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Tóm tắt
Nghiên cứu nhằm xây dựng và thẩm định phương pháp định lượng 16 acid amin trong củ của loài khoai mỡ tím (Dioscorea

alata L.) bằng kỹ thuật sắc ký lỏng tương tác thân nước ghép nối khối phổ hai lần (HILIC–MS/MS). Nguyên lý của phương pháp
dựa trên quá trình thủy phân mẫu với acid mạnh, sau đó được chuyển về pH trung tính rồi thực hiện phân tích trên hệ thống LC-
MS/MS. Quá trình thủy phân được khảo sát theo các yếu tố: dung dịch thủy phân, thời gian và khối lượng mẫu. Hệ thống LC–
MS/MS sử dụng nguồn ion hóa phun điện tử (ESI+), chế độ MRM, cột tách Waters Acquity BEH HILIC, pha động là dung dịch
đệm amoni format 20 mM pH 3,0 trong ACN/H2O theo chương trình gradient. Phương pháp được thẩm định theo AOAC và tiêu
chuẩn EC 2021/808. Kết quả cho thấy phương pháp có tính đặc hiệu cao, khoảng tuyến tính rộng với hệ số tương quan R2 > 0,995,
độ đúng, độ chính xác đảm bảo, độ nhạy phù hợp với LOD từ 1,12 – 2,83 mg/100 g, LOQ từ 3,36 – 8,49 mg/100 g. Phương pháp
được áp dụng thành công để xác định hàm lượng acid amin trong 12 mẫu khoai mỡ tím được thu thập tại các tỉnh trong cả nước.
Kết quả cho thấy hàm lượng trung bình của các acid amin tính trên chất khô dao động trong khoảng từ 120 mg/100 g (methionin)
đến 1756 mg/100 g (acid glutamic).

Từ khóa: MS/MS; HILIC; Acid amin; Củ khoai mỡ tím; Dioscorea alata L.
Summary

Development of a Method for the Quantification of 16 Amino Acids
in Purple Yam (Dioscorea alata L.) Tubers Using HILIC–MS/MS

This study aimed to develop and validate a hydrophilic interaction liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (HILIC–MS/MS) method for the quantification of sixteen amino acids in the tubers of purple yams (Dioscorea alata
L.). The principle of the method is based on the hydrolysis of the sample with a strong acid, then converting it to neutral pH
before performing analysis on an LC-MS/MS system. The hydrolysis procedure was optimized by investigating three main factors:
hydrolysis reagent, hydrolysis time, and sample amount. The LC–MS/MS analysis was performed using an electrospray
ionization source in positive mode (ESI+), multiple reaction monitoring (MRM), the Waters Acquity BEH HILIC column, and a
mobile phase consisting of 20 mM ammonium formate at pH 3.0 in an ACN/H2O mixture under a gradient elution program. The
method was validated according to AOAC guidelines and EU Regulation 2021/808, evaluating system suitability, selectivity,
linearity, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), trueness and precision. The results showed coefficients of
determination (R2) > 0.99 for all analytes. LOD values ranged from 1.12 to 2.83 mg/100 g and LOQ values from 3.36 to 8.49
mg/100 g. Results demonstrated high specificity and a wide linear range (correlation coefficient R2 > 0.995), along with
satisfactory accuracy and precision, meeting validation criteria. The validated method was successfully applied to quantify amino
acids in 12 purple yam samples collected from provinces in Vietnam. The results showed that the average content of amino acids
calculated on dry samples ranged from 120 mg/100 g (methionine) to 1756 mg/100 g (glutamic acid).

Keywords: MS/MS; HILIC; Amino acids; Purple yam tuber; Dioscorea alata L.

1. Đặt vấn đề
Khoai mỡ (Dioscorea alata L.) là một loại củ

quen thuộc tại Việt Nam, có giá trị dinh dưỡng và
được sử dụng làm thực phẩm. Màu tím đặc trưng
của khoai mỡ do chứa hàm lượng anthocyanin
phong phú [1], cùng các thành phần có hoạt tính
sinh học khác như vi khoáng, acid amin, xơ kháng
[2], góp phần quan trọng tạo nên tác dụng dược lý
kiểm soát đường huyết [3]. Trong số các thành
phần dinh dưỡng, acid amin của khoai mỡ cung cấp
nguồn protein thiết yếu cho con người, có vai trò
trong việc tổng hợp protein, điều hòa hoạt động
enzym và duy trì sức khỏe cơ thể [2],[3]. Việc định

lượng các acid amin trong khoai mỡ tím trồng tại
Việt Nam nhằm xác định giá trị dinh dưỡng của
loài cây này, góp phần cung cấp cơ sở khoa học
cho việc sử dụng trong chế biến thực phẩm và y
học.
Hiện nay, các nghiên cứu định lượng acid amin

