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TÓM TẮT 

Trong nghiên cứu này, phương pháp sắc ký lỏng ghép khối phổ hai lần (LC-MS/MS) được phát triển và áp dụng 

vào phân tích một số amin sinh học trong rượu vang. Histamine, tyramine, tryptamine, phenylethylamine, putrescine, 

cadaverine, ethanolamine, 5-hydroxyltryptamine được phân tích bằng phương pháp LC-MS/MS sử dụng cột tách 

HILIC để tách trực tiếp các amin sinh học không qua bước dẫn xuất hóa học. Các thông số quan trọng phương pháp 

phân tích như lựa chọn ion mẹ, ion con, năng lượng va chạm, thành phần pha động... được khảo sát và tối ưu hóa. 

Khoảng tuyến tính được thực hiện nằm trong khoảng từ 5 đến 7.000 µg/l, hệ số tương quan R
2
 > 0,995; giới hạn 

phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ) của phương pháp tương ứng nằm trong khoảng 0,4 -31,0 µg/l và 1,3-

103,3 µg/l. Độ lặp lại và độ tái lặp của phương pháp tương ứng nằm trong khoảng 1,3-4,8% và 2,8-5,0%. Hiệu suất 

thu hồi của phương pháp là 80,2-100,6%. Phương pháp LC-MS/MS đã được ứng dụng để phân tích 8 amin sinh học 

trong 5 mẫu rượu vang thu thập trên thị trường. Kết quả tổng hàm lượng của các amin sinh học dao động từ 1.088-

3.394 µg/l. Trong đó hàm lượng histamine, amin sinh học đang được quan tâm nhất, xuất hiện trong tất cả các mẫu 

phân tích nhưng hàm lượng của nó nằm trong ngưỡng an toàn theo tiêu chuẩn của EFSA. 

Từ khóa: Amin sinh học, rượu vang, phổ khối lượng MS/MS, HILIC, xác nhận giá trị sử dụng. 

Analysis of Biogenic Amine in Wine by Liquid Chromatography  
in Combination with Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)  

ABSTRACT 

In this work, liquid chromatography in combination with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) was developed 

and applied to analyze biogenic amines in wine. Histamine, tyramine, tryptamine, phenylethylamine, putrescine, 

cadaverine, ethanolamine, and 5-hydroxyltryptamine were directly analyzed by LC-MS/MS using a HILIC column 

without a pre-column chemical derivatization step. Some critical parameters affecting the selectivity and sensitivity of 

method such as selection of precursor and product ions, collision energy, component of mobile phase… were 

investigated and optimized. Linearity range was established from 5 to 7.000 µg/l association with regression 

coefficient R
2
 > 0.995; The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of the method were 0.4-31.0 µg/l 

and 1.3-103.3 µg/l, respectively. Relative standard deviation of repeatability and reproducibility were in the range of 

1.3-4.8% and 2.8-5.0%, respectively. The recovery of 8 biogenic amines was from 80.2% to 100.6%. The validated 

LC-MS/MS method was then applied to analyze 8 biogenic amines in 5 wine samples collected on the local market. 

Experimental results indicated that total biogenic amines range from 1,088-3,394 µg/l in analyzed samples. 

Histamine, considered as the most toxic and food safety relevant, was presents in all analyzed samples. However, 

the concentration of this compound in all analyzed samples was below the safe level according to EFSA. 

Keywords: Biogenic amines, wine, LC-MS/MS, HILIC, validation of analytical method. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Rþĉu vang là một loäi đồ uống có cồn có 

nguồn gốc tÿ chåu Âu và đþĉc sân xuçt tÿ quá 

trình lên men hoa quâ, đa phæn là tÿ nho. Trên 

thế giĆi, rþĉu vang đã đþĉc sā dýng cách đåy 
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hĄn 2.000 nëm. Rþĉu vang đã đþĉc chĀng minh 

là khi sā dýng một lþĉng cho phép sẽ có lĉi cho 

sĀc khóe tim mäch (Apostolidou & cs., 2015). 

Trong quá trình hội nhêp, rþĉu vang ngày càng 

đþĉc þa chuộng täi thð trþąng Việt Nam, theo 

báo cáo tổng quan gæn đåy nhçt, tháng 4 nëm 

2023, thð trþąng rþĉu vang tëng 0,29% (Tổng 

cýc Thống kê, 2023). Tuy nhiên. khi dung näp 

một lþĉng lĆn rþĉu vang có thể dén tĆi hiện 

tþĉng dð Āng và đau nāa đæu. Hai hiện tþĉng 

này xây ra khi cĄ thể dung näp quá nhiều amin 

sinh học (Jackson, 2008). Do vêy, hàm lþĉng 

amin sinh học trong rþĉu vang đþĉc quan tâm 

tĆi nhiều hĄn trong nhĂng nëm gæn đåy dþĆi 

gòc độ an toàn thăc phèm. Amin sinh học là các 

hĉp chçt nitĄ hĂu cĄ cò khối lþĉng phân tā thçp, 

đþĉc hình thành trong quá trình trao đổi chçt 

cûa sinh vêt (Romano & cs., 2007). Các amine 

sinh học là các bazĄ hĂu cĄ cò cçu trúc không 

vñng, vñng thĄm hoặc dð vòng có thể đþĉc tìm 

thçy trong một số loäi thăc phèm (Silla, 1996). 

