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Thwe phdm — Xac dinh benzo[a]pyren, benz[a]anthracen, chrysen
va benzo[b]fluoranthen bang sac ky 16ng hiéu nang cao
str dung detector huynh quang (HPLC-FD)

Food analysis — Determination of benzo[ajpyrene, benz[ajanthracene, chrysene and
benzo[bjfluoranthene in foodstuffs by high performance liquid chromatography with
fluorescence detection (HPLC-FD)

CANH BAO - Viéc sir dung tiéu chuin nay c6 thé lién quan dén céc vat liéu, thao tac va thiét bj,
dung cu nguy hiém. Tiéu chudn nay khéng nhim myc dich giai quyét tit ca cac van dé an toan
lién quan dén viéc sir dung ching. Ngwoi st¥ dung cé trach nhiém thiét 1ap cac bién phéap an
toan va sirc khée phi hop trivde khi sir dung.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn ndy quy dinh phwong phap xac dinh benzofa]pyren (BaP) cuing vé&i benz[ajanthracen
(BaA), benzo[b]fluoranthen (BbF) va chrysen (CHR) trong mét sé nén mu thwe phdm. Phuwong phap
nay dira trén viéc lam sach séc ky ray phan ti (SEC), sau d6 dinh lwveng bing sic ky 1dng hiéu ning
cao (HPLC), s dung detector huynh quang cé thé 13p trinh dwoc. Phuong phap nay da dugc xéc
nhén gia trj st dung trong phong thtr nghiém, théng qua phép phan tich cac mau thém chuén: mau dau
8liu, vem sbng, ca x6ng khdi, cac san pham thit xéng khéi, thirc pham ché bién tlr ngli coc danh cho tré
nhd, thirc an cdng thirc danh cho tré so sinh, sdcdla va thiee phdm bé sung (isoflavon) trong khodng
tir 0,25 pg/kg dén 1,00 pg/kg va tlr 4,95 pg/kg dén 23,53 pg/kg, tuy thude vao cac hydrocarbon
thom da vong (PAH) hoc nén miu. Phurong phap ndy phil hgp véi cac déc tinh hiéu nang dugc quy
dinh cho BaP, BaA, BbF va CHR [3].

Phwong phap nay da dwgc chirng minh 13 c6 thé 4p dung cho nhidu loai nén mau khac nhir cac san
phdm thit, c& twoi, 6t paprika, ca phé rang, banh mi, thdo méc, ngli cdc &n séng, bia, dau hudng

Ngoai ra, phwong phép nay da dwec thlr nghiém ndi bo phong thir nghiém va cho thay co thé duoc ap
dung dé dinh lwong 12 PAH khac [(benzo[c]fiuoren (BclL), benzo[jflucranthen (BjF),
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benzolkifluoranthen (BkF), cyclopentajcdlpyren (CPP), dibenz(a,hlanthracen (DhA), dibenzo[a,e]pyren
(DeP), benzo[ghilperylen (BgP), dibenzo[a,hlpyren (DhP), dibenzo[a,ilpyren (DiP), dibenzo[a,ipyren
(DIP), indeno|1,2,3-cd]pyren (IcP), 5-methylchrysen (S5MC)] trong tat cd cac nén miu dwoc liét ké &
trén va & cac khodng twong tw, ngoai trir CPP, voi detector UV phai duge sl dung vé&i gidi han dinh
Iweng trén 8 pg/kg.

Dé xac dinh cac PAH trong dAu va m& &n, st dung hai tiéu chudn khac 1a TCVN 10482 (ISO 22959) va
TCVN 9531 (ISO 15753) (xem Tai liéu tham khdo [1] va [2)).

"2 Tailidu vién din

Céc tai liéu vién din sau rat can thiét cho viéc ap dung tiéu chuan nay, Bi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam céng bd thi 4p dung phién ban dwoc néu. Dbi véi cac tai liéu vién dan khéng ghi nam cong bé thi
ap dung phién ban mai nhét, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu co).

TCVN 4851:1989 (ISO 3696:1987), Nutrc dung dé phan tich trong phong thi nghiém — Yéu céu ki thuét
va phuong phép tho

3 Nguyén tic

Céac PAH duoc chiét ra khdi cac nén mau ran bang dichloromethan. Trong triedng hop diu an, cac
mau don thuan dwoc phan tan trong dichloromethan. Céc phan chiét thd trong dichloromethan dwoc
tinh sach bang SEC. Cac chét chiét cudi cling dwec phan tich bing HPLC trong cac diéu kién gradient,
st dung detector huynh quang dwoc lap trinh.

