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Loi gii thiéu

Khi ap dung tiéu chuan nay, can tuan tha tat ca cac quy dinh an toan hién hanh.
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Ca phé va san pham ca phé - Xac dinh acrylamid - Phwong phap
sac ky 16ng hiéu ning cao-hai lan khéi phd (HPLC-MS/MS) va
séc ky khi-khéi pho (GC-MS) sau khi tao dan xuét

Coffee and coffee products — Determination of acrylamide —
Methods using HPLC-MS/MS and GC-MS after derivatization

CANH BAO - Khi 4p dung tidu chuén nay cé thé lién quan dén cac vat lidu, thiét bj va cac thao
tic gdy nguy hiém. Tiéu chuin nay khong diwa ra dwec hét tit ca cac vin @& an toan lién quan dén
viéc sir dyng chiing. Ngwéi sir dung tiéu chudn nay cin thiét Idp cac thao tic an toan thich hop
va dap trng cic yéu ciu quy djnh trwdc khi sir dung tiéu chuin nay.

1 Pham vi ap dyng

Tiéu chuén nay quy dinh cac phuong phép xac dinh acrylamid trong ca phé va san pham ca phé bing
cach chiét véi nwdrc, lam sach bing chiét pha rén sau d6 xac dinh bing séc ky 1dng hiéu ning cao-hai
14n khéi phd (HPLC-MS/MS) va séc ky khi-khéi phd (GC-MS).

Phuwong phap nay da duwoc x4c nhén gid trj st dung trén ca phé rang, ca phé hoa tan, chét thay thé ca
phé va céc san phdm ca phé ¢ ham lwgng acrylamid tir 53 pg/kg dén 612,1 pg/kg.

2 Tai ligu vién din

Céc tai liéu vién dén sau 14 rat cin thiét cho viéc ap dung tiéu chuln. D6i voi céc tai ligu vién dan ghi
nam cang bé thi 4p dyng phién ban duwoc néu. Béi véi cac tai liéu vién din khong ghi ndm cdng bé thi
ap dung phién ban méi nhét, bac gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu cd).

TCVN 4851 (ISO 3696), Nutc ding trong phong thi nghiém phan tich — Yéu cau ky thuat va phuong
phép the

3 Thuat ngir va dinh nghia

Tiéu chuan nay khong dwa ra cac thuat ngl va dinh nghia.
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4 Nguyén tic

M3u ca phé dwoc chiét bang nwdc hodc ddi voi sian pham hoa tan, miu dwoc hoa tan trong
nwdc. Lam sach bang chiét pha ran dé loai bd cac hop chat nén gay nhiéu. Co thé st dung mét trong
hai phuwong phap dé xac dinh: phwong phap HPLC-MS/MS hoic sau khi brom héa acrylamid, phurong
phap GC-MS. Ca hai phwrong phap nay déu dung céc dung dich ndi chuan dwoc gén ddng vj.

5 Thubc thiy

CANH BAO - Do cac nguy co vé sirc khoe khi lam viéc véi acrylamid, phai thwe hién cac bién
phéap phong ngira va bao vé thich hop, vi du str dung ti hit, chi dung pipet dé ldy dung djch cé
chira acrylamid va tranh tiép xiic véi da, mét hoic hit phai hoi ¢ chira acrylamid.

Phai s& dung thuéc thi¥ "loai diing dé phan tich dw lugng" hodc "loai thudc thlr phan tich®, néu san
6. Ml tap chét trong thude thir cé trong mau tring phai nhé khdng dang ké. Mau trang phai duoc
kiém tra thirdng xuyén.

5.1 Nwée, pht hop véi loai 1 trong TCVN 4851 (ISO 3696), khuyén cao loai dung cho MS.
5.2 Khi co6 d9 tinh khiét cao, phit hop voi GC va khéi phd theo huéng dan clia nha san xuét.
5.3 Dung méi, vi du metanol, etyl axetat, axetonitril, n-hexan, khuyén céo loai ding cho MS
5.4 Acrylamid (C3H;NO), @4 tinh khiét > 98 %, loai chat chuan.

5.4.1 Dung dich géc acrylamid, ndng do khéi lteng p = 1 000 ug/ml

Can (0,10 % 0,001) g acrylamid cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml va lac trong 30 ml nwéc dé
hoa tan acrylamid. Thém nwéc dén vach va trén déu. Dung dich gbc bén it nhat 3 thang khi dwoc bao
quan tranh anh sang & nhiét d tdi da 6 °C.

Ngoai ra, c¢6 thé si dung dung dich ban sdn trén thi trwong c6 ndng do khéi lwgng
p=1000 pg/ml. Phai tuan thl thong tin clia nha san xuét vé tinh 6n dinh cla dung dich.

5.4.2 Dung djch hiéu chuan acrylamid, p = 10 ug/m!

Dung pipet chuyén (1,0 + 0,001) mi dung dich géc acrylamid (5.4.1) vao binh dinh mdrc mét vach 100 ml
va thém nwdc dén vach. Dung dich nay phai dugc bdo quan tranh anh sang & nhiét do t6i da 6 °C va
phai dwoc chuan bi méi trong ngay lam viéc. Tly thude vao dai 1am viéc, c6 thé cAn nhidu bwéc pha
loang hon.

5.5 Dung dich néi chuin D3-acrylamid (acrylamid-2,3,3-d3), CsH.DsNO, dd tinh khiét > 98 %, loai
chét chuén.
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5.51 Dung dich gbc D3-acrylamid (dung dich ndi chuén)

Can (0,10 £ 0,001) g D3-acrylamid cho vao binh dinh mirc mét vach 100 ml va lac trong 30 ml nwédc Gé
héa tan D3-acrylamid. Thém nudc dén vach va tron déu. Dung dich gdc bén it nhét 3 thang khi duoc
bdo quan tranh anh sang & nhiét dd tdi da 6 °C.