Một số các amine sinh học nhþ histamine, 

tyramine, tryptamine, phenylethylamine,„ khi 

dung näp quá ngþĈng cho phép sẽ gây ra nhiều 

triệu chĀng có häi cho ngþąi tiêu dùng nhþ đau 

đæu, tiêu chây, nôn māa, dð Āng, tëng nhðp tim, 

tëng và giâm huyết áp (Saha & cs., 2024). Trong 

quá trình lên men täo vang, ngoài các sân phèm 

chính nhþ CO2 và rþĉu, chúng còn sinh ra các 

sân phèm thĀ cçp nhþ amin sinh học (Haseeb & 

cs., 2019). 

Hiện nay, nhiều phþĄng pháp phån tích 

hàm lþĉng amin sinh học trong thăc phèm đã 

đþĉc nghiên cĀu và phát triển nhþ phþĄng 

pháp UV-Vis, síc ký lóng hiệu nëng cao sā 

dýng cột tách pha đâo dùng detector UV-Vis, 

detector huĊnh quang, síc ký khí, síc ký lóng 

ghép vĆi phổ khối hai læn (Tašev & cs., 2017; 

Tiris & cs., 2023). Amin sinh học cüng đþĉc 

phân tích bìng GC-MS sau khi đã chuyển các 

hĉp chçt này thành các hĉp chçt dễ bay hĄi và 

bền nhiệt sā dýng chçt dén xuçt hóa thích 

hĉp(Fabjanowicz & cs., 2022). Do các hĉp chçt 

này kém hoặc không bð lþu giĂ trên cột tách 

pha đâo. Các hĉp chçt amin sinh học thþąng 

đþĉc dén xuçt hóa hóa học nhìm tëng khâ 

nëng lþu giĂ trên cột tách pha đâo cüng nhþ 

tëng độ nhäy cûa phþĄng pháp. Hæu hết đều 

dăa vào việc tách các amin sinh học trên cột 

tách sau khi đã dén xuçt hóa bìng tác nhân 

hóa học thích hĉp nhþ OPA, Dynascyl (Liu & 

cs., 2020; Manetta & cs., 2016; Milheiro & cs., 

2019). Nhþĉc điểm chính cûa phân Āng dén 

xuçt hóa là khó kiểm soát hiệu suçt cûa phân 

Āng, đặc biệt là trong nền méu phĀc täp nhþ 

méu thăc phèm, do đò thþąng làm tëng độ 

không đâm bâo đo cûa phþĄng pháp phån tích. 

Mýc tiêu cûa nghiên cĀu này là phát triển 

phþĄng pháp dùng cho phån tích trăc tiếp 

amin sinh học không bþĆc dén xuçt hóa.  

Do đò, nghiên cĀu này têp trung vào phát 

triển phþĄng pháp phån tích các amin sinh học 

trong méu rþĉu vang bìng síc ký lóng hiệu 

nëng cao sā dýng detector phổ khối lþĉng  

(LC-MS/MS). Tÿ cçu trúc hóa học cûa các amin 

sinh học, các chçt này cò độ phân căc lĆn nên 

không hoặc kém lþu giĂ trên cột tách pha đâo. 

Vì vêy, cĄ chế tách HILIC vĆi þu điểm là tách và 

lþu giĂ tốt chçt phân căc đþĉc sā dýng. Khác 

vĆi síc kċ pha đâo mà trong pha tïnh không 

phân căc và pha động phân căc, vĆi HILIC câ 

pha tïnh và pha động đều phân căc. CĄ chế tách 

chính đþĉc cho là să phân bố cûa chçt phân tích 

giĂa pha động có chĀa hàm lþĉng dung môi hĂu 

cĄ cao và lĆp nþĆc bð hçp phý trên bề mặt pha 

tïnh. Dung môi hĂu cĄ thþąng đþĉc sā dýng là 

acetonitrile và dung môi này hoàn toàn thích 

hĉp cho phép đo phổ khối lþĉng. Do đò, các amin 

sinh học trong méu rþĉu vang đþĉc tách trăc 

tiếp bìng síc ký lóng vĆi cột tách HILIC sā 

dýng pha động có chĀa amoni acetate và axit 

formic. Các amin sinh học sau đò đþĉc nhên biết 

bìng phổ khối lþĉng MS/MS ć chế độ đo giám 

sát chọn lọc phân Āng đa ion (MRM: Multiple 

Reaction Monitoring). Các thông số quan trọng 

cûa phþĄng pháp phån tích nhþ khoâng tuyến 

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

lặp läi, độ tái lặp„ đþĉc khâo sát và đánh giá. 

PhþĄng pháp phån tích sau khi đã đþĉc xác 

nhên giá trð sā dýng đþĉc áp dýng và phân tích 

amin sinh học trong méu rþĉu vang thu thêp ć 

ngoài thð trþąng. 
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2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Hóa chất 

Các chçt chuèn amin sinh học bao gồm 

tyramine (TYR, độ tinh khiết 99,6%), putrescine 

(PUT, 93,7%), cadaverine (CAD, 97%), histamine 

(HIS, 98,8%), 2-phenylethylamine (PHE, 98,4%), 

tryptamine (TRY, 98,6%), ethanolamine (ETA, 

98%), 5-hydroxyltryptamine (5-HT, 98,2%) đþĉc 

mua tÿ hãng CATO Research Chemicals, Trung 

Quốc. Dung dðch chuèn gốc đĄn cûa các amin 

sinh học đþĉc chuèn bð bìng cách hña tan lþĉng 

chçt chuèn cån trþĆc trong dung dðch axit HCl 

0,1M. Dung dðch chuèn gốc đĄn đþĉc bâo quân 

trong ống đăng méu màu nâu và bâo quân ć  

-35C. Dung dðch chuèn hỗn hĉp đþĉc chuèn bð 

bìng cách trộn dung dðch chuèn gốc đĄn trên 

trong axit HCl 0,1M. Dung dðch làm việc đþĉc 

pha loãng hàng ngày tÿ dung dðch chuèn hỗn 

hĉp trong axit HCl 0,1M hoặc trong pha động. 

