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TÓM TẮT 

Nghiên cứu này tập trung phát triển phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao ghép nối với phổ khối hai lần để phân 

tích histamine trong sản phẩm tương truyền thống. Histamine được tách bằng sắc ký lỏng sử dụng cột tách  

z-HILIC và nhận biết bằng MS/MS sử dụng nguồn ion hóa phun điện ở chế độ phân cực dương khoảng tuyến được 

được thiết lập khoảng nồng độ từ 0,02 đến 7,05 mg/kg với hệ số hồi quy tuyến tính tốt. Giới hạn phát hiện (LOD) và giới 

hạn định lượng (LOQ) tương ứng là 3,0 µg/kg và 11 µg/kg. Độ lặp lại và độ tái lặp của phương pháp tốt với RSD tương 

ứng là 2,74% và 3,74%. Độ thu hồi được thực hiện qua mẫu thêm chuẩn và đạt được trong khoảng 86,26% đến 

100,1%. Áp dụng phương pháp đã xác nhận sử dụng để phân tích histamine trong 37 mẫu tương truyền thống, kết quả 

cho thấy hàm lượng histamine nằm trong khoảng LOQ đến 70,5 µg/kg với giá trị trung bình là 17,7 µg/kg. Bên cạnh đó, 

kết quả thực nghiệm chỉ ra rằng không có mối tương quan cao giữa histamine và hàm lượng nitơ tổng số. 

Từ khóa: Histamine, UPLC-MS/MS, xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp, tương truyền thống, an toàn 

thực phẩm. 

Analysis of Histamine in Vietnamese Traditional Fermented Soya Source by UPLC-MS/MS 

ABSTRACT 

In this work, an ultra-high performance liquid chromatography combined with tandem mass spectrometry was 

developed and validated for analysis of histamine in the Vietnamese traditional soya sauce. Histamine was separated 

using z-HILIC column and detected by tandem mass spectrometry employing with electrospray ionization in positive 

mode. Linearity of histamine ranged from 0.02 to 7.05 mg/kg with a good regression coefficiency. The limit of 

detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ) were achieved 3.0 µg/kg and 11 µg/kg, respectively. 

Repeatability and reproducibility of the method corresponded to 2.74% and 3.74%. The recovery was investigated by 

spiking experiments and achieved from 82.3% to 100.1%. Analysis of histamine in 37 samples by the developed and 

validated analytical method, the results indicated that the concentration of histamine ranged from LOD to 70.5 µg/kg 

with mean value was 17.7 µg/kg. The concentration of histamine and total nitrogen content in the analyzed samples 

showed low correlation coefficient. 

Keywords: Histamine, UPLC-MS/MS, method validation, Vietnamese tradional soya sauce, food safety. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Thăc phèm lên men đóng vai trò quan trọng 

trong chế độ ën uống cûa hàng tČ ngþąi trên thế 

giĆi, vĆi hĄn 5.000 loäi đã đþĉc ghi nhên, trâi 

dài tÿ các sân phèm phổ biến đến đặc sân vùng 

miền (Tamang, 2010). Trong đó, các sân phèm 

tÿ đêu nành lên men chiếm một vị trí đặc biệt 

nhą hàm lþĉng protein cao, giàu axit amin thiết 

yếu, cùng nhiều hĉp chçt có lĉi cho sĀc khôe. Ở 

Việt Nam, tþĄng là sân phèm lên men truyền 

thống tiêu biểu, phổ biến ć Đồng bìng sông 

Hồng và nhiều địa phþĄng khác. Thông thþąng, 

tþĄng đþĉc chế biến tÿ đêu tþĄng và gäo nếp, 
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trâi qua quá trình lên men kéo dài nhą nçm mốc 

Aspergillus oryzae (Pang & cs., 2024), giúp tëng 

hàm lþĉng protein, giâm hàm lþĉng chçt xĄ thô 

và täo hþĄng và vị đặc trþng. Tuy nhiên, quá 

trình lên men tă nhiên kéo dài trong cách chế 

biến truyền thống tiềm èn nguy cĄ hình thành 

amin sinh học (biogenic amines - BA) nói chung, 

đặc biệt là histamine. Các hĉp chçt BA này đþĉc 

täo ra tÿ phân Āng khā carboxyl cûa axit amin 

tă do do vi sinh vêt xúc tác. Ở nồng độ thçp, BA 

có thể đóng vai trò sinh lċ bình thþąng, nhþng 

khi tích tý ć mĀc cao, chúng có thể gây ra hàng 

loät tác động bçt lĉi nhþ rối loän huyết áp, đau 

đæu, buồn nôn, dị Āng giâ và thêm chí tā vong 

(Yang & cs., 2017). Nhiều quốc gia đã đþa ra 

giĆi hän an toàn cho hàm lþĉng một số BA nhçt 

định trong thăc phèm, đặc biệt là histamine. 

