện kháng sinh. 
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

 Đối tượng nghiên cứu 

Dung dich tetrachloroauric (III) acid được sử dụng làm tiền chất tổng hợp 
nano vàng. Aptamer và kháng sinh ampicillin. 

 Phạm vi nghiên cứu 

- Tổng hợp nano vàng. 

- Chế tạo hệ cảm biến nano vàng – aptamer. 

- Khảo sát các điều kiện tổng hợp hệ cảm biến nano vàng – aptamer 
(AuNPs/Apt). 

- Nghiên cứu tính chất lý hóa của hệ nano vàng – aptamer. 

- Xây dựng đường chuẩn định lượng hàm lượng kháng sinh và xác định 
giá trị giới hạn phân tích sử dụng thiết bị cảm biến UV – Vis trong phòng thí 
nghiệm và thiết bị so màu di động. 

- Nghiên cứu định lượng kháng sinh trên mẫu thật. 

2.2. DỤNG CỤ, HÓA CHẤT VÀ THIẾT BỊ 

2.2.1. Dụng cụ 

Bảng 2.1. Dụng cụ 

Tên Quy cách 

Chai thủy tinh chứa mẫu 3 mL, 10 mL, 20 mL 

Bình định mức 5 mL, 100 mL 

Pipet vạch 5 mL, 10 mL 

Micropipette 
2 – 20 μL, 10 – 100 µL, 

20 – 200 μL, 100 – 1000 μL 

Cá từ 1 – 1.5 cm 
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2.2.2. Hóa chất 

Bảng 2.2. Hóa chất 

STT Hóa chất Công thức phân tử Xuất xứ 

1 
Tetrachloroauric 
(III) acid trihydrate 

HAuCl4.3H2O Acros 

2 
Trisodium citrate 
dihyhate 

Na3C6H5O7.2H2O Acros 

3 Aptamer  5’GCGGGCGGTTGTATAGCGC’3 Việt Nam 

4 Ampicillin C16H19N3O4S Acros 

5 Sodium chloride NaCl Việt Nam 

6 Nước cất 2 lần H2O Việt Nam 

2.2.3. Thiết bị 

Các thiết bị được sử dụng trong quá trình nghiên cứu có sẵn ở phòng thí 
nghiệm Công nghệ Hoá dược – Môi trường – Viện Công nghệ Hoá học. 

Bảng 2.3. Thiết bị 

STT Thiết bị Model Xuất xứ 

1 
Cân phân tích kỹ 
thuật 

Practum224-1S, Sartorius  Đức 

2 
Máy khuấy từ gia 
nhiệt 

Heating Magnetic Stirrer – 
VELP Scientifica 

Italy 

3 Tủ sấy UNB 160, Memmert Đức 

4 Tủ lạnh 
MDF – U33V, PHC –
Corrporation 

Nhật Bản 

5 
Quang phổ hấp thụ 
hồng ngoại (UV – 
Vis/NIR) 

UV – Vis/NIR, V-770, JASCO  Nhật Bản 
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6 
Máy ly tâm lạnh tốc 
độ cao 

Z32 HK, Hermle Đức 

Máy so màu di động được nghiên cứu và chế tạo tại khoa Trí tuệ nhân tạo 
và Khoa học dữ liệu, Phân hiệu Trường Đại học Thủy Lợi, Việt Nam. 

Kính hiển vi điện tử truyền qua (TEM), HRTEM – SAED, STEM – 
Mapping được đo trên thiết bị JEOL JEM1400 (Nhật Bản), Viện Khoa học Vật 
liệu – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam, số 18, Hoàng Quốc 
Việt, Cầu Giấy, Hà Nội. 

Phổ hồng ngoại biến đổi fourier (FT – IR) được đo trên máy Bruker Tensor 
27 (Đức), Viện Công nghệ Hóa học  – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 
Việt Nam. 

Kích thước hạt DLS và thế zeta được đo trên thiết bị SZ – 100 HORIBA, 
Viện Công nghệ Hóa học – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.3.1. Phương pháp quang phổ UV – Vis 

Quang phổ UV – Vis (ultraviolet – visible spectroscopy) là phương pháp 
phân tích quang học sử dụng để đo độ hấp thụ ánh sáng trong vùng tia tử ngoại 
và ánh sáng nhìn thấy ở dạng dung dịch, rắn hoặc màng. Mức độ hấp thụ ánh 
sáng của mẫu phụ thuộc vào thuộc tính cấu trúc hóa học và nồng độ của nó. 
Quang phổ UV – Vis thường được sử dụng trong các phân tích thuộc lĩnh vực 
dược phẩm, môi trường, nước thải, thức ăn, dầu mỏ và hoá chất, ...[55].  

2.3.2. Phương pháp so màu di động 

Máy so màu (colorimeter) di động là một loại thiết bị so cường độ màu 
sắc, sử dụng lý thuyết tam sắc để đánh giá một cách khách quan về đặc điểm 
màu sắc khi ánh sáng trắng đi qua, bộ lọc của 3 màu: đỏ (red – R), lục (green – 
G) và lam (blue – B). 
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Hình 2.1. Nguyên lý hoạt động thiết bị so màu di động 

Nguyên lý hoạt động của thiết bị so màu (Hình 2.1) được đề xuất. Dung 
dịch trong cuvet được chiếu sáng bằng đèn LED (ánh sáng trắng). Sử dụng bộ 
chuyển đổi kỹ thuật số Light – To – Digital (TCS34725) với bộ lọc hồng ngoại 
cho phép cảm biến ánh sáng và màu sắc chính xác của dung dịch mẫu, cung 
cấp kết quả kỹ thuật số của các giá trị cảm biến ánh sáng đỏ, lục, lam (red – R, 
green – G, blue – B). Bộ chuyển đổi TCS3472 kết nối trực tiếp với điều khiển 
NodeMCU32 và giao tiếp qua giao thức I2C. Điều khiển NodeMCU32 là mô – 
đun trung tâm điều khiển, nhận đầu vào từ cảm biến màu và cung cấp đầu ra 
hiện thị giá trị RGB trên thiết bị OLED (Hình 2.2) hoặc thể hiện trên phần mềm 
tương ứng (Microsoft Excel cải tiến) (Hình 2.3) [56]. 

Hình 2.2. Giá trị RGB được hiển thị trên thiết bị OLED. 

 

Hình 2.3. Các giá trị RGB hiển thị trên Microsoft Excel 
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Máy so màu di động được thiết kế nhỏ gọn, giá thành hợp lý, tiêu thụ năng 
lượng thấp, … Thao tác sử dụng máy đơn giản, tiết kiệm thời gian hướng dẫn 
và thực hiện. 

2.4. PHƯƠNG PHÁP TỔNG HỢP NANO VÀNG HÌNH CẦU 

Nano vàng hình cầu là hình dạng cơ bản của nano vàng, được tổng hợp 
bằng phương pháp khử Au3+ thành Auo. Qua các nghiên cứu, phương pháp khử 
Au3+ từ dung dịch trisodium citrate 1 % mang đến hiệu suất cao, kích thước hạt 
đồng đều và ổn định với độ lặp lại cao [21]. Vì vậy, phương pháp này được lựa 
chọn trong tổng hợp hạt nano vàng hình cầu.  

 

Hình 2.4. Quy trình chuẩn bị dung dịch trisodium citrate 1% 

Dung dịch trisodium citrate 1% được chuẩn bị như sau: cân chính xác 
0.1027 gram trisodium citrate dihydrate dạng rắn và 10 mL nước cất khuấy với 
tốc độ 1200 rpm trong 1 giờ 15 phút (Hình 2.4).  
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Hình 2.5. Quy trình tổng hợp nano vàng hình cầu 

Dung dịch tetrachloroauric (III) acid trihydrate (HAuCl4.3H2O) 25 mM 
được sử dụng trong tổng hợp nano vàng hình cầu. 100 μL dung dịch 
HAuCl4.3H2O 25 mM và 5 mL nước cất được khuấy tại  80 oC. Sau đó, thêm 
400 μL dung dịch trisodium citrate 1 %, khuấy 500 vòng/phút trong 60 phút và 
phản ứng được thực hiện tránh ánh sáng [21]. Kết quả thu được dung dịch 
AuNPs có màu đỏ rượu và được kiểm tra bằng phương pháp quang phổ UV – 
Vis (Hình 2.5). 

2.5. QUY TRÌNH NGHIÊN CỨU HỆ CẢM BIẾN AuNPs – APTAMER 
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Hình 2.6. Quy trình chế tạo hệ cảm biến AuNPs/Apt 

Hệ cảm biến nano vàng – aptamer phát hiện kháng sinh chế tạo theo quy 
trình được nghiên cứu như (Hình 2.6) 

2.5.1. Khảo sát nồng độ dung dịch đệm acetate 

Việc kiểm soát nồng độ dung dịch đệm acetate giúp ổn định cấu trúc 
aptamer và bảo vệ kháng sinh ampicillin hiện diện trong hệ cảm biến. 

Dung dịch đệm acetate sử dụng trong thí nghiệm khảo sát được chuẩn bị 
ở các nồng độ khác nhau, lần lượt là: 0.02 M, 0.025 M, 0.033 M, 0.05 M, 0.1 
M và 0.2 M với giá trị pH là 5. 

Aptamer 2 µM, kháng sinh ampicillin 0.5 mg/mL và dung dịch sodium 
chloride (NaCl) 0.35 M được sử dụng trong quá trình khảo sát nồng độ. 
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Ampicillin 0.5 mg/mL được chuẩn bị trong các dung dịch đệm acetate có nồng 
độ khác nhau. 

Thí nghiệm 1: Khảo sát nồng độ dung dịch đệm acetate không ampicillin 

Quy trình thực hiện: 200µL dung dịch AuNPs và 400 µL aptamer 2 µM 
được thêm vào chai thủy tinh 3 mL, dung dịch được trộn lẫn trong 15 phút. 
Tiếp tục, 200 µL dung dịch đệm acetate với các nồng độ khác nhau được thêm 
vào hỗn hợp trên và hòa trộn 15 phút. Sau đó, 200 µL dung dịch NaCl 0.35 M 
được thêm vào (Bảng 2.4). Sau 15 phút các mẫu khảo sát được đo bằng phương 
pháp quang phổ UV – Vis và máy so màu di động.  

Bảng 2.4. Khảo sát nồng độ dung dịch đệm acetate không có 
ampicillin 

Dung dịch đệm acetate  

pH = 5 
Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 2 µM 

(µL) 

Thể tích 
NaCl 0.35 M 

(µL) Nồng độ (M) 
Thể tích 

(µL) 

0.020 

200 200 400 200 

0.025 

0.033 

0.050 

0.100 

0.200 

Thí nghiệm 2: Khảo sát nồng độ dung dịch đệm acetate có ampicillin 

Quy trình thực hiện như sau: Đầu tiên, 200µL dung dịch AuNPs và 400 
µL aptamer 2 µM được kết hợp trong chai thủy tinh chứa mẫu 3 mL trong 15 
phút. Tiếp theo, 200 µL dung dịch ampicillin 0.5 mg/mL đã được chuẩn bị 
trong các hệ đệm acetate có nồng độ khác nhau được thêm vào hỗn hợp và hòa 
trộn trong 15 phút. Sau đó, 200 µL dung dịch NaCl 0.35 M tiếp tục được bổ 
sung và tương tác với hệ cảm biến 15 phút (Bảng 2.5). Cuối cùng, các mẫu 
khảo sát được kiểm tra bằng phương pháp quang phổ UV – Vis và máy so màu 
di động. 
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Bảng 2.5. Khảo sát nồng độ dung dịch đệm acetate có ampicillin 

Ampicillin 0.5 mg/mL Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 2 µM 

(µL) 

Thể tích 
NaCl 0.35 M 

(µL) Nồng độ (M) 
Thể tích 

(µL) 

0.020 

200 200 400 200 

0.025 

0.033 

0.050 

0.100 

0.200 

2.5.2. Khảo sát giá trị pH dung dịch đệm acetate 

Giá trị pH là thang đo giúp xác định độ acid hoặc bazơ của một dung dịch. 
Giá trị pH của dung dịch đệm acetate có trong hệ cảm biến tác động đáng kể 
đến hoạt động của ampicillin và aptamer. Vì vậy, việc duy trì một giá trị pH ổn 
định là quan trọng khi tiến hành các thí nghiệm liên quan hệ cảm biến aptamer. 

Dung dịch đệm acetate được chuẩn bị ở các giá trị pH khác nhau, lần lượt 
là: 2, 3, 4, 5, 6, và 7 với nồng độ thích hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) 

Kháng sinh ampicillin 0.5 mg/mL, aptamer 2 µM và dung dịch natri 
chloride 0.35 M được sử dụng trong quá trình khảo sát, tìm kiếm giá trị pH 
thích hợp cho hệ cảm biến nano vàng – aptamer. Chuẩn bị dung dịch ampicillin 
0.5 mg/mL trong các hệ đệm acetate với nồng độ thích hợp và các giá trị pH 
khác nhau. 

Thí nghiệm 3: Khảo sát giá trị pH của dung dịch đệm acetate khi hệ cảm 
biến không có ampicillin 

Quy trình thực hiện: 200µL AuNPs và 400 µL aptamer 2 µM lần lượt được 
thêm vào chai thủy tinh dung tích 3 mL, trộn đều trong 15 phút. Tiếp theo, 200 
µL dung dịch đệm acetate với các giá trị pH khác nhau có nồng độ thích hợp 
được phối vào. Sau khi trộn đều hỗn hợp AuNPs/Apt và dung dịch đệm acetate 
trong 15 phút, 200 µL dung dịch NaCl 0.35 M được bổ sung và tương tác 15 
phút với hỗn hợp trên (Bảng 2.6). Cuối cùng, tiến hành đo quang phổ UV – Vis 
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và máy so màu di động của các mẫu khảo sát, so sánh sự ảnh hưởng giá trị pH 
của dung dịch đệm acetate đến hệ cảm biến và xác định giá trị pH thích hợp 
cho các thí nghiệm tiếp theo. 

Bảng 2.6. Khảo sát giá trị pH dung dịch đệm acetate khi hệ cảm biến 
không có ampicillin 

Dung dịch đệm acetate với 
nồng độ thích hợp Thể tích 

AuNPs 
(µL) 

Thể tích 
aptamer 2 µM 

(µL) 

Thể tích 
NaCl 0.35 M 

(µL) Giá trị pH 
Thể tích 

(µL) 

2.0 

200 200 400 200 

3.0 

4.0 

5.0 

6.0 

7.0 

Thí nghiệm 4: Khảo sát giá trị pH dung dịch đệm acetate khi hệ cảm biến 
có ampicillin 

Quy trình thực hiện: Đầu tiên, 200µL AuNPs và 400 µL aptamer 2 µM 
tuần tự được đưa vào chai thủy tinh 3 mL, hỗn hợp được trỗn lẫn trong 15 phút. 
Sau đó, 200 µL dung dịch ampicillin 0.5 mg/mL đã được chuẩn bị trong các hệ 
đệm acetate với các giá trị pH: 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 và 7.0 được kết hợp 
và hòa trộn trong 15 phút. Tiếp tục, 200 µL dung dịch NaCl 0.35 M được thêm 
vào và tương tác 15 phút với hỗn hợp trên (Bảng 2.7). Cuối cùng, sử dụng máy 
đo quang phổ UV – Vis và máy so màu di động cho lần lượt các mẫu để tiến 
hành so sánh và xác định giá trị pH thích hợp. 
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Bảng 2.7. Khảo sát giá trị pH dung dịch đệm acetate khi hệ cảm biến 
có ampicillin 

Ampicillin 0.5 mg/mL Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 2 µM 

(µL) 

Thể tích 
NaCl 0.35 M 

(µL) Giá trị pH 
Thể tích 

(µL) 

2.0 

200 200 400 200 

3.0 

4.0 

5.0 

6.0 

7.0 

2.5.3. Khảo sát nồng độ NaCl 

Dung dịch natri chloride có thể ảnh hưởng đến dung dịch nano vàng. Việc 
tăng, giảm nồng độ NaCl có thể thay đổi màu sắc của dung dịch nano vàng từ 
đỏ sang xanh lam hoặc tím do có sự tác động đến quá trình hợp tụ của các hạt 
nano vàng. 

Dung dịch sodium chloride được chuẩn bị ở các nồng độ khác nhau từ 
thấp đến cao, lần lượt là: 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M, 0.35 M, 0.45 M, 0.6 M và 1 M.  

Kháng sinh ampicillin 0.5 mg/mL, aptamer 2 µM được sử dụng trong quá 
trình khảo sát nồng độ NaCl thích hợp cho hệ cảm biến. Dung dịch ampicillin 
0.5 mg/mL được chuẩn bị trong hệ đệm acetate với nồng độ và giá trị pH thích 
hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) và (2.4.2). 

Thí nghiệm 5: Khảo sát nồng độ NaCl khi hệ cảm biến không có ampicillin 

Quy trình thực hiện: 200µL AuNPs và 400 µL aptamer 2 µM lần lượt được 
thêm vào chai thủy tinh chứa mẫu 3 mL, hỗn hợp được hòa trộn trong 15 phút. 
Sau đó, 200 µL dung dịch đệm acetate với giá trị pH và nồng độ thích hợp được 
thêm vào. Hỗn hợp được trộn lẫn trong 15 phút. Tiếp tục, 200 µL dung dịch 
NaCl với các nồng độ khác nhau từ: 0.1 M đến 1 M đã chuẩn bị được thêm vào 
hệ cảm biến. Quá trình tương tác giữa các thành phần trong hệ được quan sát 
trong 15 phút (Bảng 2.8). Sau đó, thực hiện phép đo quang phổ UV – Vis và 
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máy so màu di động cho lần lượt các mẫu, tiến hành so sánh kết quả và xác 
định nồng độ NaCl thích hợp cho hệ cảm biến. 