Metanol, acetonitrile (ACN), NH3 (28%), axit 

formic đặc (98%) và amoni axetat loäi tinh khiết 

dùng cho LC-MS đþĉc mua tÿ hãng Sigma 

Aldrich, Singapore. 

Pha động sā dýng trong LC-MS/MS bao 

gồm hai kênh: kênh A đþĉc chuèn bð bìng cách 

hña tan lþĉng cån amoni axetat trong nþĆc 

deion (Merck Millipore, ĐĀc) và điều chînh tĆi 

pH thích hĉp bìng axit formic. Kênh B là 

acetonitrile. Pha động đþĉc lọc qua màng lọc 

kích thþĆc 0,22µm và loäi khí hòa tan bìng siêu 

åm trþĆc khi sā dýng. 

2.2. Mẫu phân tích 

Mẫu phân tích: Méu rþĉu vang đþĉc thu 

thêp täi một số siêu thð täi đða bàn huyện Gia 

Lâm, Hà Nội và đþĉc mã hòa tþĄng Āng là các 

méu BT, CA, DF, DT và DD. Sau đò méu rþĉu 

vang đþĉc chuyển đến phòng thí nghiệm, chai 

chĀa méu đþĉc líc đều trþĆc khi chuyển ra ống 

falcon polypropylen 15ml. Méu sā dýng để phân 

tích ngay đþĉc bâo quân ć nhiệt độ 4C. Các 

méu chþa phån tích đþĉc bâo quân ć -35C. 

 Bâng 1. Điều kiện phân tích amin sinh học bằng LC-MS/MS  

Đại lượng Thông số 

Các đại lượng sắc ký 

Cột tách Waters HILIC Xbride (3,5µm; 2,1mm × 150mm) 

Nhiệt độ cột tách 40C 

Pha động Kênh A: 40mm amoni axetat trong nước deion, điều chỉnh pH 4 bằng axit formic, Kênh B: ACN  

Chế độ rửa giải Gradient pha động 

Tốc độ pha động 0,3 ml/phút 

Nhiệt độ buồng giữ mẫu 10C 

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 300C 

Thế ion hóa + 4kV 

Nhiệt độ loại dung môi 525C 

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 Ngoại chuẩn sử dụng diện tích píc 
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Xử lý mẫu: TrþĆc khi xā lý méu, méu đþĉc 

đþa vào bể siêu åm trong 20 phút để đuổi khí 

đồng nhçt méu. Sau đò, méu đþĉc làm säch 

bìng phþĄng pháp chiết pha rín (SPE) sā dýng 

cột chiết trao đổi cation kết hĉp vĆi pha đâo (Cột 

MCX cûa hãng Waters, Mỹ, thể tích 3ml 100mg 

chçt nhồi). Cột SPE đæu tiên đþĉc hoät hóa 

bìng 5ml MeOH, sau đò bìng 5ml nþĆc deion và 

cuối cùng bìng 5ml dung dðch axit formic trong 

nþĆc deion, pH 3. Sau đò, 1ml méu đþĉc chuyển 

lên cột chiết SPE và chçt gây ânh hþćng đþĉc 

rāa bìng nþĆc deion. Chçt phån tích đþĉc rāa 

giâi bìng dung dðch MeOH/NH3 28% (95/5 theo 

thể tích) và thu läi. Dung dðch rāa giâi đþĉc thổi 

gæn khô dþĆi dòng khí N2. Hoà tan méu thu 

đþĉc bìng 1ml dung dðch 90% ACN + 10% nþĆc 

deion. Dung dðch méu đþĉc lọc qua màng lọc 

0,22µm và chuyển vào ống chĀa méu dùng cho 

bộ bĄm méu tă động và phân tích bìng  

LC-MS/MS. Méu tríng đþĉc chuèn bð bìng cách 

thay méu vang bìng nþĆc deion và tiến hành xā 

lý méu giống nhþ cûa méu thăc.  

2.3. Phương pháp LC-MS/MS 

Hệ thống LC-MS/MS model 8050 cûa hãng 

Shimadzu (Nhêt bân) đþĉc sā dýng dùng để 

phân tích các amin sinh học. Hệ thống síc ký 

lóng 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 SIL40C X3, 

buồng ổn nhiệt cho cột tách model CTO-40S, 

phổ khối lþĉng MS/MS model 8050 kèm theo 

nguồn ion hòa phun điện đþĉc sā dýng nhþ một 

detector cho síc ký lóng. Cột síc ký lóng 

Xbridge HILIC (chiều dài cột 150mm × đþąng 

kính trong cột tách 2,1mm × kích thþĆc hät nhồi 

3,5µm cûa hãng Waters, Mỹ) đþĉc dùng để tách 

các amin sinh học. Pha động bao gồm hai kênh: 

kênh A 40 mM amoni axetat trong nþĆc deion, 

điều chînh pH 4 bìng axit formic đặc và kênh B 

chĀa acetonitrile. Chi tiết các điều kiện vên 

hành cûa LC-MS/MS cho phân tích amin sinh 

học đþĉc liệt kê trong bâng 1. 