Tuy nhiên, Việt Nam vén thiếu số liệu hoàn 

chînh về BA nói chung và histamine nói riêng 

trong các sân phèm tþĄng truyền thống.  

Nhiều phþĄng pháp phån tích BA nói 

chung và histamine nói riêng đã đþĉc áp dýng 

rộng rãi bao gồm quang phổ UV-Vis, síc ký 

lông hiệu nëng cao sā dýng cột tách pha đâo 

(RP-HPLC) và HPLC kết hĉp huĊnh quang 

(Ferreira & Pinho, 2006). Tuy nhiên, nhĂng kč 

thuêt này thþąng đòi hôi bþĆc dén xuçt phĀc 

täp, thąi gian phån tích dài, độ chọn lọc chþa 

tối þu và hän chế khâ nëng phån tích đồng thąi 

nhiều hĉp chçt. Trong khi đó, síc ký lông ghép 

nối khối phổ ba tĀ căc (LC-MS/MS) vĆi đặc 

điểm có độ nhäy cao, độ đặc hiệu tốt, thąi gian 

phân tích tối þu và khâ nëng định lþĉng đồng 

thąi nhiều hĉp chçt, đặc biệt khi sā dýng cột 

tách có kích thþĆc hät nhồi nhô. Bên cänh đó, 

phþĄng pháp LC-MS/MS chþa đþĉc áp dýng 

rộng rãi để định lþĉng và đánh giá hàm lþĉng 

BA nói chung và histamine trong sân phèm 

tþĄng truyền thống. 

Trong nghiên cĀu này, phþĄng pháp UPLC-

MS/MS sā dýng cột tách z-HILIC đþĉc phát 

triển và tối þu để phân tích histamine trong 

méu tþĄng truyền thống. Các điều kiện tách síc 

kċ và các điều kiện nhên biết bìng MS/MS đþĉc 

tối þu hóa nhìm thu đþĉc độ nhäy và độ chọn 

lọc cao nhçt. Các thông số quan trọng dùng cho 

xác nhên giá trị sā dýng nhþ khoâng tuyến 

tính, giĆi hän phát hiện, giĆi hän định lþĉng, độ 

lặp läi độ tái lặp và độ thu hồi đþĉc khâo sát và 

đánh giá. Áp dýng phþĄng pháp đã xác nhên giá 

trị sā dýng vào phân tích 37 méu tþĄng truyền 

thống và đánh giá mối tþĄng quan giĂa nồng độ 

histamine và hàm lþĉng nitĄ tổng số. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Hóa chất 

Chçt chuèn histamine (His, độ tinh khiết 

98,8%), đþĉc mua tÿ hãng CATO Research 

Chemicals, Trung Quốc và Histamine-D4  

(His-d4, độ tinh khiết 97%) mua tÿ Sigma 

Aldrich, Singapore. Dung dịch chuèn gốc cûa 

histamine và nội chuèn đþĉc chuèn bị bìng cách 

hòa tan lþĉng chçt chuèn cån trþĆc trong dung 

dịch axit HCl 0,1M. Dung dịch chuèn gốc đĄn 

đþĉc bâo quân trong ống đăng méu màu nâu và 

bâo quân täi nhiệt độ -35C. Dung dịch chuèn 

làm việc đþĉc chuèn bị bìng cách trộn dung 

dịch chuèn gốc trong axit HCl 0,1M. Dung dịch 

làm việc đþĉc pha loãng hàng ngày tÿ dung dịch 

chuèn trong hỗn hĉp acetonitrile và nþĆc deion. 

Pha động sā dýng trong LC-MS bao gồm hai 

kênh: kênh A đþĉc chuèn bị bìng cách hòa tan 

lþĉng cån ammonium formate trong nþĆc deion 

(Merck Millipore, ĐĀc) thêm 0,1% axit fomic. 

Kênh B là acetonitrile thêm ammonium fomate 

và axit fomic vĆi lþĉng tþĄng đþĄng kênh A. 

Pha động đþĉc loäi lọc qua màng lọc 0,2µm và 

loäi khí hòa tan bìng siêu åm trþĆc khi sā dýng. 