Bảng 2.8. Khảo sát nồng độ NaCl khi hệ cảm biến không có ampicillin 

Dung dịch NaCl Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 2 µM 

(µL) 

Thể tích 
dung dịch 
đệm (µL) Nồng độ (M) 

Thể tích 
(µL) 

0.10 

200 200 400 200 

0.20 

0.30 

0.35 

0.45 

0.60 

1.00 

Thí nghiệm 6: Khảo sát nồng độ NaCl khi hệ cảm biến có ampicillin 

Quy trình thực hiện như sau: Thêm lần lượt 200µL AuNPs và 400 µL 
aptamer 2 µM vào chai thủy tinh chứa mẫu 3 mL, hỗn hợp được hòa trộn trong 
15 phút. Sau đó, 200 µL dung dịch ampicillin 0.5 mg/mL được chuẩn bị trong 
hệ đệm acetate với giá trị pH và nồng độ thích hợp được thêm vào. Hỗn hợp 
được trộn lẫn trong 15 phút. Tiếp tục, 200 µL dung dịch NaCl với các nồng độ 
khác nhau từ: 0.1 M đến 1 M được bổ sung, trộn lẫn trong 15 phút (Bảng 2.9). 
Sau đó, thực hiện phép đo quang phổ UV – Vis và máy so màu di động cho lần 
lượt các mẫu khảo sát, so sánh kết qua thu được và xác định nồng độ NaCl thích 
hợp cho hệ cảm biến. 

Bảng 2.9. Khảo sát nồng độ NaCl khi hệ cảm biến có ampicillin 

Dung dịch NaCl 
Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 2 µM 

(µL) 

Thể tích 
ampicillin 
0.5 mg/mL 

(µL) 
Nồng độ (M) 

Thể tích 
(µL) 

0.10 200 200 400 200 
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0.20 

0.30 

0.35 

0.45 

0.60 

1.00 

2.5.4. Khảo sát nồng độ aptamer 

Nồng độ aptamer có thể ảnh hưởng đáng kể đến hiệu quả phát hiện chất 
mục tiêu của hệ cảm biến nano vàng – aptamer. Nồng độ aptamer liên quan mật 
thiết đến độ nhạy, khả năng bảo vệ các hạt nano vàng, chi phí và hiệu quả của 
một hệ cảm biến. 

Dung dịch aptamer được chuẩn bị và bảo quản ở nhiệt độ 4 oC – 10 oC với 
các nồng độ khác nhau lần lượt là: 0.05 µM, 0.1 µM, 0.2 µM, 0.3 µM, 0.4 µM, 
0.5 µM, 1 µM, 1.5 µM, 2 µM và 3 µM.  

Kháng sinh ampicillin 0.5 mg/mL được chuẩn bị trong hệ đệm acetate với 
nồng độ và giá trị pH thích hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) và (2.4.2). Dung dịch 
muối natri chloride được chuẩn bị với nồng độ thích hợp được lựa chọn qua thí 
nghiệm khảo sát ở (2.4.3). 

Thí nghiệm 7: Khảo sát nồng độ aptamer khi hệ cảm biến không có 
ampicillin 

Quy trình thực hiện: 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với các nồng độ 
khác nhau như: 0.05 µM, 0.1 µM, 0.2 µM, 0.3 µM, 0.4 µM, 0.5 µM, 1 µM, 1.5 
µM, 2 µM và 3 µM được thêm vào chai thủy tinh 3 mL, hỗn hợp được trộn lẫn 
trong 15 phút. Sau đó, 200 µL dung dịch đệm acetate với giá trị pH và nồng độ 
thích hợp được thêm vào và hòa trộn trong 15 phút. Tiếp tục, thêm 200 µL dung 
dịch NaCl với nồng độ thích hợp đã được chuẩn bị vào hỗn hợp và trộn đều 
trong 15 phút (Bảng 2.10). Cuối cùng, thực hiện phép đo quang phổ UV – Vis 
và máy so màu di động cho lần lượt các mẫu khảo sát, so sánh kết quả và xác 
định nồng độ aptamer thích hợp cho hệ cảm biến nano vàng – aptamer. 
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Bảng 2.10. Khảo sát nồng độ aptamer khi hệ cảm biến không có 
ampicillin 

Aptamer Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích dung 
dịch đệm 

acetate (µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) Nồng độ 

(µM) 
Thể tích 

(µL) 

0.05 

400 200 200 200 

0.10 

0.20 

0.30 

0.40 

0.50 

1.00 

1.50 

2.00 

3.00 

Thí nghiệm 8: Khảo sát nồng độ aptamer khi hệ cảm biến có ampicillin 

Quy trình thực hiện: Đầu tiên, 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với các 
nồng độ khác nhau như: 0.05 µM, 0.1 µM, 0.2 µM, 0.3 µM, 0.4 µM, 0.5 µM, 
1 µM, 1.5 µM, 2 µM và 3 µM được thêm vào chai thủy tinh chưa mẫu 3 mL, 
hỗn hợp được hòa trộn trong 15 phút. Tiếp tục, hỗn hợp được thêm 200 µL 
dung dịch ampicillin 0.5 mg/mL được chuẩn bị trong hệ đệm acetate với giá trị 
pH và nồng độ thích hợp và trộn lẫn trong 15 phút. Sau đó, 200 µL dung dịch 
NaCl với nồng độ thích hợp được chuẩn bị thêm vào hỗn hợp trên và ủ trong 
15 phút (Bảng 2.11). Cuối cùng, thực hiện phép đo quang phổ UV – Vis và máy 
so màu di động cho lần lượt các mẫu, so sánh và xác định nồng độ aptamer 
thích hợp cho hệ cảm biến. 
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Bảng 2.11. Khảo sát nồng độ aptamer khi hệ cảm biến có ampicillin 

Aptamer Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
ampicillin 0.5 
mg/mL (µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) Nồng độ 

(µM) 
Thể tích 

(µL) 

0.05 

400 200 200 200 

0.10 

0.20 

0.30 

0.40 

0.50 

1.00 

1.50 

2.00 

3.00 

2.5.5. Thời gian ủ aptamer  

Thời gian ủ (thời gian tương tác) của aptamer trong một hệ cảm biến có 
vai trò quan trọng trong quá trình liên kết với bề mặt nano vàng hình thành lớp 
phủ, giúp tăng độ ổn định trên bề mặt nano vàng, không dễ bị đứt, gãy liên kết 
hoặc bị loại bỏ trong quá trình sử dụng. 

Aptamer với nồng độ thích hợp được xác định ở (2.4.4). Kháng sinh 
ampicillin 0.5 mg/mL được chuẩn bị trong dung dịch đệm acetate với nồng độ 
và giá trị pH thích hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) và (2.4.2). Dung dịch NaCl 
được chuẩn bị với nồng độ thích hợp được lựa chọn thông qua khảo sát (2.4.3). 

Thí nghiệm 9: Khảo sát thời gian ủ aptamer khi hệ cảm biến không có 
ampicillin 

Quy trình thực hiện: 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với nồng độ thích 
hợp được thêm vào chai thủy tinh dung tích 3 mL, hỗn hợp được trộn lẫn trong 
các khoảng thời gian khác nhau từ 1 – 15 phút. Sau đó, 200 µL dung dịch đệm 
acetate với giá trị pH, nồng độ thích hợp được thêm vào và hòa trộn 15 phút. 
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Tiếp theo, thêm 200 µL dung dịch NaCl với nồng độ thích hợp đã được chuẩn 
bị vào hỗn hợp trên và ủ 15 phút (Bảng 2.12). Cuối cùng, thực hiện phép đo 
quang phổ UV – Vis và máy so màu di động cho lần lượt các mẫu khảo sát, so 
sánh và xác định thời gian ủ aptamer thích hợp cho hệ cảm biến nano vàng – 
aptamer. 

Bảng 2.12. Khảo sát thời gian ủ aptamer khi hệ cảm biến không có 
ampicillin 

Thời gian ủ 
aptamer 
(phút) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
AuNPs (µL) 

Thể tích dung 
dịch đệm 

acetate (µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

1 

400 200 200 200 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

Thí nghiệm 10: Khảo sát thời gian ủ aptamer khi hệ cảm biến có ampicillin 

Quy trình thực hiện: 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với nồng độ thích 
hợp được thêm vào chai thủy tinh 3 mL, hỗn hợp được trộn lẫn trong các 
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khoảng thời gian khác nhau từ 1 – 15 phút. Sau đó, 200 µL dung dịch ampicillin 
0.5 mg/mL được chuẩn bị trong hệ đệm acetate với giá trị pH, nồng độ thích 
hợp được thêm vào và hòa trộn trong 15 phút. Tiếp theo, 200 µL dung dịch 
NaCl với nồng độ đã xác định được thêm vào hỗn hợp trên và ủ trong 15 phút 
(Bảng 2.13). Cuối cùng, sử dụng máy quang phổ UV – Vis và máy so màu di 
động cho lần lượt các mẫu khảo sát, từ các kết quả thu được xác định thời gian 
ủ aptamer thích hợp cho hệ cảm biến. 

Bảng 2.13. Khảo sát thời gian ủ aptamer khi hệ cảm biến có ampicillin 

Thời gian ủ 
aptamer 
(phút) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
AuNPs (µL) 

Thể tích 
ampicillin 
0.5 mg/mL 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

1 

400 200 200 200 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 
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2.5.6. Thời gian ủ ampicillin 

Thời gian ủ kháng sinh ampicillin trong hỗn hợp AuNPs và aptamer có 
ảnh hưởng lớn đến hiệu quả cảm biến.  

Aptamer với nồng độ thích hợp được xác định ở (2.4.4). Kháng sinh 
ampicillin 0.5 mg/mL được chuẩn bị trong dung dịch đệm acetate với nồng và 
giá trị pH thích hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) và (2.4.2). Dung dịch NaCl được 
chuẩn bị với nồng độ thích hợp được lựa chọn thông qua khảo sát (2.4.3). Thời 
gian ủ aptamer thích hợp áp dụng cho khảo sát được lựa chọn qua các thí 
nghiệm ở mục (2.4.5). 

Thí nghiệm 11: Khảo sát thời gian ủ ampicillin 

Quy trình thực hiện: Lần lượt thêm 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với 
nồng độ thích hợp vào chai thủy tinh 3 mL, hỗn hợp được trộn lẫn với thời gian 
thích hợp được xác định ở mục (2.4.5). Sau đó, 200 µL dung dịch ampicillin 
0.5 mg/mL được chuẩn bị trong hệ đệm acetate với giá trị pH, nồng độ thích 
hợp được thêm vào và hòa trộn ở các khoảng thời gian khác nhau từ 1 – 25 
phút. Tiếp theo, 200 µL dung dịch NaCl với nồng độ đã xác định được thêm 
vào hỗn hợp trên và ủ trong 15 phút (Bảng 2.14). Cuối cùng, máy quang phổ 
UV – Vis và máy so màu di động được sử dụng lần lượt các mẫu khảo sát, từ 
kết quả thu được xác định thời gian ủ aptamer thích hợp cho hệ cảm biến. 

Bảng 2.14. Khảo sát thời gian ủ ampicillin 

Thời gian ủ 
ampicillin 

(phút) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
AuNPs (µL) 

Thể tích 
ampicillin 
0.5 mg/mL 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

1 

400 200 200 200 

2 

3 

4 

5 

6 
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7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

29 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

2.5.7. Thời gian ủ NaCl 

Thời gian ủ dung dịch NaCl có ảnh hưởng quan trọng đến quá trình phát 
hiện chất mục tiêu của hệ cảm biến nano vàng – aptamer. Ảnh hưởng đến sự 
tương tác giữa NaCl và dung dịch nano vàng trong hệ cảm biến AuNPs/Apt khi 
có sự hiện diện của chất mục tiêu (kháng sinh).  

Kháng sinh ampicillin 0.5 mg/mL được chuẩn bị trong dung dịch đệm 
acetate với nồng độ và giá trị pH thích hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) và (2.4.2). 
Dung dịch NaCl được chuẩn bị với nồng độ thích hợp được lựa chọn thông qua 
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khảo sát (2.4.3). Dung dịch aptamer với nồng độ thích hợp được xác định ở 
mục (2.4.4). Thời gian ủ aptamer và ampicillin thích hợp áp dụng cho khảo sát 
được lựa chọn qua các thí nghiệm ở mục (2.4.5) và (2.4.6). 

Thí nghiệm 13: Khảo sát thời gian ủ NaCl 

Quy trình thực hiện: Đầu tiên, 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với nồng 
độ thích hợp được trộn lẫn với thời gian thích hợp được xác định ở mục (2.4.5) 
trong chai thủy tinh chứa mẫu 3 mL. Sau đó, 200 µL dung dịch ampicillin 0.5 
mg/mL được chuẩn bị trong hệ đệm acetate với giá trị pH, nồng độ thích hợp 
được thêm vào và hòa trộn ở khoảng thời gian thời gian thích hợp được xác 
định ở mục (2.4.6). Tiếp theo, 200 µL dung dịch NaCl với nồng độ đã xác định 
được thêm vào hỗn hợp trên và ủ trong các khoảng thời gian khác nhau từ 1 – 
20 phút (Bảng 2.15). Thực hiện khảo sát từ 1 – 20 phút, tiến hành đo quang phổ 
UV – Vis và máy so màu di động. Kết quả thu được, xác định thời gian ủ NaCl 
thích hợp cho hệ cảm biến nano vàng – aptamer. 

Bảng 2.15. Khảo sát thời gian ủ NaCl 

Thời gian ủ 
NaCl (phút) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
AuNPs (µL) 

Thể tích 
ampicillin 
0.5 mg/mL 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

1 

400 200 200 200 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 
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11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

29 

20 

2.5.8. Xây dựng đường chuẩn ampicillin 

Đường chuẩn là một công cụ không thể thiếu khi đánh giá độ nhạy của 
một hệ cảm biến, bao gồm cả cảm biến aptamer. Cùng với đó, xây dựng đường 
chuẩn kháng sinh cho một hệ cảm biến aptamer sẽ giúp xác định nồng độ của 
kháng sinh trong mẫu chưa xác định. Đồng thời, xác định ngưỡng phát hiện tối 
thiểu – nồng độ thấp nhất mà hệ cảm biến vẫn có thể phát hiện được chất mục 
tiêu. 

Nồng độ ampicillin sử dụng xác định khoảng tuyến tính và xây dựng 
đường chuẩn, được chuẩn bị từ dung dịch gốc (ban đầu) pha loãng thành các 
dung dịch có nồng độ chính xác khác nhau lần lượt là: 0 mg/mL, 0.005 mg/mL, 
0.01 mg/mL, 0.02 mg/mL, 0.03 mg/mL, 0.04 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.06 
mg/mL, 0.07 mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.09 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.2 mg/mL và 0.5 
mg/mL. Các dung dịch kháng sinh ampicillin được chuẩn bị trong hệ đệm 
acetate với nồng độ và giá trị pH thích hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) và (2.4.2).  

Dung dịch NaCl được chuẩn bị với nồng độ thích hợp được lựa chọn thông 
qua khảo sát (2.4.3). Aptamer với nồng độ thích hợp được xác định ở mục 
(2.4.4). Thời gian ủ aptamer, ampicillin và sodium chloride thích hợp áp dụng 
cho khảo sát được lựa chọn qua các thí nghiệm ở mục (2.4.5), (2.4.6) và (2.4.7) 
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Thí nghiệm 14: Xác định khoảng tuyến tính và xây dựng đường chuẩn 
ampicillin 

Quy trình thực hiện: Đầu tiên, 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với nồng 
độ thích hợp được trộn lẫn với thời gian được xác định ở mục (2.4.5) trong chai 
thủy tinh 3 mL. Sau đó, thêm 200 µL dung dịch ampicillin ở các nồng độ khác 
nhau đã được chuẩn bị vào hỗn hợp trên và hòa trộn trong khoảng thời gian 
thời gian thích hợp được xác định ở mục (2.4.6). Tiếp theo, 200 µL dung dịch 
NaCl với nồng độ đã xác định được ở mục (2.4.3) thêm vào hỗn hợp trên và ủ 
trong thời gian được lựa chọn ở mục (2.4.7) (Bảng 2.16). Kết thúc phản ứng, 
tiến hành đo quang phổ UV – Vis và máy so màu di động, sau đó xác định 
khoảng tuyến tính và đường chuẩn ampicillin cho hệ cảm biến nano vàng – 
aptamer. 

Bảng 2.16. Xác định khoảng tuyến tính và xây dựng đường chuẩn 
ampicillin 

Ampicillin 
Thể tích 

AuNPs (µL) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) Nồng độ 

(mg/mL) 
Thể tích 

(µL) 

0.000 

200 200 400 200 

0.005 

0.010 

0.020 

0.030 

0.040 

0.050 

0.060 

0.070 

0.080 

0.090 

0.100 
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0.200 

0.500 

 Xác định đường chuẩn kháng sinh ampicillin 

Phương pháp xây dựng đường chuẩn kháng sinh được xác định qua các 
giá trị đo của y theo nồng độ x (lặp lại 3 lần lấy giá trị trung bình). Khi x và y 
có sự tuyến tính và phương trình ở dạng:  

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 (2 − 1)  

Trong đó:  

y: Tỷ lệ độ hấp thụ giữa 2 bước sóng 650 nm và 520 nm (Asbλ650/ λ520) hoặc 
các tỷ lệ màu được tạo thành từ ba màu đỏ, lục, lam 

x: Nồng độ ampicillin 

a: Giá trị độ dốc slope (hệ số góc) 

b: Giá trị hệ số chặn intercept 

Điều kiện đầu tiên để đánh giá một đường chuẩn đạt, khi hệ số tương quan 
hồi quy tuyến tính (R) giữa x và y có hệ số R ≈ ±1. Và độ lệch nồng độ của các 
điểm chuẩn cũng được xem là giá trị đánh giá độ chính xác và tin cậy của một 
đường chuẩn. 

2.6. THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP 

Thẩm định phương pháp phân tích trong hóa học là quá trình đánh giá và 
xác minh phương pháp, kết quả của một phép phân tích, để đảm bảo rằng kết 
quả phân tích là đáng tin và chính xác. 

