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(3% QUY TRINH CHE TAO PAU THU SINH HOC NHAN TAO SU DUNG CONG
NGHE POLYME IN PHAN TU (MIP) UNG DUNG CHE TAO CAM BIEN SINH
HOC TRONG AN TOAN THUC PHAM VA CHAN POAN BENH SGM

(57) Sdng ch&€ dé xudt quy trinh ché tao ddu thu sinh hoc nhan tao (artificial
bioreceptor) dya trén cong nghé polyme in phan tir (MIP) ting dung ché tao cam
bién sinh hoc trong an toan thuc phdm va chén doin sém bénh. Theo quy trinh
nay, dau thu sinh hoc nhan tao MIP dugc ch€ tao trén nén dién cuc muc in
cacbon dugc phit mot 16p AuNPs phan tin trén bé mat. L6p AuNPs nay s& lam
tang dién tich hi¢u dung bé mat dién cyc din dén lam tang s6 luong cic phan tir
chét phan tich in dugc vao mang polyme. Hon nita v6i 16p AuNPs phan b déu
trén bé mat trén dién cyc s& gitip tao dugc mot don 16p monome dinh huéng trén
dién cuc, giip qud trinh hinh thanh mang polyme c6 d6 déng nhat bé mit cao,
mong nén dé dang tich cdc phan tir chat phan tich dd in vio mang trong qud
trinh polyme héa d€ hinh thanh cdc khuon nhan dang sinh hoc dac hiéu, lam

tang hiéu suat ché tao dau thu sinh hoc nhan tao MIP.

Polyme héa
L

g :-I"“‘ 82

i —.-"-t-’-/chat phén tich

E C8 dinh
. khangthé B

1f 1!' V 1'1[’ u’uen ketvé!l
3 r* i, % khangnguvé‘ A3 Y

S
ST



22078

Linh vue k§ thuat dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh cong nghé ché tao du thu sinh hoc nhan
tao (artificial bioreceptor) dua trén céng nghé polyme in phén tir (molecularly
imprinted polymer-MIP) tmg dung ché tao cam bién sinh hoc trong an toan
thue phim va chin dodn sém bénh. Pau thu sinh hoc nhan tao duoc gén trén
dién cyc myc in cacbon SPCE (screen-printed carbon ink electrode) phii 16p
hat nano vang (AuNPs) phén tan trén bé mjt. Tin hiéu cia cam bién dugc xac
dinh bang phwong phap do phd tré khang phirc (electrochemical impedance
spectroscopy - EIS). Dién cuc SPCE ché tao theo cong nghe in ludi mang day
v6i muyc in 13 cacbon c6 kich thude nhé (c& micro mét) tron véi chat két dinh.
Dién cuc SPCE c6 gid thanh ré, linh hoat trong thiét ké va d& dang tich hop véi
thiét bi do cAm tay.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

Cong nghé polyme in phan tir (MIP) cho phép thiét ké va ché tao cac dau
thu sinh hoc nhén tao c6 tinh chon loc va d dic hidu duoc xéc dinh truée, ung
dung trong céc linh vuc phén tach, phén tich, xtic tic hay cam bién sinh héa.
MIP thuong st dung ma trin polyme két hop gitta chit cAn phén tich va céc
gbc monome (monomer). Sau khi loai bo cac chat phén tich (duoc goi 1a khudn
mau) mang polyme s& xuét hién cac khudn nhan dang phén i rit manh. Tai
mdt s6 vi tri ciia khudn cé dinh céc lién két ¢6 tinh chon loc twong tu nhu dau
thu sinh hoc tu nhién nhw khédng nguyén, khéng thé hoic enzyme. Do chon loc
ctia MIP khé cao do dua vio céc yéu t§ hinh dang, kich thudc va cidc nhéom
chirc héa hoc ciia chit phén tich. Chinh vi vy, MIP khong chi nhan dién cac
chét sinh hoc ma con d3c biét hitu ich v6i céc chat héa hoc. U didm ciia diu

thu sinh hoc nhan tao MIP ¢6 dd bén va 6n dinh cao hon so véi cac du thu sinh

-2-



22078

hoc tu nhién trong cac méi trudng khic nghiét nhu d6 pH qua cao hodc qua
thap, 4p sudt cao hay nhiét do qué cao hodc qué thip. MIP c6 thé st dung duoc
trong nhiu thang ma khong c6 tdn that v& hidu qua st dung cling nhu yéu ciu
bao quéan don gian hon so véi chit sinh hoc tu nhién. Do nhiing dac tinh nay,
MIP d& thu hit sw cht ¥ ngdy cang ting cua cdc nha nghién ctru thong qua sb
lugng cic bai béo ting hang nam. MIP duoc xem nhu lya chon thay thé day
htta hen cho cac dbi tac sinh hoc ctia chiing dé phat trién céc hudng méi trong
cac linh vuc nghién ctru da nganh nhu séc ky, cong nghé sinh hoc, khoa hoc
moi trudng, an todn thuc phdm va dic biét trong cam bién sinh hoc. Tuy nhién,
viéc ing dung MIP trong cam bién sinh hoc van con tdn tai mot s han ché cin
khic phuc truée khi dua ra san phdm thuong mai. Truéc hét, tinh khong déng
nhét cia céc vi trf lién két c6 thé gay ra tuong tac khong dic hiéu va do d6 1am
giam chét luong cua tin hiéu. D8 khic phuc van d& nay, mét sb nghién ctru d3 str
dung phuong phap t hop va tinh toan dé lua chon ty 16 monome va phén tir chit
phan tich. Thit hai, tinh chit ngu nhién cia qua trinh polyme héa ciing c¢6 thé anh
hudng dén tinh ddng nhit trong viéc phan bé cac khudn in trong mang polyme,
gdy ra su bién thién khéng mong muén trong khuéch tan. Dé khic phuc nhugc
diém nay, mot sb phuong phép di dugc ap dung dé cai thién MIP nhu chuyén déi
chudi phan manh b sung dao nguoc (Reversible addition-fragmentation chain
transfer), phan tmg tring hop chuyén hoéa gbe nguyeén tir (atom transfer radical
polymerisation), khoi tao léng dong hoi héa hoc (Initiated chemical vapour
deposition) va gén héa hoc (click-chemistry). Ngoai ra, mét s6 phuong phap méi
cling dd dugc phat trién nhu cAu tric 18i-vo, vat liéu composit lai gifta hitu co va
v0 co, k¥ thudt mang méng va quang khic “mém” (soft-photolithography) dé tao
khuén. Dé ting cudng tin hiéu cta cam bién va mo rdng pham vi img dung, mot
s6 hinh mAu cta cam bién tmg dung MIP d3 duoc phét trién bao gbm don chat
phén tich trén nhidu dé, da chét phén tich trén mang ¢ don, chip vi dong va cac
hé thdng lab - on - valve. Tuy nhién, cim bién MIP vn cin c4c giai phap thoa
dang vé céch thirc chiing c6 thé duoc san xut va tich hgp mot cach kinh té véo

