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Tóm tắt

Kháng sinh là chất có thể gây ô nhiễm ở nồng độ thấp và được thấy trong môi trường 
nước ở khoảng nồng độ ng/L. Việc xác định các chất có hàm lượng vết đòi hỏi trang thiết bị 
hiện đại và độ chính xác cao. Phương pháp sắc ký lỏng hai lần khối phổ (LC-MS/MS) với khả 
năng xác định các chất ở nồng độ ppt và ppb phù hợp để định lượng các chất nhóm macrolide 
và tetracycline trong nước. Phương pháp phân tích sử dụng hệ thống Agilent Triple Quard 6460 
LC-MS/MS với nguồn phun ion hóa điện tử chế độ ion dương, cột phân tích Agilent XDB C18 
(1,8 µm × 2,1 × 100 mm) và tiền cột Agilent Eclipse SDB C18 (2,1 × 5 mm × 1,8 µm). Dung môi 
pha động acetonitrile và HCOOH 0,1%. Làm sạch mẫu bằng cột chiết pha rắn Oasis PRiME 
HLB 3cc (150 mg). Phương pháp được đánh giá dựa trên độ đặc hiệu, độ thu hồi, độ lặp lại và 
ước lượng độ không đảm bảo đo. Giới hạn phát hiện (LOD) của phương pháp đối với các chất 
phân tích là 0,03 µg/L. Độ thu hồi nằm trong khoảng 85,23% đến 117,70%; độ lặp lại (RSDr) 
nằm trong khoảng 2,20 - 12,45%. 

Từ khóa: kháng sinh, macrolides, tetracyclines, LC-MS/MS.

ĐẶT VẤN ĐỀ

Kháng sinh lần đầu tiên được phát hiện vào năm 1928 sau đó được sử dụng rộng rãi trong 
y học để chữa bệnh cho người và động vật. Các con đường kháng sinh đi vào môi trường nước 
rất đa dạng bao gồm nước thải và dòng chảy rửa trôi từ đất do nguồn sử dụng phân bón cho 
nông nghiệp hoặc chất thải của con người [1]. Thuốc kháng sinh được sử dụng rộng rãi để điều 
trị các bệnh truyền nhiễm. Tuy nhiên 30 - 90% kháng sinh được bài tiết dưới dạng hợp chất 
gốc hoặc chuyển hóa trong nước tiểu và phân vào môi trường [2]. Theo Bộ Nông nghiệp và 
Phát triển Nông thôn, một loạt các kháng sinh được sử dụng hợp pháp trong chăn nuôi trong 
đó có hơn 30 loại kháng sinh thuộc nhóm sulfonamide, beta lactam, quinolone, macrolide, 
cyclines và một số loại kháng sinh khác được sử dụng hạn chế [3]. Một số loại kháng sinh 
phổ rộng bị cấm trong nuôi trồng thủy sản như chloramphenicol, nitroimidazole và hầu hết 
các chất nhóm fluoroquinolone. Các trang trại nuôi cá sử dụng phổ biến nhất là enrofloxacin 
(quinolones) (69%), florphenicol (amphenicols) (63%), sulfamethoxazole (sulfonamide) kết 
hợp với trimethoprim (44%), doxycyclines (cyclines) (34%) [4].

Vì kháng sinh là những hợp chất có thể tiêu diệt hoặc ức chế sự phát triển của vi sinh 
vật nên chúng có khả năng làm mất sự cân bằng của hệ sinh thái. Theo Kummerer và cộng sự 
(2009) [5] dư lượng kháng sinh trong môi trường có thể gây kháng thuốc cho vi sinh vật ở nồng 
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độ thấp, sau đó gen kháng kháng sinh có thể chuyển sang con người hoặc động vật theo chuỗi 
và lưới thức ăn. Theo nghiên cứu nhiều loại kháng sinh như amoxicillin, benzyl penicillin, 
sarafloxacin, spiramycin, tetracycline và tiamulin ức chế sự phát triển của tảo lam. Theo một 
nghiên cứu của Le và cộng sự (2005) [6] vi khuẩn kháng kháng sinh norlfoxacin được tìm thấy 
ở bùn và mẫu nước cạnh trang trại nuôi tôm ở nồng độ 0,1 µg/mL. Theo nghiên cứu Kim và 
cộng sự (2007) [7], sulfamathoxazole, sulphachlorpyridazine, sulfathiazole, sulphamethazine, 
sulphadimethoxine và trimethoprim gây độc cấp tính cho thủy sản gồm vi khuẩn biển (Vibrio 
fischeri), động vật không xương sống nước ngọt (Daphnia magna), và cá medaka Nhật Bản 
(Oryzias latipes) với giá trị nồng độ môi trường dự đoán (PEC) dao động từ 0,14 - 16,5 µg/L.