Các thông số quan trọng cần được đánh giá trong quá trình thẩm định 
phương pháp phân tích bao gồm: giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng, độ 
chính xác, độ lặp và tái lặp của phương pháp, độ chọn lọc,… 

2.6.1. Giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng 

2.6.1.1. Giới hạn phát hiện  

Giới hạn phát hiện (limit of detection – LOD) là lượng hoặc nồng độ nhỏ 
nhất của chất phân tích có thể phát hiện được, nhưng không nhất thiết phải đo 
lường, định lượng một cách chính xác.  
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Phương pháp xác định giá trị giới hạn phát hiện được tính toán dựa trên 
đường chuẩn kháng sinh có công thức (2 – 2): 

𝐿𝑂𝐷 = 3.3 ×
𝑆𝐷
𝑎

(2 − 2) 

Trong đó:  

SD: độ lệch chuẩn của đường thẳng tuyến tính 

a:  hệ số góc (slope) 

2.6.1.2. Giới hạn định lượng 

Giới hạn định lượng (limit of quantitation – LOQ) là lượng hoặc nồng độ  
thấp nhất của một chất cần phần tích mà ở đó không chỉ có thể phát hiện mà 
còn có thể định lượng, đo lường một cách chính xác, mức độ tin cậy cao với sai 
số có thể chấp nhận được. 

Phương pháp xác định giới hạn định lượng được thực hiện tương tự như 
xác định giới hạn phát hiện. Giới hạn định lượng được tính toán với công thức 
(2 – 3): 

𝐿𝑂𝑄 = 10 ×
𝑆𝐷
𝑎

(2 − 3) 

Với: 

SD: độ lệch chuẩn của đường thẳng tuyến tính 

a: hệ số góc (slope) 

2.6.2. Độ đúng 

Độ đúng là khái niệm biểu diễn khoảng cách gần nhau giữa các giá trị 
trung bình của kết quả thử nghiệm và giá trị thực hoặc giá trị được xem là đúng 
(µ).  

Để xác định độ đúng phải có giá trị đúng, có nhiều phương pháp khác nhau 
để xác định độ đúng của phương pháp. Hai cách phổ biến thường được sử dụng 
bao gồm so sánh kết quả thu được từ thử nghiệm với kết quả từ một phương 
pháp đối chiếu hay sử dụng mẫu chuẩn (mẫu kiểm tra) đã biết trước lượng, 
nồng độ. Phương pháp xác định độ đúng được đánh giá thông qua độ thu hồi 
(độ tìm lại) [57]. 
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Độ đúng của phương pháp xác định và định lượng kháng sinh ampicillin 
được tính thông qua độ thu hồi. Độ thu hồi thực hiện bằng cách thêm chuẩn 
ampicillin ở ba nồng độ khác nhau là 0.02 mg/mL, 0.035 mg/mL, 0.07 mg/mL 
và được thực hiện lặp lại bốn lần ở mỗi nồng độ (Bảng 2.17).  

Bảng 2.17. Thí nghiệm đánh giá độ đúng của phương pháp phân tích 

Ampicillin Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

Số thí 
nghiệm Nồng độ 

(mg/mL) 
Thể tích 

(µL) 

0.02 

200 200 400 200 4 0.035 

0.070 

Từ đó, đánh giá lại độ đúng theo độ lệch (bias). 

∆=
X୲ୠ − μ

μ
× 100 (2 − 4) 

Trong đó:  

∆: Độ lệch (bias), % 

Xtb: Giá trị trung bình của kết quả thử nghiệm 

μ: Giá trị thực hoặc giá trị được chấp nhận là đúng 

Đối với mẫu thử: 

𝑅% =
𝐶௠ା௖ − 𝐶௠

𝐶௖
× 100 (2 − 5) 

Đối với mẫu trắng: 

𝑅% =
𝐶௧௧

𝐶௖
× 100 (2 − 6) 

Trong đó:  

R%: Độ thu hồi, % 

Cm+c: Nồng độ chất phân tích trong mẫu thêm chuẩn 

Cm: Nồng độ chất phân tích trong mẫu thử 
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Cc: Nồng độ chuẩn thêm (lý thuyết) 

Ctt: Nồng độ chất phân tích trong mẫu trắng thêm chuẩn  

2.6.3. Độ lặp và tái lặp 

Độ lặp và tái lặp trong thẩm định phương pháp phân tích hóa học liên quan 
đến việc lặp lại các thử nghiệm nhiều lần để đảm bảo tính nhất quán và độ tin 
cậy của kết quả. Độ lặp và tái lặp, cả hai đều là đại lượng đánh giá tính lặp lại 
của một phương pháp nhưng chúng lại có sự khác biệt rõ ràng.  

Độ lặp liên quan đến việc thử nghiệm trên cùng một mẫu, trong cùng một 
phòng thí nghiệm, cùng một điều kiện và trong một ngày được lặp lại nhiều lần. 
Để đánh giá tính đồng nhất của kết quả, mức độ tin cậy và ổn định của phương 
pháp. 

Tái lặp liên quan đến việc lặp lại thí nghiệm nhiều lần trên cùng một mẫu, 
nhưng trong các điều kiện khác nhau. Độ tái lặp mô tả mức độ mà phương pháp 
phân tích có thể thực hiện và ổn định ở các điều kiện khác nhau. 

Độ lặp và tái lặp được đánh giá thông qua hai thông số độ lặp lại (RSDr) 
và được so sánh với giá trị HorRat (PRSD(R)). Được tính toán theo các công 
thức sau: 

SD =  ඨ∑(x୧ − x)ଶ

n − 1
(2 − 7) 

RSD % = CV % =  
SD
x

× 100 (2 − 8) 

PRSD (R) =2 C-0.15 (2 − 9) 

Trong đó: 

SD: Độ lệch chuẩn 

PRSD (R): Độ lệch chuẩn tương đối dự đoán 

RSD: Độ lệch chuẩn tương đối 

C: Phần trăm khối lượng. 

𝑥: Giá trị trung bình các lần thí nghiệm 

2.5.3.1. Độ lặp 
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Đánh giá độ lặp của phương pháp (HorRat (r) – RSDr), các mẫu được tiến 
hành thêm chuẩn ở ba mức nồng độ 0.03, 0.045 và 0.06 mg/mL, lặp lại sáu lần 
trong cùng một ngày (Bảng 2.18). 

 Bảng 2.18. Thí nghiệm độ lặp của phương pháp trong cùng 1 ngày 

Ampicillin Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

Số thí 
nghiệm Nồng độ 

(mg/mL) 
Thể tích 

(µL) 

0.030 

200 200 400 200 6 0.045 

0.060 

Độ lặp của phương pháp được chấp nhận khi 0.3 ≤ HorRat (r) ≤ 1.3 [58].  
Và được tính toán theo các công thức sau: 

HorRat (r) =  ୖୗୈ౨
୔ୖୗୈ (ୖ)

(2 − 10)  

Trong đó: 

PRSD (R): Độ lệch chuẩn tương đối dự đoán 

RSD: Độ lệch chuẩn tương đối 

2.6.3.2. Độ tái lặp 

Xác định độ tái lặp RSDR, các mẫu được tiến hành thêm chuẩn ở ba mức 
nồng độ 0.03, 0.045 và 0.06 mg/mL. Thử nghiệm được lặp lại ba lần trong cùng 
một ngày và thực hiện trong ba ngày khác nhau (Bảng 2.19). 

Bảng 2.19. Thí nghiệm độ tái lặp trong 3 ngày khác nhau 

Ampicillin Thể tích 
AuNPs 

(µL) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
NaCl 
(µL) 

Số thí 
nghiệm Nồng độ 

(mg/mL) 
Thể tích 

(µL) 

0.03 

200 200 400 200 9 0.045 

0.06 
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Độ tái lặp của phương pháp được chấp nhận khi 0.5 ≤ HorRat (R) ≤ 2 [57]. 
Và được tính toán theo các công thức sau: 

HorRat (R) =  
RSDୖ

PRSD (R)
(2 − 11) 

Trong đó: 

PRSD (R): Độ lệch chuẩn tương đối dự đoán 

RSD: Độ lệch chuẩn tương đối 

2.6.4. Độ chọn lọc 

Độ chọn lọc (đặc hiệu) là một yếu tố quan trọng cần được xem xét, kiểm 
tra khi nghiên cứu chế tạo một hệ cảm biến. Độ chọn lọc càng cao, hệ cảm biến 
càng có khả năng phát hiện chính xác phân tử hoặc hợp chất mục tiêu, loại bỏ 
khả năng nhằm lẫn giữa các phân tử đích và những chất khác. Một hệ cảm biến 
có độ chọn lọc cao có thể làm cho kết quả nghiên cứu đáng tin cậy hơn. 

Độ chọn lọc của hệ cảm biến nano vàng – aptamer phát hiện kháng sinh 
ampicillin được đánh giá thông qua việc sử dụng hệ cảm biến này phát hiện lần 
lượt với các loại kháng sinh, protein, các ion kim loại,… khác.  

Các loại kháng sinh, protein, các ion kim loại (Bảng 2.20) được chuẩn bị 
với nồng độ 0.05 mg/mL trong dung dịch đệm acetate với nồng độ và giá trị 
pH thích hợp đã được khảo sát ở (2.4.1) và (2.4.2). Dung dịch NaCl được chuẩn 
bị với nồng độ thích hợp được lựa chọn thông qua khảo sát (2.4.3). Dung dịch 
aptamer với nồng độ thích hợp được xác định ở mục (2.4.4). Thời gian ủ 
aptamer, ampicillin  và NaCl thích hợp áp dụng đánh giá tính đặc hiệu của hệ 
cảm biến được lựa chọn qua các thí nghiệm ở (2.4.5) và (2.4.6). 

Bảng 2.20. Danh sách kháng sinh, protein, ion kim loại  

STT Tên Hàm lượng/ Nồng độ 
(mg/mL) 

1 Ampicillin 

0.05  

2 Chloramphenicol 
3 Enrofloxacin 

4 Quinolone 18 chất 

Ciprofloxacin 
Danofloxacin 
Difloxacin 
Enoxacine 
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Enrofloxacin 
Flumequin 
Norfloxacin, 
Nalidixic acid 
Marbofloxacin 
Moxifloxacin 
Lomefloxacin 
Levofloxacin 
Gatifloxacin 
Sparfloxacin 
Sarafloxacin 
Perfloxacin 
Oxolinic acid 
Ofloxacin 

5 Bovine Serum Albumin (BSA) 
6 Ion Ca2+ 
7 Ion Mg2+ 
8 Glucoso 
9 Fructoso 

10 Lactose 
Quy trình thực hiện: Đầu tiên, 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với nồng 

độ thích hợp được trộn lẫn với thời gian được xác định ở mục (2.4.5) trong chai 
thủy tinh 3 mL. Sau đó, thêm 200 µL dung dịch kháng sinh, protein, các ion 
kim loại 0.05 mg/mL vào hỗn hợp trên và hòa trộn trong khoảng thời gian thời 
gian thích hợp được xác định ở mục (2.4.6). Tiếp theo, 200 µL dung dịch NaCl 
với nồng độ đã xác định được ở mục (2.4.3) thêm vào hỗn hợp trên và ủ trong 
thời gian được lựa chọn ở mục (2.4.7) (Bảng 2.21). Kết thúc phản ứng, tiến 
hành đo quang phổ UV – Vis và máy so màu di động, đánh giá và kết luận độ 
chọn lọc cho hệ cảm biến. 

Bảng 2.21. Khảo sát độ chọn lọc hệ cảm biến nano vàng – aptamer 

Kháng sinh, protein, ion kim 
loại 0.05 mg/mL Thể tích 

AuNPs (µL) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

Tên 
Thể tích 

(µL) 

Mẫu đối chứng 
200 200 400 200 

Ampicillin 
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Chloramphenicol 

Enrofloxacin 

Quinolone 18 chất 

Bovine Serum 
Albumin (BSA) 

Ion Ca2+ 

Ion Mg2+ 

Glucoso 

Fructoso 

Lactose 

2.7. PHÂN TÍCH MẪU THỰC 

Việc phân tích mẫu thực có ý nghĩa quan trọng trong các nghiên cứu ứng 
dụng, cung cấp các thông tin có ích cho kết quả nghiên cứu ở điều kiện thực tế, 
đánh giá, kiểm tra hiệu suất và tính khả thi khi áp dụng vào thế giới thực. Qua 
đó, cũng có thể thấy được các ưu nhược điểm của nghiên cứu.  

Áp dụng nghiên cứu trên mẫu thực, hệ cảm biến nano vàng – aptamer 
được ứng dụng trong việc phát hiện kháng sinh ampicillin có trong sữa. 

2.7.1. Chuẩn bị mẫu 

Các mẫu phân tích (sữa) được thu thập trong siêu thị (sữa tươi vinamilk 
tiệt trùng ít đường) và xử lý để loại bỏ các thành phần không cần thiết theo quy 
trình như sau: Mẫu sau khi thu thập, được thêm một lượng kháng sinh 
ampicillin, tạo các mẫu thêm vào với các nồng độ 0.02, 0.035 và 0.05 mg/mL. 
Sau đó, 4 mL mẫu thêm vào ở các nồng độ khác nhau được hòa tan cùng 20 
mL acetonitrile 75 % và khuấy 5 phút, tiếp tục ly tâm 10 phút giúp loại bỏ 
protein. Mẫu sau khi ly tâm được lọc bằng đầu lọc 0.22 µm và được sử dụng 
để phân tích. 

2.7.2. Phân tích mẫu 

Quy trình thực hiện phân tích mẫu thêm vào được thực hiện như sau: Đầu 
tiên, 200µL AuNPs và 400 µL aptamer với nồng độ thích hợp được trộn lẫn với 
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thời gian được xác định ở mục (2.4.5) trong chai thủy tinh 3 mL. Sau đó, thêm 
200 µL mẫu thêm vào ở các nồng độ khác nhau đã được xử lý vào hỗn hợp trên 
và hòa trộn trong khoảng thời gian thời gian thích hợp được xác định ở mục 
(2.4.6). Tiếp theo, 200 µL dung dịch NaCl với nồng độ đã xác định được ở mục 
(2.4.3) thêm vào hỗn hợp trên và ủ trong thời gian được lựa chọn ở mục (2.4.7) 
(Bảng 2.22) . Kết thúc phản ứng, tiến hành đo quang phổ UV – Vis và máy so 
màu di động. 

Để đánh giá độ đúng của phương pháp, kết quả mẫu được đối chiếu với 
kết quả phân tích HPLC.  

Bảng 2.22. Phân tích mẫu thực 

Mẫu thực 

Thể tích 
AuNPs (µL) 

Thể tích 
aptamer 

(µL) 

Thể tích 
NaCl (µL) 

Nồng độ 
thêm vào 
(mg/mL) 

Thể tích 
(µL) 

0.020 

200 200 400 200 0.035 

0.050 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

3.1. TỔNG HỢP AuNPs HÌNH CẦU 

Phương pháp khử Au3+ sử dụng dung dịch trisodium citrate ở nhiệt độ cao 
(phương pháp Turkevich) đã thể hiện một quy trình tổng hợp hiệu quả nano 
vàng hình cầu với kích thước hạt đồng nhất. Trisodium citrate không chỉ là chất 
khử hiệu quả mà còn đóng vai trò bảo vệ và làm ổn định hạt nano vàng trong 
dung dịch. Các phân tử citrate hấp thụ lên bề mặt vàng thông qua các nhóm 
chức chứa oxi trái dấu, tạo ra một lớp điện tích bề mặt trên hạt nano vàng giúp 
chúng không bị kết tụ. 

3.1.1. Quang phổ UV - Vis 

AuNPs sau khi được tổng hợp có màu đỏ rượu, đây là màu sắc đặc trưng 
của hạt nano vàng. Dung dịch AuNPs hấp thụ trên quang phổ UV – Vis ở bước 
sóng 520 nm, với độ rộng peak hẹp (Hình 3.1). 

 

Hình 3.1: Quang phổ UV – Vis dung dịch nano vàng hình cầu 
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3.1.2. TEM và sự phân bố kích thước hạt 

 

Hình 3.2. Ảnh TEM (A) và sự phân bố kích thước (B) của AuNPs 

Hình thái học của các hạt nano vàng được xác định thông qua kính hiển vi 
điện tử truyền qua (TEM). Quan sát bằng ảnh TEM, nano vàng tồn tại ở dạng 
hình cầu (Hình 3.2 A). Kích thước hạt nano vàng phân bố từ 12 – 24 nm, với 
kích thước trung bình là 15 nm (Hình 3.2 B). Hệ nano vàng đồng nhất về kích 
thước, phân tán tốt trong dung dịch và không bị kết tụ. 

3.1.3. Nhiễu xạ electron vùng chọn lọc (SEAD) 

Cấu trúc tinh thể của vật liệu AuNPs được đánh giá thông qua phương 
pháp nhiễu xạ electron vùng chọn lọc (SAED). Kết quả SAED cho thấy sự hình 
thành các hướng tinh thể đặc trưng cho cấu trúc hạt nano vàng với mặt phẳng 
liên quan đến hướng tinh thể (111), (200), (220) và (311) (Hình 3.3). 

Hình 3.3. Ảnh nhiễu xạ electron vùng chọn lọc (SEAD) nano vàng 

A B
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3.1.4. Kết quả DLS – Zeta 

 

Hình 3.4. Kết quả DLS (A) và Zeta (B) của AuNPs 

Phương pháp phổ tán xạ ánh sáng (DLS – dynamic light scattering) là một 
công cụ dùng để đo kích thước và phân bố kích thước của các hạt nano. Thế 
zeta là một thông số quan trọng liên quan đến sự ổn định của các hệ nano, đo 
mức độ tương tác giữa các hạt nano và môi trường xung quanh dựa vào lượng 
điện tích trên bề mặt nano. Cả hai phương pháp này thường được sử dụng để 
đánh giá sự ổn định của các hệ nano. Trong một hệ nano ổn định, kích thước 
hạt nên duy trì ổn định qua thời gian và thế zeta duy trì ở một mức độ cao cho 
thấy lực đẩy giữa các hạt nano mạnh, giúp chống lại sự tụ hợp hoặc kết tủa của 
hạt nano. 