4 Thudc thi

Chi str dung céc thudc thir loai tinh khiét phan tich va nwéc phi hop véi loai 1 clia TCVN 4851:1989
(1SO 3696:1987), trir khi cé quy dinh khac. Dung méi phai co chit lwgng dé phan tich HPLC. D& lwu tri
va kiém tra ngay hét han st dung @i véi cac hop chét va cac dung dich thwong mai, phai tuan theo
chi d&n hodc chirng nhan clia nha cung c&p. Dung dich chun da |1am lanh phai dwa vé nhiét dé phong
trirdre khi st dung.

CANH BAO 1 - Mot sé PAH dwoc coi la chit gay ung thw. Nhirng ngudi sir dung tiéu chuin nay
can ndm rd cac thwe hanh phong thir nghiém thong thwong. Ngwoi siv dung tiéu chudn nay cé
trach nhiém &p dung cac thwe hanh phi hgp véi cac bién phép an toan va sirc khoe nghé nghiép.

CANH BAO 2 - Loai bé chit thai héa hoc theo cac quy trinh va quy dinh v& méi trwdng hién hanh.

CANH BAO 3 - PAH bj bién déi b&i anh sang UV. Bao vé cac dung djch PAH tranh anh séng (gii
trong béng téi, str dung gidy nhém hodc thiy tinh mau nau).
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CANH BAO 4 — Ngweoi phan tich phai dam bao khéng dé cac mau bi & nhiém trong qua trinh
chuén bj miu. Vit chira phai dwoc trang bing aceton hoéc hexan cé dd tinh khiét cao trwérc khi
str dung dé giam thiéu nguy co 6 nhiém. Khi cé thé, thiét bj va dung cy tiép xiic véi miu phai
dwoc 1am bing vt ligu tro nhw nhom, thiy tinh hodc thép khong gi. Cén than trong khi st dung
vit liéu chit déo nhw polypropylen hoidc PTFE do cac chét phan tich c6 thé dwoc hédp thy vao
cac vt liéu nay.

4.1 Khi nén heli da tinh sach (d6 tinh khiét twong duwong 99,995 % hodc cao hon). Dé khi khi dung
méi, néu can.

4.2 Khi nén nito d3 tinh sach (d6 tinh khiét twvong dwong 99,995 % hoéc cao hon).
4.3 Aceton.

4.4 n-Hexan.

4.5 Dichloromethan.

4.6 Acetonitril.

4.7 Methoxychilor,

4.8 Perylen.

4.9 Lwu huynh.

4,40 Dau ngd, loai thwong mai.

4.11 Dung méi pha ddng A ctia HPLC: Nwérc,

Dung méi pha ddng A phai dugc khir khi.

4.12 Dung mbi B pha dong ctia HPLC: Acetonitril (4.6).

Dung méi pha dgng B phai dwgc khir khi.

4.13 Cyclohexan.

4.14 Ethyl acetat.

415 Hon hop cyclohexan va ethyl acetat.

Trén mdt phan trén thé tich cyclohexan (4.13) véi mdt phan thé tich ethyl acetat (4.14).

4.16 Natri sulfat khan.
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4.17 Hydrocarbon thom da vong.
4.17.1 Benzo{a]pyren (BaP).

4.17.2 Chrysen (CHR).

4.17.3 Benzo]b]fluoranthen (BbF).
4.17.4 Benz[a]anthracen (BaA).
4.17.5 Benzo[k] fluoranthen (BkF}.
4.17.6 Dibenzo[a,h]anthracen (DhA),
4.17.7 Benzo[g,h,i]perylen (BgP).
4.17.8 Indeno[1,2,3-cd]pyren (IcP).
4.17.9 Benzo[c]fluoren(BcL).
4.17.10 Cyclopenta[c,d]pyren (CPP).
4.17.11 5-Methylchrysen (5MC).
4.17.12 Benzo[jlfiuoranthen (BjF).
4.17.13 Dibenzo[a,/]pyren (DIP).
4.17.14 Dibenzo[a,e]lpyren (DeP).
4.17.15 Dibenzo[a,i]pyren (DiP).
4.17.16 Dibenzo[a,h]pyren (DahP).

4.17.17 Dung dich chudn 15+1 PAH c6 chira ndng do mdi chat 10 pg/mL, trong dung méi hiru cor
thich hop, tt nhat 1a acetonitril.