Ngoai ra, c6 thé s dung dung dich ban s3n trén thi treong cé6 ndng dd khéi lwong
p= 1000 pg/ml. Phai tuan thli yéu cau clia nha san xuat vé tinh n dinh clia dung dich.

5.5.2 Dung dich ngi chudn D3-acrylamide

Diing pipet chuyén (1,0 £ 0,001) mi dung dich géc D3-acrylamid (5.5.1) vao binh dinh mir¢c mét vach
100 ml va thém nwéc dén vach, Dung dich nay phdi dwgc bdo quan tranh anh sang & nhiét do téi da
6 °C va phai duoc chuin bj méi trong ngay lam viéc. Tly thudc vao dai lam viéc, cé thé can nhiéu
bwéc pha loang hon.

CHU THICH 1: B6i véi HPLC-MS/MS, c6 thé chuan bj cac dung dich theo 5.4.1 dén 5.5.2, sl dung chét rira gidi
HPLC 1am dung mai. Tinh &n dinh clia cac dung dich ndy phy thugc vao pha dgng dugc sl dung va phai dwec
xac nhan gia trj str dung.

Khi s dung GC-MS, tat c3 cac dung dich chuin theo 5.4.2 va 5.5.2 phai qua bwdc tao din xuét
theo 8.5.1.

CHU THICH 2: Thay Vi st dung D3-acrylamid, ciing c6 thé sir dyng acrylamid **Cs d& chuan bi dung dich noi
chuan. Tuy nhién, cach tién hanh va tinh két qua chi dé cap dén D3- acrylamid.

5.6 Nwé&c cit véi brom bio hoa

Béo hoa nwérc cét véi brom trong binh dinh mirc mét vach 100 ml (c6 nép thiy tinh) cho dén khi hinh
thanh pha brom & day binh (khodng 3,5 % brom & 4 °C). Axit héa nuéc brom dén pH=1, str dung axit
hydrobromic d&c (HBr, c6 khdi lwgng riéng 1,48 g/cmd).

Néu dugc bdo quan & nhiét dd 4 °C va tranh 4nh sang, dung dich nay cé thé bén trong khodng 4 tudn.
5.7 Kali bromua, KBr.

5.8 Natri thiosulfat (ngdm nam phan tlr nwérc), Na;S;0s.5H:20.

5.9 Trietylamin, (CzHs)sN.

510 Natri sulfat (Na;S0O.), khan, dang hat.

5.11 Dung dich carrez |

Hoa tan 10,6 g kali hexacyanoferrat ngam ba phan t& nuéc (ll) Ks[Fe(CN)s].3H:O trong 100 ml
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nwée. Néu dugc bdo quan & 4 °C va tranh anh sang, dung dich nay bén trong 6 thang.
5.12 Dung dich Carrez I

Héa tan 21,9 g kém axetat ngam hai phan ti nuéc Zn(CHsCOO),.2H;0 trong 100 ml nwrée. Néu duwoc
bdo quan & 4 °C va tranh anh sang, dung dich nay bén trong 6 thang.

5.13 Dung dich dém Borat, pH 8,6

Tron déu 68 ml dung dich natri borat 0,1 mol (20,12 g Na:B4O7 trong mét lit nwéc) va 32 ml axit
clohydric 0,1 mol, ¢(HCI) = 0,1 mol, trong binh dinh mirc mét vach 100 ml.

6 Thiét bi, dung cu

S dung céc thiét b, dung cy théng thwéng clia phong thlr nghiém va céc thiét bi, dung cy theo 6.1
dén 6.14.

Thiét bj, dung cu va cac bd phan clia thiét bi, dung cu tiép xic véi mau va dich chiét khong duwec chira
tap chat Tt nhat stv dung thiét bji hodc dung cu thly tinh bing thép khong gi hodc PTFE
(polytetrafluoroethylen).

6.1 Can phan tich, c6 thé can chinh xac dén 0,1 mg.
6.2 May xay ca phé, thich hop & xay hat ca phé rang.

6.3 Dung cu thiy tinh, dé thu nhan va bao quan céc dich chiét, tét nhat bang thiy tinh mau hd
phach, nhw vial dyng mau dé s dung thi cong hodc tw dong, duoc trang b nap kin, tro' v& mat hoa
hoc (vi dy: lo ¢6 septum phl PTFE).

6.4 Bé siéu am, cd kha ning duy tri & 40 °C.

6.5 May ly tam phong thir nghiém, thich hop cho cac 6ng ly tam 15 ml, 50 ml va c6 gia toc tdi thiéu
2000 g.

6.6 Ong ly tam, 15 ml va 50 ml.
6.7 Binh dinh mlrc mot vach, 20 ml va 100 ml.

6.8 Pipet thiy tinh hodc pipet tw ddng, thich hop cho pham vi do thé tich clia dung dich chuan va
dich chiét mau.

6.9 Cot thay tinh hodc cot polypropylen, co chét hap phu dé chiét pha rin (SPE) va 1am sach cac
dich chiét trong 8.3.2 va 8.5.1 (cac vi dy dwoc néu trong Bang B.1).
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6.10 May sic ky Iong hiéu ning cao (dung cho quy trinh thir nghiém theo 8.4) dwoc trang bj ion héa
phun dién t&r (ESI) va detector khéi phd (HPLC-MS/MS); ngudn cap khi theo quy dinh cla nha san xuét.