céc thiét bi hién tai.
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Ban chit ky thuit clia sang ché

Muc dich ctia sang ché 14 d& xuit ddu thu sinh hoc nhan tao MIP khic
phuc duoc cac nhuoc diém néu trén, va diu thu theo sédng ché c6 thé duoc san
xuét va tich hop d& dang vao céc thiét bj lién quan hién cé.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét quy trinh ché tao diu thu sinh hoc
nhén tao (artificial bioreceptor) dua trén céng nghé polyme in phan tir (MIP)
tmg dung ché tao cam bién sinh hoc trong an toan thuc pham va chin doan sém
bénh. Theo quy trinh nay, d4u thu sinh hoc nhan tao MIP duoc ché tao trén nén
dién cuc muc in cacbon dugc phi mdt 16p AuNPs phén tan trén bé mit. Lép
AuNPs nay s& lam ting dién tich hiéu dung bé mit dién cuc din dén lam tang
sd luong céc phan tir chit phén tich in dugc vao mang polyme. Hon nita véi
16p AuNPs phin bd déu trén bé mt trén dién cuc s& giup tao dugc mdt don 16p
monome dinh huéng trén dién cuc, gitip qua trinh hinh thanh mang polyme c¢6
d6 ddng nhét bé mit cao, mong nén d& dang tach cc phan tir chét phén tich da
in vdo mang trong qu4 trinh polyme hoéa dé hinh thanh céc khudn nhén dang
sinh hoc ddc hiéu, 1am ting hiéu suét ché tao dau thu sinh hoc nhéan tao MIP.
Trai v&i cong nghé hién tai, diu thu sinh hoc MIP thudng duoc tién hanh trén
céc dién cuc kim loai, cAu triic MIP dugc tao ra thuong c6 dang da 16p cua da
phén tir phitc hop, giy can tré qué trinh tdch phan tir chit phan tich ra khoi
mang polyme, do d6 1am giam hiéu suét tao dau thu sinh hoc nhan tao MIP.

Do mang polyme MIP c6 d6 dan thip nén thong thuong tin hiéu dién cla
cam bién s& khéng cao din téi d6 nhay cta cam bién thap (tin hiéu cam bién
trén ndéng do chét phan tich). Trong sang ché nay, AuNPs dugc dua vao mang
polyme ngay trong qu4 trinh polyme tao MIP du6i mét trong céc dang;

(1) hat keo vang kich thuéc nano, theo mét phuong 4n 13 10 nm, da duoc
gin cic monome p-ATP, va

(i) hat nano Au dugc tao thanh do phan ing khir Au tir hop chit HAuCl,
cé trong dung dich polyme.

Hat nano Au dugc dua vao trong mang polyme cé tac dung cai thién do

dan ctia mang polyme ciing nhu lam tdng cudng qua trinh van chuyén dién ti
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trong mang polyme do hinh thanh sy phan bd ba chidu ctia AuNPs trong ma
tran MIP.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit dau thu sinh hoc nhéan tao s
dung cong nghé polyme in phéan tir (MIP) tmg dung ché tao cam bién sinh hoc
trong an toan thuc phém va chin dodn bénh sém duoc ché tao boi quy trinh ché
tao dAu thu sinh hoc nhén tao (artificial bioreceptor) dua trén cong nghé polyme
in phan tir (MIP) theo sang ché.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché con d& xuét viéc img dung du thu
sinh hoc nhéan tao MIP theo sang ché dé ché tao cam bién sinh hoc dién hoa phé
téng tré faradaic dung trong an toan thuc phim va chin dodn sém bénh. Cam
bién nay hoat dong theo nguyén tic khi phan tir chit phan tich t6i tai lién két
dic hidu véi ddu thu sinh hoc nhén tao trén bé mit dién cuc clia cam bién s&
hinh thanh nén mét 16p mang dién moi 1am téng tré khang clia hé dién hoa. Dan t6i
1am ting gié trj dién trd truyén dién tich (Rcr) trong mach twrong dwong Randles.

Theo mdt khia canh khac nita, sang ché d& xuit quy trinh phén tich miu
bing cam bién dién héa phd téng tré faradaic (EIS) sir dung dau thu sinh hoc
nhan tao MIP theo séang ché. Quy trinh nay gdm cic cong doan chinh la: x4y
dung duong chuin cta cam bién; x4c dinh gi6i han phat hién ctia cam bién; va
str dung cam bién dé phan tich mau trong thue t& véi sai s6 do xéc dinh.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Sang ché s& dugc minh hoa 3 hon théng qua cac hinh vé& kém theo dudi day,
trong do:

Hinh 1: Quy trinh ché tao dau thu sinh hoc nhén tao MIP nhén biét céac
phan tir chét phén tich/ha hoc/enzyme/khang thé.