Các amin sinh học đþĉc tách sā dýng 

chþĄng trình thành phæn pha động. ChþĄng 

trình này đþĉc cài đặt nhþ sau: Bít đæu vĆi 80% 

kênh B và 20% kênh A trong khoâng 0,5 phút, 

sau đò tëng lên 80% kênh A và 20% B trong 7 

phút và giĂ täi thành phæn pha động này trong 

2 phút. Pha động sau đò quay läi 80% kênh B và 

20% kênh A và giĂ ć điều kiện pha động này 8 

phút để cân bìng và hoät hóa cột tách síc ký 

cho læn bĄm méu tiếp theo. Phæn mềm điều 

khiển LabSolution, phiên bân 5.1.18 (Shimadzu, 

Nhêt Bân) dùng để thu nhên và xā lý tín hiệu 

tÿ hệ thống LC-MS/MS đþĉc sā dýng. 

2.4. Xử lý số liệu 

Phæm mềm LabSolution version 5.1.18 

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

điều khiển, thu nhên và xā lý tín hiệu. Diện tích 

píc đþĉc lçy tích phân kế và sā dýng để đðnh 

lþĉng các amin sinh học trong méu theo phþĄng 

pháp đþąng chuèn. Să có mặt cûa amin sinh học 

trong méu phån tích đþĉc xác đðnh đồng thąi 

bìng ba thông số: thąi gian lþu trên cột tách 

HILIC, să xuçt hiện đồng thąi cûa hai bþĆc 

chuyển khối MS/MS và tî lệ tín hiệu tþĄng đối (tî 

lệ ion) cûa hai bþĆc chuyển khối này kèm theo độ 

không đâm bâo đo cho trþĆc. Tçt câ các thí 

nghiệm đþĉc tiến hành lặp läi ít nhçt ba læn và 

giá trð trung bình (diện tích píc, thąi gian lþu) 

đþĉc sā dýng để đánh giá và biểu diễn thông qua 

độ lệch chuèn tþĄng đối. Méu tríng đþĉc sā dýng 

trong xā lý méu và bĄm méu trên hệ LC-MS/MS 

nhìm đánh giá nhiễm chéo trong quá trình 

chuèn bð méu phân tích và phân tích méu. Bên 

cänh đò, số liệu thí nghiệm đþĉc xā lý bìng phæn 

mềm Excel 2019 (Microsoft, Mỹ) và Skyline MS 

(MacCross Lab, University of Washington, Mỹ), 

GiĆi hän phát hiện (LOD) và giĆi hän đðnh 

lþĉng (LOQ) đþĉc xác đðnh dăa vào tî số tín hiệu 

(S, chiều cao píc síc ký) chia cho nhiễu đþąng 

nền (N). Nhiễu đþąng nền đþĉc xác đðnh ć câ 

hai phía đþąng nền cûa píc síc ký chçt phân 

tích vĆi bề rộng mỗi bên tối thiểu gçp 10 læn 

chiều rộng cûa píc täi nāa chiều cao. LOD và 

LOQ đþĉc xác đðnh là nồng độ nhó nhçt cho tî lệ 

S/N tþĄng Āng bìng 3 và 10. Trong nghiên cĀu 

này, tî lệ S/N đþĉc xác đðnh dăa vào méu thêm 

chuèn ć nồng độ thçp nhçt trong đþąng chuèn, 

xā lý méu và phân tích bìng LC-MS/MS. Độ lặp 

läi cûa phþĄng pháp phån tích đþĉc đánh giá 

thông quan phân tích lặp läi méu 06 læn, diện 

tích píc đþĉc dùng để đánh giá và biểu diễn 
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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 03 ngày, mỗi thí nghiệm lặp läi  

05 læn). Hiệu Āng nền méu đþĉc đánh giá thông 

qua so sánh hệ số góc cûa hai đþąng chuèn 

trong dung môi và trong nền méu thăc cûa cùng 

một chçt trong cùng một khoâng nồng độ. Hiệu 

Āng nền méu đþĉc tính theo công thĀc  

(ME (%) = 100 × a’/a) trong đò a’ và a là hệ số 

góc cûa đþąng chuèn trong nền méu và trong 

dung môi. Nền mæu đþĉc coi là ít ânh hþćng khi 

ME nìm trong khoâng tÿ 80-120% (Peters & 

cs., 2007). Độ chọn lọc cûa phþĄng pháp đþĉc 

xác đðnh dăa trên điểm IPs, să xuçt hiện cûa píc 

chçt täi cùng thąi gian lþu trong méu thêm 

chuèn và không xuçt hiện cûa chçt đò trong 

méu tríng. Hiệu suçt thu hồi đþĉc xác đðnh dăa 

trên méu thêm chuèn ć ba nồng độ, täi nồng độ 

giĆi hän đðnh lþĉng, ba læn nồng độ giĆi hän 

đðnh lþĉng và nëm læn nồng độ giĆi hän đðnh 

lþĉng. Hàm lþĉng amin sinh học trong méu 

rþĉu vang đþĉc biểu diễn là giá trð trung bình 

cûa ba læn phân tích vĆi đĄn vð µg/l.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tối ưu các điều kiện phân tích amin 