Macrolide là một nhóm thuốc kháng sinh đã được sử dụng để điều trị nhiều bệnh nhiễm 
trùng đường hô hấp và đường ruột ở người và động vật. Một số macrolide được sử dụng phổ 
biến là spiramycin (SPI), erythromycin (ERY), tylosin (TYL), roxithromycin. Theo tác giả Fatta 
Kassinos (2011) [8], erythromycin được tìm thấy trong nước mặt ở khoảng 4,7 - 1900 ng/L, 
spiramycin trong khoảng 3,3 - 459,5 ng/L, tylosin 60 ng/L.

Nhóm tetracycline là một họ kháng sinh phổ rộng bao gồm tetracycline (TC), 
oxytetracycline (OTC), chlortetracycline (CTC), doxycycline (DOC) và minocycline [1], nhóm 
kháng sinh này ức chế sự tổng hợp của vi khuẩn gram dương và gram âm. Nhóm tetracycline 
được sử dụng trong điều trị một sô bệnh về da và răng ở người. Ngoài ra, nhóm tetracycline còn 
được sử dụng rộng rãi trong nông nghiệp như là chất kích thích tăng trưởng trong trang trại 
chăn nuôi và làm thuốc dự phòng trong nông nghiệp và nuôi trồng thủy sản. Theo tác giả Lin và 
cộng sự (2008) [9], tetracycline được tìm thấy trong nước thải công nghiệp ở nồng độ 1,5 × 103 
ng/L, oxytetracycline 1,5 × 104 ng/L.

 Do gây ô nhiễm ở nồng độ thấp và thường xuất hiện trong môi trường nước ở nồng độ 
ng/L. Việc xác định các chất kháng sinh đòi hỏi thiết bị phân tích hiện đại với độ chính xác cao. 
Phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao kết hợp đầu dò hai lần khối phổ là phương pháp phù 
hợp được chọn để phân tích các hợp chất này trong môi trường nước. Nghiên cứu này nhằm xác 
định hàm lượng các chất nhóm macrolide và tetracycline trong nước, công thức cấu tạo của các 
chất nghiên cứu được thể hiện trong Hình 1. 

Erythromycin Tetracycline
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Tylosin Oxytetracycline

Spiramycin Chlortetracycline

Hình 1. Công thức cấu tạo các chất nhóm MAC và TCs

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Hóa chất

Tất cả hóa chất sử dụng đều là tinh khiết, đạt chuẩn để phân tích HPLC và nước deion, 
methanol, acid fomic. Chuẩn dạng bột tetracycline hydrochloride (96,8%), oxytetracycline 
hydrochloride (90,9%), chlotetracycline hydrochloride (93,7%), spiramycin (92,6%), 
erythromycin (99,0%) được cung cấp bởi Sigma, tylosin tatrate (99,0%) được cung cấp bởi 
Dr. Ehrenstorfer.  Dung dịch chuẩn gốc được pha trong MeOH ở nồng độ 1.000 µg/mL bảo 
quản ở - 20oC. Chuẩn làm việc được pha từ chuẩn gốc trong nước deion.

2.2. Thiết bị, dụng cụ

Các thiết bị sử dụng cho phân tích các chất nhóm macrolide và tetracyclines gồm LC-MS/
MS của Agilent với 6460 Infinity LC và 6460 Triple Quadrupole với nguồn ESI. Cột sử dụng là 
cột Agilent XDB C18 (1,8 µm × 2,1 × 100 mm) và tiền cột Agilent Eclipse SDB C18 (2,1 × 5 mm 
× 1,8 µm). Các thiết bị dụng cụ khác bao gồm cột chiết pha rắn Oasis PRiME HLB 3cc (150 mg), 
bộ chiết pha rắn Supelco kèm máy hút chân không, máy lắc vortex và các dụng cụ thí nghiệm 
khác.