Hinh 2: Nguyén ly hoat dong ctia cam bién dién hoéa phd tng tré faradaic.

Hinh 3: So d6 quy trinh xt 1y mAu thye.

Hinh 4: Hinh v& thé hién anh chup hién vi dién ti quét (SEM) ctia bé mit
dién cyc: a) MIP/SPAUE (dién cuc muc in Au); b) MIP/AuNPs/SPCE; ¢) MIP
O pha tap hat keo Au/AuNPs/SPCE va d) MIP pha tap hat Au dugc khir tir
HAuCls/AuNPs/SPCE.
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Hinh 5: Pho EIS va dudng chuén ciia cam bién xé4c dinh khang sinh nhém
Quinolone Norfloxacin (NOR) sir dung d4u thu sinh hoc nhén tao MIP a) khong
tron hat Au (cam bién 1), b) tron hat keo vang kich thuéc 10 nm (cam bién 2)
va ¢6 HAuCl, trong dung dich polyme (cam bién 3), d) duong dic trung chuén
ctia 3 cam bién thé hién su phu thudc cia gia tri ARcr va ndng d6 khang sinh
NOR ciing nhu tin higu cia cam bién 2 trong méi truong e) chira khang sinh
khéc (bao gébm Levofloxacin-Levo, Ciprofloxacin-CF va Chloramphenicol-
CAP) va f) mdi trudng bao gdm ca khang sinh NOR va khéng sinh khac (NOR
+Levo, NOR + CF, NOR + CAP) cling ndng db.

Hinh 6: Dic trung phé Raman sau mdi budc ché tao diu thu sinh hoc
NOR-MIP va bang tan sé dao dong dic trung ctia lién két cacbon véi cacbon
(C-C), lién két cna poly(aminothiophenol) va cac nhém chirc ciia phén tir NOR.

Hinh 7: Phd EIS va duong chudn cta cam bién x4c dinh khéang nguyén
Enrofloxacin st dung diu thu sinh hoc tu nhién (khang thé don dong
Enrofloxacin) va dau thu sinh hoc nhén tao MIP.

Hinh 8: Dic trung phd Raman sau mdi buéc ché tao d4u thu sinh hoc MIP
phat hién khang nguyén Enrofloxacin.

Hinh 9: Dic trung dong - thé cua cam bién st dung d4u thu sinh hoc tu
nhién enzyme HRP phét hién H,O, va dau thu nhan tao MIP nhéan biét enzyme HRP,
MG ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& duoc md ta chi tiét co dua vao cac hinh vé& kém theo.
Phin mb t& sau day nhim muc dich gitp hiéu 5 hon sang ché thong qua viéc
mb td mot s6 khia canh va céc phuong an thuc hién. Céac khia canh va cac
phuong 4n nay khong c6 myc dich giéi han sang ché chi nhu vay.

Sau déy, c4c khia canh ciia sang ché theo cac phuong an vu tién thuc hién
sé dugc mo ta.

Hinh 1 minh hoa quy trinh ché tao dau thu sinh hoc nhan tao MIP.

Trude hét 1a vé quy trinh ché tao dau thu sinh hoc MIP trén nén dién cuc
AuNPs/SPCE. Theo mdt phuwong 4n wu tién quy trinh nay bao gdm céc budc sau:
Budc 1: Tong hop AuNPs trén SPCE bang phuwong phdp dién héa quét thé vong
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Piu tién dién cuc SPCE dugc bién tinh béi 16p hat nano vang (AuNPs) phan
tan déu trén bé mit bang phuong phap dién héa quét thé vong. Pién cuc SPCE
dugc quét 20 vong trong dung dich HAuCl, ndng d6 100 pM pha trong PBS
100mM (pH 7,4) véi dién thé tir -0,65 V dén +0,50 V vs. Ag/AgCl, tbc db quét
12 50 mV/s. Trong qua trinh quét thé, ion Au®* trong hop chat HAuCl, sé& bi khir
thanh céc hat nano vang. Tuy nhién, mdt s nghién ctru cho thdy AuNPs duoc
tao ra theo phuong phép dién héa c6 thé tén tai & dang oxit. D& loai bd dang
oxit ndy, di¢n cuc AuNPs/SPCE dugc quét trong dung dich H,SO, ndng do 1
M véi dién thé tir -0,2 V dén +1,4 V vs. Ag/AgCl, tbc d6 quét 1a 50 mV/s cho
dén khi thu dugc dép tmg dién héa bn dinh (thudng sau 5 vong quét).

Budc 2: Tao mang don I6p tw lip ghép ciia monome p-aminothiophenol (p-
ATP) trén dién cuc AuNPs/SPCE bang phwong phdp nhing phi

bién cuc AuNPs/SPCE dugc ngdm trong dung dich ethanol c6 chua
monome p-ATP ndng d6 50 mM qua dém trong budng tbi & nhiét do phong
(khoang 15 gio).

Bu6c 3: Gén cdc phén tir chét phan tich Ién p-ATP/AuNPs/SPCE bang lyc finh dién

Phén tir can phén tich duoc hoa tan trong méi trudng dung méi dé c6 duoc
néng d6 10 mM. Nho 35 uL dung dich nay 1én dién cuc p-ATP/AuNPs/SPCE
va tién hanh ap thé tinh -0,6 V vs. Ag/AgCl trong 600 s. Luc ndy cic nguyén
tir N trong nhém -NH, bj proton héa thanh nhém -NH,* va dién thé 4m s& kéo
céc phan tir chat phan tich cing véi nhém chire -NH,* lai gén bé mit dién cuc.
Budéc 4: In phdn tir chat phén tich vao mang poly(aminothiophenol)

Dung dich polyme gdm monome p-ATP va phan tir chit phan tich. Ty 1€
gilta monome va chit phén tich duogc lya chon 3:1, 5:1 va 6:1. D& dua hat nano
Au vao mang polyme ngay trong qué trinh polyme héa, trong sang ché nay
chung ti st dung: (i) Hat keo Au c6 kich thuéc 10 nm d gén cdc monome p-
ATP hoic (ii) hop chit HAuCl; dugc dua thém vao trong dung dich polyme
theo ty 1€ twong tmg 1:3 (hat keo Au:p-ATP) va 0,01:5 (HAuCly:p-ATP).