2.2. Mẫu phân tích 

Méu phân tích: 37 méu tþĄng truyền thống 

đþĉc thu thêp trăc tiếp täi các cĄ sć sân xuçt 

trên địa bàn các tînh Hà Nội, Hþng Yên, Nghệ 

An, Hà Nam, Thái Bình, Bíc Ninh, Bíc Giang 

và đþĉc mã hóa. Sau đó méu đþĉc chuyển tĆi 

phòng thí nghiệm, chai chĀa méu đþĉc líc đều 

trþĆc khi chuyển qua ống falcon 50ml. Méu sā 

dýng để phân tích bâo quân nhiệt độ phòng. 

Méu chþa phån tích bâo quân giống nhþ điều 

kiện bâo quân tþĄng thông thþąng. 

Chuèn bị méu dùng cho phân tích bìng 

UPLC-MS/MS: TrþĆc khi xā lý, méu đþĉc đþa 
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vào bể siêu åm để đuổi khí và đồng nhçt méu 

bìng cách nghiền mịn trong máy xay sinh tố. 

Sau khi đã đồng nhçt méu, 5g méu đþĉc lçy để 

phân tích. Méu sau đó đþĉc thêm nội chuèn 

đánh dçu đồng vị và để yên ć nhiệt độ phòng ít 

nhçt 2 gią. Sau đó méu đþĉc thêm 5ml nþĆc 

deion và trộn đều bìng vontex ć tốc độ 2.000 

vòng trong 2 phút. Sau khi chiết, méu đþĉc ly 

tâm ć 4C vĆi tốc độ là 6.000 vòng trong 10 

phút. Dịch trong phía trên đþĉc thu läi và 

thêm 5ml acetonitrile, vortex sau đó tiếp týc ly 

tâm vĆi điều kiện nhþ trên. Dịch méu sau khi 

thu đþĉc lọc qua màng 0,22µm và chuyển vào 

ống chĀa méu dùng cho bộ bĄm méu tă động. 

Hàm lþĉng histamine trong méu đþĉc phân 

tích bìng UPLC-MS/MS. Méu tríng đþĉc 

chuèn bị bìng cách thay méu tþĄng bìng nþĆc 

deion và lặp läi các bþĆc xā lċ nhþ méu tþĄng 

truyền thống. 

2.3. Phương pháp UPLC-MS/MS 

Hệ thống LC-MS/MS model 8050 cûa hãng 

Shimadzu (Kyoto, Nhêt Bân) đþĉc sā dýng dùng 

để phân tích histamine. Hệ thống síc ký lông 

bao gồm bộ loäi khí trăc tuyến (online) cho pha 

động model DGU 405, bĄm cao áp bốn kênh 

model LC-40D X3, bộ trộn dung môi áp suçt 

thçp, bộ bĄm méu tă động model CTO-40S, Phổ 

khối lþĉng MS/MS mode 8050 kèm theo nguồn 

ion hóa phun điện đþĉc sā dýng nhþ một 

detector cho síc ký lông. Cột síc ký lông Waters 

Xbridge z-HILIC (1,7µm; 2,1mm × 150mm) đþĉc 

dùng để phån tích histamine. Pha động bao gồm 

hai kênh: kênh A 10mM ammonium formate 

trong nþĆc deion và 0,1% axit formic. Kênh B 

bao gồm acetonitrile : nþĆc deion (tČ lệ 9:1 về 

thể tích) có chĀa 10mM ammonium formate và 

0,1% axit formic. Chi tiết các điều kiện tách và 

nhên biết histamine bìng UPLC-MS/MS đþĉc 

liệt kê trong bâng 1.  

Histamine đþĉc tách sā dýng cột tách  

z-HILIC sā dýng gradient thành phæn pha 

động bao gồm hai kênh A và B. ChþĄng trình 

này đþĉc cài đặt nhþ sau: Bít đæu vĆi 100% 

kênh B trong khoâng 5 phút sau đó tiếp týc 

vĆi 80% kênh B và 20% kênh A trong 1 phút, 

70% kênh B và 30% kênh A trong 1 phút tiếp 

theo sau đó là 50% kênh A và 50% kênh B 

trong 1 phút. Cuối cùng là 20% kênh B và 80% 

kênh A trong 3 phút. Và sau đó cån bìng cột 

vĆi 100% kênh B trong 7 phút cho læn bĄm 

méu tiếp theo.  