sinh học bằng LC-MS/MS 

Tối ưu hóa điều kiện MS: PhþĄng pháp 

phân tích LC-MS/MS sā dýng kỹ thuêt ion hóa 

phun điện chế độ phân căc dþĄng (+ESI) đþĉc 

sā dýng phân tích amin sinh học. Do đò các điều 

kiện nhþ thông số cûa nguồn ion hóa, thông số 

cûa chế độ đo MS/MS cæn đþĉc tối þu hòa nhìm 

thu đþĉc phþĄng pháp đo cò độ nhäy và độ chọn 

lọc cao nhçt. Để khâo sát và tối þu các điều kiện 

cûa MS/MS, dung dðch chuèn chĀa hỗn hĉp 8 

chçt amin sinh học nồng độ 5.000 µg/l trong hỗn 

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

đþĉc sā dýng. Tối þu hòa các điều kiện cûa 

MS/MS đþĉc thăc hiện thông qua kỹ thuêt bĄm 

méu dòng chây sā dýng chçt mang gồm 50% 

kênh A và 50% kênh B ć tốc độ 0,3 ml/phút. Tÿ 

công thĀc hóa học cûa các amin sinh học, ion mẹ 

cûa các chçt phân tích này là ion có tî số khối 

lþĉng/điện tích (m/z) trùng vĆi khối lþĉng phân 

tā bð proton hóa ([M+H]+) trong pha động có 

tính axit và chế độ ion hòa dþĄng. Các ion con 

đþĉc lăa chọn bìng cách phân mânh ion mẹ vĆi 

nëng lþĉng bín phá thích hĉp và các ion con 

sinh ra độ chọn lọc và cò cþąng độ cao nhçt Āng 

vĆi mỗi amin sinh học cý thể. Ví dý trþąng hĉp 

cûa histamine, khối lþĉng phân tā là  

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

C5H9N3 sau khi bð ion hóa ć chế độ ion hóa 

dþĄng sẽ hình thành ion mẹ có tî số m/z 112amu 

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 68amu và 95amu. Hai ion 

con đþĉc hình hành tÿ ion mẹ cûa histamine có 

công thĀc hóa học tþĄng Āng là [C3NH6]
+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, Mỹ) và trong công bố 

trþĆc đåy (Gianotti & cs., 2008; Saccani & cs., 

2005). Chi tiết về các ion mẹ và ion con cûa 8 

amin sinh học đþĉc liệt kê trong bâng 2. 

Tối ưu hóa điều kiện tách sắc ký: Tÿ cçu 

trúc hóa học cûa các hĉp chçt amin sinh học, các 

hĉp chçt là cò độ phân căc lĆn, đặc biệt là có thể 

tồn täi ó träng thái ion hòa trong môi trþąng 

axit. Vì vêy, trong nghiên cĀu này, cột tách síc 

kċ XBridge HILIC đþĉc sā dýng cho phân tích 

trăc tiếp các amin sinh hoc. VĆi cột tách HILIC, 

pha động sā dýng thþąng chĀa dung môi hĂu cĄ 

vĆi tî lệ cao. Bên cänh đò, chçt điện ly dễ bay hĄi 

nhþ amoni axetat, axit acetic, axit formic... cüng 

đþĉc thêm vào pha động nhìm điều chînh lăc 

rāa giâi và pH cûa pha động.  

Do đò thành phæn pha động dùng để tách 

các amin sinh học bao gồm ACN, nþĆc deion, 

amonium acetate, axit formic. Các đäi lþĉng 

ânh hþćng tĆi khâ nëng lþu giĂ và phân tách 

cûa các amin sinh học trên cột tách HILIC gồm 

pH (gồm ba điểm, pH 5,0, 4,5 và 4,0; thành 

phæn pha động (02 chþĄng trình pha động) đþĉc 

khâo sát và đánh giá để đät đþĉc khâ nëng lþu 

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

đò, độ nhäy cûa phþĄng pháp phån tích cüng là 

một tiêu chuèn dùng để đánh giá và lăa chọn 

các điều kiện tách. Kết quâ thăc nghiệm chî ra 

rìng pH tối þu cho tách các amin sinh học là 4.0 

và gradient thành phæn pha động tối þu là 

gradient thành phæn pha động đã trình bày 

trong mýc 2.3. Síc đồ LC-MS/MS cûa 8 amin 

sinh học đþĉc trình bày ć hình 1. 
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Bâng 2. Công thức hóa học, khối lượng phân tử, ion mẹ 

và ion con của amin sinh học 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) 
Chế độ  
ion hóa 

Ion mẹ 
(m/z, Da) 

Ion con  
(m/z, Da) 

Năng lượng  
va chạm (eV) 

Dwell time 
(ms) 

Tỉ lệ ion 
(%) 