6.11 Cot HPLC (dung cho quy trinh thtr nghiém theo 8.4) thich hop chay sac ky acrylamid (vi duy
dugc néu trong Bang C.1).

6.12 May sic ky khi (ding cho quy trinh thir nghiém theo 8.5) duwoc trang bi detector khéi phd (GC-
MS) va ngudn cép khi (5.2) theo quy dinh clia nha san xuat.

6.13 Cot GC, (dung cho quy trinh thr nghiém theo 8.5), cot mao quan, thich hop cho sic ky
acrylamid (cac vi du duac néu trong Bang C.2).

6.14 Bo loc mang, bd loc xyranh (vi du bd loc cellulose axetat c¢& 18 0,45 um) thich hop dé loc dich
riva gidi mau thu dwgc sau chiét pha rén va trwde khi bom vao séc ky.

7 Lay miu

Viéc Iy mau khong phai 13 mét phan clia phrong phap quy dinh trong tiéu chuan nay. Quy trinh lay
mau phai theo thod thuén clia cac bén lién quan. Phéi str dung mau dai dién, dugc trén déu k¥, khdng
bi hir hdng hoac bj tap nhiém trong qua trinh van chuyén hodc bao quan.

Dé tranh cac thay ddi v& mirc acrylamid, cin phan tich ngay sau khi nhan dwoc mAu. Cac mau phai
duoc bdo quan & didu kién lanh dwéi 6 °C téi da 6 thang, tranh anh sang va dwa vé nhiét do phong khi
phan tich.

Ngay nhan mau, cling nhw ngay rang miu hoéc han sl dyng tét nhéat phai diroc ghi lai cling véi ngay
phan tich.

8 Cach tién hanh
8.1 Yéu cau chung

P& tranh hao hyt chat phan tich, mau cin dwoc bao vé tranh anh sang trong qua trinh chiét va chuén bj
tiép theo. Vi Iy do nay, ludn phai s& dung dung cuy thly tinh mau hd phach. Cach khac, ding 14 nhém
boc binh dwng mau dé tranh 4nh sang.

8.2 Chudn bj dich chiét mau
Nghi&n mau trong may xay ca phé (6.2) va dong hoa ky, néu can.

Dung can phan tich (6.1) can 2 g, chinh xac dén 1 mg, mau ca phé rang, ca phé hoa tan hoac chét thay
thé ca phé hodc 5 g dd udng ca phé dang Idng da ddng nhat va chuyén vao éng ly tam 50 ml (6.6).
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Thém 2 ml n-hexan vao mau the va lic nhanh. Sau d6, bé sung dung dich ndi chuan D3-acrylamid vao
mé&u thr cé ndng dd twong (ng v&i mire acrylamid di kién co trong mau.

VI DU Can 2 g ca phé va thém 100 pi dung dich ndi chuén (o = 10 pg/mi), twong duong véi phan khéi leong
acrylamid 500 pg/kg trong mau ca phé.

Thém 20 mi nwéc cét, 1ic nhanh, manh réi siéu am (6.4) 15 min & khodng 40 °C.

D& yén vai phut nhim tao két tia va trong trvdng hop mau khong I18ng cén thi ly tam (6.5) 15 min &
2000 g dé tach chét ran lo Itrng. Trwdce khi thuc hién sic ky 16ng (8.4) hodc tao dan xuét va tach bing
sac ky khi (8.5) Jay 10 ml tlr pha nudc phia dwdi, dé lam sach tiép theo trong 8.3. Dung pipet lay pha
nwéc phia dwdi qua pha hexan phia trén ma khong Iy pha hexan. Ciing cé thé loai pha hexan bang
pipet Pasteur, néu can.

8.3 Lam sach chét chiét
8.3.1 Tao két tiia Carrez

Lam sach chét chiét mau da dwoc chudn bj theo 8.2 bang cach tao két tla Carrez. Thém 1 000 pl dung
dich Carrez | (5.11) va l3c. Thém 1000 i dung dich Carrez i (5.12) va l4c lai. Sau thoi gian tiép xic
ngin, ly tam 4 min & 2 000 g. Gan dich ndi phia trén, rtra phin cin bang 2 ml @n 3 ml nwéc, ly tam va
gan lai. Két hop c3 hai dung dich pha nuéc.

8.3.2 Chiétpharin

Lam sach dich chiét mau sau khi tao két ta Carrez (8.3.1) bing chiét pha rin (SPE), st dung hai cét
tudn tw co vat liéu hap phu (vi du dwgc néu trong Bang B.1). Cot thir nhét chira 500 mg vat liéu C18,
cot thir hai chira 500 mg chét trao ddi ion. Cac cot cé thé duoc si dung néi tiép. Co thé siv dung cot
ghép, néu thich hop.

On dinh ¢4 hai cot SPE theo hwéng dan clia nha san xuét bing metanol va nwéc cét. Cho toan bd dich
chiét mAu (8.3.1) Ién dinh cot SPE phia trén (th& nhét), d& cho tham va thém t& 2 ml dén 3 ml
nwéce. Thu Iy dich rira gidi cho dén khi cot khd. Cho dich rira gidi lén dinh cot thir hai hodc & phia thap
hon cét, thém tir 2 ml dén 3 ml nwére va thu lay dich rira gidi. Co thé thu dwge dich rira gidi hoan toan
béng cach st dung chan khdng hodc 4p Iwc nhe. Thu l4y dich rira gidi bao gdm ca nwéc riva vao binh
dinh mirc mét vach dung tich 20 mi va thém nwéc dén 20 ml.

