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SUMMARY 
 

DEVELOPMENT OF ACRYLAMIDE ANALYSIS METHODS IN TEA IN VIETNAM 
AND OPTIMIZATION OF GREEN TEA ROASTING PROCESS USING RESPONSE 

SURFACE METHODOLOGY  
 

Residues of Acrylamide (AA) in green tea and tea products were determined using liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry to study their formation during green tea roasting process. 
Acrylamide (AA) has been found in various teas. This study was focussed on optimizing the roasting 
conditions using Central Composite Design (CCD) to produce superior quality tea products with low 
concentration of acrylamide. The roasting conditions used were temperatures in the range of of 120oC 
to 200oC and time ranging from 15 min to 40 min. Roasting conditions signifcantly (p<0.005) affect the 
concentration of AA in tea. Hence, the optimized roasting conditions were able to produce high quality 
tea products. 
Keywords: Acrylamide, tea, LC – MS/MS, solid-phase extraction. 
 
1. MỞ ĐẦU 
Có rất nhiều loại đồ uống khác nhau,và trà có 
thể nói là thức uống lâu đời nhất của thế giới 
chỉ sau nước. Không chỉ với hương vị, mùi vị 
hấp dẫn mà trà còn mang đậm bản sắc văn hóa 
trong đời sống. Cùng một cây trà nhưng với 
phương thức chế biến khác nhau, trồng ở 
những vùng miền khác nhau sẽ cho những loại 
trà khác nhau. Trong trà có chứa nhiều các chất 
có hoạt tính sinh học cao như polyphenol, 
catechin [1].Trong những thập kỷ qua lợi ích từ 
trà đã được chứng minh rất nhiều như chống 
ung thư, tim mạch, các bệnh thoái hóa thần 
kinh và một số bệnh khác [2,3]. Cũng chính vì 
thế, mà đã xuất hiện nhiều công trình nghiên 
cứu [4-9] về trà, đặc biệt là các chất độc phát 

sinh trong quá trình chế biến như Acrylamide. 
Acrylamide là một chất độc thần kinh và là 
một trong những chất có khả năng gây bệnh 
ung thư. Nó được hình thành qua phản ứng 
Maillard, một phản ứng rất phổ biến xảy ra hầu 
như khắp nơi trong thực phẩm, đặc biệt là khi 
chế biến ở nhiệt độ cao như rang, nướng, 
chiên, rán. 
Acrylamide được hình thành trong quá trình 
gia nhiệt thông qua phản ứng Maillard [10,11] 

giữa các đường khử và asparagine [11,12]. Các 
yếu tố như nồng độ ban đầu của tiền chất, tỷ lệ 
của chúng và các điều kiện phản ứng (thời gian 
gia nhiệt, nhiệt độ, độ ẩm trong nguyên liệu 
thô, pH, các chất phụ gia,…) được chứng minh 
có ảnh hưởng đến mức độ acrylamide tìm thấy 
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trong thực phẩm chế biến nhiệt. Hơn nữa, 
lượng Acrylamide được hình thành không chỉ 
phụ thuộc vào loại thực phẩm mà còn  phụ 
thuộc vào điều kiện bảo quản như nhiệt độ, 
thời gian lưu trữ của nguyên liệu thô, phương 
thức canh tác, tính chất đất và thời gian thu 
hoạch. Vì vậy, một trong các yếu tố quan trọng 
để giảm hàm lượng acrylamide trong thực 
phẩm chế biến nhiệt là ức chế phản ứng 
Maillard và chuẩn bị nguyên liệu thô sao cho 
chúng chứa hàm lượng tiền chất Acrylamide 
thấp nhất có thể. 
Quá trình chế biến trà thành phẩm từ chè 
nguyên liệu là một trong những quá trình chế 
biến sử dụng nhiệt. Quy trình chế biến là một 
trong những yếu tố chính quyết định hương vị 
và chất lượng trà thành phẩm. Thật không may 
Acrylamide là một trong những chất độc được 
phát hiện có mặt trong rất nhiều loại trà thành 
phẩm ở nhiều nước trên thế giới. Cụ thể, tại 
Nhật Bản hàm lượng Acrylamide trong nhiều 
loại trà khác nhau đã được báo cáo bởi Bộ 
Nông nghiệp, Lâm nghiệp và Thủy sản Nhật 
Bản, theo nghiên cứu của tác giả Mizukami và 
các cộng sự, hàm lượng Acrylamide trong trà 
xanh rang sao (roasted green tea) được tìm 
thấy ở mức cao nhất từ 190-1880 μg/kg, trong 
chè xanh nguyên liệu thấp hơn nhiều so với trà 
xanh rang sao (thấp hơn 100 μg/kg), trong trà 
đen và trà ô long ở mức nhỏ hơn 100 μg/kg, 
không phát hiện thấy là trong mẫu trà trắng [13]. 
Tại Trung Quốc tác giả Liu và các cộng sự [14] 
đã phân tích hàm lượng Acrylamide trong 30 
mẫu trà bao gồm trà xanh, trà ô long, trà đen, 
trà trắng, trà vàng và trà Pu-erh. Kết quả cho 
thấy mức Acrylamide trong tất cả các mẫu đều 
nhỏ hơn 100 μg/kg, trong đó bốn loại trà đen, 
trà ô long, trà trắng và trà vàng nồng độ 
Acrylamide khá thấp (< 20 μg/kg). 
Ở Việt Nam cũng đã có một số công trình 
nghiên cứu về sự xuất hiện của Acrylamide 
trong thực phẩm, nhưng chủ yếu là trong các 
thực phẩm giàu tinh bột. Chính vì thế mà trong 
nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành phát 
triển phương pháp phân tích hàm lượng 
Acrylamide trong trà thành phẩm tại Việt Nam 
và tối ưu hóa quá các điều kiện về thời gian và 