trong nguyên liệu và sản phẩm có nguồn gốc thiên
nhiên còn hạn chế. Các phương pháp truyền thống
xác định hàm lượng acid amin thông qua hàm
lượng protein tổng số theo phương pháp Kjeldahl
(đo nitơ tổng) hoặc phương pháp Bradford (so màu
đo quang). Gần đây, các phương pháp hiện đại xác
định acid amin như sắc ký khí [4] hoặc HPLC với
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detector thông thường [5],[6],[7] yêu cầu quy trình
xử lý mẫu phức tạp, mặt khác có thể quá trình tách
và xác định các chất không thành công do pic chất
phân tích bị xen phủ vào các thành phần trong nền
mẫu. Do đó, nghiên cứu này được thực hiện nhằm
xây dựng và thẩm định phương pháp HILIC–
MS/MS định lượng một số acid amin trong khoai

mỡ, tạo cơ sở cho các nghiên cứu hóa học, sinh học
và ứng dụng trong kiểm tra, giám sát chất lượng.
2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Mười hai mẫu củ khoai mỡ tím được thu thập tại

các địa điểm khác nhau trong khoảng thời gian từ
tháng 10 đến tháng 12 năm 2024 (Bảng 1).

Bảng 1. Danh sách các mẫu củ khoai mỡ tím
STT Mã mẫu Địa điểm thu mẫu trước 01/7/2025 Địa danh thu mẫu sau 01/7/2025
1 MT01 Hữu Lũng, Lạng Sơn Hữu Lũng, Lạng Sơn
2 MT02 Hữu Lũng, Lạng Sơn Hữu Lũng, Lạng Sơn
3 MT03 Lạng Giang, Bắc Giang Lạng Giang, Bắc Ninh
4 MT04 Lạng Giang, Bắc Giang Lạng Giang, Bắc Ninh
5 MT05 Lâm Thao, Phú Thọ Lâm Thao, Phú Thọ
6 MT06 Bát Xát, Lào Cai Bát Xát, Lào Cai
7 MT07 Tân Phước, Tiền Giang Tân Phước, Đồng Tháp
8 MT08 Tân Phước, Tiền Giang Tân Phước, Đồng Tháp
9 MT09 Tân Phước, Tiền Giang Tân Phước, Đồng Tháp
10 MT10 Thạch Hóa, Long An Thạch Hóa, Tây Ninh
11 MT11 Thạch Hóa, Long An Thạch Hóa, Tây Ninh
12 MT12 Tân Thạnh, Long An Tân Thạnh, Tây Ninh

Để xác nhận danh tính loài của các mẫu thu thập,
ADN tổng số được tách chiết từ mẫu thực vật và sử
dụng làm khuôn cho phản ứng PCR khuếch đại
vùng gen matK. Sản phẩm PCR được giải trình tự
bằng phương pháp Sanger. Các trình tự thu được
được so sánh với các trình tự tham chiếu trên cơ sở
dữ liệu GenBank bằng công cụ BLAST. Kết quả
định danh được sử dụng để xác nhận danh tính loài
của các mẫu trước khi tiến hành phân tích thành
phần và hàm lượng acid amin.
Sau khi thu hái, mẫu được rửa sạch, để ráo nước,

gọt bỏ phần vỏ và cắt thành các lát nhỏ. Mẫu được
làm khô, sau đó đóng kín trong túi PE và bảo quản
ở nhiệt độ phòng.
Mẫu nền (mẫu placebo): mẫu tinh bột được phân

tích sơ bộ bằng phương pháp sử dụng trong nghiên
cứu và không phát hiện các acid amin mục tiêu.
2.2. Chất chuẩn, dung môi, hóa chất
Chất chuẩn: Chuẩn hỗn hợp gồm 16 acid amin

gồm alanin (Ala), arginin (Arg), acid aspartic (Asp),
acid glutamic (Glu), glycin (Gly), histidin (His),
isoleucin (Ile), leucin (Leu), lysin (Lys), methionin
(Met), phenylalanin (Phe), prolin (Pro), serin (Ser),
threonin (Thr), tyrosin (Tyr) và valin (Val) nồng độ
mỗi chất 2,500 mM, số lô: 0000326252; nội chuẩn
(IS) norvalin (Nor) số lô: SLBS6053, độ tinh khiết
> 99% của hãng Sigma (Mỹ). Dung dịch chuẩn hỗn
hợp được pha loãng với methanol để được dãy
dung dịch chuẩn nồng độ từ 2-200 μM.
Dung môi, hóa chất: Các thuốc thử sử dụng

trong xử lý mẫu loại tinh khiết phân tích;

acetonitril (ACN), methanol (MeOH), nước cất,
amoni format (HCOONH4), acid formic (HCOOH)
loại tinh khiết LC-MS.
2.3. Thiết bị, dụng cụ
- Hệ thống sắc ký lỏng LC-MS/MS model H-