8.4 Do bang HPLC-MS/MS
8.4.1 Sic ky 16ng hiéu ning cao (HPLC)

Trwée khi phan tich bing HPLC-MS/MS, cho dung méi hitu co vao dich chiét da 1am sach (8.3.2) dé
tao thanh phén rira gidi mong mudn va loc qua mang loc (6.14) trwde khi bom mét luwong thich hop (vi
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du tir 10 pl dén 100 pl thy thudce vao cdt dwge st dung) vao cdt HPLC.

Téi wu héa cac théng sé thiét bj ctia hé théng HPLC theo hwdng dan clia nha san xuat. Cac diéu kién
séc ky phai duoc dieu chinh cho phi hep véi cét duoe chon (cac vi du dugce néu trong Bang C.1).

Cac giai doan lam sach theo 8.3.1 va 8.3.2 |a c¢in thiét @& tach séc ky cla céc pic chét phan tich ra khoi
cac pic gay nhiéu. Vi du vé sic ky @ dwoc néu trong Hinh C.1va C.2.

8.4.2 Nhan biét va dinh lwong bing sic ky Iong hiéu ning cao véi do khéi phd (HPLC-MS/MS)
Phat hién acrylamid bang MS/MS & ché dd ion héa dwong (ion hoa phun dién tl, ESI).

Bé nhan biét, st dung chuyén khéi m/z = 72 — 55. Acrylamid duoc coi la ¢6 mét néu xuét hién tin hiéu
khéi Iong clia ion con (m/z 55) xuét hién trong sic ky d& MS/MS va sai léch thai gian lvu so véi thoi
gian Ity ctia chét chuan, dwoc phan tich trong cling digu kién HPLC, nhé hon 5 %.

Sy chuyén khéi ion dwong cd thé xay ra ddi véi acrylamid va D3-acrylamid duoc néu trong Bang 1.

Binh lwgng chét phan tich bing cach so sanh cwdng do tin hiéu cac ion me-con clia acrylamid véi
dung dich ndi chuan dugc gén ddng vi bing cach sl dyng céc chuyén khéi 72 — 55 (acrylamid) va
75 — 58 (D3-acrylamid).

C6 thé s dung cac chuyén khéi thir ba 72 — 54 dé khang dinh thém vé két qua. Viéc danh gia cac
chuyén khéi nay khong phai 1a mét phan clia nghién ctru lién phong thir nghiém (Phu luc A).

Bang 1 - Sw chuyén khéi dwoc sir dung d& nhan biét va dinh lwgng acrylamid

Chét chudn Céc chuyén khéi dwgre chon dé nhan biét va dinh lwgng acrylamid,
sir dung MSIMS
m/z

Acrylamid 72 — 55 Nhan biét va dinh lugng

72 — 44 Nhan biét (tham khao, dinh tinh)

D3-acrylamid 75 — 58 Nhan biét va dinh lueng

75 — 44 Nhan biét (tham khdo, dinh tinh)

8.5 Do bing GC-MS
8.5.1 Tao din xuit va chuin bj miu cho sic ky khi

Cho 3,5 g kali bromua (5.7) vao dung dich mau (8.3.2). Thém 2,5 ml nwéc brom bao héa (5.6) va dé
phan (g 2 h noi téi & nhiét @6 phong. Thém vai giot dung dich natri thiosuifat (5.8) d& khtr brom
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duw. Khi dung dung dich 1 mol thi nhé vai giot Ia g & khtr mau nau ctia brom. Nén tranh diing qua lidu
natri thiosulfat.

Cho hét chét chiét vao cot nhira polyme (ham luwgng 500 mg) ¢ dic tinh trao ddi cation manh va
phan cuc (vi dy, xem Bang B.2), da dwgc on dinh tredc theo hwdng din clia nha san xuét. Trong
qua trinh ndy va trong cac buwéc rira tiép theo, can dam bao cdt khdng bj chdy dén kho. Sau do, riva
c6t bang 3 mi nwéce, 1 ml dung dich dém borat cé pH 8,6 (5.13) va rtra thém mét 14n nira bang 0,5 ml
nwéc. Sau dé hut kho cot tiép theo rira gidi chat phan tich bing 2 ml etyl axetat véi thai gian tiép xtc
trén cot tr 1 min dén 2 min.

CHU THICH 1: C6 thé rira gidi bang nhiéu lwgng etyl axetat hon d& ci thién do thu hdi. Tuy nhién, Gidu nay c6
thé |am tang anh hwéng clia chét gay nhidu.

Lam kho dich chiét bang cach bd sung lwgng natri sulfat (5.10) it nhét c6 thé d& dam bao rang dich
chiét khdng chira nwéc va sau d6 thém 50 pl trjetylamin (5.9). Dung dich ndy c6 thé dwoc st dung true
tiép dé phan tich GC.

CHU THICH 2: D& kiém tra mirc d hoan toan clia phan ng chuyén hoa, cd thé bd sung metacrylamid (vi du

100 pl dung dich pha nudc 0,5 pg/ml) vao dung dich mau trwdc bude brom héa. Béi vai dan xuét metacrylamid,
néu dd thu hdi dap (rng, thi xem nhur acrylamid da dugc brom héa hoan toan.

CHU THICH 3: Bang cach bd sung trietylamin, dibromopropionamid khong bén duoc chuyén thanh
monobromopropenamid bén, dwgc phat hién bing GC-MS. Néu khdng co sy chuyén ddi nay, viec khir HBr
khdng kiém soat dwogc co thé xdy ra trong qua trinh phan tich tiép theo (vi dy tai cac vj tri hoat ddng trong bom),
cho két qua khdng t4i 1ap.