Kích thước hạt trong dung dịch hệ nano vàng hình cầu được xác định bằng 
phương pháp phổ tán xạ ánh sáng (DLS). Dữ liệu kích thước hạt chỉ ra mẫu 
nano vàng với kích thước trung bình là 10 – 100 nm, kích thước thu được nhiều 
nhất là 20.3 nm (Hình 3.4 A). 

Độ bền của hệ nano được xác định dựa trên thế zeta. Kết quả phân tích chỉ 
ra giá trị thế zeta là – 26.5 mV (Hình 3.4 B), cho thấy sự ổn định tương đối của 
hệ nano.  

Từ đó, chứng minh rằng dung dịch nano vàng hình cầu tổng hợp bằng 
phương pháp và quy trình được áp dụng có độ bền tốt với lực đẩy mạnh giữa 
các hạt, ngăn chặn các hạt nano kết tụ với nhau. 

3.1.5. STEM – Mapping 

STEM – mapping được sử dụng để đánh giá sự phân bố các nguyên tố 
cacbon, oxi, nitơ và cả photpho trên bề mặt nano vàng (Hình 3.5). Kết quả cho 
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thấy rằng, các nguyên tố cacbon (C), oxi (O) có sự phân bố đồng đều trên toàn 
hệ nano. Còn đối với nguyên tố photpho (P) và nito (N) xuất hiện rất ít trong 
hệ, sự phân bố không rõ ràng. 

 
 

Hình 3.5. Ảnh STEM – Mapping hệ nano AuNPs 

3.2. KHẢO SÁT NGHIÊN CỨU HỆ CẢM BIẾN AuNPs – APTAMER 

NaCl

NaCl

+
+

DNA - Aptamer Nano Vàng (AuNPs) Kháng sinh
  

Hình 3.6. Cơ chế xác định kháng sinh của hệ cảm biến AuNPs – aptamer 

Trong những năm gần đây, hệ cảm biến nano vàng – aptamer (AuNPs/ 
Apt) được sử dụng rộng rãi trên thế giới cũng như Việt Nam, được sử dụng 
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trong định lượng nhiều chất hóa học khác nhau trong đó có cả kháng sinh. Với 
nhiều phương pháp chế tạo cảm biến AuNPs/Apt khác nhau đã được phát triển 
và cải tiến. Trong bài nghiên cứu này, phương pháp được sử dụng là quá trình 
hấp phụ aptamer lên AuNPs bằng cách trộn lẫn các hạt nano vàng với aptamer. 
Từ đó, AuNPs được sử dụng như một chất đánh dấu dựa trên độ nhạy của lớp 
điện tử plasmon và aptamer như một chất làm bền. Khi không có sự hiện diện 
của chất mục tiêu, aptamer có nhiệm vụ bảo vệ các hạt nano vàng, ngăn chặn 
sự kết tụ do muối gây ra. Khi có sự hiện diện của chất mục tiêu (kháng sinh) 
trong hệ cảm biến, các liên kết của AuNPs và aptamer trải qua quá trình giải 
hấp. Sau đó, muối được thêm vào, tạo ra sự ngưng tụ của AuNPs, hệ cảm biến 
thay đổi từ màu đỏ sang xanh lam hoặc tím (Hình 3.6). Những dịch chuyển cực 
đại độ hấp thụ này được xác định bằng cách thu thập các tín hiệu phản xạ và 
sau đó định lượng bằng cách sử dụng máy quang phổ UV – Vis và máy so màu 
di động. Sự thay đổi màu sắc của hệ cảm biến rất rõ ràng nên có thể dễ dàng 
quan sát bằng mắt thường. Vì thế, aptasensor này phù hợp cho các ứng dụng 
tại chỗ, có thể hỗ trợ nhiều trong việc kiểm tra định kỳ với thao tác đơn giản và 
nhanh chóng. 

3.2.1. Khảo sát nồng độ dung dịch đệm acetate 

Nồng độ dung dịch đệm có thể ảnh hưởng đến cấu trúc và chức năng của 
cả aptamer và ampicillin. Đối với aptamer, nồng độ dung dịch đệm ảnh hưởng 
đến nồng độ proton trong dung dịch aptamer, do đó có thể thay đổi cấu trúc của 
chúng. Điều này ảnh hưởng đến khả năng aptamer nhận dạng và liên kết với 
các hợp chất mục tiêu cụ thể. Với ampicillin, nồng độ dung dịch đệm tăng có 
thể gây ra sự phân hủy và giảm hiệu quả kháng khuẩn. 

Kết quả nghiên cứu sự ảnh hưởng của nồng độ dung dịch đệm acetate sử 
dụng phương pháp UV – Vis được thể hiện trong (Hình 3.7). 

Qua kết quả từ phép đo quang phổ UV – Vis (Hình 3.7) ở các nồng độ pH  
khác nhau tại vùng bước sóng 450 nm – 800 nm cho thấy: hệ cảm biến khi 
không có sự hiện diện của ampicillin (Hình 3.7 A) peak hấp thụ của hệ hầu như 
không có sự thay đổi khi nồng độ dung dịch đệm acetate thay đổi từ 0.02 M – 
0.1 M. Tuy nhiên, ở nồng độ  0.2 M, peak hấp thụ của hệ có sự dịch chuyển 
peak từ bước sóng 520 nm đến vùng bước sóng 630 nm – 650 nm. Cho thấy có 
sự kết tụ của các hạt nano vàng khi sử dụng dung dịch đệm acetate có nồng độ 
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0.2 M. Do nồng độ dung dịch đệm acetate có ảnh hưởng đến cấu trúc, hình dạng 
và chức năng của aptamer thông qua những ảnh hưởng lên các liên kết hydro 
và liên kết ion giữa các cặp cơ sở nucleotide, dẫn đến quá trình hấp phụ, bao 
bọc các hạt nano vàng của aptamer giảm, khi đó dung dịch NaCl được thêm 
vào tác động đến AuNPs, tạo ra sự ngưng tụ và thay đổi màu sắc dung dịch hệ 
cảm biến. 

 

Hình 3.7. Ảnh hưởng nồng độ hệ đệm acetate khi không có (A), có (B) 
ampicillin, tỉ lệ độ hấp thu của peak Asbλ650/Asbλ520 khi không có và có 

ampicillin (C) 

Đồng thời, khi chất mục tiêu (ampicillin) xuất hiện trong hệ cảm biến 
AuNPs/Apt (Hình 3.7 B), ở các nồng độ dung dịch đệm acetate đều có sự xuất 
hiện peak hấp thụ ở vùng 650 nm. Tuy nhiên, peak hấp thụ này không có sự 
thay đổi rõ ràng ở các nồng độ dung dịch đệm acetate từ 0.02 M – 0.05 M. Cùng 
với đó, khi sử dụng dung dịch đệm acetate có nồng độ 0.1 M và 0.2 M, cho thấy 
được sự thay đổi và dịch chuyển peak hấp thụ rõ hơn so với các nồng độ dung 
dịch đệm thấp, chứng tỏ các chuỗi aptamer bắt đầu liên kết với các phân tử 
kháng sinh ampicillin.   
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Tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai peak hấp thụ ở bước sóng 650 nm và 520 nm 
(Asbλ650/ λ520) được sử dụng làm thông số tính toán so sánh các kết quả khảo sát 
và lập đường chuẩn kháng sinh cho hệ cảm biến nano vàng – aptamer [59, 60, 
61].  

Theo kết quả thu được (Hình 3.7 C), nồng độ dung dịch đệm acetate từ 
0.02 M – 0.05 M, trong hai trường hợp không có và có ampicillin trong hệ cảm 
biến, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 thay đổi không đáng kể, cho thấy ở các nồng độ đệm 
acetate này hệ cảm biến hoạt động không hiệu quả. Nhưng khi nồng độ dung 
dịch đệm acetate được tăng lên 0.1 M và 0.2 M, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 khi chất mục 
tiêu tham gia vào hệ cảm biến có sự chênh lệch rõ so với khi vắng mặt chất mục 
tiêu. Tuy nhiên, ở nồng độ 0.2 M, ampicillin không xuất hiện trong hệ cảm 
biến, aptamer chưa làm tốt và ổn định vai trò bảo vệ các hạt nano vàng khỏi sự 
tấn công của dung dịch NaCl. Và khả năng nhận biết ampicillin của hệ cảm 
biến ở nồng độ dung dịch đệm acetate này cũng không ổn định. Ngược lại, kết 
quả ở nồng độ dung dịch đệm acetate là 0.1 M, aptamer bảo vệ tốt AuNPs, đồng 
thời có tương tác tốt với ampicillin một cách ổn định, hiệu quả cảm biến ít bị 
thay đổi. 

 

Hình 3.8. Tỷ lệ màu thể hiện ảnh hưởng nồng độ dung dịch đệm đến hệ 
cảm biến 

Dựa vào kết quả của phương pháp so màu di động (Hình 3.8), cho thấy tỷ 
lệ màu lục và lam (green/blue – G/B) hầu như không thay đổi ở tất cả các nồng 
độ dung dịch đệm acetate và cả khi không có hay có ampicillin. Hai hệ cảm 
biến (không có và có ampicillin) có sự chênh lệch ở các tỷ lệ màu: lục/đỏ 
(green/red – G/R) và lam/đỏ (blue/red – B/R). Tỷ lệ màu G/R và B/R ở các 
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nồng độ dung dịch đệm acetate từ 0.02 M – 0.1 M hầu như không thay đổi, 
nhưng tăng lên ở nồng độ 0.2 M khi cảm biến không hiện diện ampicillin. Sự 
có mặt của ampicillin trong hệ cảm biến gần như không thay đổi hai tỷ lệ màu 
sắc này khi tăng nồng độ dung dịch đệm từ 0.02 M – 0.05 M. Tỷ lệ màu có sự 
thay đổi rõ và chênh lệch cao so với mẫu không ampicillin ở nồng độ đệm 
acetate là 0.1 M và 0.2 M. Quan sát màu sắc của các mẫu khi không có và có 
sự hiện diện của ampicillin (Hình 3.9) cho thấy hệ cảm biến phát hiện kháng 
sinh có thể quan sát bằng mắt thường. 

 

Hình 3.9. Mẫu khảo sát nồng độ dung dịch đệm acetate 

So sánh hai kết quả giữa phương pháp đo quang phổ UV – Vis và so màu 
di động, cho thấy cả hai phương pháp được sử dụng có sự tương đồng. Qua đó, 
nồng độ hệ đệm acetate thích hợp được lựa chọn, sử dụng trong hệ cảm biến 
AuNPs/Apt để tiến hành các khảo sát kế tiếp, đem lại hiệu quả và ổn định cho 
cảm biến là 0.1 M. 

3.2.2. Khảo sát giá trị pH dung dịch đệm acetate 

Giá trị pH có thể tác động đáng kể đến hoạt động của hệ cảm biến nano 
vàng – aptamer. Ngoài tác động của nồng độ , giá trị pH của dung dịch đệm 
cũng có thể thay đổi cấu trúc, khả năng nhận diện phân tử mục tiêu của aptamer. 
Đối với các hạt nano vàng, môi trường acid hay bazơ quá mạnh có thể thay đổi 
kích thước, sự phân tán và kết tụ làm thay đổi màu sắc ảnh hưởng đến khả năng 
ứng dụng cảm biến. Ngoài ra, ampicillin có thể phân hủy trong môi trường có 
pH cao, do gia tăng tốc độ hydrolysis (quá trình ampicillin bị phân hủy) [62].  

Kết quả khảo sát sự ảnh hưởng giá trị pH đến hệ cảm biến được thể hiện 
trong (Hình 3.10). 
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Dựa vào quang phổ UV – Vis (Hình 3.10) trong vùng bước sóng 450 nm 
– 800 nm, kết quả khảo sát giá trị pH khi hệ cảm biến không có sự tham gia của 
ampicillin (Hình 3.10 A) cho thấy: sự dịch chuyển peak hấp thụ từ bước sóng 
520 nm sang 550 nm khi giá trị pH = 2, peak hấp thụ gần như không có dịch 
chuyển và thay đổi nhiều khi giá trị pH tăng từ 3 – 7. 

 

Hình 3.10. Ảnh hưởng giá trị pH khi không có (A) và có (B) ampicillin, tỉ lệ 
độ hấp thu của peak Asbλ650/λ520 khi không có và có ampicillin (C) 

Đồng thời, khi xuất hiện chất mục tiêu trong hệ cảm biến AuNPs/Apt 
(Hình 3.10 B), ở mẫu khảo sát giá trị pH = 2 có sự dịch chuyển peak sang vùng 
600 nm, thể hiện sự kết tụ các hạt nano vàng. Phổ hấp thụ của mẫu pH = 3 và 
4 cho thấy peak hấp thụ dịch chuyển từ bước sóng 520 nm sang 650 nm, điều 
này chứng tỏ, ở hai giá trị pH này hệ cảm biến hoạt động có hiệu quả cao, 
aptamer liên kết tốt với kháng sinh, các hạt nano vàng được giải hấp ra khỏi 
các chuỗi aptamer nhiều nhất, tiếp xúc với dung dịch NaCl gây tụ hạt, thay đổi 
bước sóng hấp thụ và màu sắc hệ cảm biến. Nhưng khi tăng lên pH = 5 peak 
hấp thụ xuất hiện hai vị trí lần lượt tại: bước sóng 530 nm với cường độ cao và 
vùng 630 nm với cường độ thấp, chứng tỏ aptamer chỉ liên kết với một số ít 
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kháng sinh có mặt trong hệ. Và sự dịch chuyển peak hấp thụ không xảy ra khi 
dung dịch đệm acetate sử dụng trong hệ cảm biến có giá trị pH = 6 và 7. 

Tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai peak hấp thụ ở bước sóng 650 nm và 520 nm 
(Asbλ650/ λ520) (Hình 3.10 C) cho thấy: hệ cảm biến sử dụng dung dịch đệm 
acetate pH = 2 khi không có ampicillin, aptamer không bảo vệ các hạt nano 
vàng tốt so với các giá trị pH lớn, có thể thấy được aptamer không hoạt động 
hiệu quả ở pH này. Quan sát kết quả cho thấy, khi tăng dần giá trị pH từ 3 đến 
7, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 thấp và hầu như không thay đổi, chứng tỏ aptamer đã thực 
hiện tốt khả năng bao phủ và bảo vệ các hạt nano vàng khỏi tác nhân gây tụ hạt. 
Đặc biệt, ở giá trị pH = 3 sự bao phủ các hạt AuNPs của aptamer được thể hiện 
hiệu quả nhất. Khi có ampicillin, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 thay đổi đáng kể, sự chênh 
lệch khoảng cách giữa tỷ lệ Asbλ650/ λ520 khi có và không có ampicillin cao nhất 
ở hai giá trị pH = 3 và 4. Khoảng cách chênh lệch giữa hai hệ cảm biến (không 
có và có ampicillin) giảm khi pH = 5. Khi hệ cảm biến sử dụng dung dịch đệm 
acetate pH = 6, 7 và chất mục tiêu tham gia, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 giảm thấp hơn tỷ 
lệ Asbλ650/ λ520 khi không có chất mục tiêu. Do aptamer không liên kết với 
ampicillin trong hệ cảm biến, không trải qua quá trình giải hấp các hạt AuNPs. 
Lượng ampicillin có trong hệ tiếp tục đóng vai trò bảo vệ các hạt nano vàng. 
Vì vậy, AuNPs càng khó tiếp xúc với tác nhân gây ngưng tụ hạt (NaCl).  

 

Hình 3.11. Mẫu khảo sát giá trị pH 

Quan sát màu sắc của các mẫu khảo sát giá trị pH ảnh hưởng đến hệ cảm 
biến (Hình 3.11) và kết quả từ phương pháp so màu di động (Hình 3.12), cho 
thấy tỷ lệ màu green/blue hầu như không thay đổi ở tất cả các giá trị pH ở cả 
hai hệ cảm biến (không có và có ampicillin). Hai hệ cảm biến này có sự chênh 
lệch rõ ở các tỷ lệ màu: green/red và blue/red và gần giống nhau. Tỷ lệ màu 
G/R và B/R ở pH = 2 có khoảng cách chênh lệch giữa hai hệ cảm biến thấy rõ, 
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nhưng sự chênh lệch này vẫn thấp hơn khi sử dụng pH = 3 và 4. Kết quả hai tỷ 
lệ màu G/R và B/R ở pH = 5 thể hiện sự chênh lệch khoảng cách giữ hai hệ 
cảm biến khi không có và có sự hiện diện của ampicillin có sự giảm mạnh và 
tiếp tục giảm ở các pH = 6 và 7. 

 

Hình 3.12. Tỷ lệ màu thể hiện ảnh hưởng giá trị pH đến hệ cảm biến 

Từ hai kết quả phân tích: phương pháp quang phổ UV – Vis và so màu di 
động, nhận thấy có sự tương đồng về hiệu quả cảm biến ở các mẫu khảo sát giá 
trị pH. Cả hai phương pháp đều thể hiện khi sử dụng dung dịch đệm acetate có 
nồng độ đệm là 0.1 M, giá trị pH = 3 và 4 hiệu quả cảm biến được cải tiến. Tuy 
nhiên, khi hệ cảm biến sử dụng dung dịch đệm acetate có pH = 3 và không xuất 
hiện chất mục tiêu, các chuỗi aptamer thực hiện nhiệm vụ làm bền và bảo vệ 
các hạt AuNPs tốt hơn so với khi sử dụng hệ đệm acetate pH = 4. Do đó, dung 
dịch đệm acetate thích hợp cho hệ cảm biến nano vàng – aptamer có giá trị pH 
= 3 và nồng độ là 0.1 M. 