2.3. Chuẩn bị mẫu

Các mẫu thử được tạo bằng cách thêm chuẩn vào nền mẫu trắng ở các nồng độ thêm 
chuẩn khác nhau. Sau đó mẫu được chuẩn bị để phân tích theo các bước như sau: 100 mL nước 
thải được chỉnh pH đến 4,5 bằng acid fomic. Lọc qua giấy lọc. Dịch lọc được làm sạch bằng 
cột chiết pha rắn SPE PRiME HLB 3 mL. Hoạt hóa cột lần lượt bằng 3 mL MeOH, 3 mL nước. 
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Chuyển toàn bộ dịch lọc qua cột SPE, sau đó rửa giải bằng 3 mL MeOH. Dịch thu được thổi khô 
bằng khí Nitơ. Hòa tan cặn bằng 1 mL MeOH. Lọc mẫu qua màng 0,22 µm vào lọ mẫu 1,5 mL 
và xác định bằng LC-MS/MS.

2.4. Điều kiện LC-MS/MS

Các chất phân tích được xác định bằng phương pháp sắc ký lỏng, hai lần khối phổ. Điều 
kiện vận hành hệ thống được thể hiện trong Bảng 1.

Bảng 1. Điều kiện phân tích các kháng sinh bằng LC-MS/MS

Nhóm Macrolide Nhóm Tetracycline

Điều kiện LC
Cột Agilent XDB - C18 

(1,8 µm × 2,1 × 100 mm)
Agilent XDB - C18 

(1,8 µm × 2,1 × 100 mm)

Tốc độ dòng (mL/phút) 0,3 0,3

Pha động A: Acetonitrile
B: HCOOH 0,1%

A: Acetonitrile
B: HCOOH 0,1%

Gradient 0 - 6 phút: 20% A
6 phút: 60% A

6,01 - 7 phút: 20% A

0 - 5 phút: 10% A
5 phút: 30% A
5,01- 6: 70% A

6,01 - 7 phút: 10% A

Thời gian phân tích (phút) 7 7

Thời gian dừng (phút) 2 2

Nhiệt độ cột (oC) 25 25

Thể tích bơm (µL) 5 5

Điều kiện khối phổ

Nguồn ion hóa ESI ESI

Chế độ ion hóa mẫu Positive Positive

Nhiệt độ khí N2 (
oC) 300 350

Tốc độ khí N2 (l/phút) 8 10

Nhiệt độ cột (oC) 25 25

Áp suất bay hơi dung môi (psi) 45 45

Điện áp mao quản (V) 2.000 2.000

2.5. Ước lượng độ không đảm bảo đo

Độ không đảm bảo đo của phép đo đặc trưng cho độ phân tán của các giá trị có thể chấp 
nhận được quy cho đại lượng của phép đo. Độ không đảm bảo đo nói lên độ tin cậy của phép đo.

Độ không đảm bảo đo u được tính theo công thức [10]:

U (%) =      (1)
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Trong đó:

  u: độ không đảm bảo đo;

  xi: giá trị thứ i; 

  xtb: giá trị trung bình; 

  n: số lần làm lặp lại.

Độ không đảm bảo đo mở rộng U % được tính theo công thức 

U = k × UTH                   (2)

UTH =    (3)

Trong đó: k là hệ số phủ được cho giá trị bằng 2 tương ứng với độ tin cậy 95%; ua, ub là độ 
không đảm bảo đo của chuẩn và của quá trình lặp lại.  

3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN

3.1. Độ đặc hiệu của phương pháp

Đối với kỹ thuật phân tích LC-MS/MS số điểm IP phải đạt được là 4 [10]. Thực hiện bắn 
phá 1 ion mẹ và thu được 2 ion con. Với 1 ion mẹ thu được 1 IP và mỗi ion con thu được 1,5 IP. 
Theo cách tính thu được 4 điểm IP, như vậy phương pháp có tính đặc hiệu đáp ứng được yêu 
cầu. Thời gian lưu của từng chất phân tích được thể hiện trong Bảng 2. 