TRY C10H12N2 160,22 2,1 +ESI 161 144 -10 20 21,0 

117 -15 20  

PHE C8H11N 121,18 2,2 +ESI 122 105 -10 20 21,1 

77 -35 20  

5-HT C10H12N2O 176,22 2,2 +ESI 177 160 -10 20 30,0 

115 -16 20  

TYR C8H11NO 137,18 2,3 +ESI 138 121 -14 20 26,3 

103 -20 20  

ETA C2H7NO 61,08 3,1 +ESI 62 44 -14 20 20,4 

45 -15 20  

HIS C5H9N3 111,15 4,7 +ESI 112 95 -22 20 27,3 

68 -25 20  

PUT C4H12N2 88,15 6,1 +ESI 89 72 -15 20 11,0 

30 -39 20  

CAD C5H14N2 102,18 6,1 +ESI 103 86 -15 20 10,0 

69 -24 20  

 

Nhþ trình bày trong hình 1, các amin sinh 

học đþĉc lþu giĂ và tách tốt trên cột tách HILIC 

tốt, các pic thu đþĉc cò tính đối xĀng cao (hệ số 

bçt đối xĀng nìm trong khoâng tÿ 0,94 đến 

1,07). Do đò cò thể kết luên cột tách HILIC đáp 

Āng đþĉc khâ nëng phån tách các hĉp chçt amin 

sinh học sā dýng pha động gồm kênh A là 

40mm amoni axeate và 1% axit formic trong 

nþĆc deion và kênh B là acetonitrile. Bên cänh 

đò, dung môi dùng để hòa tan chçt phân tích 

trþĆc khi bĄm lên cột tách HILIC cüng ânh 

hþćng đển hiệu quâ tách. Hai dung môi hòa tan 

méu đþĉc sā dýng là nþĆc và ACN và đánh giá 

khâ nëng tách thông qua hình däng píc síc ký 

khi sā dýng hai dung môi này. Kết quâ thăc 

nghiệm chî ra rìng khi sā dýng ACN, hình däng 

píc síc kċ thu đþĉc síc nét hĄn. Do đò dung môi 

hòa tan chçt phån tích đþĉc sā dýng là ACN cho 

các thí nghiệm tiếp theo. 

3.2. Xác nhận giá trị sử dụng của phương 

pháp phân tích 

Khoảng tuyến tính: Khoâng tuyến tính đþĉc 

khâo sát trong khoâng nồng độ tÿ 0,1 đến  

9,1 mg/l đối vĆi tçt câ amin sinh học. Diện tích 

pic cûa chçt phån tích đþĉc biểu diễn là một 

hàm tuyến tính theo nồng độ. Khoâng nồng độ, 

phþĄng trình hồi qui tuyến tính và hệ số hồi qui 

R2 đþĉc liệt kê trong bâng 3. 

Bâng 3 cho thçy mối tþĄng quan cao giĂa 

diện tích và nồng độ chçt phân tích, r cûa tçt câ 

các chçt đều lĆn hĄn 0,997.  

LOD và LOQ: Trong nghiên cĀu này, tî số 

S/N đþĉc lçy trăc tiếp tÿ phæn mềm và đþĉc sā 

dýng để tính LOD, LOQ và đþĉc thăc hiện trên 

nền méu thăc thêmlặp l chuèn. Kết quâ LOD và 

LOQ đþĉc trình bày trong bâng 3. GiĆi hän cûa 

phþĄng pháp LC-MS/MS sā dýng cột tách 

HILIC nìm trong khoâng tÿ 0,4 µg/l đến 31 µg/l 

và có thể so sánh đþĉc vĆi độ nhäy cûa các 

phþĄng pháp síc kċ pha đâo sā dýng kỹ thuêt 

dén xuçt hòa trþĆc cột tách dùng cho phân tích 

amin sinh học (Gil & cs., 2022; Liu & cs., 2020; 

Lourenço & cs., 2022; Yue & cs., 2021). Bên 

cänh đò, LOD và LOQ này cüng đû nhäy để 

phân tích trăc tiếp các amin sinh học trong méu 

rþĉu vang (Čuš & cs., 2022; Han & cs., 2022; 

Niedźwiedź & cs., 2022; Tašev & cs., 2017). 
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Hình 1. Sắc đồ LC-MS/MS của 8 amin sinh học  

trong dung dịch chuẩn nồng độ 1.000 µg/l ở điều kiện phân tích tối ưu,  

bước chuyển khối MS/MS và tên chất tương ứng được chèn trong hình 
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Bâng 3. Các đại lượng đặc trưng của phương pháp phân tích các amin sinh học 

bằng LC-MS/MS sử dụng cột tách HILIC 

Chất  
phân tích 

Phương trình hồi qui 
Khoảng nồng độ 

(µg/l) 
R

2
 

Độ lặp lại 
(RSD,%) 

Độ tái lặp 
(RSD,%) 

LOD 
(µg/l) 

LOQ 
(µg/l) 

TRY Y= 997.497.552x – 700.781 5-6.400 0,9951 2,6 2,8 0,7 2,2 

PHE Y = 1.180.176.491x – 1.215.986 5-5.000 0,9952 3,8 4,0 0,4 1,3 

5-HT Y = 361.061.329,x – 402.367, 10-7.000 0,9951 3,5 4,9 1,7 5,7 

TYR Y = 263.233.791,x – 111.026, 20-5.500 0,9957 1,3 5,0 4,4 14,6 

ETA Y = 11.911.743x – 10.384 70-2.500 0,9955 4,8 4,9 20,5 68,4 

HIS Y = 1.375.144.474x + 1.888.631 10-4.500 0,9960 2,2 3,4 1,5 4,9 

PUT Y = 37.964.635x – 58.059 100-3.500 0,9974 4,4 5,0 31,0 103,3 

CAD Y = 213.912.241x – 244.495 10-4.000 0,9950 4,3 4,4 1,5 5,0 

Ghi chú: Y là diện tích píc (counts), x là nồng độ amin sinh học (µg/l).  