8.5.2 Sic ky khi

Pha loding dich chiét da tinh sach (8.5.1) bang etyl axetat (5.3) theo ndng d chét phan tich du kién va
loc qua mang loc (6.14) trwéc khi phan tich GC/MS, néu can.

May sic ky khi (6.12) phai dwoc cai dit theo hwéng dan clia nha sdn xuét va cac thong sé cua thiét bj
phai duoc tdi wu hoa. Viéc cai dat sac ky phai dwoc didu chinh cho phit hop voi cot da chon. Céc vi dy
dwoc néu trong Bang C.2 va C.5 va vi du vé séc ky dd dwoc néu trong Hinh C.3, C.4 va C.5.

8.5.3 Nhan biét va dinh lwgng bang khéi phd

Céc chat phan tich dwgc chuyén vé cac ion dwong (ion phan ti) va cac ion phan manh dic trung bang
qua trinh ion héa dién t& (El). S¥ dung céc ion ndy dé nhan biét va dinh luong.

Binh lweng bang cach so sanh dién tich pic clia cac ion thu dworc tir bromopropenamid véi dién tich ti
dung dich ndi chudn dwoc gén dong vi (xem Bang 2).
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Bang 2 — Cac ion quan sat dwoc

Hop chit ban diu Céc ion quan sat dwgc
m/iz

149:[CaH4"*BrON]* Nhan biét va dinh ivgng
Bromopropenamid

106:{C2Hs™Br] * Nhan biét

153:[Ca? H2'Hz'BrON]* Nhan biét va dinh lrgng
Bromopropenamid-D2

110:{C2 2H2'H.*'Br}* Nhan biét

CHU THICH: Do sy phan b ddng vj ti nhién ctia brom, sy xuét hién clia c4c ion 6 m/z 151 va m/z 108 khdng
dung dé danh gia

9 Hiéu chuidn
9.1 Yéu cdu chung

Trwéc khi ap dung phuong phéap GC, tat ca cac dung dich hiéu chuan phai tuan theo quy trinh tao dén
xuét theo 8.5.1.

Dé hiéu chudn chinh xac quy trinh thir nghiém theo 8.4, cn xac dinh thdi gian lwu cda acrylamid
(LC-MS/MS) hodc ddi voéi quy trinh theo 8.5 thi xac dinh thdi gian lwu clia bromopropenamid
(GC-MS). Nhan biét thoi gian lwu bing cach st dung dung dich pha nwdc ctia chét chudn & cac diéu
kién sic ky quy dinh.

9.2 Xac dinh do tuyén tinh va xac dinh dai lam viéc

Xdc dinh d6 tuyén tinh va dai lam viéc bing cach phan tich cac dung dich acrylamid (5.4.2) & cac mirc
nbng d6 khac nhau duoc bd sung D3-acrylamid & cung mirc nhw da cho trong 8.2, vi du:
0,5 pg/ml. Nhirng di liéu ndy dugc ap dung nham thiét 1ap ham hiéu chudn dé tinh dai tuyén tinh déi
v&i acrylamid (dai lam viéc).

9.3 Hiéu chuén bing dung dich ndi chuin

Thém mét legng xac dinh dung dich néi chuan (5.5.2) vao mét vai phan mau thir clia miu ca phé dugc
chon & cac mirc ndng d6 khac nhau bao trum dai lam viéc. Sau dé tién hanh quy trinh phan tich (8.2). St
dung di liéu dwoc xac dinh dé tinh ham hiéu chudn phy thudc nén mau cé dung dich ndi chuan. Thyc
hién phép xac dinh riéng ré ddi véi tirng loai nén mau (chét chiét ca phé, chat thay thé ca phé).

CHU THICH: Phép xac dinh ham Iugng chét phan tich trong cac mAu thir theeng dua trén cac dic tinh cla nén
mau va mau cu thé bang cach st dung dung dich ndi chuén dugc bd sung vao méi méu trwée khi phan tich (xem
8.2va10.2).
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9.4 Xac dinh do thu héi cu thé trong phong thi nghiém

Thém mét luong xac dinh dung dich hiéu chuan acrylamid (5.4.2) vao mét vai phin mau thir cia mau
ca phé & cac mlrc ndng 4 khac nhau. Sau dé thire hién qua trinh phan tich (8.2). Xac dinh ty I& thu hdi
trung binh clia phong thl nghiém bing cach st dung céc gia tri thu duoc. D thu hdi ¢ thé dugc xac
dinh bang cach phan tich mau chudn ¢é ham lwong acrylamid d dwoc chieng nhan hodc da biét, néu
san c6. Nén s dung vat liéu nhw vay lam mau thu héi trong phép phan tich théng dung.

10 Danh gia

10.1 Tiéu chi nhan biét

Xem Bang 1 va Bang 2.

10.2 Tinh toan va két qua cudi cing

St dyng cac bd mau hiéu chuan da dugc chuén bj theo 9.2 dé dirng dd thi ty Ié pic acrylamid véi pic
dung dich ndi chufn theo ty 1& ndng d6 acrylamid ctia dung dich ndi chuan va thyc hién phép hdi quy
tuyén tinh.