2.4. Phân tích hàm lượng N tổng số 

Hàm lþĉng N tổng số đþĉc phân tích theo 

tiêu chuèn Việt Nam TCVN 3705-90, qui trình 

phân tích có thể tóm tít nhþ sau: cån khoâng 

0,5g méu đã đþĉc đồng nhçt chuyển vào bình 

phân hûy méu, méu đþĉc vô cĄ hóa bìng axit 

H2SO4 đặc, nitĄ có trong méu đþĉc chuyển 

thành amoni sunfat. Dùng kiềm đặc đèy 

ammoniac tÿ amomi sunfat trong máy cçt đäm 

täo thành amoni hydroxit sau đó định lþĉng 

chçt này bìng phþĄng pháp chuèn độ axit-bazĄ 

sā dýng chçt chî thị methyl đô. Hàm lþĉng nitĄ 

tổng số đþĉc biểu diễn dþĆi däng g N có trong 

1kg méu. 

2.5. Xử lý số liệu 

Phæn mềm LabSolution version 5.1.18 

(Shimadzu, Nhêt Bân) đþĉc sā dýng để tối þu, 

điều khiển, thu nhên và xā lý tín hiệu. TČ lệ 

diện tích pic cûa chçt phån tích đþĉc tính toán 

bìng cách chuèn hóa diện tích pic cûa chçt 

phân tích theo diện tích pic cûa chçt chuèn nội 

đþĉc đánh dçu đồng vị và sā dýng định lþĉng 

His trong méu theo phþĄng pháp đþąng chuèn. 

Să có mặt cûa His trong méu phån tích đþĉc 

xác định đồng thąi bìng ba thông số: thąi gian 

lþu trên cột tách z-HILIC, să xuçt hiện đồng 

thąi cûa hai bþĆc chuyển khối MS/MS và tČ lệ 

tín hiệu tþĄng đối (tČ lệ ion) cûa hai bþĆc 

chuyển khối này kèm theo độ không đâm bâo 

cho trþĆc. Méu tríng đþĉc đþĉc sā dýng trong 

xā lý méu và bĄm méu trên hệ UPLC-MS/MS 

nhìm dánh giá nhiễm chéo trong quá trình 

chuèn bị méu phân tích và phân tích méu. Bên 

cänh đó, số liệu thí nghiệm đþĉc xā lý bìng 

phæn mềm Excel 2025 (Microsoft, Mč) và 

Skyline MS (MacCross Lab, University of 

Washington, Mč). 
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Bâng 1. Điều kiện phân tích histamine bằng UPLC-MS/MS 

Đại lượng Thông số 

Các đại lượng sắc ký 

Cột tách Waters Xbridge z-HILIC (1,7µm; 2,1mm × 150mm) 

Nhiệt độ cột tách 40C  

Pha động Kênh A: 10mM amoni format trong nước deion thêm 0,1% axit fomic, 

Kênh B: 10mM amoni format + 0,1% axit formic trong hỗn hợp ACN và nước deion 
(9/1 theo thể tích) 

Chế độ rửa giải Gradient thành phần pha động 

Tốc độ pha động 0,3 ml/phút 

Nhiệt độ buồng giữ mẫu 10C 

Thể tích bơm mẫu  3µl 

Các đại lượng MS 

Nguồn ion hóa Phun điện ESI 

Chế độ ion hóa Dương (+ESI) 

Nhiệt độ ion hóa  300C 

Thế ion hóa +4kV 

Nhiệt độ loại dung môi 525C 

Tốc độ khí làm khô 10 l/phút 

Tốc độ khí tạo sol 3 l/phút 

Tốc độ khí gia nhiệt 10 l/phút 

Chế độ ghi nhận tín hiệu MRM (multiple reaction mornitoring)  

Chế độ định lượng  Đường chuẩn sử dụng nội chuẩn đánh dấu đồng vị 

 

GiĆi hän phát hiện (LOD) và giĆi hän định 

lþĉng (LOQ) đþĉc xác định dăa trên tČ số giĂa 

tín hiệu (S, chiều cao píc síc ký cûa chçt phân 

tích) và nhiễu nền (N). Nhiễu nền đþĉc đo ć hai 

bên cûa píc phån tích, trong đó mỗi vùng đo có 

độ rộng tối thiểu gçp 10 læn chiều rộng cûa píc 

täi nāa chiều cao. Trong đó LOD đþĉc xác định 

là nồng độ thçp nhçt cho tČ lệ S/N 3 và LOQ 

đþĉc xác định là nồng độ thçp nhçt cho tČ lệ S/N 

10. Trong nghiên cĀu này, tČ lệ S/N đþĉc xác 

định tÿ méu có thêm chçt chuèn ć nồng độ thçp 

nhçt, sau khi xā lý méu và phân tích bìng 

UPLC-MS/MS. Độ lặp läi cûa phþĄng pháp đþĉc 

đánh giá thông qua phån tích lặp läi méu 6 læn. 