Bảng 2. Chế độ phân tích MRM

Chất phân tích Mảnh mẹ Mảnh con Fragmentor 
(V)

Collision ener-
gy (V)

Thời gian lưu 
(phút)

Tetracycline 445 427 120 15 3,361
Tetracycline 445 410* 120 20 3,361
Oxytetracycline 461 443 120 20 2,967
Oxytetracycline 461 426* 120 20 2,967
Chlotetracycline 479 462 120 15 4,726
Chlotetracycline 479 444* 120 22 4,726
Tylosin 916,5 772,4 119 30 3,769
Tylosin 916,5 174,1* 119 40 3,769
Erythromycin 734,5 576,4 124 14 3,477
Erythromycin 734,5 158,1* 124 26 3,477
Spiramycin 843,5 142,2 145 40 2,207
Spiramycin 843,5 174,2* 145 34 2,207

Ghi chú: * mảnh định lượng

3.2. Khoảng tuyến tính và giới hạn của phương pháp

Đường ngoại chuẩn được xây dựng bởi 5 điểm chuẩn có hàm lượng lần lượt là 10; 20; 50; 
100; 200 µg/L đối với các chất nhóm tetracylin và 5; 10; 50; 100; 200 µg/L đối với các chất nhóm 
macrolide. Kết quả thu được thể hiện trong Bảng 3 với hệ số tương quan R2 từ 0,9990 - 0,9999 
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(Hình 1). Giá trị giới hạn phát hiện (LOD) của phương pháp được xác định dựa vào tỷ lệ tín 
hiệu trên nhiễu nền S/N bằng cách thêm chuẩn vào nền mẫu trắng tại mức nồng độ 0,03 µg/L. 
Tất cả S/N đều lớn hơn 3 : 1. Do đó LOD của các chất phân tích được lấy là 0,03 µg/L và giới hạn 
định lượng LOQ là 0,10 µg/L. 
Oxytetracycline - 5 Levels, 5 Levels Used, 5 Points, 5 Points Used, 0 QCs
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Oxytetracycline - 5 Levels, 5 Levels Used, 5 Points, 5 Points Used, 0 QCs
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Chlortetracycline - 5 Levels, 5 Levels Used, 5 Points, 5 Points Used, 0 QCs
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Erythromycin - 5 Levels, 5 Levels Used, 5 Points, 5 Points Used, 0 QCs
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Spiramycin - 5 Levels, 5 Levels Used, 5 Points, 5 Points Used, 0 QCs
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Tylosin - 5 Levels, 5 Levels Used, 5 Points, 5 Points Used, 0 QCs
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Hình 1. Đường chuẩn của các chất nhóm tetracyline và macrolide 
a - OTC, b - TC, c - CTC, d - ERY, e - SPI, f - TYL

Bảng 3. Đường chuẩn của các chất nhóm tetracycline và macrolide trong mẫu nước

Chất phân tích Phương trình tuyến tính R2

Tetracycline Y = 46,2046x - 308,0819 0,9996

Oxytetracycline Y = 37,0110x - 224,6509 0,9994

Chlotetracycline Y = 30,9578x - 162,8734 0,9992

Erythromycin Y = 169,9842x + 280,9997 0,9990

Tylosin Y = 151,5842x + 88,03339 0,9999

Spiramycin Y = 33,6860x - 39,2631 0,9998

(a)

(d)

(b)

(e)

(c)

(f)
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3.3. Độ thu hồi và độ lặp lại

Xác định độ thu hồi và độ lặp lại của phương pháp bằng cách thêm chuẩn trên nền mẫu 
trắng ở 3 mức nồng độ 0,1; 0,5; 1,0 µg/L. Ở mỗi mức nồng độ thực hiện lặp lại thí nghiệm 6 lần. 
Kết quả được thể hiện trong Bảng 4.