Độ lặp lại: Độ lệch chuån tþĄng đối đþĉc sā 

dýng để biểu diễn độ lặp läi cûa phþĄng pháp và 

đþĉc trình bày trong bâng 3. Kết quâ thăc 

nghiệm chî ra rìng độ lệch chuèn tþĄng đối nìm 

trong khoâng tÿ 0,08 đến 6,37%. Độ lệch chuèn 

tþĄng đối này nìm trong khoâng cho phép theo 

khuyến cáo cûa AOAC. Do đò, có thể kết luên độ 

lặp läi cûa phþĄng pháp LC-MS/MS này tốt và 

đáp Āng đþĉc yêu cæu dùng cho phân tích amin 

sinh học trong rþĉu vang. 

Độ tái lặp: Độ tái lặp cûa phþĄng pháp 

phån tích cüng đþĉc biểu diễn trong bâng 3. Độ 

tái lặp cûa phþĄng pháp nìm trong khoâng tÿ 

0,26% tĆi 6,96%. Tÿ các kết quâ thăc nghiệm 

này, có thể kết luên độ tái lặp cûa phþĄng pháp 

phân tích tốt và đáp Āng đþĉc yêu cæu phân tích 

các amin sinh học trong rþĉu vang theo AOAC 

về xác nhên giá trð sā dýng cûa phþĄng pháp 

phân tích. 

Độ chọn lọc: Độ chọn lọc cûa phþĄng pháp 

phån tích đþĉc đánh giá thông quan điểm nhên 

däng IP. Điểm nhên däng IP cûa tçt câ các amin 

sinh học đều đät đþĉc 5 theo khuyến cáo về xác 

nhên giá trð sā dýng cûa phþĄng pháp phån tích 

cûa Cộng đồng chung chåu Âu nëm 2021. 

Hiệu ứng nền mẫu: Hiệu Āng nền méu đþĉc 

đánh giá thông qua so sánh hệ số gòc đþąng 

chuèn trên nền méu và đþąng chuèn trong cùng 

một khoâng nồng độ. Hiệu Āng nền méu nìm 

trong khoâng tÿ 60% (TRY) tĆi 113% (CAD). 

Hiệu Āng Āc chế ion hóa (khi ME nhó hĄn 100%) 

xây ra đối vĆi TRY có thể đþĉc lý giâi là do có să 

đồng rāa giâi cûa các chçt có trong nền méu 

(Peters & cs., 2007). Hiệu Āng nền méu còn läi 

đều nìm trong khoâng tÿ 80-120%. Có thể kết 

luên nền méu phân tích säch sau khi chiết pha 

rín và ít ânh hþćng tĆi tín hiệu phân tích, trù 

trþąng hĉp cûa TRY. Do đò, các chçt phân tích 

đþĉc đðnh lþĉng sā dýng đþąng chuèn trong nền 

méu thay vì sā dýng đþąng chuèn trong  

dung môi. 

Hiệu suất thu hồi: Hiệu suçt thu hồi cûa 

toàn bộ quá trình chuèn bð 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 qui trình chiết pha rín 

nêu trên. Méu sau đò đþĉc phân tích bìng 

phþĄng pháp LC-MS/MS sā dýng cột tách 

HILIC ć điều kiện tối þu. Hàm lþĉng amin sinh 

học có trong méu, méu thêm chuèn đþĉc  

đðnh lþĉng dăa vào diện tích píc sā dýng  

đþąng chuèn. 

Hiệu suçt thu hồi cûa các amin sinh học 

nìm trong khoâng tÿ 80,2% đến 100,6%. Hiệu 

suçt thu hồi cûa quá trình xā lý méu bìng 

phþĄng pháp chiết pha rín nìm trong khoâng 

dao động cho phép theo khuyến cáo (AOAC, 

2016). Do đò, cò thể kết luên hiệu suçt thu hồi 

này đáp Āng đþĉc yêu cæu phân tích amin sinh 

học trong méu rþĉu vang. 
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 Bâng 4. Hiệu suất thu hồi của amin sinh học trong mẫu rượu vang 

Chất  
phân tích 

Hiệu suất thu hồi (R) 

Nồng độ LOQ R (%) Nồng độ 3*LOQ R (%) Nồng độ 5*LOQ R (%) Trung bình (%) 

TRY 2,2 83,9 6,6 85,8 11,0 98,6 89,4 ± 8,0 

PHE 1,3 81,7 3,9 87,0 6,5 99,6 89,4 ± 9,2 

5-HT 5,7 82,6 17,1 86,6 28,5 97,9 89,1 ± 7,9 

TYR 14,6 80,8 43,8 92,2 73,0 100,6 91,2 ± 9,9 

ETA 68,4 85,9 205,2 85,8 342,0 91,5 87,7 ± 3,3 

HIS 4,9 89,6 14,7 93,4 24,5 100,3 94,4 ± 5,4 

PUT 103,3 80,2 309,9 83,0 516,5 90,6 84,6 ± 5,4 

CAD 5,0 83,9 15,0 80,4 25,0 94,1 86,1 ± 7,1 

Bâng 5. Hàm lượng amin sinh học trong các mẫu rượu vang (µg/l), giá trị trung bình  