nhiệt độ trong bước sao chè, là hai yếu tố quan 
trọng ảnh hưởng đến hàm lượng các chất 
Acrylamide sinh ra trong quá trình chế biến. 
2. THỰC NGHIỆM 
2.1. Hóa chất và thiết bị 
+ Hóa chất và dung môi: Chất chuẩn 
Acrylamide và chất nội chuẩn13C3-Acrylamide 
(13C3-AA), các dung môi axit fomic, metanol, 
axetonitrin, và hóa chất magie sunfat, natri 
clorua, của hãng Merck với độ tinh khiết 
99.5%.  
+ Thiết bị: Máy sắc ký lỏng khối phổ hai lần 
(LC - MS/MS) dùng phân tích cho Acrylamide 
của hãng Thermo cho Acrylamide, cột sắc ký 
C18 (100 mm x 2.1 mm, 1.7 μm, Waters, 
Ireland). Cột sắc ký C18 (100 mm x 2.1 mm, 
1.7 μm,Waters, Ireland). 
2.2. Thu thập mẫu 
Các mẫu trà thành phẩm phổ biến trên thị 
trường Việt Nam được thu thập để phát triển 
phương pháp phân tích và đánh giá mức độ 
nhiễm Acrylamide trong mẫu trà thành phẩm. 
Các mẫu trà thành phẩm phổ biến là trà xanh 
(10 mẫu), trà đen (5 mẫu), trà ô long (7 mẫu).  
Búp chè xanh nguyên liệu dùng trong thí 
nghiệm nghiên cứu các yếu tố ảnh hưởng đến 
mức độ hình thành Acrylamide trong sản phẩm 
trà thành phẩm sử dụng mô hình bề mặt đáp 
ứng RSM được thu mua tại vườn chè ở Thái 
Nguyên. Rửa qua, để ráo nước và bắt đầu cho 
chè vào sao ở các giai đoạn nhiệt độ và thời 
gian khác nhau. Nhiệt độ được khảo sát  ở các 
mức 1000C, 1200C, 2000C và thời gian sao chè 
là :15 phút, 25 phút, 45 phút. Sao chè được 
thực hiện bằng nguồn nhiệt là bếp điện. 
2.3. Xử lý mẫu 
Phương pháp xử lý mẫu Acrylamide được phát 
triển dựa trên phương pháp của Liu và Chen 
[15]. Quy trình  xử lý mẫu sau khi đã được tối 
ưu như sau: Mẫu được trộn đều bằng máy 
vortex với tốc độ 1500 rpm ở 250C trong 20 
phút; thêm 10 mL axetonitrin, 4 g magie sunfat 
khan và 0.5 g muối NaCl vào ống li tâm. Mẫu 
được vortex trong 3 phút sau đó ly tâm với tốc 
độ 9000 rpm trong 10 phút. Lưu mẫu ở nhiệt 
độ 40C trong vòng 15 phút, dịch chiết được 
tách thành 3 lớp: lớp axetonitrin có chứa 
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Acrylamide nằm phía trên, nền mẫu nằm ở 
giữa, phía dưới là lớp muối và cặn rắn. Chuyển 
9 mL acetonitrin vào bình định mức 50 mL và 
dùng UPW định mức đến vạch. Sau khi định 
mức, dung dịch được làm sạch bằng cột chiết 
pha rắn Oasis MCX SPE cartridge. 50 mL 
dung dịch được tải qua cột SPE sau khi được 
hoạt hóa lần lượt bằng 2 mL MeOH và 2 mL 
UPW. Acrylamide được lưu giữ trên cột SPE, 
rửa giải bằng 3 mL MeOH và sau đó thổi khô 
bằng khí N2. Hòa tan bằng 1 mL UPW, lọc qua 
màng 0.22 μm để đem phân tích. 
2.4. Thiết kế thí nghiệm tối ưu hóa cho quá 
trình rang sao chè nguyên liệu 
Các yếu tố ảnh hưởng đến mức độ hình thành 
Acrylamide trong quá trình sao chè nguyên 
liệu chủ yếu là nhiệt độ và thời gian. Phương 
pháp mặt đáp ứng (RSM) là một trong những 
phương pháp dùng để đánh giá một cách tổng 
quát sự ảnh hưởng của các yếu tố độc lập đến 
một mục tiêu nào đó. Trong nghiên cứu này, 
thiết kế thí nghiệm có tâm CCD được sử dụng 
để đánh giá sự tác động 2 yếu tố đó là nhiệt độ 
(X1), thời gian (X2) đến việc tạo ra các hợp 
chất acrylamide (Y) trong quá trình sao lá chè 
xanh. Các biến X1, X2 được bố trí thí nghiệm ở 
ba mức -1, 0, 1 giá trị thực nghiệm tương ứng 
được chỉ ra ở bảng 1. Phần mềm MODDE 12.1 
được sử dụng để thiết kế ma trận thí nghiệm, 
tính toán các giá trị hồi quy và phân tích 
phương sai. Ma trận thực nghiệm được lặp lại 
2 lần, số thí nghiệm cần thực hiện là 22. Quy 
hoạch thí nghiệm và kết quả thực nghiệm được 
trình bày ở  bảng 3. 
Mối quan hệ giữa hàm mục tiêu Y và các biến 
(X1, X2) được thể hiện bằng phương trình (1): 