Hén hop dung dich polyme duge pha trong dung dich dém PBS 100 mM.

35pL dung dich nay duogc nho 1én dién cuc (bao trum ca dién cuc 1am viéc,
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dién cuc dbi va dién cyuc chuln Ag/AgCl). Sau d6 tién hanh polyme héa bing
phuong phap quét thé tuan hoan trong dai dién &p tir -200 mV dén 600 mV vs.
Ag/AgCl véi s6 vong quét tir 15 dén 20 vong.

Budc 5: Tdch bé phdn tir chdt phdn tich khéi mang poly(aminothiolphenol)
bing lyc tinh dién théng qua dp thé tinh dién trong méi truong axit

Nho 35uL dung dich HCI 1 M 1én dién cuc va tién hanh 4p thé tinh 600 mV
vs. Ag/AgCl véi thoi gian 600 s. O budce cong nghé ndy, dién 4p mot chidu pha
v lién két hydro giita phan i chit in (chat phan tich) dugc proton héa véi
mang polyme va loai bé chiing ra khoi mang. Khi cac phan tir chit in roi di, dé
lai trén mang polyme nhitng héc nhan dién dic hiéu v& hinh dang, kich thuéc
va c6 cac gbe lién két voi phan tir in.

D6i v6i trudng hop cht phén tich 13 khéng nguyén thi & bude 2 s& gin
khéng thé don dong dic hidu cua khang nguyén d6. Tiép theo, gin khang
nguyén dic hiéu théng qua lién két dic hidu gifta khang nguyén va khang thé
bing cach nhé 2 pL khang nguyén Ién dién cuc c6 gin khang thé va i & nhiét
d6 phong trong 1 h. Cudi cing polyme hoa tao mang polyme MIP va tach bod
khéang nguyén khéi mang polyme theo budc 4 va 5 cia quy trinh trén.

Phén tiép theo s& giai thich nguyén 1y hoat dong ctia cam bién dién héa phd
téng tré faradaic (EIS) st dung d4u thu sinh hoc nhén tao MIP.

Trong cam bién sinh hoc dién hoa EIS st dung d4u thu sinh hoc nhan tao
MIP, khi phan ttr cht phan tich tai lién két véi bé mat dién cuc cb gén cac dau
thu sinh hoc nhén tao MIP s& lam thay d6i hinh thai bé mat dién cuc cam bién
va do d6 1am thay dbi tin hiéu tré khang ctia hé cam bién. Tin hiéu tro khéng
dugc do trong dung dich gdm ¢6 0,1 M KCl va 5 mM K [Fe(CN)s])/Ka[Fe(CN)s]
trong dai tin s6 tir 100 kHz dén 50 mHz tai thé hé mach O.C.P va thé xoay
chidu 10 mV.

Hé dién héa duogc biéu dién duoc béng so dd mach dién twong duong
Randles gdm cé4c dién tré va tu dién (hinh 2). C4c dai lugng nay duogc xac dinh

thong qua khép pho EIS. Trong dé, hai dai luong Rs va Zy dic trung cho cac
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tinh chit cua dung dich dién phéan va su khuéch tan cia cép chat do
K;[Fe(CN)s])/K4[Fe(CN)g]. Trong khi Cyq va Rer phu thude vao tinh chit cach
dién va dn dién tai bé mit tiép xuc gitra dién cuc va chét dién phan tic la lién
quan dén su thay dbi trén bé mit cua dién cuc. Vi vay, ching thuong duoc lya
chon 1am tin hi¢u phat hién ctia cam bién. Phd EIS bao gdm mét ban cung tai
ving tin s§ cao tuong tmg véi qué trinh truyén dién tt dién ra trén bé mit dién
cuc 1am viée va phan tuyén tinh tai ving tan sb thp lién quan t6i qua trinh
khuéch tan ctia chat dién ly t6i bé mit dién cuc. Giao diém cua phf?m ban cung
v6i truc Zre chinh 13 gia tri clia Rg va duong kinh cta ban cung chinh 1a dién
tréd Rer cua mach tuong duong Randles. Nhu vay, gia tri Rer phu thude vao
néng d6 chét phan tich tai lién két v6i bé mit dién cuc cam bién.

Tiép theo, dAu thu sinh hoc MIP trén nén dién cuc AuNPs/SPCE s& dugc tng
dung thtr nghiém trong mét quy trinhvphén tich mAu. Cu thé, quy trinh phan tich
mAu bang cam bién dién héa EIS st dung diu thu sinh hoc nhan tao MIP bao gbm
cac cong doan sau.

Xay dung dwong chudn ciia cam bién

Bude 1: Nhé 2 pL dung dich chit phan tich & ndng d6 x4c dinh 1én bé mit

dién cuc cam bién, 0 & nhiét d6 phong 30 phut.

Budc 2: Rira sach bé mit cam bién bang dung dich PBS 10 mM, tiép theo 13

nuée va cudi cing siy nhe bing dong khi N,.

Buéc 3: Nhé 35 pL dung dich gom c¢6 0,1 M KCl va 5 mM
K;3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] bao phti toan bd 3 dién cuc cia cam bién va
tién hanh do phd EIS.

Budc 4: Biéu dién phd EIS trén mit phing Nyquist.

Buée 5: Dung phin mém Ivium khép (fit) phd téng tré bing mach tuong

duong Randles, x4c dinh gia trj cac phn tir dién trong mach.

Lap lai budc 1 dén budce 5 véi cadc mau phan tich véi néng do xac dinh khac.