Giá trị diện tích píc thu đþĉc đþĉc sā dýng để 

đánh giá độ lặp läi và trình bày kết quâ thông 

qua độ lệch chuèn tþĄng đối. Độ tái lặp cûa 

phþĄng pháp đþĉc đánh giá thông qua phån tích 

méu lặp läi giĂa các ngày khác nhau (thăc hiện 

trong 3 ngày, mỗi thí nghiệm lặp läi 5 læn). 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tối ưu các điều kiện phân tích 

histamine bằng UPLC-MS/MS 

Các điều kiện phân tích bằng MS/MS: 

PhþĄng pháp phån tích LC-MS/MS sā dýng kč 

thuêt ion hóa phun điện vĆi chế độ phân căc 

dþĄng (+ESI) đþĉc sā dýng phân tích 

histamine. Do đó, các điều kiện nhþ thông số 

cûa nguồn ion hóa, thông số cûa chế độ đo 

MS/MS cæn đþĉc tối þu hóa nhìm thu đþĉc 

phþĄng pháp đo có độ nhäy và độ chọn lọc cao 

nhçt. Để khâo sát và tối þu các điều kiện cûa 

MS/MS, dung dịch chuèn chĀa hỗn hĉp His và 

His-d4 nồng độ 5mM trong hỗn hĉp 

acetonitrile/nþĆc deion (90/10 theo thể tích) 

đþĉc sā dýng. Tối þu hóa các điều kiện cûa 

MS/MS đþĉc thăc hiện thông qua kč thuêt bĄm 

méu dòng chây sā dýng chçt mang gồm 50% 

kênh A và 50% kênh B vĆi tốc độ 0,3 ml/phút. 
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Đối vĆi histamine, khối lþĉng phân tā là  

111,15 g/mol tþĄng Āng vĆi công thĀc phân tā 

là C5H9N3, sau khi đþĉc ion hóa ć chế độ ion 

hóa dþĄng sẽ hình thành ion mẹ có tî số m/z 

112 amu tþĄng Āng vĆi cçu täo ion 

[C5H9N3+H]+ và ion này khi phân mânh täo 

thành hai ion con có tî số m/z tþĄng Āng là  

68 amu và 95 amu. Hai ion con đþĉc hình 

thành tÿ ion mẹ cûa histamine có công thĀc 

hóa học tþĄng Āng là [C3N2H4]
+ và [C5H7N2]

+. 

Să xuçt hiện cûa ion mẹ và các ion con cûa 

histamine đã đþĉc so sánh vĆi thþ viện phổ 

MS/MS NIST phiên bân 2.0 (NIST, Viện Khoa 

học và Công nghệ, Mč) và trong công bố trþĆc 

đåy (Gianotti & cs., 2008; Saccani & cs., 2005). 

Bên cänh đó, cĄ chế phân mânh ion cüng đþĉc 

đối chĀng vĆi nội chuèn đánh dçu đồng vị  

(His-d4). TþĄng tă nhþ His, His-d4 có khối 

lþĉng phân tā là 115,09 g/mol do đó ion mẹ 

đþĉc chọn có tî số m/z 116 amu (tþĄng Āng vĆi 

công thĀc hóa học là [C5H5D4N3+H]+) và ion con 

có tî số m/z 99 amu tþĄng Āng vĆi công thĀc 

hóa học là [C5H3D4N2]⁺. 

Các điều kiện tách sắc ký: Do bân chçt cçu 

trúc hóa học cûa His và His-d4, các hĉp chçt là có 

độ phân căc lĆn, đặc biệt là có thể tồn täi ć träng 

thái ion hóa trong môi trþąng axit. Do đó các hĉp 

chçt này thþąng kém hoặc không bị lþu giĂ trên 

cột tách pha đâo. Vì vêy, cột tách síc ký Waters 

Xbridge z-HILIC đþĉc sā dýng cho phân tích 

trăc tiếp các amin sinh học trong nghiên cĀu này. 