class - Xevo TQD của hãng Waters, Mỹ. Tủ sấy
đối lưu tự nhiên ED 720 Binder dải nhiệt độ đến
300 oC, độ chính xác ± 1 oC. Ống thủy phân bằng
thủy tinh 8 mL kích thước 17 × 60 mm của
ALWSCI (Trung Quốc) và các thiết bị, dụng cụ
thông thường khác trong phòng phân tích. Tất cả
các thiết bị được quản lý và hiệu chuẩn theo các
quy định của TCVN ISO/IEC 17025.
2.4. Phương pháp nghiên cứu
Điều kiện khối phổ: Dựa trên các tài liệu tham

khảo [8],[9] và tính năng tối ưu hóa của thiết bị.
Tiêm dung dịch chuẩn hỗn hợp acid amin nồng độ
mỗi chất 50 μM vào hệ thống MS để xác định
thông số máy khối phổ, mảnh ion mẹ, ion con đặc
trưng của mỗi chất phân tích.
Điều kiện sắc ký: Dựa vào các nghiên cứu [8],[9]

kết hợp với điều kiện có sẵn tại phòng thí nghiệm,
các chất được tách bằng cột Waters Acquity BEH
HILIC (100 × 2,1 mm; 1,7 µm). Pha động A dung
dịch 20 mM HCOONH4 (pH 3,0) trong H2O:ACN
tỷ lệ 9:1 (tt/tt) và pha động B dung dịch 20 mM
HCOONH4 (pH 3,0) trong H2O:ACN tỷ lệ 1:9 (tt/tt);
gradient dung môi: 0 → 9,0 phút: 100% B; 9,0 →
9,5 phút: 100 → 90% B; 9,5 → 15,0 phút: 90 →
50% B; 15,0 → 20,0 phút: 50 → 100% B). Tốc độ
dòng 0,4 mL/phút. Thể tích tiêm mẫu là 2 µL.



Tạp chí Dược liệu, tập 31, số 4/2026290

Xử lí mẫu: Dựa trên các tài liệu tham khảo
[2],[8],[9],[7], quy trình xử lý mẫu dự kiến như sau:
Cân một lượng mẫu khoảng 0,10 – 0,50 g đã được
nghiền và rây qua rây cỡ 250 bằng cân phân tích,
cho vào ống thủy phân. Thêm chính xác 0,5 mL
dung dịch IS 1 mM vào lọ thủy phân và thêm
khoảng 7 mL dung dịch HCl 6 M chứa 0,1%
phenol và acid 3-3'-dithiodipropionic (DDP) 1%
vừa đủ, lắc đều. Đặt ống thủy phân vào tủ ở nhiệt
độ 110°C ± 2oC trong thời gian xác định. Lấy ống
thủy phân ra, để nguội ở nhiệt độ phòng và chuyển
vào bình định mức 50 mL. Điều chỉnh pH của dung
dịch đến khoảng 5 - 6 bằng NH4OH đặc (khoảng 4
– 5 mL), thêm methanol vừa đủ tới vạch, lắc đều.
Lọc qua màng lọc nylon đường kính lỗ lọc 0,2 μm
và pha loãng dịch lọc bằng methanol để đạt nồng
độ phù hợp trước phân tích. Tiến hành khảo sát
thuốc thử thủy phân, thời gian thủy phân và khối
lượng mẫu thử, lựa chọn điều kiện cho phép xác
định được hàm lượng các chất cao nhất.

Thẩm định phương pháp: Thực hiện theo
hướng dẫn của AOAC để đánh giá các tiêu chí độ
đặc hiệu, đường chuẩn và khoảng tuyến tính, giới
hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ),
độ đúng (độ thu hồi) và độ chính xác. Mẫu MT01 và

mẫu nền được sử dụng trong xây dựng và thẩm định
phương pháp phân tích.

Ứng dụng phân tích mẫu thực: Xử lý mẫu theo
quy trình đã lựa chọn, phân tích bằng LC-MS/MS.
Tính nồng độ chất phân tích trong mẫu thử dựa vào
phương trình hồi quy biểu diễn mối tương quan giữa
tỷ lệ diện tích pic của chất phân tích và chất chuẩn
nội với nồng độ chất phân tích được xây dựng trong
cùng ngày phân tích có R2 ≥ 0,995. Hàm lượng chất
phân tích (mg/100 g) được tính theo công thức:

X mg/100 g =
C × M × V × k

mt × 106
× 100

Trong đó: C: nồng độ chất phân tích trong mẫu thử
tính từ đường chuẩn (μM); M: khối lượng mol
(g/mol); V: thể tích định mức (mL); k: hệ số pha
loãng của dung dịch thử; mt: Khối lượng mẫu thử (g).
3. Kết quả nghiên cứu
3.1. Xây dựng phương pháp phân tích
Khảo sát lựa chọn điều kiện MS/MS
Điều kiện khối phổ tối ưu phân tích 16 acid amin

là chế độ ion hóa: ESI (+); nhiệt độ nguồn ion hoá:
500°C; tốc độ khí: 1000 lít/ giờ; điện thế kim phun:
3,5 kV và điều kiện phân mảnh được trình bày
trong Bảng 2.