Budc 6: X4y dung dd thi phu thudc cia gia tri Rer vao ndng do chit phan

tich. P thi nhan duge 1 duong chuén cua cam bién phat hién lugng

chét can phat hién c6 trong mAu phan tich.
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Xdc dinh gici han phat hién cia cam bién
Budc 1: Bo phé EIS cta dién cuc chi c6 gén céc dau thu sinh hoc nhan tao
MIP. MAu do nay dugc goi 1a mau tring (blank).
Buéc 2: Tién hanh ché tao va do 5 mAu tring nhu bude 1. X4c dinh d6 léch
chuén ctia 5 mAu tring.
Buéc 3: Xac dinh d6 dbc ciia duong chudn cia cam bién.
Budc 4: Gidi han phét hién ciia cam bién dugc xac dinh theo cong thirc (3
1an d6 léch chuin) chia cho d6 déc (slope) ctia duong chuin.
Xdc dinh néng dé chit phan tich cé trong mau thuc
Trén hinh 3 trinh bay so @6 quy trinh xi Iy mAu thyc. Sau khi xit ly xong, 14y
2 pLL dung dich nho lén dién cuc va @ & nhiét do phong trong 30 phit. Rira
dién cuc bang dém PBS 10 mM va nuéc rdi siy nhe bing dong khi N,. Nho
35 uL dung dich gdbm ¢6 0,1 MKCl va 5 mM K; [Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)s] bao
pht toan b 3 dién cuc ctia cam bién va tién hanh do phd EIS. Biéu dién phd
EIS trén mit phang Nyquist. Ding phin mém Ivium khép (fit) phé tong tré
bing mach tuong duong Randles, x4c dinh gid Rer. Chiéu gia tri nay 1én
dudng chuan ciia cam bién dé x4c dinh ndng d6 chét phan tich.
Vi du thue hién sang ché
a) Ché tao dau thu sinh hoc nhan tao MIP ung dung phat hién khang sinh nhém

Quinlonone Norfloxacin (NOR)

- Thuc hién céac buéc tir 1 dén 5 cua quy trinh ché tao dAu thu sinh hoc
nhén tao MIP nhur mé ta trong phan “Mo ta chi tiét sang ché”. Hinh thai
bé mit cta dién cuc sau mdi budc ché tao duoc khao sat béng phuong
phéap chup anh SEM trinh bay trén hinh 4.

- PhO EIS ciia cam bién x4c dinh khéang sinh nhém Quinolone Norfloxacin
(NOR) st dung dau thu sinh hoc nhén tao MIP khi khéng tron hat Au
(cam bién 1), khi tron hat keo vang kich thuéc 10 nm (cam bién 2) va
c6 HAuCly trong dung dich polyme (cam bién 3) 14n lugt trinh bay trén
hinh 5a, 5b va 5c khi NOR (vé6i cic ndng d6 xac dinh tir 1 nM dén 80
nM) tai lién két véi dau thu sinh hgc NOR-MIP. Két qué cho thiy duong
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kinh ban cung trong mit phing Nyquist (twong duong véi gia tri Rer)
ting tuong g voi viée ting ndng d6 NOR. Su ting ndy dugc giai thich
12 do qua trinh t4i lién két giita cac phan tir NOR véi diu thu NOR-MIP
dic hiéu cua ching, tao ra mot 16p dién méi mong ngin can qua trinh
truyén dién tir &én dién cuc. Tuy nhién, c6 thé thdy duong dic trung EIS
clia ba loai cam bién trén c6 su khac biét rd rét. Puong kinh ban cung
ctia cam bién NOR-MIP pha tap hat vang 16n hon nhiéu so v6i cam bién
khong pha tap hat vang. Gia tri Rer duge xéc dinh thong qua fit phd EIS
sir dung mach tuong duong Randles. Chiing t6i tién hanh v& dudng dic
trung chuén thé hién su phu thudc ctia ARcr (su thay dbi gia tri Rer cla
cam bién tai néng dd NOR xéc dinh so v6i miu tréng) vao néng do
NOR. Trén hinh 5d trinh bay dudng dic trung ctia ba loai cam bién trén.
Cam bién c6 pha tap hat keo Au vao mang polyme c6 d6 dbc cao hon so
v6i cam bién con lai khi ma su thay ddi néng dd NOR 1a nhu nhau. Piéu
nay chimg té cam bién khi c6 pha tap thém hat keo nano Au vao qua
trinh polyme d3 lam ting déng ké d6 nhay cta cam bién. Tién hanh fit
tuyén tinh duong dic trung chuén xdc dinh duoc gibi han phat hién
(LOD) ctia cam bién 2 c6 gi4 tri tot nhét (0,21 nM trong dai néng do tir
0 dén 10 nM va 2,44 nM trong dai ndng db tir 10 dén 80 nM). D& nghién
ctru dic tinh chon loc cua cam bién, ba chit khéng sinh bao gém
Levofloxacin, Ciprofloxacin (c6 cdu tric héa hoc gin nhu tuong tu phan
ttr NOR) va Chloramphenicol (c6 c4u triic hod hoc khac hoan toan véi
NOR) d3 dugc tron cling véi NOR & cling ndéng d6 (10 nM, 60 va 80
nM). Hinh 5e va 5f trinh bay gi4 tri ARcr thu duge 14n luot khi cho cam
bién 2 tiép xtc véi dung dich chira khang sinh khéc va hén hop khang
sinh khéc véi khang sinh NOR. Két quéa cho théy tin hiéu thu duoc ciia
cam bién khong thay dbi nhidu so v6i tin hiéu do dugc trong dung dich
chi ¢6 duy nhit khéng sinh NOR. Nhu vay ¢6 thé thiy tin hidu thu dugc
ctia cam bién chinh 13 sy tai lién két ciia cac phan tir chit phan tich NOR

v6i khudn mau cuia chinh nd, cam bién da ché tao c6 d6 chon loc cao.
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- Cam bién dua trén cong nghé MIP két hop v6i phuong phép EIS da cho
thdy kha ning tmg dung phat hién c4c phén ti kich thudc nhé véi d6 chon
loc cao. Thém véo d6, quy trinh ché tao cam bién ¢6 wu diém vé chi phi san
xuét (dién cuc gid ré SPCE nhung c6 thé st dung nhu dién cyc in vang),
phuong phép do ludng don gian, nhanh chéng va do Lap lai tét.