Khi sā dýng cột tách Waters Xbridge z-HILIC để 

tách các chçt phân căc, pha động sā dýng thþąng 

chĀa dung môi hĂu cĄ vĆi tČ lệ cao. Bên cänh đó, 

chçt điện ly dễ bay hĄi nhþ amoni format, axit 

acetic, axit formic… cüng đþĉc thêm vào pha động 

nhìm điều chînh lăc rāa giâi và pH cûa pha 

động. Do đó, thành phæn pha động dùng để tách 

histamine bao gồm acetonitrile (ACN), nþĆc 

deion, amonium format, axit formic đþĉc khâo 

sát trong nghiên cĀu này. Các đäi lþĉng ânh 

hþćng tĆi khâ nëng lþu giĂ và hiệu quâ tách cûa 

His và His-d4 trên cột tách Waters Xbridge  

z-HILIC gồm pH và thành phæn pha động đã 

đþĉc khâo sát và đánh giá để đät đþĉc khâ nëng 

lþu giĂ và độ phân giâi síc ký cao nhçt. Bên 

cänh đó, độ nhäy cûa phþĄng pháp phån tích 

cüng là một tiêu chuèn dùng để đánh giá và lăa 

chọn các điều kiện tách. Síc đồ UPLC-MS/MS 

cûa His và His-d4 đþĉc minh họa ć hình 1. 

Bâng 2. Công thức hóa học, khối lượng phân tử,  

ion mẹ, ion con của histamine và các thông số tối ưu của phép đo MS/MS 

Chất  
phân tích 

Công thức  
phân tử 

Khối lượng  
phân tử (g/mol) 

tR (phút) 
Ion mẹ  

(m/z, amu) 
ion con  

(m/z, amu) 
Năng lượng  

va chạm (eV) 

His C5H9N3 111,15 10,5 112 68 -23 

112 95 -18 

His-d4 C5H5H'4N3 115,15 10,5 116 99 -16 

 

  

(a) His (11295) (b) His-d4 (11699) 

Hình 1. Sắc đồ UPLC-MS/MS của (a) - His và (b) - His-d4 

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

0.0

0.5

1.0

1.5

(x10,000,000)
50:HIS 112.00>95.00(+) CE: -18.0

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

(x10,000,000)
51:HIS-D4 116.00>99.00(+) CE: -16.0
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Gradient thành phæn pha động tối þu là 

gradient thành phæn pha động đã trình bày trong 

mýc 2.3. Nhþ trình bày trong hình 1, His và His-

d4 đþĉc lþu giĂ tốt trên cột Waters Xbridge z-

HILIC, các pic thu đþĉc có độ đối xĀng cao (hệ số 

bçt đối xĀng cûa His và His-d4 tþĄng Āng là 0,82 

và 1,35). Do đó, có thể kết luên cột tách Waters 

Xbridge z-HILIC đáp Āng khâ nëng lþu giĂ His 

và His-d4 khi sā dýng pha động gồm nþĆc deion 

(có chĀa10mM amoni format và 0,1% axit formic) 

và acetonitrile và nþĆc deion (vĆi tČ lệ 90% 

acetonitrile và 10% nþĆc deion theo thể tích, có 

chĀa 10mM amoni format và 0,1% axit formic). 

Bên cänh đó, dung môi hòa tan méu cüng sẽ 

ânh hþćng đến hiệu quâ tách và hình däng píc 

síc ký. Trong nghiên cĀu này, ba dung môi gồm, 

nþĆc, acetonitrile và hỗn hĉp ACN - nþĆc đþĉc 

sā dýng khâo sát để hòa tan histamine trþĆc 

khi bĄm méu. Kết quâ thăc nghiệm chî ra rìng 

píc síc kċ thu đþĉc síc nét và tính đối xĀng cao 

khi hỗn hĉp acetonitle và nþĆc (tČ lệ 90/10 về 

thể tích) đþĉc sā dýng. Do đó, hỗn hĉp dung môi 

acetonitrile và nþĆc đþĉc sā dýng để hòa tan 

cho các nghiên cĀu tiếp theo. 

3.2. Xác định giá trị sử dụng của phương 

pháp phân tích  

Khoâng tuyến tính: Các dung dịch chuèn  

tÿ nồng độ His nìm trong khoâng  

0,056-4,446 mg/kg và có chĀa nội chuèn (His-d4) 

đþĉc chuèn bị và phân tích bìng UPLC-MS/MS. 