Bảng 2. Điều kiện phân mảnh phổ của các acid amin nghiên cứu

Chất phân
tích

Khối lượng
phân tử

Mảnh mẹ
(m/z)

Mảnh ion con
(m/z)

Thế đầu vào
(V)

Năng lượng va
chạm (eV) Số điểm IP

Gly 75 76
29,9*

18
5

5
47,8 5

Ala 89 90,1
44,2*

22
8

5
62,0 8

Ser 105 106,1
40,4

20
18

5
59,9* 10

Pro 115 116,1
70,1*

28
12

5
74,5 13

Val 117 118,1
55,1

22
18

5
72,2* 11

Thr 119 120,1
74,2

44
13

5
102,9* 13

Leu 131 132,1
69,1

16
20

5
86,1* 10

Ile 131 132,1
86,1*

16
10

5
73,9 13
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Asp 133 134,1
87,9

20
10

5
84,1* 13

Lys 146 147,1
130,2

22
10

5
83,9* 13

Glu 147 148,1
130,1

22
9

5
56,1* 15

Met 149 150,1
103,9

16
9

5
82,9* 28

His 155 156,1
110,2*

26
13

5
102,9 28

Phe 165 166,1
120,1*

120
13

5
59,9 15

Arg 174 175,1
70,0*

28
20

5
123,1 15

Tyr 181 182,1
136,1*

26
14

5
74,3 25

IS 117 118,1
30,1

20
18

5
72,2* 8

* Mảnh ion sử dụng để định lượng.

Khảo sát và lựa chọn điều kiện xử lý mẫu
Thực hiện khảo sát thuốc thử thủy phân, thời

gian thủy phân và khối lượng mẫu thử để xử lý
mẫu khoai mỡ tím, mỗi điều kiện thực hiện lặp 3
lần, tính kết quả trung bình.

Khảo sát thuốc thử thủy phân: Khảo sát các
thuốc thử A) dung dịch HCl 6 M chứa 0,1% phenol;
B) dung dịch HCl 6M chứa 0,1% phenol và 1%
DDP; C) dung dịch H2SO4 3,5 M. Kết quả cho thấy
thuốc thử A có kết quả hàm lượng đối với Met thấp
hơn khi sử dụng thuốc thử B; còn với dung dịch
thuốc thử C thu được kết quả hàm lượng đối với
Met, Phe và Tyr thấp hơn khi sử dụng thuốc thử A
và B. Do vậy, dung dịch HCl 6M chứa 0,1%
phenol và 1% DDP được lựa chọn làm thuốc thử
thủy phân mẫu trong nghiên cứu tiếp theo.

Khảo sát và lựa chọn thời gian thuỷ phân: Khảo
sát thời gian thuỷ phân gồm 20 giờ, 24 giờ và 28 giờ.
Kết quả cho thấy hàm lượng các acid amin đều có xu
hướng tăng khi tăng thời gian thủy phân từ 20 giờ đến
24 giờ và khác nhau không đáng kể khi tăng thời gian
từ 24 giờ lên 28 giờ. Do đó, lựa chọn thời gian thủy
phân mẫu 24 giờ trong nghiên cứu tiếp theo.

Khảo sát khối lượng mẫu: Khảo sát khối lượng
mẫu 0,10 g, 0,20 g và 0,50 g. Kết quả cho thấy khi
khối lượng mẫu tăng từ 0,10 g lên 0,20 g, kết quả
hàm lượng các acid amin khác nhau không đáng kể.
Tuy nhiên, khi tăng khối lượng mẫu lên 0,50 g thì
kết quả phân tích hàm lượng acid amin thấp hơn so
với khối lượng mẫu 0,10 g và 0,20 g. Mặc dù khối
lượng 0,10 g cho kết quả tương đương với 0,20 g,
khối lượng 0,20 g được lựa chọn do lượng mẫu lớn
hơn giúp tăng tính đại diện của mẫu và giảm ảnh
hưởng tương đối của sai số trong quá trình cân,
đồng thời vẫn cho kết quả phân tích tương đương
với 0,10 g. Do đó, 0,20 g được lựa chọn làm khối
lượng mẫu sử dụng trong quy trình phân tích.

Từ các kết quả khảo sát thu được, quy trình xử
lý mẫu được thực hiện như ở phần xử lý mẫu - mục
2.3 với điều kiện lựa chọn đối với khối lượng mẫu
thử là 0,20 g; dung dịch thuốc thử HCl 6 M chứa
0,1% phenol và DDP 1%; thời gian thủy phân 24
giờ. Hình 1 là biểu diễn kết quả hàm lượng các acid
amin trong mẫu thử xác định được với điều kiện xử
lý mẫu lựa chọn.
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Hình 1. Kết quả hàm lượng các acid amin trong mẫu MT01 xác định được ở điều kiện xử lý mẫu lựa chọn
3.2. Thẩm định phương pháp
Độ thích hợp hệ thống
Độ thích hợp của hệ thống được đánh bằng kết quả