- Phép do quang phé Raman dugc thuc hién sau mdi buéc ché tao dau thu
sinh hoc nhan tao MIP nhim x4c dinh su c6 mat hodc Véng mat cda phan
tir in trong mang polyme. K§¥ thuét nay dua trén co sé tdn xa cia chum
anh sang don séc khi chiéu vao mAu, tao ra 4nh sang tan xa Raman duoc
ghi nhén lai bing phén tt thu quang. Vach phd Raman cung cép thong
tin vé dao déng phén tir va cAu tric tinh thé. Quang phb Raman dugc st
dung rdng rai trong phén tich cac hop chit hitu co do mdi nhém chic
hitu co c6 dic trung riéng vé tn s6 hép thu. Dya vao chidu cao dinh phd
Raman cho biét dinh luong cta ndng d6 chét. Trén hinh 6 trinh bay phd
Raman sau mdi budc cong nghé ché tao diu thu sinh hoc NOR-MIP
cling nhu sy t4i lién két ctia cac phéan tir NOR véi du thu dic hidu MIP
ctia n6. Pic trung phd Raman ghi nhin su xuAt hién ctia cac phan tir
NOR trong mang polyme tai céc tin s6 dao dong dic trung liét ké chi
tiét trong bang 1. Sau budc 5 (tach loai bé cac phan tir chat phan tich ra
khéi mang polyme), tit ca cac pic dic trung cua phan tirt NOR khong
xut hién trong phé Raman. Piéu nay chimg t6 cac phan tir NOR da
dugc loai bé khéi mang polyme bang phuong phép 4p thé mot chidu
trong dung dich HCl 1M. Khi cho dién cuc c¢6 gén cac ddu thu sinh hoc
nhan tao NOR-MIP tiép xtc véi dung dich c¢6 chira phén tir NOR, trén
phb Raman xuét hién tr& lai cac pic dic trung cia phan tir NOR. Piéu
nay chimg té di xay ra hién tuong tai lién két cac phan tir NOR trong
dung dich véi cac du thu sinh hoc nhan tao NOR-MIP trén b& mit dién

cuc cam bién.
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h

. . Tan s6 dao dong
Chst Nhém chirc (cm™)
Cacbon Cc-C 1337,1579
Dao déng cta nhém C-S 1081
UsnconglienkétcH | T 1143 |
Poly(aminothiophenol) Ubon cong lién két C-H 1181
Uonl1 cong lién két C-H, dao ddng cla 1403
nhom C-C
Sy dao ddng clia nhém lién két no C-C, 485
dao dong cGia nhém C-N.
Dao déng ddi ximg cta nhom C-F 872
Dao déng clia nhdm 0-C-0O va sy bién
dang nhédm methylene do anh huéng tir 1418
) nhém piperazinyl
Phén ttr Norfloxacin
Dao dong manh clia nhém C=0 va sy 1655
kéo dan gbc N*H, clia gdc piperazinyl
“J%

Bang 1
b) Ché tao dau thu sinh hoc nhan tao MIP img dung phat hién khang nguyén

Enrofloxacin

- Thuyec hién céc buéc ctia quy trinh ché tao du thu sinh hoc nhén tao MIP
v6i chéat phan tich 1a khéang nguyén, sir dung lién két dic hiéu gitra khang
thé va khang nguyén nhu mé ta trong phin “Mo ta chi tiét sang ché”.

- Dic trung phb tong trd EIS va db thi dudng chuén cta cam bién phat
hién khang nguyén Enrofloxacin sir dung dau thu sinh hoc ty nhién (cam
bién 1) va d4u thu sinh hoc nhén tao MIP (cam bién 2) tai cac néng do
khang nguyén khac nhau dugc trinh bay trén hinh 7. Ca hai cam bién
hoat dong t6t trong dai ndng do khang nguyén tir 0 dén 10 ng/mL. Tuy
nhién, cam bién str dung dau thu sinh hoc nhén tao MIP cho dd nhay cao
hon so véi sir dung dau thu sinh hoc tu nhién (danh gia qua R? va slope

ctia dudng dic trung chuén).
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- Phép do quang phd Raman ciing dugc thuc hién sau mdi budc ché tao
cam bién sir dung dau thu sinh hoc tu nhién va diu thu sinh hoc nhan
tao MIP. Trén hinh 8 trinh bay dic trung quang ph6é Raman sau mdi
budc ché tao hai loai cam bién k& trén. Vi cam bién 1, khi cb dinh
khang thé (mouse anti-Enrofloxacin monoclonal antibody), trén dic
trung quang phé Raman xudt hién c4c pic dic trung dugc 1iét ké chi tiét
trong bang 2. Tiép theo, khi cho dién cuc c6 gin khang thé vao méi
truong c6 chira khang nguyén dic hiéu cua né (Enrofloxacin-BSA
conjugate), trén quang pho Raman xuét hién thém cac pic dic trung cta
khang nguyén (xem bang 2). DPidu nay chimg to trén bé mit dién cuc
xay ra tuong tac lién két dic hiu giita khang nguyén va khang thé. Sau
budc polyme in khdng nguyén vao mang polyme, dic trung quang phd
Raman ghi nhdn thém cac pic ddc trung cla mang
poly(aminothiophenol) bén canh cac pic dic trung cta khang thé va
khang nguyén. Sau buéc 5 (tach loai bé cac phan tir chét phén tich ra
khoi mang polyme), tit ca cac pic dic trung cua khéng nguyén
Enrofloxacin khong xuét hién trong dic trung quang phd Raman. Didu
ndy ching t6 khang nguyén di dugc loai bo khoi mang polyme béng
phuong phap 4p thé mot chidu trong dung dich HCI 1M. Khi cho dién
cuc ¢ gin cac dau thu sinh hoc nhén tao khang nguyén-MIP tiép xtc
v6i dung dich c6 chita khang nguyén, trén phd Raman xuét hién tré lai
c4c pic dic trung ctia khang nguyén. Pidu ndy ching to d3 x4y ra hién
tugng tai lién két khang nguyén trong dung dich véi cac dau thu sinh

hoc nhéan tao khang nguyén-MIP trén bé mat dién cuc cam bién.
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o D S e e R T T e e