Diện tích pic cûa chçt phån tích đþĉc biểu diễn là 

1 hàm tuyến tính theo nồng độ. PhþĄng trình hồi 

quy tuyến tính là y = 0,2318x – 0,5292, trong đó 

y là tî số diện tích píc, x là tî số nồng độ và và hệ 

số hồi quy tuyến tính R2 là 0,9971. Giá trị này 

đều lĆn hĄn 0,99, cho thçy đþąng chuèn đþĉc 

xây dăng có độ phù hĉp tuyến tính trong 

khoâng các nồng độ đã khâo sát tÿ 0,0556 mg/kg 

đến 4,446 mg/kg và đät yêu cæu 0,99   R2   1 

theo AOAC, 2016. Điều này đâm bâo rìng các 

kết quâ định lþĉng His trong méu phân tích sẽ 

chính xác và có độ tin cêy cao. 

LOD và LOQ: Trong nghiên cĀu này, tî số 

S/N đþĉc lçy trăc tiếp tÿ phæn mềm ć bþĆc 

chuyển khối MS/MS định lþĉng trên nền méu 

thăc thêm chuèn và đþĉc sā dýng để tính LOD, 

LOQ. LOD và LOQ cûa phþĄng pháp UPLC-

MS/MS sā dýng cột tách z-HILIC tþĄng Āng  

3 µg/kg và 11 µg/kg và độ nhäy cûa phþĄng pháp 

có thể so sánh đþĉc độ nhäy cûa các phþĄng pháp 

síc kċ pha đâo sā dýng kč thuêt dén xuçt hòa 

trþĆc cột tách dùng cho phân tích histamine và 

amin sinh học nhþ đã công bố (Gil & cs., 2022; 

Liu & cs., 2020; Lourenço & cs., 2022; Yue & cs., 

2021). Bên cänh đó, LOD và LOQ này cüng đû 

nhäy để phân tích trăc tiếp His trong méu tþĄng 

(Čuš & cs., 2022; Han & cs., 2022; Niedźwiedź & 

cs., 2022; Tašev & cs., 2017). 

Độ lặp lại và độ tái lặp: Độ lệch chuèn 

tþĄng đối đþĉc sā dýng để biểu diễn độ lặp läi 

cûa phþĄng pháp. Kết quâ thăc nghiệm chî ra 

rìng độ lệch chuèn tþĄng đối cûa thí nghiệm 

dánh giá độ lặp läi là 2,74%. Độ lệch chuèn 

tþĄng đối này nìm trong khoâng cho phép theo 

khuyến cáo cûa AOAC. Độ lệch chuèn tþĄng đối 

cûa thí nghệm đánh giá độ tái lặp cûa phþĄng 

pháp là 3,74% và giá trị độ lệch chuèn tþĄng đối 

này cüng nìm trong khoâng khuyến cáo theo 

AOAC. Tÿ các kết quâ thăc nghiệm này, có thể 

kết luên độ lặp läi và độ tái lặp cûa phþĄng 

pháp UPLC-MS/MS này tốt và đáp Āng đþĉc 

yêu cæu dùng cho phân tích His trong méu 

tþĄng truyền thống. 

Độ thu hồi: Độ thu hồi cûa quá trình chuèn 

bị méu đþĉc đánh giá thông qua thí nghiệm 

thêm chuèn trên nền méu thăc do không có 

méu chuèn đối chĀng. Méu phån tích đþĉc thêm 

chuèn ć ba nồng độ khác nhau, xā lý méu nhþ 

quy trình chiết nêu trên. Méu sau đó đþĉc phân 

tích bìng phþĄng pháp UPLC-MS/MS sā dýng 

cột tách z-HILIC ć điều kiện ć trên. Hàm lþĉng 

His có trong méu, méu thêm chuèn đþĉc định 

lþĉng và sā dýng để tính độ thu hồi. Độ thu hồi 

cûa His täi ba nồng độ thêm chuèn 1,11; 2,22  

và 4,45 mg/kg tþĄng Āng là 86,26%, 91,04%  

và 100,05% và độ thu hồi trung bình là  

(92,45 ± 5,72)%. Độ thu hồi cûa quá trình xā lý 

méu trên nìm trong khoâng cho phép theo yêu 

cæu cûa AOAC (2016). Do đó, có thể kết luên độ 

thu hồi này đáp Āng đþĉc yêu cæu phân tích His 

trong méu tþĄng. Một cách tổng quát, có thể kết 

luên là phþĄng pháp UPLC-MS/MS phát triển 

và xác nhên giá trị sā dýng trong nghiên cĀu 

này đáp Āng đþĉc yêu cæu phân tích His trong 

méu tþĄng truyền thống. 
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Hình 2. Mối tương quan giữa nồng độ His với hàm lượng nitơ tổng số 