tiêm lặp lại sáu lần dung dịch chuẩn hỗn hợp các chất
phân tích nồng độ 5 μM pha bằng MeOH vào hệ
thống LC-MS/MS. Kết quả cho thấy RSD% của thời
gian lưu trong khoảng từ 1,07% đến 1,81% (< 2%) và
RSD của tỷ lệ diện tích pic các chất phân tích dao
động trong khoảng 2,27% đến 4,19% (< 5%). Như
vậy hệ thống đáp ứng yêu cầu theo AOAC.
Độ đặc hiệu
Tiến hành phân tích các mẫu gồm mẫu nền, mẫu

chuẩn (nồng độ 25 μM) và mẫu thử. Kết quả thu
được cho thấy: Thời gian lưu của các chất phân tích
trên mẫu thử phù hợp với thời gian lưu của các chất
tương ứng trên mẫu chuẩn, với độ chệch thời gian lưu
nhỏ hơn 1%. Không xuất hiện pic đối với mẫu nền ở

khoảng thời gian của các pic nói trên. Điểm IP = 5
đáp ứng yêu cầu của EC [10]. Các kết quả này cho
thấy phương pháp đáp ứng về độ đặc hiệu. Hình 2
minh họa kết quả đánh giá độ đặc hiệu.
Đường chuẩn và khoảng tuyến tính
Chuẩn bị dãy dung dịch chuẩn hỗn hợp các acid amin

trong methanol có nồng độ từ 2-200 μM. Tiến hành sắc
ký. Xác định sự tương quan giữa tỉ lệ diện tích pic mỗi
chất với nội chuẩn và nồng độ của mỗi chất tương ứng
bằng phương pháp hồi quy tuyến tính, sử dụng trọng số
(1/nồng độ), tính hệ số tương quan hồi qui (R2) và đánh
giá độ chệch của đáp ứng tại mỗi điểm nồng độ trên
đường chuẩn đối với từng chất (Bias). Kết quả ở Bảng 3
cho thấy có sự tương quan tuyến tính giữa tỉ lệ diện tích
pic và nồng độ trong khoảng nồng độ khảo sát, giá trị độ
chệch đều < 15%, đạt yêu cầu theo AOAC [11] đối với
tất cả các chất phân tích.

Bảng 3. Phương trình đường chuẩn và LOD, LOQ của các acid amin

Chất
phân
tích

RT
(phút)

Đường chuẩn và khoảng tuyến tính LOD và LOQ

R2 Phương trình hồi quy Bias (%) LOD
(mg/ 100 g)

LOQ
(mg/ 100

g)

Giá
trị R

Gly 7,79 1,0000 y = 433,514x - 525,454 -2,06- 5,61 1,38 4,14 6,66
Ala 7,30 0,9999 y = 8625,81x - 5721,68 -2,64- 1,86 1,12 3,36 9,72
Ser 7,45 0,9988 y = 19492,8x - 27747,1 -6,06- 4,37 1,42 4,26 8,45
Pro 7,02 0,9995 y = 418673x + 1,29846 -6,98- 7,34 2,03 6,09 7,11
Val 6,16 0,9964 y =154363x + 38774,9 -8,68- 8,19 1,78 5,34 7,8
Thr 4,90 0,9972 y = 250061x + 43163,5 -9,14- 9,58 1,71 5,13 8,39
Leu 5,23 0,9972 y = 299559x + 250949 -10,3- 9,66 1,74 5,24 7,14
Ile 5,47 0,9986 y = 352113x + 853548 -6,71- 4,65 1,65 4,95 7,51
Asp 10,68 0,9998 y = 4944,47x + 34361,7 -4,36- 2,93 1,51 4,53 7,65
Lys 10,72 0,9991 y = 37216,8x + 13098,8 -7,88- 6,90 2,41 7,23 7,33
Glu 9,44 0,9995 y = 60290,9x - 3082,85 -5,37- 5,42 1,45 4,35 7,58
Met 5,46 0,9996 y = 161934x - 79579,9 -2,26- 4,09 2,83 8,49 6,44
His 10,77 0,9995 y = 125887x - 70964,1 -5,97- 5,20 1,38 4,14 6,58
Phe 4,91 0,9993 y = 143,224x + 562,78 -6,58- 5,10 2,62 7,86 6,96
Arg 10,69 0,9999 y = 90502,7x - 66470,6 -3,81- 2,94 1,45 4,35 7,25
Tyr 5,41 0,9992 y = 171306x - 20103,1 -4,00- 4,09 1,25 3,75 6,54
IS 10,69
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Mẫu chuẩn Mẫu nền Mẫu thử