Tinh ty 1é pic acrylamid véi pic ctia dung dich néi chuan dbi véi pic acrylamid ctia mau. Ty 1& ndng dd
acrylamid clia dung dich ndi chun trong mau thir cé thé dugc tinh bang phwong trinh tuyén tinh tdng
quat. Tinh phan khéi lwgng cta acrylamid, w, trong mAu, biéu thi bing microgam trén kilogam (pa/kg),
st dung Cong thirc (1). Két qua duoc ty dong hiéu chinh theo ty 18 thu hdi.

vi-b), v

WENS 00D

(1

Trong 4o
w 12 phan khdi lwong acrylamid clia mau tinh bang microgam trén kilogam (pg/ka);

K 1a néng dd khéi lwgong dich clia dung dich ndi chudn trong mau thi, tinh bang microgam
trén mililit (pg/ml);

yi  ladién tich pic cta acrylamid chia cho dién tich pic clia dung dich ni chun trong mau thi¥;
a  ladd déc gradient dwdng hdi quy cla ty 1 dién tich pic v&i ty 1é ndng do;

b lagiao diém dwing hdi quy cta ty 1é dién tich pic vdi ty 1& ndng do;

V14 thé tich cudi cling cla viéc chudn bj mau, tinh bang mililit (ml);

m  1a khdi lwgng mau, tinh bang gam (g).
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Ngoai ra, cé thé st dung phwong phap tinh don gidn hon. Véi phurong phap nay, gia dinh rang do dap
rng clia pic D3-acrylamid ciia mau twong (ng véi ndng d6 dung dich ndi chuan 1a 500 mg/kg (xem vi
du trong 8.2). Ndng dd twong (rng clia acrylamid cd thé tinh duwoc tir do dap (ng pic acrylamid s3n cé
bing cach st dung quy tic ba va két qua co thé nhan véi hé sb 0,974 (khéi lwong phan t cla
acrylamid/khéi lwgng phan & clia D3-acrylamid). Khi 4p dung phwong phap ndy, khuyén cao ring,
trong mé&i day phan tich ¢ it nht mot mau da biét ham lwong acrylamid d& dam bao chirc nang co
ban cla thiét bj do.

11 D6 chum
11.1 Yéu ciu chung

Chi tiét vé phép thir lién phong thir nghiém vé do chum ctia phuwong phap dwoc tom tit trong Bang 3 va
Bang A.1 Céc gia tri thu dworc tir phép thi lién phdng thir nghiém c6 thé khéng ap dung duoc cho cac
dai ndng dd chat phan tich va/hodc chat nén khéc véi cac gia tri néu trong Bang 3 va Bang A.1.

11.2 D I3p lai

Chénh léch tuyét déi giva hai két qua thir nghiém don 1& thu dwoc trén vt liéu thir gidng hét nhau do
mét nguwdi thire hién st dung cling mét thiét bj trong khodng th&i gian ngan nhét khéng duoc qua 5 %
cac trwdng hop 1én hon gidi han lap lai r.

11.3 D3 tai lap

Chénh léch tuyét déi giva hai két qua th(r nghiém don 18 thu dwoc trén vt fiéu thir gidng hét nhau do
. hai phong th& nghiém thwe hién khéng dwgc qua 5% cac treong hep I16n hon gidi han tai lap R.

Bang 3 - Dir liéu v& do chum dé xac dinh acrylamid trong ca phé

X r R
Miu
Hg/kg Hg/kg Hg/kg
Mau A (chét chiét ca phé) 612,1 51,86 328,44
Mau B (chét chiét thay thé ca phé) 204,1 34,80 141,26
M&u C (ca phé rang) 53,74 12,13 38.576
Mau D (ca phé rang) 2171 26,49 109,20

11.4 Do thu hdi

Péi véi phuong phdp HPLC, d6 thu hdi phai ndm trong khodng tlr 80 % dén 120 %. Béi véi phuong
phéap GC, dd thu héi phai ndm trong khoang tir 70 % dén 120 %.
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12 Do khong dam bao do

Do khong d3m bao do cu thé ciia phdng thir nghiém phai dwoc xac dinh riéng cho tirng nén mau.

13 Bao cao thir nghiém

Bao c4o thlr nghiém phai bao gém cac di liéu theo TCVN ISO/IEC 17025 va bao gom it nhét cac
théng tin sau day:

a) moi thong tin cn thiét d& nhan biét d4y da vé mau (loai mau, ngudn gdc va tén goi clia mau);
b) vién dan tiéu chudn nay:

¢) ngay va kidu quy trinh &y mau (néu biét);

d) ngay nhan mau;

e) ngay thkr nghiém;

f) kétqua va don vj biéu thj két qua;

h) cac thao tac khdng quy dinh trong tiéu chudn nay hodc cac tily chon khéc cd thé anh hwdng dén
két qua thtr nghiém.
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Phuluc A

(Tham khdo)

Dac tinh hiéu nang

Mot nghién ctru lién phong thir nghiém do Ban cang tac NA 057-05-09 Kaffee thugc ban tiéu chuan san
pham noéng nghiép va thirc phdm clia DIN thye hién voi s tham gia clia cac phong thir nghiém khac
nhau. Nghién clru ndy dugc thuc hién theo cac hudng dan dugc méd ta trong tiéu chudn nay trong thoi
gian phan tich khéng qua 10 ngay. B chum clia phuong phap phi hgp véi cac yéu cau cla
TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Cac két qua duoc néu trong Bang A.1.

Bang A.1 - Két qua nghién ctru lién phong thir nghiém
(cho ca hai phwong phap: HPLC va GC)?