3.2.3. Khảo sát nồng độ NaCl 

Dung dịch sodium chloride là chất điện ly mạnh có khả năng làm giảm 
lớp vỏ điện tích bên ngoài, ảnh hưởng đến khả năng kết tụ của các hạt nano 
vàng. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy sự ảnh hưởng của nồng độ dung dịch muối 
đến hệ cảm biến sử dụng phương pháp đo quang phổ UV – Vis được thể hiện 
trong (Hình 3.13).  
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Hình 3.13. Ảnh hưởng nồng độ NaCl khi không có (A)và có (B) ampicillin, 
tỉ lệ độ hấp thu của peak Asbλ650/Asbλ520 khi không có và có ampicillin (C) 

Dựa vào kết quả quang phổ UV – Vis (Hình 3.13) trong vùng bước sóng 
450 nm – 800 nm, cho thấy nồng độ NaCl có ảnh hưởng khi hệ cảm biến không 
có sự tham gia của ampicillin (Hình 3.13 A), peak hấp thụ gần như không dịch 
chuyển khi nồng độ NaCl tăng từ 0.1 M – 0.35 M. Nhưng khi nồng độ NaCl 
được tăng lên 0.45 M sự dịch chuyển peak hấp thụ bắt đầu xảy ra và có thể thấy 
rõ ở nồng độ là 1 M. Chứng tỏ rằng, nồng độ NaCl 1 M có tác động mạnh mẽ 
đến hệ cảm biến, gây ra hiện tượng ngưng tụ hoàn toàn các hạt nano vàng, dịch 
chuyển peak hấp thụ sang vùng bước sóng 650 nm.  

Khi chất mục tiêu được thêm vào hệ cảm biến AuNPs/Apt (Hình 3.13 B), 
sự dịch chuyển dần peak hấp thụ sang vùng 650 nm bắt đầu diễn ra khi tăng 
nồng độ muối NaCl từ 0.1 M – 0.3 M và gần như không thay đổi khi tăng dần 
nồng độ lên 1 M. Cho thấy, ở nồng độ NaCl 0.3 M, hệ cảm biến đã thực hiện 
hiệu quả chức năng phát hiện kháng sinh. 

Tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai peak hấp thụ ở bước sóng 650 nm và 520 nm 
(Asbλ650/ λ520) (Hình 3.13 C), cho thấy khả năng kết tụ của các hạt nano vàng 
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trong hệ cảm biến không có sự tham gia của ampicillin, nồng độ dung dịch 
muối NaCl tăng từ 0.1 M – 0.35 M không ảnh hưởng đáng kể, với sự thay đổi 
rất ít trên tỷ lệ Asbλ650/ λ520. Kết quả này chứng minh rằng, aptamer bảo vệ các 
hạt nano vàng tốt và ổn định ở các nồng độ NaCl này. Trong khi đó, khi tăng 
dần nồng độ NaCl, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 tăng lên. Đặc biệt, ở nồng độ NaCl = 1 M 
peak hấp thụ chuyển hóa hoàn toàn, cho thấy aptamer không thể bảo vệ các hạt 
AuNPs trước sự tấn công của tác nhân NaCl. 

Khi có ampicillin, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 thay đổi đáng kể, sự chênh lệch khoảng 
cách giữa tỷ lệ Asbλ650/ λ520 khi có và không có ampicillin bắt đầu ở nồng độ 
NaCl = 0.1 M, tăng dần ở 0.2 M và đạt cực đại ở 0.3 M. Khoảng cách này gần 
như không thay đổi khi nồng độ dung dịch muối là 0.35 M. Sự chênh lệch 
khoảng cách hai tỷ lệ Asbλ650/ λ520 của hai hệ nano khi không có và có ampicillin 
bắt đầu giảm dần ở các nồng độ 0.45 M và 0.6 M. Khi hệ cảm biến sử dụng 
nồng độ NaCl = 1M, hai tỷ lệ Asbλ650/ λ520 khi không có và có sự hiện diện chất 
mục tiêu là bằng nhau. 

Quan sát màu sắc của các mẫu khảo sát nồng độ NaCl (Hình 3.14) và kết 
quả phân tích thực hiện bằng phương pháp so màu di động (Hình 3.15) cho 
thấy: ở cả hai hệ cảm biến (không có và có ampicillin) tỷ lệ màu G/B hầu như 
không có sự thay đổi ở các giá trị nồng độ NaCl. Sự chênh lệch có thể thấy trên 
hai hệ cảm biến này xảy ra ở các tỷ lệ màu: G/R và B/R. Hai tỷ lệ màu G/R và 
B/R ở các nồng độ NaCl khác nhau có khoảng cách chênh lệch giữa hai hệ gần 
như giống nhau. Sự chênh lệch khoảng cách tỷ lệ màu sắc giữa hệ cảm biến có 
ampicillin và không có ampicillin cao nhất ở nồng độ NaCl = 0.2 M – 0.3 M và 
giảm dần ở các nồng độ 0.35 M và 0.45 M. Khoảng cách sự chênh lệch tỷ lệ 
màu sắc của cả hai hệ cảm biến này gần như bằng không ở nồng độ muối NaCl 
là 0.6 M và 1 M. 

 

Hình 3.14. Mẫu khảo sát nồng độ NaCl 
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Hình 3.15. Tỷ lệ màu thể hiện ảnh hưởng nồng độ NaCl đến hệ cảm biến 

So sánh kết quả giữa hai phương pháp quang phổ UV – Vis và so màu di 
động, cho thấy cả hai phương pháp phân tích có sự tương đồng. Qua kết quả 
quang phổ UV – Vis có thể thấy ở nồng độ NaCl = 0.3 M hệ cảm biến đã thực 
hiện đúng trách nhiệm phát hiện kháng sinh, sự ổn định của chuỗi aptamer, các 
liên kết chặt chẽ của aptamer và ampicillin được thể hiện qua tác động của NaCl 
lên các hạt AuNPs. Ở phương pháp so màu di động, với sự thay đổi tỷ lệ màu 
sắc, ta có thể thấy ở nồng độ NaCl = 0.2 M và 0.3 M hệ cảm biến cũng đã thực 
hiện hiệu quả khả năng của nó. Kết hợp các nhận định trên cho thấy, nồng độ 
dung dịch NaCl thích hợp được lựa chọn sử dụng nhằm nâng cao hiệu quả, 
giảm thiểu chi phí cho hệ cảm biến AuNPs/Apt được lựa chọn là 0.3 M và áp 
dụng cho cả hai phương pháp phân tích. 

3.2.4. Khảo sát nồng độ aptamer 

Nồng độ aptamer cũng đóng vai trò quan trọng đối với kết quả độ nhạy, 
chi phí và hiệu suất cảm biến. Việc sử dụng nồng độ aptamer quá thấp hay quá 
cao đều có tác động mạnh đến hệ cảm biến.  

Vì vậy, để đảm bảo rằng hệ cảm biến có thể đạt hiệu quả cảm biến tối đa, 
cần có một nồng độ aptamer thích hợp cho hệ. Cho nên, việc khảo sát nồng độ 
aptamer là điều cần thiết và quan trọng.  

Kết quả phổ hấp thu UV – Vis và thiết bị so màu di động đánh giá ảnh 
hưởng của nồng độ aptamer đến hệ cảm biến được thể hiện trong (Hình 3.16) 
và (Hình 3.18).  
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Hình 3.16. Ảnh hưởng nồng độ aptamer khi không có (A), có (B) 
ampicillin, tỉ lệ độ hấp thu của peak Asbλ650/λ520 khi không có và có 

ampicillin (C) 

Quan sát kết quả quang phổ UV – Vis (Hình 3.16) ở vùng bước sóng 450 
nm – 800 nm cho thấy rằng: nồng độ aptamer ảnh hưởng không đáng kể khi hệ 
cảm biến không có sự tham gia của ampicillin (Hình 3.16 A). Cụ thể, ở nồng 
độ 0.05 µM, aptamer xuất hiện hai peak hấp thụ ở vùng bước sóng 530 nm và 
630 nm, cho thấy một số lượng nhỏ các hạt nano vàng trong hệ cảm biến kết 
tụ. Và sự xuất hiện peak hấp thụ ở vùng bước sóng 630 nm mất dần khi nồng 
độ aptamer được tăng dần từ 0.1 – 0.2 µM. Chứng tỏ rằng, nồng độ aptamer 
thấp không đủ bao phủ và bảo vệ các hạt nano vàng dưới tác nhân NaCl. Khi 
nồng độ aptamer tăng lên 0.3 – 3 µM peak hấp thụ 630 nm gần như không xuất 
hiện, đỉnh hấp thụ cực đại ở vùng bước sóng 520 nm, điều đó đã khẳng định 
lại, khi nồng độ aptamer tăng, khả năng bảo vệ các hạt nano bởi các chuỗi 
aptamer cũng tăng lên, ngăn cản sự tiếp xúc giữa các hạt nano vàng với dung 
dịch NaCl. 
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Tuy nhiên, khi chất mục tiêu được thêm vào hệ cảm biến AuNPs/Apt 
(Hình 3.16 B), sự dịch chuyển dần peak hấp thụ sang vùng bước sóng 650 nm 
ở tất cả các nồng độ aptamer khác nhau từ 0.05 – 3 µM đều xảy ra. 

Tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai peak hấp thụ ở bước sóng 650 nm và 520 nm 
(Asbλ650/λ520) (Hình 3.16 C), cho thấy nồng độ aptamer có ảnh hưởng quan trọng 
đến hiệu quả hệ cảm biến. Khi không có sự tham gia của ampicillin, nồng độ 
aptamer tăng dần từ 0.05 – 0.04 µM, tỷ lệ Asbλ650/λ520 giảm dần, thể hiện trạng 
thái các hạt nano vàng trong hệ cảm biến ở nồng độ aptamer 0.05 µM có sự 
thay đổi nhiều nhất so với ban đầu và sự thay đổi giữa hai trạng thái trước và 
sau phản ứng của các hạt AuNPs giảm dần khi tăng nồng độ aptamer. Sau khi 
nồng độ aptamer tăng lên 0.5 – 3 µM, tỷ lệ Asbλ650/λ520 hầu như không thay đổi, 
khả năng bao phủ, bảo vệ AuNPs của aptamer tốt và ổn định.  

Khi có ampicillin, tỷ lệ Asbλ650/λ520 thay đổi không đáng kể giữa các mẫu 
aptamer có nồng độ khác nhau. Nhưng khi xét về sự chênh lệch khoảng cách 
giữa tỷ lệ Asbλ650/λ520 khi có và không có ampicillin ở nồng độ aptamer là 0.05 
µM và tăng dần lên 0.4 µM, có thể thấy sự chênh lệch về khoảng cách giữa các 
mẫu khảo sát cũng tăng dần và cao nhất ở nồng độ aptamer 0.5 – 1 µM. Sau đó, 
sự chênh lệch khoảng cách giữa hai tỉ lệ Asbλ650/λ520 của hai hệ cảm biến không 
có và có ampicillin giảm dần ở các nồng độ 1.5 µM đến 3 µM. Chứng minh 
rằng, khi sử dụng nồng độ aptamer quá cao, dư lượng aptamer không hấp phụ 
lên bề mặt nano vàng vẫn tồn tại trong hệ cảm biến, nên khi ampicillin được 
thêm vào sẽ liên kết trước với các chuỗi aptamer dư lượng, sau đó mới liên kết 
với các aptamer trên nano vàng. Vì vậy, một lượng các hạt nano vàng vẫn được 
bảo vệ bởi aptamer chưa liên kết với phân tử ampicillin. 

 

Hình 3.17. Mẫu khảo sát nồng độ aptamer 

Qua màu sắc của các mẫu khảo sát nồng độ aptamer ảnh hưởng đến hệ 
cảm biến (Hình 3.17) và kết quả khảo sát bằng phương pháp so màu di động 
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(Hình 3.18), cho thấy khoảng cách của tỷ lệ màu G/B ở cả hai hệ cảm biến 
(không có và có ampicillin) gần bằng nhau và hầu như không có sự thay đổi ở 
các giá trị nồng độ aptamer. Sự chênh lệch có thể thấy rõ trên hai hệ cảm biến 
này xảy ra ở các tỷ lệ màu: G/R và B/R. Tỷ lệ G/R và B/R ở các nồng độ 
aptamer khác nhau có sự chênh lệch giữa hai hệ gần như giống nhau về chiều 
hướng tăng giảm khoảng cách. Sự chênh lệch khoảng cách tỷ lệ màu giữa hệ 
cảm biến có ampicillin và không có ampicillin nhỏ nhất ở nồng độ aptamer là 
0.05 µM và tăng dần khi nồng độ aptamer tăng. Khoảng cách chênh lệch này 
đạt giá trị cao nhất khi nồng độ aptamer 0.5 µM và hầu như không thay đổi khi 
tăng dần nồng độ aptamer lên 3 µM.  

 

Hình 3.18. Tỷ lệ màu thể hiện ảnh hưởng nồng độ aptamer đến hệ cảm 
biến 

So sánh kết quả hai phương pháp được áp dụng là: quang phổ UV – Vis 
và so màu di động, cho thấy sự tương đồng về kết quả của nồng độ aptamer ảnh 
hưởng đến hệ cảm biến. Ở cả hai phương pháp phân tích cho thấy, nồng độ 
aptamer 0.5 µM thích hợp được lựa chọn sử dụng cho hệ cảm biến AuNPs/Apt 
nhằm đem lại hiệu quả và sự ổn định. 

3.2.5. Khảo sát thời gian ủ aptamer 

Thời gian ủ aptamer với các hạt nano vàng đóng vai trò quan trọng trong 
hệ cảm biến. Aptamer cần thời gian để có thể bao phủ và liên kết với các hạt 
nano vàng. Sự liên kết này đóng vai trò quan trọng trong việc tạo tín hiệu cảm 
biến. Thông thường, thời gian ủ aptamer liên kết với các hạt nano vàng trong 
khoảng từ vài phút đến vài giờ tùy thuộc vào nồng độ aptamer, kích thước hạt 
nano vàng, điều kiện và môi trường thực hiện.  
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Vì vậy, khảo sát thời gian cho quá trình liên kết giúp các chuỗi aptamer 
bao phủ, bảo vệ tốt AuNPs được thực hiện và kết quả sử dụng phương pháp 
UV – Vis được thể hiện ở (Hình 3.19). 
 

 
 

Hình 3.19. Ảnh hưởng thời gian ủ aptamer khi không có (A) và có (B) 
ampicillin, tỉ lệ độ hấp thụ của peak Asb λ650/λ520 khi không có và có 

ampicillin (C) 

Kết quả phép đo quang phổ UV – Vis (Hình 3.19) đánh giá ảnh hưởng 
thời gian ủ aptamer được thể hiện vùng bước sóng 450 nm – 800 nm cho thấy: 
hệ cảm biến không có ampicillin (Hình 3.19 A) peak hấp thụ của hệ hầu như 
không thay đổi khi thời gian ủ aptamer tăng dần từ 1 – 15 phút và đỉnh hấp thụ 
ở khoảng bước sóng 520 nm. 

Đổng thời, thời gian ủ aptamer còn được đánh giá đối với hệ cảm biến có 
ampicillin (Hình 3.19 B). Kết quả cho thấy, khi tăng thời gian ủ aptamer peak 
hấp thụ ở thời gian ủ 1 phút và 15 phút không thay đổi nhiều. Peak hấp thụ ở 
vùng bước sóng 650 nm, do hệ cảm biến có ampicllin, aptamer liên kết với các 
phân tử ampicillin gây ra hiện tượng giải hấp các hạt nano vàng. Khi đó, AuNPs 
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gặp tác nhân gây NaCl gây tụ hạt, dung dịch hệ cảm biến chuyển từ màu đỏ 
sang màu xanh/tím. 

Kết quả tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai peak hấp thụ ở bước sóng 650 nm và 520 
nm (Asbλ650/ λ520) (Hình 3.19 C) cho thấy: thời gian ủ aptamer trong hai trường 
hợp hệ cảm biến có và không có ampicillin tăng từ 1 phút đến 15 phút,  tỷ lệ 
Asbλ650/ λ520 thay đổi không đáng kể. Khoảng cách chênh lệch Asbλ650/ λ520 giữa 
hai hệ cảm biến có và không có kháng sinh đồng đều nhau ở các thời gian khảo 
sát. Qua đó có thể thấy rằng, thời gian ủ aptamer không ảnh hưởng đến khả 
năng phát hiện kháng sinh của hệ cảm biến AuNPs/Apt và khả năng bao phủ 
bảo vệ các hạt nano vàng tránh khỏi tác nhân gây tụ hạt của aptamer. Chứng tỏ 
rằng, chuỗi aptamer sử dụng đang được thực hiện trong điều kiện và môi trường 
hoàn toàn thích hợp, giúp chúng tối ưu khả năng, thực hiện tốt nhiệm vụ trong 
hệ cảm biến.  

Phương pháp so màu di động được sử dụng và kết quả phân tích màu sắc 
dựa trên tỷ lệ màu của ba màu đỏ, lục, lam khảo sát ảnh hưởng thời gian ủ 
aptamer đến hệ cảm biến được thể hiện trong (Hình 3.20). 

 

Hình 3.20. Tỷ lệ màu thể hiện ảnh hưởng thời gian ủ aptamer  

Dựa vào kết quả của phương pháp so màu di động (Hình 3.20), cho thấy 
tỷ lệ màu G/B hầu như không thay đổi ở tất cả các thời gian ủ aptamer được 
khảo sát cả khi không có hay có ampicillin. Hai hệ cảm biến (không có và có 
ampicillin) có sự chênh lệch ở các tỷ lệ màu: G/R và B/R. Sự chênh lệch khoảng 
cách giữa tỷ lệ màu của hai hệ đánh giá hiệu quả hệ cảm biến. Tuy nhiên, kết 
quả khảo sát bằng phương pháp so màu di động cho thấy, tỷ lệ màu G/R, B/R 
và ampicillin có hay không có trong hệ cảm biến gần như không thay đổi khi 
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thời gian ủ aptamer tăng từ 1 phút đến 15 phút. Chứng tỏ rằng, thời gian ủ 
aptamer không ảnh hưởng đến hiệu quả hệ cảm biến.  

Màu sắc mẫu khảo sát thời gian ủ aptamer có và không có ampicillin trong 
hệ cảm biến (Hình 3.21) cho thấy: hệ cảm biến không bị ảnh hưởng bởi thời 
gian ủ aptamer. Khi không có ampicillin, hệ cảm biến có màu hồng (màu sắc 
của dung dịch nano vàng) ở các thời gian khảo sát. Ngược lại, dung dịch chuyển 
sang màu xanh khi hệ cảm biến có ampicillin. 