Hình 2. Sắc ký đồ của các chất phân tích của dung dịch chuẩn, mẫu nền và mẫu thử
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Giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định
lượng (LOQ)
LOD và LOQ của phương pháp được xác định

bằng cách phân tích trên mẫu nền thêm chuẩn ở
nồng độ 5 μM. Tiến hành lặp lại 10 lần song song,
thủy phân và phân tích theo các điều kiện đã lựa
chọn. Đánh giá độ tin cậy của giá trị LOD thông
qua giá trị R: R = x̄/LOD (với x̄ là giá trị hàm
lượng trung bình) [12]. Nếu 4 < R < 10 thì nồng độ

dung dịch thử là phù hợp và LOD tính được là
đáng tin cậy. Tính LOQ = 3 × LOD. Kết quả được
trình bày trong Bảng 3.
Độ chính xác
Độ lặp lại được tiến hành bằng cách phân tích

độc lập mẫu MT01 lặp lại 6 lần. Độ chính xác
trung gian cũng được tiến hành tương tự nhưng vào
ngày phân tích khác. Đánh giá kết quả dựa trên số
liệu của 2 ngày phân tích và được trình bày ở Bảng 4.

Bảng 4. Kết quả đánh giá độ chính xác của phương pháp

Chất phân
tích

Ngày phân tích 1 (n=6) Ngày phân tích 2 (n=6)

RSDR (%)Hàm lượng trung
bình (mg/100 g) RSDr (%) Hàm lượng trung

bình (mg/100 g) RSDr (%)

Gly 83,4 2,45 86,9 3,30 3,52
Ala 99,1 1,99 91,6 2,63 4,66
Ser 86,4 1,77 89,5 3,53 3,26
Pro 85,1 1,5 81,3 0,60 2,63
Val 115 3,69 108 2,49 4,47
Thr 56,1 2,64 58,6 2,22 3,25
Leu 134 3,94 142 3,16 4,54
Ile 76,9 2,65 74,3 2,70 3,12
Asp 236 1,89 235 3,44 2,65
Lys 42,5 1 44,8 3,54 3,74
Glu 421 2,63 402 3,12 3,65
Met 35,5 1,21 37,9 3,63 4,32
His 496 2,1 487 3,64 2,98
Phe 123 1,37 122 2,68 2,07
Arg 95,1 2,05 95,5 3,33 2,65
Tyr 31,5 2,35 33,1 2,69 3,54

Kết quả ở Bảng 4 cho thấy phương pháp được xây
dựng có độ lặp lại và độ chính xác trung gian đáp ứng
theoyêucầucủaAOAC[11](RSDr<3,7%;RSDR<6,0%).
Độ thu hồi
Độ thu hồi của phương pháp được đánh giá bằng

cách thêm chuẩn vào mẫu MT01 đã biết hàm lượng,
tiến hành phân tích theo quy trình đã xây dựng. Các

mẫu được bổ sung chuẩn ở ba mức tương ứng 0,5
μmol/g; 5 μmol/g và 50 μmol/g đối với mỗi acid
amin. Tiến hành xử lý mẫu và pha loãng đến nồng
độ phù hợp trước khi phân tích. Kết quả phân tích
được thể hiện ở Bảng 5. Độ thu hồi của cả 16 chất
phân tích đều nằm trong khoảng từ 95,0 – 105,0%,
đáp ứng theo yêu cầu của AOAC [11].

Bảng 5. Kết quả đánh giá độ thu hồi của phương pháp

Acid amin Lượng thêm chuẩn
(μmol/g) Độ thu hồi (H%) Acid amin Lượng thêm chuẩn

(μmol/g) Độ thu hồi (H%)

Gly

0,5 95,1 - 105

Lys

0,5 97,8 - 104

5 96,1 - 103 5 101 - 104

50 102 - 105 50 102 - 104

Ala

0,5 95,7 - 105

Glu

0,5 95,8 - 102

5 95,2 - 109 5 91,2 - 98,5

50 99,5 - 105 50 93,4 - 101

Ser

0,5 95,4 - 103

Met

0,5 96,6 - 102

5 95,4 - 98,1 5 95,5 - 103

50 98,1 - 105 50 97,0 - 105
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Pro

0,5 95,3 - 105

His

0,5 95,8 - 109

5 97,0 - 102 5 90,9 - 99,5

50 95,1 - 98,9 50 96,9 - 103

Val

0,5 96,8 - 98,6

Phe

0,5 98,3 - 102

5 95,9 - 104 5 95,6 - 103

50 97,6 - 105 50 95,1 - 104

Thr

0,5 97,0 - 99,9

Arg

0,5 90,1 - 98,3

5 95,2 - 103 5 90,9 - 101

50 96,9 - 99,4 50 90,2 - 100

Leu

0,5 93,4 - 99,6

Tyr

0,5 94,3 - 100

5 95,9 - 101 5 91,0 - 98,1

50 95,1 - 103 50 92,7 - 98,1

Ile

0,5 95,3 - 98,7

Asp

0,5 94,8 - 98,9

5 91,0 - 102 5 95,9 - 103

50 96,8 - 100 50 95,3 - 98,1

Từ các kết quả thẩm định cho thấy: Phương
pháp LC-MS/MS được thẩm định dựa trên các tiêu
chí theo hướng dẫn của AOAC [11] và tiêu chuẩn
Châu Âu (EC 2021/808) [10] bao gồm độ thích hợp
hệ thống, độ chọn lọc, đường chuẩn, giới hạn phát
hiện, giới hạn định lượng, độ thu hồi, độ lặp lại và
độ chính xác trung gian. Điều này cho thấy phương
pháp LC-MS/MS có thể triển khai áp dụng xác

định hàm lượng 16 acid amin trong các mẫu khoai
mỡ trên thu thập trên thị trường.