Chat Nhém chirc Tan s6 dao dong
(em™)
c-C 1337
Carbon

C-C 1579
Dao dong cta lién két C-S va lién két C-C 1081

Poly(Aminothiophenol) )
Dao ddng cla lién két C-N va dao déng uén cong 1143
trong lién két C-H 1181
Amide llI 1272
Khéng thé ENRO Amide 1l 1349
Dao déng uén cong clia C-H; 1428
Dao ddng uén cong cla C-H 1235
Khang nguyén ENRO Dao ddng cua lién két O-C-O 1388
Khang nguyén ENRO-MIP 1481

m
Bang 2

¢) Ché tao dAu thu sinh hoc nhan tao enzyme HRP-MIP tmg dung phat hién H,O,

- Thyc hién cc budc ciia quy trinh ché tao dau thu sinh hoc nhan tao MIP
v6i chét phén tich 12 enzyme HRP (horseradish peroxidase) nhu mé ta
trong phan “M ta chi tiét sang ché”.

- Enzyme HRP 1a mét glycoprotein dugc chiét ra tir ré cay cai ngua va
phan Umg dic hidu véi chit oxi héa nhu H,O» va céc peroxide c6 chira
gbc methyl va ethyl. Trén hinh 9a trinh bay dic trung dong - thé cia cam
bién sir dung dau thu sinh hoc ty nhién enzyme HRP trong dung dich
PBS 100 mM (pH 6,0) c6 H,0, véi céc ndng d6 khac nhau (tir 0 dén 1
mM). Trén dic trung dong - thé chi xuét hién pic khir tai dién ap -0,42
V vs. Ag/AgCl khi cam bién tiép xtc v6i méi truong dung dich c6 chira
H,0, va cudng d6 dong khir tiang theo ndng d6 H,O,. Két qua nay ching
to di xay ra phan Ung xuc tac dic trung cia enzyme HRP khir H,O,.
Qua trinh nay tuan theo phwong trinh phéan g sau:

HyO, + HRPyny — HRPoyynsa + H2O

-15-



22078

HRPoxynsa +2¢ —> HRPung
- Trén hinh 9b trinh bay dic trung dong - thé ctia cam bién sir dung dau
thu nhan tao HRP-MIP ghi nhén trong d¢m PBS 100 mM (pH 6,0) cé
chira 1 mM H,0, trudc va sau khi tiép xtc véi enzyme HRP tai cac
ndng d6 1an luot 13 1, 10 va 100 ng/mL. Két qua cho thiy, trén dic trung
dong - thé chi xuét hién pic khir tai -0,42 V vs. Ag/AgCl sau khi cho
cam bién tiép xtc v6i enzyme HRP va cuong do pic nay dat gia tri cao
nhit tai ndng do enzyme HRP 13 100 ng/mL va giam khi ndéng d6
enzyme HRP giam. Piéu nay ching t6 di xay ra phan mg tai lién két
cua enzyme HRP véi dau thu sinh hoc nhan tao HRP-MIP cua no.
Hiéu qua dat dwoce ciia sing ché
- Lop hat nano Au phéan tan trén bé mit dién cuc muc in cacbon di lam
tang hi€u suét ché tao dAu thu sinh hoc nhén tao MIP ciing nhu cac dau
thu sinh hoc nay dinh x{r ngay tai bé mit mang polyme nén cac phan tir
chét phan tich d& tiép can dén d8 t4i lién két véi cac dAu thu sinh hoc cia ching,
- Hat nano Au dugc dua vao mang polyme trong qua trinh ché tao dau thu
sinh hoc nhan tao MIP d4 lam ting d6 nhay ctia cam bién do 1am ting
cudng qua trinh van chuyén dién tir trong mang ludi polyme.
Theo quy trinh ché tao cam bién sinh hoc ciia sang ché, c6 thé phat trién
dugc cam bién sinh hoc st dung dAu thu sinh hoc nhan tao MIP ung dung
trong v€ sinh an toan thuc phém va chén do4n bénh sém.

Phan trén d3 mo ta chi tiét sang ché theo mot sb khia canh va phuong an
uu tién thuc hién, tuy nhién, sang ché khong bi gi6i han béi cac ndi dung bdc
16 trong phan nay. Can hiéu ring, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
6 thé dua trén céc ndi dung bdc 10 nay dé dua ra cac cai bién, thay dbi dbi voi
céc khia canh, phuong 4n ctia sang ché va céc cai bién, thay dbi nhu vay déu
khong ndm ngoai pham vi boc 1§ cia sang ché. Pham vi yéu cAu bao hd cua

sang ché dugc trinh by & phén yéu ciu bao hd sau day.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh ché tao dau thu sinh hoc nhan tao st dung cong nghé polyme in

phan tir (MIP) tmg dung ché tao cam bién sinh hoc trong an toan thuc phm va

chéan doan bénh sém, quy trinh nay bao gom cac buédc:

(i)

(i)

(iif)

(iv)