Y = β0 + βi∑xi + βii∑x2
i + βi j∑xix j (1) 

 Với β0 là hằng số; βi, βij và βii lần lượt là hệ 
số tuyến tính và tương tác bậc 2. 

Bảng 1: Biến độc lập và mức thí nghiệm 
Ký 

hiệu 
Biến 

Mức thí nghiệm 
-1 0 1 

X1 Nhiệt độ (0C) 120 160 200 
X2 Thời gian(phút) 10 25 40 

 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Kết quả tối ưu hóa các điều kiện sắc ký, 
khối phổ 
Để tìm được các điều kiện tối ưu cho việc phân 
tích Acrylamide cho các mẫu trà, chúng tôi đã 
tối ưu hóa các điều kiện sắc ký lỏng và điều 
kiện khối phổ MS/MS cho Acrylamide như 
sau:  
+ Điều kiện sắc ký lỏng: Nhiệt độ 300C, hệ 
dung môi pha động H2O/MeOH/FA = 
90/10/0.1. Tốc độ 0.3 mL/min, thể tích tiêm 
mẫu10 L. 
+ Điều kiện khối phổ: Chế độ ESI+ và PRM 
(chế độ theo dõi phản ứng song song) Chế độ 
PRM như sau: m/z 72  55 và 75  58 ở 10V 
cho AA và 13C3-AA được sử dụng để định 
lượng và m/z 72  44 ở 20V và 75  45 ở 
10V được sử dụng để xác nhận cường độ đỉnh. 
3.2. Thẩm định phương pháp phân tích 
Để kiểm tra số liệu thu được khi phân tích AA, 
một số yếu tố như giới hạn phát hiện - LOD, 
giới hạn định lượng - LOQ, độ lặp lại, hiệu 
suất thu hồi được xem xét. LOD và LOQ lần 
lượt là 2 và 6 µg/L, chứng tỏ phương pháp 
phân tích có độ nhạy tốt, phù hợp để định 
lượng AA trong mẫu. 
Độ lặp lại và độ tái lặp của qui trình xử lý mẫu 
được đánh giá thông qua 22 mẫu lặp được tiến 
hành trong 7 ngày liên tiếp với độ lặp lại trong 
7 ngày cho giá trị RSD = 3.3 - 10.2%, còn độ 
tái lặp (n=7) cho giá trị RSD = 4.1 - 11.4%. 