3.3. Ứng dụng phân tích mẫu thực
Áp dụng phương pháp đã xây dựng phân tích

các mẫu thực, mỗi mẫu tiến hành lặp lại 3 lần, tính
kết quả trung bình. Kết quả phân tích acid amin
trong các mẫu củ khoai mỡ tím tính trên chất khô
của 12 mẫu thử được trình bày ở Bảng 6 và Hình 3.

Bảng 6. Kết quả phân tích acid amin trong các mẫu khoai mỡ tím

Chất phân tích
Hàm lượng (mg/100 g)

Thấp nhất Cao nhất Trung bình Độ lệch chuẩn
Gly 188 536 423 104
Ala 206 503 386 94
Ser 266 619 518 146
Pro 219 509 409 107
Val 198 555 397 112
Thr 188 543 353 100
Leu 336 917 621 170
Ile 167 414 288 86
Asp 965 1565 1185 196
Lys 115 194 163 25
Glu 1022 2452 1756 466
Met 56 164 120 34
His 641 1563 983 289
Phe 224 633 448 147
Arg 430 1220 805 272
Tyr 152 403 284 66

Tổng hàm lượng acid amin 5373 12790 9139 2414
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Hình 3. Kết quả phân tích acid amin của 12 mẫu củ khoai mỡ tím

Kết quả trên cho thấy hàm lượng trung bình của
từng acid amin tính trên chất khô dao động trong
khoảng từ 120 mg/100 g (methionin) đến 1756
mg/100 g (acid glutamic). Hàm lượng tổng hàm
lượng 16 acid amin trong các mẫu trong khoảng từ
5373 mg/100 g đến 12790 mg/100 g.
4. Bàn luận
Phân tích định lượng acid amin rất quan trọng

trong nhiều lĩnh vực bao gồm kiểm nghiệm thuốc,
kiểm nghiệm thực phẩm, theo dõi thay đổi thành
phần môi trường trong sản xuất các chế phẩm sinh
học, chẩn đoán lâm sàng và nghiên cứu y sinh. Các
acid amin có tính phân cực cao, bay hơi kém và
hầu hết có độ hấp thụ UV thấp. Do đó, để phân tích
các chất này cần tạo dẫn xuất bằng thuốc thử thích
hợp như o-phthalaldehyd để cải thiện khả năng lưu
giữ khi tách bằng LC-RP và tăng cường độ nhạy
khi phát hiện bằng detector UV / huỳnh quang
[2],[5]. Chúng cũng có thể định lượng bằng sắc ký
khí sau khi dẫn xuất tạo hợp chất bay hơi [4]. Quá
trình này tốn nhiều công sức, thời gian và có thể
không thành công do nền mẫu phức tạp hoặc hiệu
lực của hệ sắc ký chưa đủ. Mặt khác, acid amin ở
dạng tự do có thể định lượng trực tiếp bằng HPLC-
UV mà không cần dẫn xuất nếu ở mức nồng độ lớn
[6].
Tuy nhiên, với nền mẫu có nguồn gốc thiên

nhiên phức tạp như củ khoai mỡ tím, các acid amin
có hàm lượng nhỏ thì sử dụng HILIC và ESI-MS là
sự lựa chọn tối ưu để phân tích các acid amin ở
dạng tự do. Sự phân tách HILIC dựa trên sự phân
cực của chất phân tích, vì vậy chất phân tích càng
phân cực thì khả năng lưu giữ trên cột sắc ký càng