Bảng 4. Độ thu hồi và độ lặp lại của các chất nhóm tetracycline và macrolide (n = 6)

Chất phân tích Mức thêm chuẩn (µg/L) H % RSDr %
Tetracycline 0,10 112,30 5,06

0,50 86,89 6,01
1,0 96,13 2,44

Oxytetracycline 0,10 104,87 10,69
0,50 90,12 3,83
1,0 92,97 4,29

Chlotetracycline 0,10 117,70 11,14
0,50 91,23 5,86
1,0 100,13 10,80

Spiramycin 0,10 93,55 12,45
0,50 100,39 4,00
1,0 96,43 6,11

Erythromycin 0,10 85,23 9,25
0,50 101,47 2,20
1,0 97,22 2,93

Tylosin 0,10 96,08 4,76
0,50 98,83 3,25
1,0 90,62 7,66

Ở Hình 2 thể hiện kết quả thu được độ thu hồi đạt từ 85,23 -117,70% nằm trong khoảng 
cho phép của AOAC (40 - 120%) ở mức thêm chuẩn 1,0 µg/L. Độ lặp lại RSDr từ 2,20 - 12,45% 
đạt yêu cầu của AOAC (< 30%) ở mức thêm chuẩn ≤ 1,0 µg/L.
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Hình 2. Sắc ký đồ mẫu thêm hỗn hợp chuẩn ở mức nồng độ 1 µg/L 
đối với các chất nhóm MAC và TCs
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3.4. Độ không đảm bảo đo của phương pháp

Độ không đảm bảo đo được tính theo công thức thể hiện trong mục 2.5. Kết quả được thể 
hiện trong Bảng 5.

Bảng 5. Độ không đảm bảo đo mở rộng của các chất phân tích nhóm tetracycline và macrolide

Chất phân tích Mức nồng độ (µg/L) U (%) Chất                     
phân tích Mức nồng độ (µg/L) U (%)

TC 0,10 28,25 SPI 0,10 35,19

0,50 30,38 0,50 10,88

1,0 10,10 1,0 17,79

OTC 0,10 31,16 ERY 0,10 37,71

0,50 22,11 0,50 6,68

1,0 18,01 1,0 9,61

CTC 0,10 28,98 TYL 0,10 14,90

0,50 23,24 0,50 9,07

1,0 29,27 1,0 27,34

3.5. Kết quả phân tích mẫu thực tế

Mẫu phân tích được lấy tại bốn vị trí. Kết quả phân tích được thể hiện trong Bảng 6. 
Các mẫu nước được lấy ngẫu nhiên tại tầng nước mặt trong mùa khô.

Vị trí 1: Hồ tiếp nhận nước thải bệnh viện Đại học Y Hà Nội, tọa độ (21,0014; 105,8300) 
số 1 Tôn Thất Tùng, P. Khương Thượng, Q. Đống Đa, Hà Nội 

Vị trí 2: Kênh tiếp nhận nước thải chợ dân sinh, tọa độ (21,0024; 105,8179), phố Cầu Mới, 
P. Ngã Tư Sở, Q. Đống Đa, Hà Nội. 

Vị trí 3: Trang trại Nam Hà, thôn Vân Điềm, xã Vân Hà, huyện Đông Anh, Hà Nội.

Vị trí 4: Hồ câu Đầm Nẩy, thôn Vân Điềm, xã Vân Hà, huyện Đông Anh, Hà Nội.

Bảng 6. Kết quả phân tích mẫu thực

Đơn vị: ng/mL

Vị trí TC OTC CTC SPI ERY TYL

Vị trí 1 - - - 344,83 - -

Vị trí 2 - 225,89 - - - -

Vị trí 3 318,63 358,62 - - - -

Vị trí 4 - - - - - -

Ghi chú: “-”: không phát hiện
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Qua kết phân tích mẫu thực cho thấy, dư lượng kháng sinh được tìm thấy tại khu vực 
bệnh viện, trang trại chăn nuôi và khu vực chợ thực phẩm. Tại khu vực bệnh viện hàm lượng 
spiramycin thuộc nhóm macrolide là 344,8 ng/L; tại trang trại chăn nuôi, hàm lượng các chất 
tetracycline và oxytetracycline lần lượt là 318,6 và 358,6 ng/L. Trong nghiên cứu này, mặc dù 
mới chỉ khảo sát 04 mẫu nước thải và nước mặt đã có 03/04 mẫu phát hiện thấy dư lượng kháng 
sinh, đặc biệt có 01 mẫu chứa 02 loại kháng sinh. Điều này bước đầu cho thấy mức độ tồn dư 
kháng sinh trong nước mặt và nước thải ở Hà Nội là khá phổ biến. 