3.3. Histamine trong mẫu tương 

Méu tþĄng đþĉc thu thêp trăc tiếp täi các 

cĄ sć sân xuçt trên các tînh thành sau đó đþĉc 

đþa về phòng thí nghiệm. Méu đþĉc chuèn bị và 

phân tích bìng UPLC-MS/MS. Diện tích píc và 

đþąng chuèn đþĉc sā dýng để định lþĉng His 

trong méu. Hàm lþĉng His trong 37 méu tþĄng 

truyền thống nìm trong khoâng tÿ LOQ đến 

70,47 mg/kg và giá trị trung bình cûa His trong 

các méu trên là 17,69 mg/kg. Dao động lĆn về 

nồng độ His trong các méu phân tích có thể đþĉc 

lý giâi do các nguyên nhån nhþ nguyên liệu đæu 

vào, điều kiện lên men, sân xuçt hoặc bâo quân 

khác nhau giĂa các vùng sân xuçt dén tĆi să 

khác nhau về nồng độ His. Tuy nhiên, hàm 

lþĉng His trong tçt câ các méu phån tích đều 

nìm dþĆi ngþĈng an toàn 1.000 mg/l theo Eedag 

& cs. (2019). Một số méu phân tích (6 méu trên 

tổng số 37 méu) có hàm lþĉng His nìm dþĆi giĆi 

hän phát hiện cûa phþĄng pháp UPLC-MS/MS. 

Hàm lþĉng nitĄ tổng số cûa các méu tþĄng 

nìm trong khoâng tÿ 4,4 g/kg đến 23,6 g/kg vĆi 

giá trị trung bình 11,1 g/kg. Phån tích tþĄng 

quan Pearson đþĉc sā dýng để đánh giá mĀc độ 

tþĄng quan giĂa nồng độ His và hàm lþĉng nitĄ 

tổng số trong các méu tþĄng phån tích sā dýng 

phæn mềm OriginalPro 2025 (OriginLab 

Corporation, Northampton, MA, USA). Đối vĆi 

các méu có hàm lþĉng His nhô hĄn LOD thì 

đþĉc thay thế bìng 0, nhô hĄn LOQ thì sẽ lçy 

giá trị LOQ/2 để sā dýng cho mô hình tính toán 

tþĄng quan. Đồ thị biểu diễn să phý thuộc nồng 

độ His vào hàm lþĉng nitĄ tổng số đþĉc minh 

họa trong hình 2. Bên cänh đó, tþĄng quan 

Pearson cüng đþĉc tính toán và hệ số tþĄng quan 

r = 0,263; P = 0,12. Tÿ kết quâ tính toán có thể 

kết luên có să tþĄng quan dþĄng giĂa nồng độ 

His và hàm lþĉng nitĄ tổng số trong méu tþĄng, 

tuy nhiên mối tþĄng quan này là thçp. Mối tþĄng 

quan dþĄng và thçp giĂa nồng độ His và nitĄ 

tổng số trong méu đêu lên men cüng đã đþĉc 

khîng định trong các nghiên cĀu trþĆc đåy cûa 

Liu & cs. (2020) và Zhou & cs. (2023). 

4. KẾT LUẬN  

Trong nghiên cĀu này, phþĄng pháp phån 

tích trăc tiếp His trong méu tþĄng truyền thống 

dăa trên UPLC-MS/MS sā dýng cột tách  

z-HILIC đã đþĉc phát triển thành công. Các 

thông số quan trọng cûa phþĄng pháp phân tích 
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nhþ: khoâng tuyến tính, LOD, LOQ, độ lặp läi, 

độ tái lặp, độ thu hồi đã đþĉc khâo sát và đánh 

giá đæy đû. PhþĄng pháp phån tích đã đþĉc xác 

nhên giá trị sā dýng cho nền méu tþĄng truyền 

thống và áp dýng để phân tích His trong 37 

méu tþĄng truyền thống. Kết quâ thăc nghiệm 

chî ra rìng đã phát hiện histamine trong hæu 

hết các méu phân tích. Bên cänh đó, hàm lþĉng 

histamine trong méu phån tích không có tþĄng 

quan vĆi hàm lþĄng nitĄ tổng số. Tÿ đó, có thể 

kết luên rìng phþĄng pháp LC-MS/MS sā dýng 

cột tách z-HILIC trong nghiên cĀu này phù hĉp 

để phân tích His trong méu tþĄng truyền thống.  
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