mạnh, do đó khả năng tách được tăng cường. Phân
tích acid amin trong mẫu thử có nguồn gốc thiên
nhiên cần xử lý mẫu để chuyển chúng về dạng acid
amin tự do. Thuốc thử sử dụng thường là dung dịch
acid hydrocloric có bổ sung thêm chất khử để giảm
thiểu khả năng bị phân hủy hoặc oxy hóa của chất
phân tích [2],[4],[8]. Trong nghiên cứu này, mẫu
thử được thủy phân trong 24 giờ bằng thuốc thử
HCl 6 M chứa 0,1% phenol và DDP 1% chuyển
acid amin về dạng tự do và thu được hàm lượng
các acid amin cao nhất. Kết quả này khá tương
đồng với kết quả nghiên cứu của AOAC 2018.06
[7]. Phát hiện acid amin bằng MS/MS với chế độ
kiểm soát đa phản ứng cho phép tăng độ đặc hiệu
của phép định lượng. Phương pháp định lượng 16
acid amin trong củ khoai mỡ tím với chuẩn nội
norvalin (một acid amin tổng hợp không có trong
tự nhiên) được thẩm định cho thấy phương pháp có
độ thu hồi nằm trong khoảng 95–105% ở cả 3 mức
nồng độ thẩm định, độ chính xác có RSD < 6% đáp
ứng yêu cầu AOAC [11] và EC 2021/808 [10].
Phương pháp có độ nhạy cao với LOD từ 1,12 –
2,83 mg/100 g và LOQ 3,36 – 8,49 mg/100 g, kết
quả thẩm định cũng tương đồng với các nghiên cứu
của Tsochatzis và cs. (2019) đã xác định đồng thời
16 acid amin trong lúa mì với LOQ dao động từ 7,0
– 24,0 mg/100 g [8].
Nghiên cứu này đã xác định hàm lượng 16 acid

amin trong củ khoai mỡ tím. Trong đó, 08 loại acid
amin thiết yếu mà cơ thể không thể tự tổng hợp
được, cần được bổ sung qua chế độ ăn hàng ngày,
gồm isoleucin, leucin, lysin, methionin,
phenylalanin, threonin, valin và histidin và một số
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acid amin như arginin, glycin, glutamin, prolin
và tyrosin được coi là thiết yếu có điều kiện, bởi
chúng có thể do cơ thể con người tự tổng hợp
nhưng có thể bị hạn chế trong các điều kiện sinh lý
đặc biệt [13]. Do vậy, việc phân tích hàm lượng 16
acid amin này không chỉ giúp xác định được giá trị
dinh dưỡng của thành phần thực phẩm mà còn có ý
nghĩa quan trọng trong y học đối với những người
bệnh phải tuân thủ theo chế độ ăn nghiêm ngặt như
người mắc bệnh tiểu đường, người mắc bệnh rối
loạn chuyển hóa [4].
Trong số 12 mẫu được phân tích, hàm lượng các

acid amin có sự khác biệt giữa các vùng trồng.
Nhìn chung, các mẫu thu thập tại khu vực miền
Nam (MT07–MT12) có hàm lượng alanin (Ala),
valin (Val), phenylalanin (Phe) và serin (Ser) cao
hơn so với các mẫu thu thập tại miền Bắc (MT01-
MT06). Sự khác biệt này có thể liên quan đến ảnh
hưởng của điều kiện khí hậu, thổ nhưỡng và các
yếu tố canh tác đến quá trình sinh tổng hợp protein
và tích lũy acid amin trong củ. Kết quả bước đầu
cho thấy vùng trồng có thể là một trong những yếu
tố ảnh hưởng đến thành phần acid amin của củ
khoai mỡ tím. Tuy nhiên, do số lượng mẫu khảo sát
còn hạn chế nên chưa đủ cơ sở để đánh giá một
cách toàn diện sự khác biệt giữa các vùng trồng
hoặc xác định vùng nguyên liệu có hàm lượng acid
amin cao nhất.

5. Kết luận
Nghiên cứu đã xây dựng thành công phương

pháp định lượng đồng thời 16 acid amin trong củ
khoai mỡ tím (Dioscorea alata L.) với chất chuẩn
nội norvalin bằng sắc ký lỏng tương tác thân nước
– khối phổ hai lần (HILIC-MS/MS). Mẫu thử được
thủy phân bằng thuốc thử gồm acid hydrocloric
chứa phenol và acid 3,3'-dithiodipropionic, các acid
amin được tách bằng cột Waters Acquity BEH
HILIC, pha động gồm acetonitril và dung dịch đệm
amoni format pH 3,0 theo chế độ gradient trong
thời gian 20 phút. Phương pháp có độ đặc hiệu cao,
độ nhạy phù hợp (LOQ 3,36 – 8,49 mg/100 g đối
với 16 acid amin), độ đúng và độ chính xác đáp
ứng yêu cầu tiêu chuẩn AOAC và EC 2021/808.
Phương pháp đã được ứng dụng thành công định

lượng các chất nghiên cứu trên 12 mẫu củ khoai mỡ
tím thu hái từ nhiều vùng khác nhau. Kết quả cho
thấy tất cả 12 mẫu đều xác định được toàn bộ 16/16
acid amin nghiên cứu. Trong đó, methionin có hàm
lượng thấp nhất (120 ± 33,6 mg/100 g) và acid
glutamic là cao nhất (1756 ± 466 mg/100 g). Hàm
lượng tổng hàm lượng 16 acid amin trong các mẫu có
kết quả thấp nhất là 6754 mg/100g và cao nhất là
11340 mg/100 g. Kết quả nghiên cứu góp phần cung
cấp dữ liệu hóa học đáng tin cậy cho định hướng phát
triển sản phẩm thực phẩm, dược liệu và nghiên cứu
dinh dưỡng từ củ khoai mỡ tím tại Việt Nam.
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