 
Hình 1: Sắc ký đồ của Acrylamide 

Độ thu hồi tính theo phương pháp thêm chuẩn 
(sử dụng chuẩn đồng vị 13C3-AA). Giá trị độ 
thu hồi trung bình trong  khoảng 90.3% - 
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102.1%. Khoảng tuyến tính được xác định 
trong khoảng 0.5 – 200 µg/L (với R2 = 
0.9992), phù hợp trong phân tích các mẫu thực 
phẩm theo tiêu chuẩn SANTE/11945/2015. 
3.3. Hàm lượng Acrylamide trong các mẫu 
trà  thành phẩm và chè nguyên liệu 
27 mẫu trà thành phẩm và lá chè nguyên liệu 
được thu thập, xử lý mẫu và tiến hành phân 
tích AA. Hàm lượng AA thu được được trình 
bày trong bảng 2, kết quả cho thấy hàm lượng 
AA trong lá chè nguyên liệu trong khoảng 15.7 
– 54.1 µg/kg. Đối với trà thành phẩm thì hàm 
lượng AA cao nhất được tìm thấy trong nhóm 
trà xanh (106.9 – 365.2 µg/kg), tiếp đến là 
nhóm trà ô long (73.2 – 134.2 µg/kg) và thấp 
nhất là trà đen (26.8 – 91.2 µg/kg). Kết quả 
hàm lượng AA trên cũng phù hợp với các 
nghiên cứu trên trà ở Nhật Bản (trà đen < trà 
Pu erh < chè xanh < trà xanh) [13] và trà ởTrung 
Quốc (trà trắng < trà vàng < trà đen < trà ô 
long < trà Pu erh < chè xanh) [14]. 
Bảng 2: Hàm lượng Acrylamide trong một số 

mẫu trà thành phẩm và chè nguyên liệu 

Loại trà Số mẫu 
AA 
(µg/kg) 

Trung 
bình 

(µg/kg) 

Búp chè xanh 5 

30.6 

36.2 
43.4 
37.2 
54.1 
15.7 

Trà xanh 10 

247.3 

208.4 

127.1 
196.5 
106.9 
214.8 
265.8 
365.2 
173.2 
183.2 
204.3 

Trà đen 5 
72.8 

61.5 51.3 
91.2 

Loại trà Số mẫu 
AA 
(µg/kg) 

Trung 
bình 

(µg/kg) 
65.3 
26.8 

Trà Ô long 7 

110.3 

101.9 

105.3 
87.6 
92.1 
110.3 
73.2 
134.2 

 
3.4. Mô hình hồi quy và phân tích thống kê 
trong quá trình rang sao lá chè xanh nguyên 
liệu 
Dựa vào kết quả bảng 3, sử dụng phương pháp 
bình phương nhỏ nhất để xác định các hệ số 
hồi quy, và đánh giá sự ảnh hưởng của các biến 
đến hàm mục tiêu. 

Bảng 3: Kết quả TN và dự đoán mô hình 

 
Bảng 4: Hệ số hồi quy cho hàm mục tiêu 

Acrylamide (Y) 
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Kết quả phân tích thống kê ở bảng 4 cho thấy 
các biến nhiệt độ (X1), thời gian (X2) rất có ý 
nghĩa về mặt thống kê (P < 0.05). Tuy nhiên, 
tính ý nghĩa của thời gian (X2), và X1

2 cao hơn 
hẳn điều này thể hiện ở giá trị P gần như bằng 
0. Sau khi đã loại bỏ các hệ số không có ý 
nghĩa, hàm mục tiêu Y thu được ở phương 
trình (2). 