(v)

phtt 16p hat nano vang (AuNPs) phan tan trén bé mit dién cuc muyc in
cacbon SPCE theo phuong phép dién hoa quét thé tuin hoan;
tao 16p mang don 16p tu lip ghép (SAM) cua monome p-
aminothiophenol (p-ATP) trén dién cuc AuNPs/SPCE bing phuong
phép nhing phu;
gan céc phan tir chét cn phén tich 1én mang SAM cuia p-ATP trén
dién cuc AuNPs/SPCE béng luc tinh dién théng qua ap thé tinh dién
mét chiéu;
in phan phan tir chét cAn phan tich vio mang polyme ctia p-ATP (t6ng
hgp mang polyme MIP) c6 pha tap hat Au bing céch ngam dién cuc
AuNPs/SPCE c¢6 mang SAM ciia p-ATP duogc gén cdc phan tir chit
can phan tich trong dung dich polyme gdm monome p-ATP va phéan
tr chét can phén tich, trong do:
- dung dich nay dugc thém vao mét lugng dung dich HAuCly,
sau d6 tién hanh polyme héa bing phuong phép dién héa quét
thé tudn hoan vdi dién ap dugc quét tir -650 mV dén +600 mV
so véi dién cuc chudn Ag/AgCl, hodc
- dung dich nay duoc thém vao mot lugng hat keo Au d3 gin cac
monome p-ATP, sau d6 tién hanh polyme héa bang phwong
phap dién héa quét thé tudn hoan véi dién ap dugc quét tir -200
mV dn +600 mV so véi dién cuc chuin Ag/AgCl,
tach bo chét can phan tich khoi mang polyme aminothiophenol bang
lyc tinh dién thdng qua 4p thé tinh dién trong méi trudng axit, dién thé
mdt chiéu nay s& pha v& lién két hydro gifta phan tir chét in dugc

proton hoa véi mang polyme va loai bé ching ra khoi mang;
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(vi)  tin hidu hoat dong ctia cam bién trong phat hién phén tich duoc ghi nhan
théng qua viéc do phd tong tré faradaic; va trong quy trinh ché tao
(vii) phén tich b trg céc tinh chét ctia dién cuc cam bién sau mdi buée cong

nghé bang phuong phap do phd Raman va do dic trung dong - thé.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6, & budc in phan tir chit cin phan tich vao
mang polyme ctia p-ATP c6 pha tap AuNPs bang phuong phép dién hoa quét
thé vong tudn hoan, AuNPs duogc dua vao mang polyme ngay trong qua trinh
polyme tao MIP dudi dang hat keo vang c6 kich thudc 10 nm d3 gin céac

monome p-ATP.

3. Quy trinh theo cac diém 1, trong d6 budc phu 16p hat nano vang (AuNPs)
phan tan trén bé mat dién cuc con bao gém budc quét dién cuc AuNPs/SPCE
trong dung dich H,SO, n(‘Bng d6 1 M véi dién thé tir -0,2 V dén +1,4 V so véi
dién curc chuin Ag/AgCl, tbc do quét 1a 50 mV/s cho dén khi thu duoc déap ting
dién héa 6n dinh.

4. Quy trinh theo mdt trong s cac diém 1 - 3, trong d6 & budc tao 16p mang
don 16p tu lap ghép (SAM) clia monome p-aminothiophenol (p-ATP) trén dién
cuc AuNPs/SPCE, dién cuc AuNPs/SPCE dugc ngdm trong dung dich ethanol
c6 chira monome p-ATP ndng d6 50 mM trong budng tdi & nhiét do phong
trong khoang 15 gio.

5. Quy trinh theo mét trong sb cac diém 1 - 4, trong d6 & budc gin cac phan tr
chét can phén tich 1én mang SAM p-ATP trén dién cuc AuNPs/SPCE, phan tir
can phén tich dugc hoa tan trong mdi truong dung mébi dé c6 duge ndng d6 10
mM, sau d6 nho6 35uL dung dich nay 1én dién cuc p-ATP/AuNPs/SPCE va tién
hanh 4p thé tinh -600 mV vs. Ag/AgCl trong 600 s.

6. Quy trinh theo mét trong s6 cac diém 1 - 5, trong do, trong truong hop chit
phén tich 13 khang nguyén thi trong budc (ii) s& gin khang thé don dong dic
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hiéu ctia khéng nguyén d6, tiép theo, gin khang nguyén dac hiéu thong qua lién
két dic hiéu giita khang nguyén va khang thé, va cudi cung polyme héa tao
mang polyme MIP va tach bo khang nguyén khéi mang polyme theo cac buéc
(iv) va (v) cda quy trinh nay.

7. Pau thu sinh hoc nhan tao st dung cong nghé polyme in phén tir (MIP) tmg
dung ché tao cam bién sinh hoc trong an toan thuc phém va chin doan bénh

sém duoc ché tao béi quy trinh theo mét trong sb cac diém 1 — 6.

8. Cam bién sinh hoc st dung dau thu sinh hoc nhan tao st dung cong nghe
polyme in phén tir (MIP) theo diém 7.
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A 7 A b)
/ Cam bicn sit dyng déu thu
r / sinh hoc ty nhign HRP-MIP ar Cém bi€n si dyng ddu thu
enzyme HRPSAM/AUNPs/SPCE | sinh hoc nhén tao HRP-MIP
~2F Dung dich gém PBS 6,0 2 )
é va HO, c6 néng do: < Nong do HRP
L S 272 ~
ol § 20 (ng/mlL)
8 \\ Q0 ‘g 0
g. Sr ““‘*\\\\“\1 0 uM 4 -3 —
o \\__\\\ ~50 M ‘:0 | //1 o
,§ —— 100 M £ -
34l 250 uM S a4tk 7100
500 uM
I -1000 uM I
-5+ 5
I Do trong dung dich PBS 100 mM (pH 6,0) ¢6 1 mM H,0,
-6 n ] " 1 1 ] n L " 1 " i -6 1 1 1 1 i
-1.0 -0.8 -06 04 -0.2 0.0 0.2 -1.0 -0.8 -06 04 -0.2 0.0 0.2

Dien dp (V) vs. Ag/AgClI

Hinh 9
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Dién 4p (V) vs. Ag/AgCl