 

Hình 3.21. Mẫu khảo sát thời gian ủ aptamer 

Từ các kết quả trên, có thể kết luận rằng thời gian ủ aptamer không ảnh 
hưởng đến khả năng cảm biến. Tuy nhiên, việc duy trì, tối ưu hiệu quả gắn kết 
lên các hạt nano vàng và hoạt động ổn định của hệ cảm biến, thời gian ủ aptamer 
thích hợp được lựa chọn là 10 phút. 

3.2.6. Khảo sát thời gian ủ ampicillin 

Thời gian ủ ampicillin trong hệ cảm biến đóng một vai trò quan trọng, vì 
nó kiểm soát quá trình liên kết giữa ampicillin và aptamer. Thời gian quá ngắn 
hoặc quá dài có thể ảnh hưởng đến hiệu năng phát hiện của hệ cảm biến. Thời 
gian ủ quá ngắn, ampicillin có thể sẽ không đủ thời gian để tạo ra một liên kết 
chắc chắn. Ngược lại, khi thời gian ủ này quá dài có thể dẫn đến sự phân giải 
của ampicillin, làm ảnh hưởng đến kết quả phân tích. Vì vậy, thời gian ủ cần 
được cân nhắc để đảm bảo hệ cảm biến hoạt động hiệu quả nhất. 
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Kết quả phổ hấp thu UV – Vis khảo sát thời gian ủ ampicillin được thể 
hiện trong (Hình 3.22). 

 
Hình 3.22. Ảnh hưởng thời gian ủ ampicillin (A), tỉ lệ độ hấp thụ của peak 

Asb λ650/λ520 khi có ampicillin (B) 

Kết quả phép đo quang phổ UV – Vis (Hình 3.22) đánh giá ảnh hưởng 
thời gian ủ ampicillin được thể hiện vùng bước sóng 450 – 800 nm cho thấy: 
hệ cảm biến có ampicillin (Hình 3.22 A) peak hấp thụ của hệ hầu như không 
thay đổi khi thời gian ủ aptamer tăng dần từ 1 – 25 phút và đỉnh hấp thụ ở 
khoảng bước sóng 650 nm, do aptamer liên kết với các phân tử ampicillin gây 
ra hiện tưởng giải hấp các hạt nano vàng. Khi đó, AuNPs gặp tác nhân gây 
NaCl gây tụ hạt, dung dịch hệ cảm biến chuyển từ màu đỏ sang màu xanh/tím. 

Kết quả tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai peak hấp thụ ở bước sóng 650 nm và 520 
nm (Asbλ650/ λ520) (Hình 3.22 B) cho thấy: thời gian ủ ampicillin khi tăng từ 1 
phút đến 25 phút,  tỷ lệ Asbλ650/ λ520 thay đổi không đáng kể. Qua đó có thể thấy 
rằng, thời gian ủ ampicillin không ảnh hưởng đến khả năng phát hiện kháng 
sinh của hệ cảm biến AuNPs/Apt.  

 

Hình 3.23. Tỷ lệ màu thể hiện ảnh hưởng thời gian ủ ampicillin 

A B1 - 20 Phút
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Từ kết quả của phương pháp so màu di động (Hình 3.23) và màu sắc hệ 
cảm biến (Hình 3.24), cho thấy cả ba tỷ lệ màu G/B, G/R, B/R và màu sắc của 
hệ cảm biến sau phản ứng hầu như không thay đổi khi tăng thời gian ủ 
ampicillin. Chứng tỏ rằng, thời gian ủ ampicillin không ảnh hưởng đến khả 
năng liên kết giữa aptamer và kháng sinh. 

 

Hình 3.24. Mẫu khảo sát thời gian ủ ampicillin 

So sánh kết quả hai phương pháp được áp dụng là đo quang phổ UV – Vis 
và so màu di động, cho thấy sự tương đồng về kết quả của sự ảnh hưởng thời 
gian ủ ampicillin đến cảm biến là không đáng kể. Nhưng để đảm bảo có một hệ 
cảm biến ổn định về kết quả, hiệu quả, thì phải đảm bảo các liên kết được tạo 
ra phải mạnh, chặt chẽ và bền. Vì vậy, khoảng thời gian thích hợp để các phân 
tử ampicillin liên kết bền chặt với aptamer nên được lựa chọn là 15 phút. 

3.2.7. Khảo sát thời gian ủ NaCl 

Thời gian ủ NaCl là khoảng thời gian cuối cùng kể từ khi dung dịch NaCl 
được thêm vào hệ cảm biến đến khi thực hiện phép đo quang phổ UV – Vis và 
so màu di động.  

Thời gian ủ NaCl có thể ảnh hưởng đến hiệu quả phát hiện kháng sinh của 
hệ. Nếu thời gian ủ quá ngắn, dung dịch NaCl chưa thể tiếp xúc hoàn toàn với 
các hạt nano vàng được giải hấp ra khỏi các chuỗi aptamer, nên quá trình ngưng 
tụ các hạt nano chưa xảy ra hoàn toàn, dẫn đến hệ cảm biến không hoạt động 
ổn định và hiệu quả giữa các lần thử nghiệm. 

Kết quả phân tích UV – Vis thời gian ủ NaCl trong hệ cảm biến nano vàng 
– aptamer được thể hiện như (Hình 3.25). 
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Hình 2.25. Ảnh hưởng thời gian ủ NaCl (A), tỉ lệ độ hấp thụ Asb λ650/λ520 (B) 
khi có ampicillin 

Kết quả phép đo quang phổ UV – Vis (Hình 3.25) đánh giá ảnh hưởng 
thời gian ủ NaCl được thể hiện vùng bước sóng 450 nm – 800 nm cho thấy: hệ 
cảm biến có ampicillin (Hình 3.25 A) ở thời gian 1 phút ủ dung dịch NaCl trong 
hệ cảm biến có đỉnh hấp thụ ở vùng 580 nm – 600 nm. Khi thời gian ủ NaCl 
tăng lên 2 – 10 phút, peak hấp thụ có xu hướng dịch chuyển dần sang vùng 650 
nm. Chứng tỏ rằng, khi thời gian ủ NaCl tăng dần các hạt nano vàng bị kết tụ 
nhiều hơn, hệ cảm biến hoạt động tốt hơn. Nhưng khi tiếp tục tăng thời gian ủ 
NaCl,  sự dịch chuyển peak vẫn còn xảy ra nhưng rất ít.  

Kết quả tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai peak hấp thụ ở 650 nm và 520 nm 
(Asbλ650/ λ520) (Hình 3.25 B) cho thấy: thời gian ủ NaCl ở phút thứ nhất và phút 
thứ hai,  tỷ lệ Asbλ650/ λ520 có sự chênh lệch cao nhất. Khi tăng dần thời gian ủ 
từ 3 – 15 phút, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 tiếp tục tăng và vẫn có thể thấy rõ. Nhưng khi 
khoảng thời gian này tiếp tục tăng lên đến 20 phút, tỷ lệ Asbλ650/ λ520 có thay đổi 
nhưng không đáng kể. Chứng tỏ rằng, hệ cảm biến có sự thay đổi màu sắc, peak 
hấp thụ dịch chuyển diễn ra nhanh nhất trong 2 phút đầu tiên kể từ khi thêm 
dung dịch NaCl, rất nhiều các hạt nano vàng bị kết tụ ở giai đoạn này. Từ 3 đến 
15 phút, quá trình kết tụ các hạt nano vàng diễn ra chậm hơn. Sau khoảng thời 
gian 15 – 20 phút ủ NaCl trong hệ, quá trình ngưng tụ AuNPs và phát hiện 
kháng sinh ampicillin xảy ra rất ít. 

Dựa vào kết quả thu được từ phương pháp so màu di động (Hình 3.26), 
cho thấy tỷ lệ màu G/B hầu như không thay đổi ở tất cả các thời gian ủ NaCl. 
Sự chênh lệch ở các tỷ lệ màu: G/R và B/R được thấy rõ ở khảo sát này. Cụ thể, 
ở phút đầu tiên, tỷ lệ G/R và B/R thấp hơn rất nhiều so với phút thứ hai. Từ 

A B
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phút thứ 3 đến phút thứ 5 tỷ lệ G/R và B/R thay đổi không đáng kể theo thời 
gian. Sau đó, các tỷ lệ màu này gần như không thay đổi khi thời gian ủ kéo dài 
đến 20 phút. Chứng tỏ rằng, thời gian ủ NaCl có ảnh hưởng đến hệ cảm biến, 
và thấy rõ nhất ở các khoảng thời gian đầu tiên.  

 

Hình 3.26. Tỷ lệ màu thể hiện ảnh hưởng thời gian ủ NaCl 

Từ kết quả của các phương pháp phân tích UV – Vis và so màu di động, 
cho thấy sự tương đồng của cả hai kết quả. Thời gian ủ NaCl có ảnh hưởng đến 
hiệu quả của hệ cảm biến ở 5 – 10 phút đầu. Tuy nhiên, để có thể tạo hệ cảm 
biến có hiệu quả, độ ổn định cao và có thể ứng dụng cả hai phương pháp phân 
tích, thời gian ủ NaCl thích hợp được lựa chọn là 15 phút. 

3.3. ĐẶC TÍNH LÝ HÓA CỦA HỆ CẢM BIẾN NANO VÀNG – 
APTAMER 

3.3.1. DLS – Zeta 

Kích thước hạt trong dung dịch của hệ AuNPs/Apt và AuNPs/Apt + NaCl 
được xác định bởi phổ tán xạ ánh sáng (DLS). Dữ liệu DLS có thể xác định 
kích thước trung bình của hạt cũng như sự phân bố kích thước trong dung dịch. 
Kết quả DLS cho thấy rằng, hệ cảm biến AuNPs/Apt với kích thước trung bình 
từ 70 – 120 nm, kích thước thu được nhiều nhất ở khoảng 100 nm (Hình 3.27 
A).  

Kết quả DLS của hệ AuNPs/Apt + NaCl (Hình 3.27 B) cung cấp kích 
thước của hệ phân bố từ 10 – 140 nm, kích thước tập trung ở 120 nm. Chứng 
tỏ rằng, các chuỗi aptamer có liên kết với các hạt nano vàng, nên kích thước 
của hệ cảm biến tăng. 
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Hình 3.27. Kết quả DLS hệ AuNPs/Apt (A) và AuNPs/Apt + NaCl (B),  thế 

Zeta (C) 

Kết quả phân tích giá trị thế zeta của hệ AuNPs/Apt là – 21.7 mV (Hình 
3.27 C), cho thấy sự ổn định tương đối của hệ nano. Từ đó, chứng minh rằng 
hệ nano vàng – aptamer có độ bền khá tốt. Theo đó, hệ cảm biến AuNPs/Apt 
khi có tác nhân NaCl (AuNPs/Apt + NaCl) tham gia cho kết quả thế zeta ở 1.9 
mV. Chứng tỏ rằng, khi có sự tham gia của tác nhân NaCl, lực đẩy tĩnh điện 
của các hạt nano vàng giảm, dễ bị kết tụ khi các chuỗi aptamer tương tác với 
chất mục tiêu và có thêm tác nhân NaCl. 

3.3.2. STEM – Mapping 

Để quan sát được sự liên kết giữa các hạt nano và aptamer, công nghệ 
STEM – Mapping được sử dụng (Hình 3.28). Kết quả cho thấy rằng, các nguyên 
tố cacbon (C), oxi (O) được phân bố đồng đều trên toàn hệ. Nguyên tố photpho 
(P) và nito (N) có sự phân bố rõ ràng trên bề mặt nano vàng, Kết hợp với sự 
phân bố các nguyên tố trên bề mặt hệ AuNPs (Hình 3.5), càng chứng minh 
được sự hiện diện của các chuỗi aptamer liên kết xung quanh các hạt nano vàng 
của hệ cảm biến AuNPs/Apt. 

A B
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Hình 3.28. STEM – Mapping hệ AuNPs/Apt 

3.3.3. FT – IR  

 
Hình 3.29. Phổ FT – IR của AuNPs (A) và AuNPs/Apt (B) 

Phổ hồng ngoại (FT – IR) được ứng dụng trong xác định các nhóm chức 
trong thành phần hữu cơ của hệ nano vàng – aptamer, sự hiện diện của các liên 
kết hóa học khi aptamer liên kết với các hạt nano vàng (Phụ lục 1, 2). Kết quả 
phân tích cho thấy, ở cả hai mẫu có các dãy hấp thụ là tương tự nhau, điều này 

A

B
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chỉ ra rằng hệ cảm biến có sự hiện diện của AuNPs và aptamer liên kết với nhau 
(Hình 3.29). 

Kết quả phổ FT – IR của nano vàng (Hình 3.29 A) xuất hiện tín hiệu tại 
vùng 3425 cm-1 đặc trưng dao động giãn của nhóm O – H của nhóm OH của 
trisodium citrate và H2O. Tín hiệu tại 1591 cm-1  chỉ ra dao động của nhóm C 
= O. Sự hiện diện của nhóm carboxylate (– COO –) có trong hợp chất trisodium 
citrate được thể hiện ở các tín hiệu 1397 cm-1 và 1258 cm-1. Tín hiệu ở vị trí 
1078 cm-1 thể hiện cho sự dao động của nhóm C – O, đặc trưng cho cấu trúc 
hợp chất trisodium citrate, cho thấy trisodium citrate đóng vai trò như chất làm 
bền cho mẫu AuNPs sau tổng hợp. 

Hệ cảm biến nano vàng – aptamer (AuNPs/Apt) qua kết quả phổ hồng 
ngoại (Hình 3.29 B) cho thấy các tín hiệu ở vị trí 3424 cm-1, 1592 cm-1, 1399 
cm-1, 1258 cm-1, 1078 cm-1 xuất hiện tương tự như ở mẫu nano vàng. Đặc biệt, 
tín hiệu xuất hiện ở vùng 1172 cm-1 là tín hiệu dao động liên quan của liên kết 
phosphodiester (PO2- ) có trong cấu trúc aptamer. Ở các vị trí 614 cm-1 và 844 
cm-1 cho thấy sự xuất hiện của đường deoxyribose _ hợp chất quan trọng trong 
cấu trúc aptamer (DNA).  

3.3.4. SAED, TEM và HR - TEM 

Cấu trúc tinh thể của vật liệu AuNPs/Apt được đánh giá thông qua phương 
pháp nhiễu xạ electron vùng chọn lọc (SAED). Kết quả SAED cho thấy sự hình 
thành các hướng tinh thể đặc trưng cho cấu trúc hạt nano vàng với mặt phẳng 
liên quan đến hướng tinh thể (111), (200), (220) và (311) (Hình 3.30 A).  

Quan sát từ ảnh TEM (Hình 3.30 B) của hệ cảm biến AuNPs/Apt cho thấy 
các hạt nano vàng không có sự thay đổi về kích thước hạt. Sự hiện diện của các 
chuỗi aptamer không ảnh hưởng đến sự phân bố, khả năng phân tán của các hạt 
nano vàng. Chứng minh rằng, khi chưa có sự hiện diện của ampicillin và tác 
nhân NaCl, các hạt nano vàng không có sự kết tụ và có màu đỏ. 
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Hình 3.30. Ảnh SAED (A), TEM (B) và HR – TEM (C)  của hệ cảm biến 
AuNPs/Apt, TEM (D) của hệ AuNPs/Apt@ampicillin + NaCl 

Kết quả quan sát được từ phương pháp hiển vi điện tử truyền qua độ phân 
giải cao (HR – TEM) của hệ cảm biến AuNPs/Apt (Hình 3.30 C), cho thấy 
khoảng cách giữa các vân (mặt phẳng tinh thể của nano) là 0.24 nm ≈ 2.4 Å. 
Giá trị khoảng cách này phù hợp với khoảng cách giữa các mặt phẳng (111) 
trong hạt nano vàng FCC tinh khiết (2.35 Å). Từ đó, có thể thấy các hạt nano 
trong hệ AuNPs/Apt là các hạt nano vàng có cấu trúc tinh thể FCC và tập trung 
chủ yếu ở các mặt phẳng (111). 

Tính chất bề mặt của hệ AuNPs/Apt@ampicillin + NaCl được quan sát 
qua ảnh TEM của hệ (Hình 3.30 D) cho thấy: các hạt nano vàng vẫn tồn tại ở 
dạng hình cầu, nhưng bị kết tụ, tập hợp lại khi sự tương tác, liên kết của Apt và 
kháng sinh xảy ra. Do đó, hệ cảm biến đã có sự thay đổi từ màu đỏ sang màu 
xanh/tím do sự thay đổi tính chất bề mặt của vật liệu AuNPs. 

3.4. XÂY DỰNG ĐƯỜNG CHUẨN AMPICILLIN 

Từ các kết quả khảo sát điều kiện thích hợp và các tính chất hóa lý của hệ 
cảm biến nano vàng – aptamer. Việc xác định khoảng tuyến tính nồng độ và 
xây dựng đường chuẩn ampicillin có ý nghĩa quan trọng trong việc phát triển 
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và sử dụng hệ cảm biến. Xây dựng đường chuẩn cho phép định lượng nhanh 
chóng và chính xác nồng độ kháng sinh có trong mẫu. 

3.4.1. Phương pháp quang phổ UV – Vis 

Kết quả phân tích và xây dựng đường chuẩn ampicillin cho hệ cảm biến 
nano vàng – aptamer sử dụng phương pháp đo quang phổ UV – Vis được thể 
hiện trong (Hình 3.31). 

 

Hình 3.31. Khoảng tuyến tính (A) và đường chuẩn ampicillin từ 0.02 – 0.07 
mg/mL (B) của hệ cảm biến nano vàng – aptamer 

Đồ thị biểu diễn khoảng tuyến tính của ampicillin từ 0 đến 0.5 mg/mL 
(Hình 3.31 A), cho thấy sự gia tăng của giá trị tỷ lệ độ hấp thụ giữa hai bước 
sóng 650 nm và 520 nm từ 0 đến 0.1 mg/mL. Nhưng ở nồng độ ampicillin là 
0.2 mg/mL và 0.5 mg/mL, tỷ lệ Asbλ650/λ520 thay đổi rất ít, chứng tỏ rằng hệ cảm 
biến đã đạt đến giới hạn phát hiện.  