Y = 207.53+6.70X1+16.63X2–29.35X1
2–

34.99X2
2–8.31X1X2 (2) 

3.5. Mặt đáp ứng và các yếu tố ảnh hưởng 
chính 
Mặt đáp ứng không gian 3 chiều thể hiện sự 
ảnh hưởng tổ hợp của hai yếu tố  nhiệt độ, thời 
gian đến hàm mục tiêu được thể hiện ở hình 2. 

 

 
Hình 2: Mặt đáp ứng 3 chiều của Acrylamide 
Kết quả bảng 4 và hình 2 cho ta thấy cả nhiệt 
độ và thời gian đều có ảnh hưởng đến hàm 
lượng Acrylamide trong quá trình sấy chè 
xanh. Cụ thể kết quả phân tích thống kê cho 
thấy, yếu tố nhiệt độ ảnh hưởng 43.7% và yếu 
tố thời gian ảnh hưởng 56.3% đến sự hình 
thành Acrylamide trong quá trình sao chè 
xanh. Khi tăng nhiệt độ, thời gian sấy, hàm 
lượng Acrylamide tăng, tuy nhiên nếu nhiệt độ 
vượt quá 1600C và thời gian sấy cao hơn 25 
phút thì hàm lượng của Acrylamide lại có xu 
hướng giảm. Nguyên nhân của quá trình này là 
do sự polyme hóa của Acrylamide khi thực 
hiện ở nhiệt độ cao và thời gian sấy lâu. Kết 
quả này phù hợp với các nghiên cứu xác định 
ảnh hưởng của nhiệt độ và thời gian sấy trên 
một số nền mẫu tương tự khác đã được công 
bố [16,17]. 
3.6. Phân tích phương sai ANOVA 
Việc đánh giá mô hình thu được có phù hợp 

với thực tế hay không là rất quan trọng. 
Phương pháp phân tích phương sai được sử 
dụng để đánh giá sự khác biệt giữa thực 
nghiệm và kết quả dự đoán. Kết quả phân tích 
phương sai của hàm mục tiêu Y được thể hiện 
ở bảng 5. 
Bảng 5: Kết quả phân tích phương sai mô hình 

Acrylamide

 
Kết quả phân tích ở bảng 5 chỉ ra rằng mô hình 
hồi quy thu được phù hợp với thực nghiệm. 
Điều này thể hiện ở hệ số xác định (R2) và hệ 
số xác định tương đối (R2 adj) của mô hình đều 
rất cao gần bằng 1, cụ thể là R2 = 0.911, R2 
adj=0.883. Tuy nhiên, việc đánh giá mô hình 
còn dựa vào giá trị P và chuẩn Fisher. Một điều 
đáng chú ý là giá trị P (tính không phù hợp) 
của mô hình lớn hơn 0.05, điều này chứng tỏ 
mô hình thu được rất phù hợp với thực tế. Bên 
cạnh đó giá trị F tính cũng cho kết quả tương 
tự (Ftính Acrylamide=2.52 < F (0.95, 2,13) = 3.81). 
4. KẾT LUẬN 
Phát triển phương pháp phân tích Acrylamide 
trong trà thương phẩm ở Việt Nam đã được 
thực hiện và cho độ chính xác và độ tin cậy 
cao. Giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng 
thấp (LOD và LOQ lần lượt là 2 và 6 μg/L), độ 
thu hồi cao (90,3-102,1%). Phương pháp quy 
hoạch thực nghiệm bậc 2 trực giao sử dụng 
trong nghiên cứu này, mô hình thu được chỉ ra 
sự ảnh hưởng của nhiệt độ, thời gian và sự 
tương tác giữa các yếu  với nhau của chúng 
đến khả năng tạo thành Acrylamide trong trà 
thành phẩm. 
Tuy nhiên việc Acrylamide có mặt trong các 
mẫu trà thành phẩm còn có thể do nhiều yếu tố 
như đất, nước, không khí. Do vậy nghiên cứu 
này có thể là tiền đề để chúng tôi tiếp tục 
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nghiên cứu sâu hơn về mức độ nhiễm 
acrylamide từ môi trường và quá trình chế biến 
vào các loại thực phẩm, đặc biệt là các thực 
phẩm có hoạt tính sinh học cao như trà. 
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