Chất  
phân tích 

Mẫu phân tích Hàm lượng 
(Thấp nhất - cao nhất) BT CA DF DT DD 

TRY 113 ± 2 141 ± 2 119 ± 2 116 ± 2 120 ± 5 113-120 

PHE 125 ± 3 143 ± 1 129 ± 1 127 ± 1 130 ± 3 127-143 

5-HT < LOD < LOD 203 ± 6 <LOD 205 ± 6 < LOD-205 

TYR 63 ± 1 1494 ± 95 77 ± 7 75 ± 4 116 ± 9 63-1495 

ETA 96 ± 2 92 ± 2 110 ± 2 110 ± 1 94 ± 3 92-110 

HIS 29 ± 2 726 ± 12 39 ± 2 36 ± 3 29 ± 3 29-726 

PUT 502 ± 7 592 ± 5 804 ± 11 1.894 ± 17 543 ± 14 502-1894 

CAD 126 ± 8 129 ± 7 159 ± 3 128 ± 3 131 ± 2 126-159 

Tổng 1.054 3.317  1.632 2.486 1.368  

 

3.3. Amin sinh học trong một số mẫu  

rượu vang 

Méu rþĉu vang đþĉc thu thêp täi một số 

siêu thð trên đða bàn Hà Nội và chuyển về phòng 

thí nghiệm. Méu đþĉc chuèn bð và phân tích 

phþĄng pháp LC-MS/MS sā dýng cột tách 

HILIC. Diện tích pic cûa chçt phân tích và 

đþąng chuèn đþĉc sā dýng để đðnh lþĉng các 

amin sinh học có trong méu. Hàm lþĉng 8 amin 

sinh học có trong 5 méu phån tích đþĉc liệt kê 

trong bâng 5 

Hàm lþĉng cûa PUT trong méu DT là cao 

nhçt (1.894 ± 17 µg/l) và hàm lþĉng HIS trong 

méu BT cò hàm lþĉng thçp nhçt (29 ± 2 µg/l). 

Xét trên các amin, trong nëm méy phân tích thì 

méu CA cò hàm lþĉng cûa bốn amin sinh học 

cao nhçt là HIS, PHE, TYR và TRY. Đối vĆi  

5-HT thì chî phát hiện trong hai méu trong đò 

hàm lþĉng chçt này giống nhau trong hai méu 

DD và DF. Còn läi méu DF cò hàm lþĉng ETA 

và CAD cao nhçt, méu DT cò hàm lþĉng PUT 

cao nhçt. Ngþĉc läi, méu CA cò hàm lþĉng ETA 

thçp nhçt. Đối vĆi méu BT có tổng hàm lþĉng 

các amin sinh học và hàm lþĉng các amin sinh 

thçp nhçt trong tçt câ các méu phân tích. Tuy 

nhiên, khi xét trên tÿng méu, hàm lþĉng PUT 

chiếm tî lệ nhiều nhçt trong hàm lþĉng amin 

sinh học tổng số không kể méu DT. Hiện nay 

không có tiêu chuèn cho tổng hàm lþĉng amin 

sinh học trong méu rþĉu vang, tuy nhiên một số 

nþĆc đã qui đðnh về hàm lþĉng histamine tối đa 

nhþ ĐĀc (2 mg/l), Bî (5-6 mg/l), Pháp (8 mg/l) và 

Thýy sỹ (10 mg/l) (Han & cs., 2022; Polo & cs., 

2011). Histamine đþĉc tìm thçy trong tçt câ các 

méu vĆi hàm lþĉng nìm trong khoâng 29 đến 

726 µg/l và thçp hĄn ngþĈng an toàn theo 

khuyển cáo cûa EFSA (Opinion 2011). 
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4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cĀu này phþĄng pháp phån 

tích trăc tiếp các amin sinh học dăa trên hệ  

LC-MS/MS sā dýng cột tách HILIC đã đþĉc 

phát triển thành công. Các thông số quan trọng 

cûa phþĄng pháp phån tích nhþ khoâng tuyến 

tính, LOD, LOQ, độ lặp läi, độ tái lặp, hiệu suçt 

thu hồi đã đþĉc khâo sát và đánh giá. PhþĄng 

pháp phån tích đã đþĉc xác nhên giá trð sā dýng 

cho nền méu rþĉu vang và đã đánh giá khâ 

nëng áp dýng cûa phþĄng pháp thông qua phån 

tích 8 amin sinh học trong 5 méu thăc. Kết quâ 

thăc nghiệm chî ra rîng đã phát hiện các amin 

sinh học trên trong tçt câ các méu rþĉu vang. 

Trong đò histamine, một amin sinh học đþĉc 

quan tâm nhiều nhçt, đã phát hiện trong tçt câ 

các méu phân tích.Tÿ đò, cò thể kết luên rìng 

phþĄng pháp LC-MS/MS sā dýng cột tách 

HILIC trong nghiên cĀu này phù hĉp để phân 

tích các amin sinh học trong méu rþĉu vang. 

PhþĄng pháp này sẽ đþĉc áp dýng để phân tích 

số lþĉng méu lĆn nhìm đánh giá phån bố cûa 

các amin sinh học trong méu rþĉu vang trong 

nghiên cĀu tiếp theo. 
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