Kết quả xây dựng đường chuẩn kháng sinh cho hệ cảm biến (Hình 3.31 
B), cho thấy khi tăng nồng độ ampicillin từ 0.02 mg/mL đến 0.07 mg/mL, hệ 
cảm biến có sự tuyến tính với hệ số tương quan R2 = 0.9884 và phương trình 
của đường thẳng tuyến tính là: 

𝑦 = 15.5529 𝑥 − 0.0414 (3 − 1) 

Độ lệch của các điểm nồng độ kháng sinh trong đường chuẩn là một phần 
quan trọng để đánh giá độ tin cậy và chất lượng của đường tuyến tính đã xây 
dựng. Và được kiểm tra bằng cách tính lại nồng độ của các điểm chuẩn thực tế 
so với nồng độ lý thuyết, từ đó tính ra giá trị độ lệch.  

A B



86 
 

∆௜=
𝐶் − 𝐶஼

𝐶஼
× 100 (3 − 2) 

Trong đó:  

Δi: Độ lệch của các điểm chuẩn (%) 

CC: Nồng độ lý thuyết 

CT: Nồng độ tính từ đường chuẩn 

Kết quả tính toán độ lệnh của các nồng độ được thể hiện qua bảng 3.1.  

Bảng 3.1. Độ lệch nồng độ của đường chuẩn sử dụng phương pháp 
UV – Vis  

Nồng độ lý thuyết 
(mg/mL) (CC) 

Nồng độ tính từ đường chuẩn 
(mg/mL) (CT) 

Độ lệch (%) 

(Δi) 

0.02 0.0209 4.13 

0.03 0.0265 -13.25 

0.04 0.0419 4.64 

0.05 0.0495 -1.06 

0.06 0.0623 3.66 

0.07 0.0693 -0.98 

Dựa trên tiêu chuẩn của các tổ chức của Mỹ và Châu Âu giá trị Δi nằm 
trong khoảng -15 % ≤ Δi  ≤ 15 % [57]. 

Qua bảng kết quả tính toán độ lệch các nồng độ của đường chuẩn (Bảng 
3.1), cho thấy các giá trị Δi đều nằm trong khoảng giá trị cho phép. Chứng tỏ 
rằng, đường chuẩn ampicillin áp dụng cho hệ cảm biến nano vàng - aptamer 
bằng phương pháp quang phổ UV – Vis đạt yêu cầu.  

3.4.2. Phương pháp so màu di động 

Ngoài phương pháp quang phổ UV – Vis,  phương pháp so màu di động 
được ứng dụng trong xác định khoảng tuyến tính và xây dựng đường chuẩn 
ampicillin cho hệ cảm biến nano vàng – aptamer. Kết quả phân tích và xây 
dựng đường chuẩn được thể hiện trong (Hình 3.32). 
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Hình 3.32. Khoảng tuyến tính (A) và đường chuẩn ở các tỷ lệ màu G/B (B), 
G/R (C) (D) và B/R (E)(F) ở các khoảng tuyến tính khác nhau của hệ cảm 

biến nano vàng – aptamer 

Đồ thị thể hiện kết quả khoảng tuyến tính của ampicillin từ 0 đến 0.5 
mg/mL bằng phương pháp so màu di động (Hình 3.32 A), cho thấy ở các tỷ lệ 
màu G/R và B/R có giá trị tăng dần khi nồng độ ampicillin tăng từ 0 – 0.07 
mg/mL. Giá trị của hai tỷ lệ màu G/R và B/R hầu như không thay đổi so với 
nồng độ ampicillin 0.07 mg/mL khi tăng nồng độ từ 0.08 mg/mL – 0.5 mg/mL. 
Đồng thời, các nồng độ ampicillin từ 0 – 0.5 mg/mL, tỷ lệ màu G/B thay đổi 
rất ít. 

A B

C D

E F
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Kết quả đường chuẩn kháng sinh cho hệ cảm biến sử dụng phương pháp 
so màu di động được xây dựng bởi ba tỷ lệ màu G/B, G/R và B/R (Hình 3.32 
B, C, D, E và F). Tỷ lệ màu G/B có ở các nồng độ ampicillin có sự thay đổi rất 
nhỏ (Hình 3.32 B), nhưng có thể thấy rằng khi nồng độ ampicillin tăng từ 0 
mg/mL đến 0.03 mg/mL, tỷ lệ màu G/B giảm dần và ghi nhận được sự tuyến 
tính với hệ số tương quang R2 = 0.9770 và phương trình đường chuẩn nhận 
được là: 

y =  − 0.5015x +  0.7917 (3 − 3) 

Cùng với đó, tỷ lệ màu G/R áp dụng cho kết quả khả quan, sự thay đổi giá 
trị tỷ lệ màu ở các nồng độ ampicillin từ 0 mg/mL đến 0.07 mg/mL có thể thấy 
rõ (Hình 3.32 C). Kết quả cho biết hệ số tương quan ở khoảng nồng độ 0 – 0.07 
mg/mL là R2 = 0.9844 và phương trình đường chuẩn nhận được là: 

y =  3.6346x +  1.3021 (3 − 4) 

Ngoài ra, khoảng nồng độ ampicillin khác cũng được áp dụng trong đánh 
giá khả năng tuyến tính, xây dựng đường chuẩn cho tỷ lệ màu G/R là 0.02 
mg/mL đến 0.07 mg/mL (Hình 3.32 D). Kết quả nhận được với hệ số tương 
quan R2 = 0.9915 và phương trình tuyến tính là: 

𝑦 = 4.3835𝑥 + 1.2621 (3 − 5) 

Tương tự tỷ lệ màu G/R, ở tỷ lệ B/R sự thay đổi giá trị này cũng tăng dần 
khi tăng các nồng độ ampicillin trong khoảng 0 – 0.07 mg/mL, thể hiện sự tuyến 
tính giữa nồng độ kháng sinh và tỷ lệ màu B/R (Hình 3.32 E). Ở khoảng tuyến 
tính này cho kết qủa với hệ số R2 = 0.9860 với phương trình đường chuẩn là: 

𝑦 = 5.4100𝑥 + 1.6354 (3 − 6) 

Đồng thời, tỷ lệ B/R còn được sử dụng xây dựng đường chuẩn trong 
khoảng nồng độ ampicillin từ 0.02 mg/ml – 0.07 mg/ml (Hình 3.32 F) với hệ 
số tương quan R2 = 0.9912 và phương trình đường chuẩn: 

𝑦 = 5.9910𝑥 + 1.6073 (3 − 7) 

Kết quả phân tích và tính toán độ lệch nồng độ của các đường chuẩn sử 
dụng phương pháp so màu được trình bày ở bảng 3.2.  
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Bảng 3.2. Độ lệch nồng độ đường chuẩn sử dụng phương pháp so màu 
di động 

Tên phương trình 
đường chuẩn theo 

tỷ lệ màu 

Nồng độ lý 
thuyết (mg/mL) 

(CC) 

Nồng độ tính từ 
đường chuẩn 
(mg/mL) (CT) 

Độ chệch 
(%) 

(Δi) 

Green/Blue 

0.000 -0.0014 0.00 

0.005 0.0037 -25.66 

0.010 0.0114 14.26 

0.020 0.0198 -0.69 

0.030 0.0276 -7.96 

Green/Red 

0.000 -0.0061 0.00 

0.005 0.0050 0.37 

0.010 0.0103 2.82 

0.020 0.0125 -37.56 

0.030 0.0246 -17.85 

0.040 0.0393 -1.75 

0.050 0.0553 10.59 

0.060 0.0654 9.01 

0.070 0.0713 1.91 

0.020 0.0195 -2.60 

0.030 0.0296 -1.46 

0.040 0.0417 4.28 

0.050 0.0550 9.95 

0.060 0.0634 5.59 

0.070 0.0683 -2.47 

Blue/Red 0.000 -0.0037 0.00 
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0.005 0.0067 34.31 

0.010 0.0128 27.54 

0.020 0.0164 -18.11 

0.030 0.0285 -5.00 

0.040 0.0389 -2.67 

0.050 0.0560 11.93 

0.060 0.0626 4.27 

0.070 0.0676 -3.38 

0.020 0.0195 -2.60 

0.030 0.0304 1.42 

0.040 0.0398 -0.38 

0.050 0.0552 10.46 

0.060 0.0612 1.97 

0.070 0.0658 -6.05 

Từ các kết quả tính toán độ lệch của các nồng độ chuẩn từ đường chuẩn 
thu được ở các tỉ lệ màu và khoảng nồng độ ampicillin tuyến tính. Và căn cứ 
trên tiêu chuẩn của các tổ chức của Mỹ và Châu Âu giá trị Δi nằm trong khoảng 
-15 % ≤ Δi  ≤ 15 % [57]. 

Hai tỉ lệ màu G/R và B/R trong khoảng nồng độ tuyến tính là 0.02 – 0.07 
mg/mL, cho thấy độ lệch nồng độ chuẩn đều đạt yêu cầu của một đường chuẩn 
được đánh giá là đáng tin cậy và chính xác.  

Chứng tỏ rằng, hai đường chuẩn có khoảng nồng độ tuyến tính từ 0.02 – 
0.07 mg/ml với tỉ lệ màu G/R và B/R ((3 – 5), (3 – 7)) được sử dụng trong xác 
định và định lượng kháng sinh sử dụng phương pháp so màu di động trên nền 
vật liệu nano vàng – aptamer. 
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3.5. THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH 

3.5.1. Giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng 

Phương pháp xác định giá trị giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định 
lượng (LOQ) được tính toán dựa trên đường chuẩn kháng sinh đã được xây 
dựng với hai thiết bị phân tích: UV – Vis và máy so màu di động. Giá trị LOD, 
LOQ được tính theo công thức ( 2 – 2) và (2 – 3), kết quả như sau: 

 Phương pháp quang phổ UV – Vis 

Từ phương trình đường chuẩn ( 3 – 1) được xây dựng bằng phương pháp 
quang phổ UV – Vis, ta có: 

Hệ số góc a = 15.5529 

Hệ số chặn intercept b = – 0.0414  

Độ lệch chuẩn SD = 0.03  

Sử dụng công thức tính giá trị LOD (2 – 2) và LOQ (2 – 3) dựa trên phương 
trình đường chuẩn: 

𝐿𝑂𝐷 = 3.3 × 
𝑆𝐷
𝑎

= 3.3 × 
0.03

15.5529
= 0.0064

𝑚𝑔
𝑚𝐿

 

𝐿𝑂𝑄 = 10 ×  
𝑆𝐷
𝑎 = 10 × 

0.03
15.5529 = 0.0193

𝑚𝑔
𝑚𝐿 

 Phương pháp máy so màu di động 

Tỷ lệ Green/Red 

Từ phương trình đường chuẩn (3 – 5) được xây dựng bằng phương pháp 
máy so màu di động với tỷ lệ Green/Red và khoảng nồng độ tuyến tính từ 0.02 
– 0.07 mg/mL, ta có các hệ số sau: 

Hệ số góc a = 4.3835  

Hệ số chặn intercept b = 1.2621  

Độ lệch chuẩn SD = 0.009  

Sử dụng công thức tính giá trị LOD (2 – 2) và LOQ (2 – 3) dựa trên phương 
trình hồi quy tuyến tính: 



92 
 

𝐿𝑂𝐷 = 3.3 × 
𝑆𝐷
𝑎

= 3.3 × 
0.009

4.3835
= 0.0068

𝑚𝑔
𝑚𝐿

 

𝐿𝑂𝑄 = 10 ×  
𝑆𝐷
𝑎

= 10 ×  
0.009

4.3835
= 0.0205

𝑚𝑔
𝑚𝐿

 

Tỷ lệ Blue/Red 

Tương tự với công thức tính toán giá trị LOD và LOQ của đường chuẩn 
thể hiện mối quan hệ giữa nồng độ ampicillin và tỷ lệ màu G/R, giá trị LOD và 
LOQ của phương trình đường chuẩn được xây dựng giữa tỷ lệ B/R và nồng độ 
kháng sinh với các hệ số lần lượt là:  

a = 5.9910 

b = 1.6073 

SD = 0.011 

Được xác định như sau: 

𝐿𝑂𝐷 = 3.3 × 
𝑆𝐷
𝑎 = 3.3 × 

0.011
5.9910 = 0.0061

𝑚𝑔
𝑚𝐿 

𝐿𝑂𝑄 = 10 ×  
𝑆𝐷
𝑎 = 10 ×  

0.011
5.9910 = 0.0184

𝑚𝑔
𝑚𝐿 

Kết luận: Từ các kết quả giá trị LOD và LOQ tính toán được qua các 
phương trình đường chuẩn của hai phương pháp phân tích cho thấy, giới hạn 
phát hiện của cả hai phương pháp gần bằng nhau. Ở phương pháp quang phổ 
UV – Vis, giá trị LOD = 0.0064 mg/mL, LOQ = 0.0193 mg/mL. Đồng thời, 
phương pháp sử dụng máy so màu di động, phương trình đường tiếp tuyến của 
hai tỷ lệ màu G/R, B/R có giới hạn phát hiện LOD = 0.0068 mg/mL và 0.0061 
mg/mL, giới hạn định lượng LOQ = 0.0205 mg/mL và 0.0184 mg/mL.  

Từ đó có thể kết luận rằng, ở phương pháp so màu khi sử dụng tỷ lệ màu 
B/R có thể phát hiện và định lượng được nồng độ kháng sinh thấp hơn khi sử 
dụng quang phổ UV – Vis. Đặc biệt, với sự tiện lợi, nhỏ gọn, giá thành thấp, 
phát hiện nhanh, không cần thu thập mẫu về phòng thí nghiệm, cùng với giới 
hạn phát hiện và định lượng kháng sinh thấp hơn phương pháp UV – Vis, cho 
thấy phương pháp sử dụng máy so màu di động có lợi thế hơn. 
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3.5.2. Độ đúng 

Thẩm định phương pháp phân tích trong hóa học qua việc đánh giá độ 
đúng và được tính thông qua độ thu hồi. Độ thu hồi được thực hiện bằng việc 
lặp lại các mẫu thử nghiệm bằng kháng sinh chuẩn.  

Và kết quả thẩm định phương pháp qua độ đúng thực hiện bằng phương 
pháp UV – Vis (Phụ lục 3) được thể hiện ở (Bảng 3.3).  

Bảng 3.3. Kết quả khảo sát độ đúng bằng phương pháp UV - Vis 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

Độ thu hồi 
(%) 

HorRat (r) 

0.02 0.0209 104.58 0.5 

0.035 0.0344 98.14 1.1 

0.07 0.0693 98.94 0.3 

Kết quả thẩm định phương pháp qua độ đúng thực hiện bằng phương pháp 
so màu (Phụ lục 4, 5) được thể hiện ở bảng 3.4 và 3.5.   

Bảng 3.4. Kết quả khảo sát độ đúng ở tỷ lệ G/R 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

Độ thu hồi 
(%) 

HorRat (r) 

0.020 0.0202 101.24 1.12 

0.035 0.0354 101.17 1.01 

0.070 0.0702 100.22 0.40 

Bảng 3.5. Kết quả khảo sát độ đúng ở tỷ lệ B/R 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

Độ thu hồi 
(%) 

HorRat (r) 

0.020 0.0204 102.13 1.21 

0.035 0.0356 101.68 0.53 

0.070 0.0698 99.75 0.40 
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Độ lệch chuẩn tương đối ở cả ba hàm lượng được đánh giá theo giá trị 
HorRat(r). Độ đúng của phương pháp đáng tin cậy khi 0.3  ≤  HorRat(r) ≤ 1.3. 
Kết quả cho thấy cả ba giá trị đều có độ lệch chuẩn tương đối ở trong khoảng 
cho phép (1.21, 0.53 và 0.4). 

Hiệu suất thu hồi trung bình cả hai phương pháp sử dụng có giá trị trong 
khoảng 99.75 % đến 102.13 %. Chứng tỏ rằng, độ thu hồi cao, và đạt trong yêu 
cầu cho phép từ 95 %  đến 105 %. 

3.5.3. Độ lặp và tái lặp  

 Độ lặp 

Độ lặp của phương pháp được thực hiện tại ba nồng độ khác nhau: 0.03, 
0.045 và 0.06 mg/mL, lặp lại 6 lần trong cùng một ngày, ở cùng một điều kiện. 
Kết quả thu được bằng phương pháp quang phổ UV – Vis (Phụ lục 6) được thể 
hiện ở bảng 3.6. 

Bảng 3.6. Kết quả độ lặp bằng phương pháp UV – Vis 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

RSDr % HorRat (r) 

0.030 0.0298 1.5566 0.98 

0.045 0.0454 0.9063 0.82 

0.060 0.0608 1.0767 1.07 

Kết quả thẩm định phương pháp qua yếu tố độ lặp, sử dụng máy so màu 
di động (Phụ lục 7, 8) được thể hiện ở (Bảng 3.7 và 3.8).   

Bảng 3.7. Kết quả đánh giá độ lặp ở tỷ lệ màu G/R 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

RSDr % HorRat (r) 

0.030 0.0300 2.8672 1.158 

0.045 0.0451 0.8644 0.70 

0.060 0.0601 0.8609 0.78 
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Bảng 3.8. Kết quả đánh giá độ lặp ở tỷ lệ màu B/R 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

RSDr % HorRat (r) 

0.030 0.0302 1.8315 0.98 

0.045 0.0451 1.0986 0.77 

0.060 0.0604 0.8138 0.67 

Để đánh giá độ lặp của phương pháp ở cả ba hàm lượng đạt yêu cầu và 
đáng tin cậy, giá trị HorRat(r) được sử dụng để so sánh. Độ lặp của phương 
pháp đáng tin cậy khi 0.3  ≤  HorRat(r) ≤ 1.3. Kết quả cho thấy cả ba giá trị đều 
có độ lệch chuẩn tương đối của độ lặp trong khoảng cho phép (1.21, 0.53 và 
0.4). 