Théng s6 Mau A Miu B MiuC | MiuD
N&m tién hanh phép thir lién phong thiz nghiém 2009 2009 2009 2009
S6 lwgng phang thir nghiém tham gia 13 13 13 13
S6 Iwong phang thir nghiém duwoc gi lai sau khi trir ngoai [& 10 1" 11 11
Sé lwong két qua dwoc chap nhan 9 o N o8
S6 lrong phong thir nghiém ngoai lé L 4 . 4
Gi4 trj trung binh, X (mg/kg) 612,1 204,1 5374 2171
D9 léch chudn I3p lai, s (pg/kg) 18,52 12,43 4,333 9,46
D6 léch chuln twong d6i lap lai RSDr (%) 3.0 6.1 8,1 44
Giéi han 1ap lai r (2,8.57) (Lg/kg) 51,86 34,80 12132 | 26,49
Do léch chun tai 1ap, Sk (pg/kg) 117,30 50,45 13,777 39,00
D¢ léch chuan twong ddi tai lap RSDRr (%) 19,2 24,7 256 18,0
Gidi han tai 13p, R (2,8.57) (1g/kg) 328,44 14126 | 38576 | 109,20
D4 tai 13p theo gia tri Horwitz R 294,79 116,01 | 37,317 | 122,18
Gia trj Horrat R/RHorr 1,12 1,22 1,03 0,90

2 Mot danh gia théng keé rieng biét vé két qua HPLC-MS/MS va cac két qua GC-MS cho thay khang c6 sy khac
biét dang k& gitra cac dai gia tri do dugc.
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Phuluc B
(Tham khao)

Vi du vé cac vat liéu hip phu

Bang B.1 - Vi du vé chit hip phu phil hop dé 1am sach bang SPE (HPLC va GC; xem 8.3)

San phim (hodc nha sin xuét) * Chit hap phu (mé ta) Chirc ning
Chromabond ABC18 Octadecyl silica ¢ chirc nang trao ddi ion Cat ghép
500 mg {Combined cartridge)
Isolute® Multimed Ché do hén hop chira cac nhém chirc khdng Cét ghép
500 mg phan c:uc (.013}, trao ddi cation manh (-SO3-) va (Combined cartridge)
trao @i anion manh (-NR3 *)

Bond Elut Chét hap phy silica ky nuéc C18 c18

500 mg
Strata C18E Chét hép phu silica ky nwéc C18, du khoa dudi c18
500 mg
Strata™ -X-C 33u Chét trao ddi cation polyme bién tinh béng axit | Trao déi ion manh
500 mg benzen sulfonic diing cho SPE
Cromabond HR-XC Chét trao ddi cation polyme bién tinh béng axit | Trao ddi ion manh
500 mg benzen sulfonic dung cho SPE

aC4c vat lidu dwgc néu tén 13 vi dy vé cac san pham thich hep ¢6 ban sdn. Thang tin nay tao thuén tién cho ngwoi st dyng
va khéng 4n dinh phai st dyng san pham nay.

Bang B.2 — Vi du vé chit hip phu thich hgp dé 1am sach bing SPE

ctia djch chiét GC (xem 8.5.1)

Sén phdm (hoic nha sin xuét) *

Chét hip phu (mé ta)

Chirc néng

Strata™ -X-C 33u Chét trao ddi cation polyme bién Trao ddi ion manh
tinh bang axit benzen sulfonic dung

500 mg cho SPE

Cromabond HR-XC Chét trao ddi cation polyme bién Trao ddi ion manh
tinh bang axit benzen sulfonic ding

500 mg cho SPE

® C4c vit lidu dugce néu tén 1a vi dy vé cac san phim thich hop c6 ban sén. Thang tin ndy tao thuin tién cho ngudi siv dung
va khang 4n dinh phai sir dung san pham nay.
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Phuluc C
(Tham khao)

Vi du vé c6t va cac diéu kién phan tich

C.1 Catsic ky phu hop thong thwong

Cot sac ky voi cac didu kién phan tich twrong (ing dwec néu trong Bang C.1 va C.2. C4c kich thwdc cot
khac nhau cé thé dwoc st dung sau khi chinh téc @8 dong.

Bang C.1 ~ Diéu kién phan tich cho cac ¢jt HPLC dwoc chon

Cot HPLC® Chiéu dai | Pwong kinh Cai gt séc ky
trong
i Chét riva giai Téc a9 dong
mm
mi/min
Synergi™Hydro-RPA 250 46 axit axetic, loang, pH 2,6 1,0
Phenomenex Luna C18, 150 3 nudc : metanol 9:1 (phén thé 0,4
3um tich), véi axit formic 0,1 %
LiChrospher® 100 CN, 5 pm 250 4 axetonitril:axit axetic 1 % 0,7
1:1 (phn thé tich)
Phenomenex Luna 250 46 08
Phenyl-Hexyl metanol:axit formic 1 %
Shodex RSpak DE-413, 4 ym 150 486 A: Nwdre, axit formic 0,01 %, 0,6
B: metanol
Gradient: 0 min, 90 % A;

5 min, 60 % A,

6 min, 10 % A,

12 min 10 % A,

16 min 90 % A
Hypercarb®, 3 ym 100 21 nwéc: axit formic 1 % 0,15
a C4c vat lidu duge néu tén 12 vi dy vé cac san pham thich hgp ¢6 ban sin. Théng tin ndy tao thudn tién cho ngudi st dung
va khéng &n dinh phai sir dung san pham nay.
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Bang C.2 — Cét mao quan GC

Cot GC* Vit liéu Chiéu dai | Pwing bo day
kinh trong mang
m
mm pm
Optima WAX Polyetylen glycol 20 000 Da 30 0,25 0,25
RTX-200 Crossbond® frifluoropropylmethyl polysiloxan 60 0,25 0,25

3 Cac vat lidu duge néu tén 1a vi dy v& cac san pham thich hgp ¢6 ban sén. Thong tin nay tao thudn tiégn cho
ngun st dyung va khang an dinh phai st dung san phdm nay.