Theo tác giả Hoa và cộng sự [11], các chất nhóm macrolide được tìm thấy trong hệ thống 
kênh hoặc các sông tiếp nhận nước thải ở Hà Nội như spiramycin, oleandomycin, azithromycin 
với nồng độ lần lượt là 90,8, 134, 621 ng/L. Các chất nhóm tetracycline được phát hiện trong hệ 
thống thoát nước đô thị, kênh thành phố, kênh ngoại ô và sông nhưng với tần suất ít hơn. Trong 
hệ thống thoát nước đô thị, TC và OTC chỉ được phát hiện trong 2 mẫu ở nồng độ 258 ng/L (tại 
Hà Nội) và 316 ng/L (tại Cần Thơ), trong khi đó OTC được phát hiện ở kênh trong thành phố, 
kênh ngoại ô và sông với nồng độ nhỏ hơn 5, 226 và 7 ng/L. Như vậy, hàm lượng kháng sinh thu 
được từ các mẫu nước thực tế có giá trị tương đương với các nghiên cứu của các tác giả khác, 
đều gây nguy hại cho hệ sinh thái ở khoảng nồng độ ng/L.

KẾT LUẬN

Phương pháp xác định các chất nhóm tetracycline và macrolide trong môi trường nước 
được thực hiện trong nghiên cứu là đáng tin cậy với hệ số tương quan tuyến tính R2 cao (> 0,9990), 
độ thu hồi nằm trong khoảng cho phép của AOAC (nằm trong khoảng 40 - 120%) và độ lặp lại 
RSDr < 30% ở mức thêm chuẩn 1,0 µg/L. Giới hạn phát hiện của phương pháp (LOD) là 0,03 
µg/L, giới hạn định lượng của phương pháp (LOQ) là 0,10 µg/L. Độ không đảm bảo đo của 
phương pháp (U) từ 9,61 -37,71%. Kết quả phân tích mẫu thực tế cho thấy hàm lượng dư lượng 
kháng sinh được tìm thấy trong nước thải khu vực bệnh viện, trang trại chăn nuôi và khu vực 
chợ thực phẩm nằm trong khoảng 225,9 - 358,6 ng/L. Kết quả phân tích 04 mẫu khảo sát thì 
có 03/04 mẫu phát hiện có dư lượng kháng sinh, đặc biệt có 01 mẫu chứa 02 loại kháng sinh 
với hàm lượng từ 225,9 - 358,6 ng/L. Hàm lượng kháng sinh trong các mẫu nghiên cứu tương 
đương với các kết quả nghiên cứu của các tác giả trước đây. 
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Determination of macrolide and tetracyclins group in water by 
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
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Abstract

Antibiotics are contaminants at low concentrations and found in water with the range of 
ng/L. Determination of antibiotics at trace concentrations requires modern and high accuracy 
equipment. Liquid chromatography mass tandem spectrometry (LC-MS/MS) able to determine 
contaminants at ppt and ppb levels, which is suitable for quantification of the macrolide and 
tetracycline group in water. The Analytical method using Agilent Triple Quard 6460 LC-MS/MS 
system with positive ion mode. Agilent XDB C18 column (1.8 µm × 2.1 × 100 mm) and Agilent 
Eclipse SDB C18 pre-column (2.1 × 5 mm × 1.8 µm) were used. Mobile phase was acetonitrile 
and HCOOH 0.1%. Samples were cleaned with Oasis PRiME HLB 3cc SPE column (150 mg). 
The method was evaluated based on specificity, recovery, repeatability and estimation of the 
uncertainty. The method detection limit (MDL) for the analytes is 0.03 µg/L. Recovery ranges 
from 85.23% to 117.70%; repeatability (RSDr) is between 2.20% and 12.45%.

Keywords: antibiotics, macrolides, tetracyclines, LC-MS/MS.