 Độ tái lặp 

Tương tự độ lặp, độ tái lặp được thực hiện để đánh giá, thẩm định phương 
pháp. Độ tái lặp của phương pháp được thực hiện tại ba nồng độ khác nhau: 
0.03, 0.045 và 0.06 mg/mL, lặp lại 3 lần cho mỗi nồng độ và thực hiện trong 
ba ngày. Kết quả thu được bằng phương pháp quang phổ UV – Vis (Phụ lục 9) 
được thể hiện ở (Bảng 3.9). 

Bảng 3.9. Kết quả độ tái lặp bằng phương pháp UV – Vis 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

RSDr % HorRat (r) 

0.030 0.0299 0.6911 0.53 

0.045 0.0452 0.8098 0.46 

0.060 0.0604 0.8635 0.42 

Kết quả thẩm định phương pháp qua yếu tố độ tái lặp, sử dụng máy so 
màu di động (Phụ lục 10, 11) kết quả được thể hiện ở (Bảng 3.10 và 3.11) như 
sau:   
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Bảng 3.10. Kết quả độ tái lặp ở tỷ lệ G/R 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

RSDr % HorRat (r) 

0.030 0.0301 2.8621 1.1 

0.045 0.0452 1.4042 0.96 

0.060 0.0603 1.1369 0.82 

Bảng 3.11. Kết quả độ tái lặp ở tỷ lệ B/R 

Hàm lượng 
spike (mg/mL) 

Nồng độ phát hiện 
trung bình (mg/mL) 

RSDr % HorRat (r) 

0.030 0.0301 2.8621 1.07 

0.045 0.0452 1.4042 0.96 

0.060 0.0603 1.1369 0.71 

Độ tái lặp của phương pháp ở cả ba hàm lượng được đánh giá đạt yêu cầu 
và đáng tin cậy thông qua giá trị HorRat(r). Độ tái lặp của phương pháp đáng 
tin cậy khi 0.5  ≤  HorRat(r) ≤ 2. Kết quả cho thấy cả ba giá trị đều có độ lệch 
chuẩn tương đối của độ tái lặp trong khoảng cho phép (1.21, 0.53 và 0.4). 

3.5.4. Độ chọn lọc 

Độ chọn lọc của hệ cảm biến kháng sinh được đánh giá bằng cách sử dụng 
hệ cảm biến để phát hiện một số tác nhân khác. Kết quả độ đặc hiệu được thể 
hiện qua (Hình 3.33). 
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Hình 3.33. Ảnh hưởng của các tác nhân khác đến hệ cảm biến 

Quan sát kết quả khảo sát độ chọn lọc của hệ cảm biến nano vàng – 
aptamer (Hình 3.33) có thể thấy rằng, với các tác nhân như: chloramphenicol, 
enrofloxacin, hợp chất quinolone 18 chất, bovine serum albumin (BSA), ion 
Ca2+, Mg2+, glucose, fructose và lactose đều có ảnh hưởng đến hệ cảm biến, các 
tỷ lệ Asbλ650/ λ520 ở giá trị gần hoặc thấp hơn 0.2. Tuy nhiên, so với mẫu đối 
chứng (không có ampicillin) thì các tác nhân này hầu như không làm ảnh hưởng 
đến hệ. Sự có mặt kháng sinh ampicillin, hệ cảm biến có tỷ lệ Asbλ650/ λ520 tăng 
cao. Chứng tỏ rằng, hệ cảm biến nano vàng – aptamer phát hiện kháng sinh 
ampicillin có độ chọn lọc tốt với các tác nhân khảo sát. 

3.6. PHÂN TÍCH MẪU THỰC 

Các mẫu thêm vào được xử lý và phân tích bằng các phương pháp khác 
nhau: UV – Vis, so màu di động và sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Kết quả 
được thể hiện ở (Bảng 3.12).  

Kết quả được thực hiện khi cho nồng độ (thêm vào) ampicillin vào trong 
sữa với 3 nồng độ khác nhau. Sau quá trình xử lý mẫu bằng phương pháp ly 
tâm loại béo, các mẫu được đánh giá nồng độ ampicillin bằng vật liệu 
AuNPs/Apt qua hai phương pháp phân tích UV – Vis và so màu di động (Phụ 
lục 12), đồng thời các mẫu cũng được gửi xác định hàm lượng của ampicillin 
trong sữa, thông qua phương pháp HPLC tại Trung tâm dịch vụ phân tích thí 
nghiệm Thành phố Hồ Chí Minh – CASE.  
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Kết quả phân tích sử dụng vật liệu nano vàng – aptamer với phương pháp 
đo quang phổ UV – Vis, với hàm lượng kháng sinh trung bình của ba mẫu phát 
hiện được so với các nồng độ thêm vào 0.02, 0.035, 0.05 mg/mL lần lượt là 
0.0151, 0.0245, 0.0403 mg/mL. Khi sử dụng phương pháp so màu di động ở tỷ 
lệ màu G/R, hàm lượng ampicillin trung bình có thể định lượng được lần lượt 
là: 0.0165, 0.0250 và 0.0413 mg/mL. Tương tự, với tỷ lệ màu B/R các hàm 
lượng kháng sinh trung bình định lượng trong mẫu là 0.0163, 0.0245 và 0.0417 
mg/mL. Với phương pháp HPLC, hàm lượng kháng sinh định lượng được trong 
các mẫu thêm vào 0.02, 0.035 và 0.05 mg/mL lần lượt là 0.0138 mg/mL (Phụ 
lục 15), 0.0227 mg/mL (Phụ lục 14) và 0.0290 mg/mL (Phụ lục 13) (Bảng 
3.12). 

Bảng 3.12. Kết quả phân tích mẫu thực 

Tên phương pháp 
phân tích 

Nồng độ phát 
hiện trung 

bình (mg/mL) 

Nồng độ mẫu 
thêm vào 
(mg/mL) 

Độ lệch (%) 

HPLC 
0.0138 0.020 69.00 
0.0227 0.035 64.86 
0.0290 0.050 58.00 

UV - Vis 
0.0151 0.020 75.50 
0.0245 0.035 70.00 
0.0403 0.050 80.06 

So màu 

G/R 
0.0165 0.020 82.50 
0.0250 0.035 71.43 
0.0413 0.050 82.60 

B/R 
0.0163 0.020 81.50 
0.0245 0.035 70.00 
0.0417 0.050 83.40 

So sánh các kết quả định lượng hàm lượng kháng sinh phát hiện được với 
hàm lượng kháng sinh có trong mẫu thêm vào bằng các phương pháp phân tích  
khác nhau (Bảng 3.12) đã chỉ ra rằng, phương pháp phân tích HPLC đối với 
các mẫu sữa, đã chỉ ra hàm lượng ampicillin phát hiện được có độ sai lệch với 
nồng độ các mẫu thêm vào với tỷ lệ từ 58 – 69%.  

Với phương pháp tương tự, chúng tôi đã xác định hàm lượng ampicillin 
sử dụng phương pháp  UV – Vis cho thấy hàm lượng kháng sinh định lượng 
được với các mẫu thêm vào có độ lệch trong khoảng 70 – 80%.  
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Trong khi đó, phương pháp so màu di động được xác định, cho thấy tỷ lệ 
ampicillin có độ sai lệch với mẫu thêm vào trong vùng 71 – 82%.  

Kết quả đã chỉ ra rằng, phương pháp so màu di động có thể được thay thế 
cho các phương pháp trong phòng thí nghiệm trong xác định hàm lượng kháng 
sinh ampicilin sử dụng hệ cảm biến được chế tạo, tổng hợp trên vật liệu nano 
vàng – aptamer.     
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận 

Từ các kết quả nghiên cứu trên hệ AuNPs/Apt ứng dụng trong phân tích 
kháng sinh ampicillin dựa trên thiết bị so màu UV – Vis và thiết bị so màu di 
động, chúng tôi rút ra: 

Nano vàng được tổng hợp với quy trình ổn định, có kích thước 15 nm. 

Hệ cảm biến nano vàng – aptamer đã xác định được các điều kiện thích 
hợp để nâng cao hiệu quả cảm biến kháng sinh ampicillin. 

Vật liệu cảm biến AuNPs/Apt có độ chọn lọc tốt ở một số tác nhân khác. 

Xây dựng được đường chuẩn định lượng kháng sinh bằng hai phương 
pháp: quang phổ UV – Vis và so màu với khoảng tuyến tính từ 0.02 mg/mL 
đến 0.07 mg/mL. 

Giới hạn phát hiện, định lượng của hai phương pháp lần lượt là: 

- UV – Vis 

LOD = 0.0064 mg/mL 

LOQ = 0.0193 mg/mL 

- So màu di động 

G/R 

LOD = 0.0068 mg/mL 

LOQ = 0.0205 mg/mL 

B/R 

LOD = 0.0061 mg/mL 

LOQ = 0.0184 mg/mL 

Phân tích hàm lượng kháng sinh ampicillin trên mẫu sữa đã được thực 
hiện cho thấy phương pháp phân tích sử dụng máy so màu di động kết hợp với 
kit test AuNPs /Apt, có thể áp dụng để thay thế các thiết bị phân tích trong 
phòng thí nghiệm. 
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Kiến nghị 

Áp dụng hệ cảm biến AuNPs- Apt để đánh giá hàm lượng kháng sinh trên 
các mẫu thực khác như thịt, cá,… 

Áp dụng phương pháp so màu di động để đánh giá hàm lượng kháng sinh 
tại hiện trường. 

Xây dựng và kiểm tra phương pháp phân tích mẫu thực. Thống nhất cách 
xử lý mẫu trước khi gửi mẫu đi kiểm tra, phân tích. 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1. Kết quả phân tích FT – IR cho hệ nano AuNPs 
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Phụ lục 2. Kết quả phân tích FT – IR cho hệ cảm biến nano AuNPs/Apt 
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Phụ lục 3. Bảng kết quả khảo sát độ đúng bằng phương pháp UV – Vis 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số 
lần 
lặp 
lại 

Hàm 
lượng 

thu 
được 

Trung 
bình 

(mg/mL) 

Độ 
thu 
hồi 
(%) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 

0.02 

1 0.0210 

0.0209 104.58 0.0001 0.2983 0.5 
2 0.0209 

3 0.0209 

4 0.0208 

0.035 

1 0.0342 

0.0344 98.14 0.0003 1.0637 1.1 
2 0.0341 

3 0.0349 

4 0.0342 

0.07 

1 0.0694 

0.0693 98.94 0.0001 0.1379 0.3 
2 0.0693 

3 0.0691 

4 0.0692 
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Phụ lục 4. Kết quả khảo sát độ đúng bằng phương pháp so màu di động 
sử dụng tỷ lệ G/R 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số 
lần 
lặp 
lại 

Hàm 
lượng 

thu 
được 

Trung 
bình 

(mg/mL) 

Độ 
thu 
hồi 
(%) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 

0.02 

1 0.0206 

0.0202 101.24 0.0004 2.1539  1.12 
2 0.0198 

3 0.0207 

4 0.0200 

0.035 

1 0.0353 

0.0354 101.17 0.0007 2.2184 1.01 
2 0.0363 

3 0.0357 

4 0.0344 

0.07 

1 0.0703 

0.0702 100.22 0.0002 0.3450 0.4 
2 0.0699 

3 0.0704 

4 0.0701 
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Phụ lục 5. Kết quả khảo sát độ đúng đúng bằng phương pháp so màu di 
động sử dụng tỷ lệ B/R 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số 
lần 
lặp 
lại 

Hàm 
lượng 

thu 
được 

Trung 
bình 

(mg/mL) 

Độ 
thu 
hồi 
(%) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 

0.02 

1 0.0214 

0.0204 102.13 0.0006 3.2021 1.21 
2 0.0198 

3 0.0203 

4 0.0203 

0.035 

1 0.0355 

0.0356 101.68 0.0002 0.6990 0.53 
2 0.0359 

3 0.0357 

4 0.0353 

0.07 

1 0.0703 

0.0698 99.75 0.0002 0.3969 0.4 
2 0.0699 

3 0.0704 

4 0.0701 
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Phụ lục 6. Kết quả độ lặp bằng phương pháp UV – Vis 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số lần 
lặp lại 

Hàm 
lượng 

thu 
được 

Trung bình 
(mg/mL) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 

0.03 

1 0.0296 

0.0298 0.0004 1.5566 0.98 

2 0.0296 

3 0.0295 

4 0.0302 

5 0.0306 

6 0.0295 

0.045 

1 0.0453 

0.0454 0.0004 0.9063 0.82 

2 0.0455 

3 0.0447 

4 0.0460 

5 0.0454 

6 0.0456 

0.06 

1 0.060966 

0.0608 0.0006 1.0767 1.07 

2 0.061526 

3 0.061146 

4 0.061324 

5 0.059817 

6 0.060305 
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Phụ lục 7. Kết quả đánh giá độ lặp đúng bằng phương pháp so màu di 
động sử dụng tỷ lệ màu G/R 

Hàm 
lượng 
mẫu 
thêm 
vào 

(mg/mL) 

Số lần 
lặp lại 

Hàm 
lượng 

thu 
được 

Trung bình 
(mg/mL) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 

0.03 

1 0.0295 

0.0300 0.0008 2.8672 1.158 

2 0.0309 

3 0.0309 

4 0.0292 

5 0.0306 

6 0.02915 

0.045 

1 0.0458 

0.0451 0.0004 0.8644 0.70 

2 0.0450 

3 0.0451 

4 0.0450 

5 0.0449 

6 0.0446 

0.06 

1 0.0598 

0.0601 0.0005 0.8609 0.78 

2 0.0603 

3 0.0604 

4 0.0597 

5 0.0596 

6 0.0609 
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Phụ lục 8. Kết quả đánh giá độ lặp đúng bằng phương pháp so màu di 
động sử dụng tỷ lệ màu B/R 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số lần 
lặp lại 

Hàm 
lượng 

thu 
được 

(mg/mL) 

Trung bình 
(mg/mL) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 

0.03 

1 0.0304 

0.0302 0.0005 1.8315 0.98 

2 0.0297 

3 0.0303 

4 0.0310 

5 0.0294 

6 0.0301 

0.045 

1 0.0446 

0.0451 0.0005 1.0986 0.77 

2 0.0456 

3 0.0456 

4 0.0449 

5 0.0445 

6 0.0454 

0.06 

1 0.0608 

0.0604 0.0004 0.8138 0.67 

2 0.0604 

3 0.0595 

4 0.0609 

5 0.0606 

6 0.0603 
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Phụ lục 9. Kết quả độ tái lặp bằng phương pháp UV – Vis 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số 
lần 
lặp 
lại 

Hàm lượng thu được 
(mg/mL) 

Trung 
bình 
(mg/ 

mL) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 
Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 

0.03 

1 0.0301 0.0297 0.0298 

0.0299 0.0002 0.6911 0.53 2 0.0296 0.0300 0.0297 

3 0.0298 0.0298 0.0302 

0.045 

1 0.0458 0.0450 0.0451 

0.0452 0.0003 0.8098 0.46 2 0.0451 0.0454 0.0457 

3 0.0449 0.0448 0.0449 

0.06 

1 0.0609 0.0607 0.0607 

0.0604 0.0005 0.8635 0.42 2 0.0604 0.0609 0.0599 

3 0.0606 0.0593 0.0602 
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Phụ lục 10. Kết quả độ tái lặp đúng bằng phương pháp so màu di động sử 
dụng tỷ lệ G/R 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số 
lần 
lặp 
lại 

Hàm lượng thu được 
(mg/mL) 

Trung 
bình 
(mg/ 

mL) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 
Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 

0.03 

1 0.0292 0.0299 0.0292 

0.0301 0.0008 2.8621 1.1 2 0.0311 0.0293 0.0309 

3 0.0310 0.0311 0.0296 

0.045 

1 0.0458 0.0445 0.0457 

0.0452 0.0006 1.4042 0.96 2 0.0464 0.0453 0.0449 

3 0.0444 0.0450 0.0451 

0.06 

1 0.0602 0.0608 0.0592 

0.0603 0.0006 1.1369 0.82 2 0.0592 0.0607 0.0601 

3 0.0609 0.0610 0.0606 
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Phụ lục 11. Kết quả độ tái lặp đúng bằng phương pháp so màu di động sử 
dụng tỷ lệ B/R 

Hàm 
lượng 
spike 

(mg/mL) 

Số 
lần 
lặp 
lại 

Hàm lượng thu được 
(mg/mL) 

Trung 
bình 
(mg/ 

mL) 

SD 
RSDr 

% 
HorRat 

(r) 
Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 

0.03 

1 0.0296 0.0303 0.0294 

0.0301 0.0008 2.8621 1.07 2 0.0308 0.0301 0.0308 

3 0.0306 0.0292 0.0315 

0.045 

1 0.0450 0.0445 0.0454 

0.0452 0.0006 1.4042 0.83 2 0.0448 0.0449 0.0443 

3 0.0454 0.0458 0.0452 

0.06 

1 0.0609 0.0606 0.0592 

0.0603 0.0006 1.1369 0.71 2 0.0598 0.0604 0.0606 

3 0.0605 0.0610 0.0610 
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Phụ lục 12. Kết quả phân tích mẫu qua các phương pháp  
Nồng độ 

mẫu spike 
(mg/mL)  

UV – Vis 
(mg/mL) 

So màu 
(mg/mL) HPLC 

(mg/mL) G/R B/R 
0.020 0.0152 0.0165 0.0164 

0.0138 0.035 0.0149 0.0164 0.0162 
0.050 0.0151 0.0167 0.0164 
0.020 0.0245 0.0249 0.0247 

0.0227 0.035 0.0244 0.0252 0.0243 
0.050 0.0247 0.0248 0.0245 
0.020 0.0405 0.0412 0.0417 

0.0290 0.035 0.0402 0.0415 0.0418 
0.050 0.0402 0.0413 0.0415 
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Phụ lục 13. Kết quả phân tích HPLC mẫu spike nồng độ 0.05 mg/mL 
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Phụ lục 14. Kết quả phân tích HPLC mẫu spike nồng độ 0.035 mg/mL 
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Phụ lục 15. Kết quả phân tích HPLC mẫu spike nồng độ 0.02 mg/mL 

 

 
 




