C.2 Vidu vé phwong phap va thoi gian lwu gin ding déi véi HPLC-MS/MS
c.21 VidyA

Bom 20 pl dung dich mdu lén cdt Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl” (xem Bang C.1; 5 um,

250 mm x 4,6 mm) & cac diéu kién sac ky néu trong Bang C.3 .

Bang C.3 — Cac diéu kién séc ky cho vidu A

Chét riva giai Chit rira gidi A Chét rira gidi B Téc do dong
axit formic metanol 0,8 mlfmin
1%
Gradient (0 @én 3) min, 95 % A; (5 dén 8) min, 2% A
Chay mau 8 min
Thoi gian vy 4,7 min
C.2.2 ViduB

Bom 20 pl dung dich m3u I&n cit! LiChrospher® 100 CN (xem Bang C.1 ) bang tién cdt LiChrospher®
100 RP-18 (4 mm x 4 mm) & céc diéu kién sic ky néu trong Bang C.4 .
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Bang C.4 — Cac diéu kién sic ky néu trong vi du B

Dung dich rira giai Dung dich rira gidi A Dung djch rira giai B Téc do dong
axetonitril axit axetic 1 % 0,7 mi/min

Gradient (0 dén 5) min, 50 % A; (6 Gén 9) min, 100 % A, (10 dén 20) min, 50 % A
Thei gian phan tich 20 min
Nhiét d6 clia bd Iy mau ty dong 20°C
Nhiét dd 1o ct 25°C
Chia dong khoang 1:5
Thei gian fuu acrylamid 3,7 min

C.3 Vidu vé cac diéu kién thich hgp va thoi gian lwu gan dling dé phan tich GC-MS

Bom 2 pl dung dich m3u & "ché dd xung chia dong" trén cdt Optima WAX " (xem Bang C.2) & céc
diéu kién sac ky néu trong Bang C.5 duéi day.

Bang C.5 ~ Phwong phap GC: Vi du vé cac didu kién thich hgp
va thoi gian lwu gén dang déi véi GC-MS

Bom 250°C -
Chuwang trinh nhiét d§ 50°C Gitr 1 min
15 °C/min 240°C
Gitr 11 min -
Déng khi 1,0 ml/min (dng dong)
Thai gian leu bromopropenamid (x&p Xi) 4.4 min -

C.4 Vidu vé sic ky d6 déi véi HPLC-MS/MS

Séc ky @b néu trong Hinh C.1 dén Hinh C.5 thu dwoc tir phép phan tich cac mau ca phé rang xay cé
ham lwgng acrylamid xap xi 240 pg/kg. Néng dé clia D3-acrylamid dwoc bd sung 1a 500 pg/kg (GC) va
1 000 pg/kg (HPLC).

) Cac vt lidu dwge néu tén |12 vi dy vé cac san pham thich hgp cé ban sdn, Théng tin nay tao thuéin tién cho ngudi st dung
va khéng 4n dinh phai st dung san pham nay.
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0608 1 12141618 2 22242828 3 32343638 4 4244 4848 5 52545858 6 62646668 7 72747878 8 o

x10% 2

o A

0808 1 12141618 2 22242828 3 32343638 4 42444848 6 526456508 6 826846568 7 12747678 8 ¢
CHU GIAI

Y cudng do tin hiéu

t th&i gian tinh bang phat

1 & t=5,2 min MRM 75,0 — 44,0 (ion dinh tinh)

2 & t=5,2 min MRM 75,0 — 58,0 (ion dinh lugng)

Hinh C.1 — D3-acrylamid

o anmnwaoa~w B

0808 1 12141818 2 222426828 3 32343838 4 42444848 5 52545868 6 62648888 7 72747878 8 1«

i
* 10’
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08
08
oA
02
0

0608 1 12141618 2 22242828 3 32343838 4 42444848 5 52545858 6 62646668 7 72747675 8 I}
CHU GlAI

Y cuwong do tin hiéu

t theri gian tinh bang min

1 & t=15,2 min MRM 72,0 — 44,0 (ion dinh tinh)

2 & t= 15,2 min MRM 72,0 — 55,0 (ion dinh lugng)

Hinh C.2 - D3-acrylamid, sin c6



TCVN 13838:2023

C.5 Vidu vé sic ky d6 déi voi GC-MS

¢
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CHU GIAI

Y cwong dg tin hiéu
t thei gian tinh bang phut

1 bromopropenamid

Hinh C.3 — Sic ky d ctia ion tdng sb (ché dd quét)
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10,214

CHU GIAI

Y cwdng dd tin hidgu

t théi gian tinh bang phut

1 & t = 10,214 min, khéi lwong bromopropenamid = 149 [CaH4™Br]*
2d tap chét

Hinh C.4 - lon dwgec chiét, sé khéi 149 (ion dinh tinh)

10,213

CHU GIAI

Y cudng do tin hiéu
t th&i gian tinh bang phut

1 & t= 10,213 min, khéi lwvgng bromopropenamid = 106 [CaH4™Br]*

Hinh C.5 — lon dwoc chiét, sé khdi 106 (ion dinh lrong)



TCVN 13838:2023

Thw muc tai liéu tham khao

[1] TCVN 6910-1 (ISO 5725-1), B$ chinh xéc (d6 ding va dé chum) cla phuong phép do va két qua
do — Phan 1: Nguyén tic va dinh nghfa chung

[2] TCVN 6910-2 (ISO 5725-2), D4 chinh x4c (d ding va dd chum) clia phuong phép do va két qué
do — Phén 2: Phuong phép co ban xac dinh dé I3p lai va do téi 1ap ctia phwong phép do tiéu chuan

[3] TCVN ISO/IEC 17025, Yéu cdu chung vé nang lire ctia phong thir nghiém va hiéu chuén
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