4.18 Dung dich chuan PAH4

Chuén bj dung dich chudn PAH4 10 pg/mL trong acetonitril bang cach can cin than mdt lwong thich
hop 4 PAH (BaP, BaA, BbF va CHR) riéng ré trong acetonitril. Bao quan dung dich nay trong diéu kién
lanh. Dung dich dwoc bdo quan theo céch nay s& &n dinh trong it nh4t 12 thang. Néu chirng minh duoc
d6 6n dinh dai hon thi c6 thé tiép tuc st dung dung dich.
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419 Dung djch gbc PAH4

Chu#n bj dung dich géc 500 ng/mL trong acetonitril bang cach pha loang chinh xac 500 pL dung dich
chuan PAH4 10 pg/mL (4.18) @én 10 mL bang acetonitril (4.6) cho vao binh dinh mirc 10 mL da higu
chuan. B3o quan dung dich nay trong diéu kién lanh. Dung dich dwoc bo quan theo cach nay sé én
dinh it nhét 12 thang. Néu chirng minh duwgc dd 6n dinh dai hon thi c6 thé tiép tuc sir dung dung dich.

4,20 Dung djch lam viéc PAH4

Chuan bj dung dich 1am viéc 50 ng/mL trong acetonitril, bang cach pha loing 1 mL dung dich géc PAH4
500 ng/mL trong acetonitril (4.19) &én 10 mL bang acetonitril (4.6), cho vao binh dinh méc 10 mL d3 hiéu
chuén. Bao quan dung dich nay trong diéu kién lanh. Dung dich dugc bao quan theo cach nay sé 6n dinh
it nh4t 6 thang. Néu chirng minh durgc do dn dinh dai hon thi ¢ thé tiép tyc st dung dung dich.

4.21 Dung dich géc 15+1 PAH

Chuan bi dung dich gbc 500 ng/mL trong acetonitril bing cach ding pipet lay chinh xac 500 uL dung
dich chuén 15+1 PAH 10 pg/mL (4.17.17), cho vao binh dinh mirc 10 mL @4 hiéu chuan. Lam khé béng
cach bay hoi dwéi nito va hoa tan lai trong 10 mL acetonitril (4.6). Bio quan dung dich nay trong diéu
kién lanh. Dung dich dwoc bao quan theo cach ndy sé 6n dinh trong it nhat 12 thang. Néu chitng minh
dwoc @6 6n dinh dai hon thi cé thé tiép tuc s& dung dung dich.

Trong trwdng hop dung dich chuan 15+1 PAH cb chira mdi chat 10 pg/mL trong acetonitril 6 ban san
thi dung dich gbc 15+1 PAH c6 thé dwgc chudn bj trire tiép bang cach pha loang 500 pL dung dich d6
dén 10 mL bang acetonitril.

4.22 Dung dich lam viéc 15+1 PAH

Chudn bj dung dich fam viéc 50 ng/mL trong acetonitril bdng cach pha loang 1 mL dung dich géc
15+1 PAH 500 ng/mL trong acetonitril (4.21) dén 10 mL bang acetonitril, cho vao binh djnh mic 10 mL
@3 hiéu chudn. Bao quan dung dich ndy trong diéu kién lanh. Dung dich dwoc bao quén theo cach nay sé
&n dinh it nhét 6 thang. Néu chirng minh dwoc dd &n dinh dai hon thi cé thé tiép tuc st dung dung dich.

5 Thiét b, dung cu

St dyng cac thiét bi, dung cu thong thwdng cla phong thir nghiém va cy thé nhu sau:

5.1 May tron tdc 69 cao, ding cho cic mau dang rén va may trdn Vortex dung cho cic mau dang 1ong.
5.2 Gidy loc, thich hop cho phan tich dinh tinh, dwoc gép nép.

5.3 Ong thay tinh day tron, dung tich 250 mL, thich hep cho may tron téc @4 cao.
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5.4 Thiét bj lam bay hoi, co ndi cach thiy va cé thé thi khi nito.

5.5 Can phan tich, chinh x4c dén 0,000 1 g.

5.6 Can phong thir nghiém, chinh xac dén 0,1 g.

5.7 Xyranh thiy tinh, dung tich 5 mL.

5.8 Microxyranh, dung tich 250 plL, 500 pL va 1 000 pL.

5.9 Binh dinh mirc da hiéu chuin, dung tich 5 mL va 10 mL.

5.10 Pipet xa hét, 200 pL, v&i cac dAu tip thich hop.

5.11 Lo thiy tinh, dung tich khodng 1,8 mL va ndp van.

5.12 Pipet chia vach, dung tich 5 mL.

5.13 Hé thong séc ky ray phan tir (SEC), bao gdm:

5.13.1 Bom HPLC (dang déng), c kha ning bom 5 mL/min khéng xung.
5.13.2 Hé théng bom miu, phii hop véi thé tich bom 1,0 mL va 0,2 mL.

5.13.3 Hai cdt 1am sach SEC, 19 mm x 150 mm va 19 mm x 300 mm, dwgc ndi véi nhau, dwoc nhdi
hat copolyme styren divinylbenzen hiéu ndng cao, dG xdp, lién két chéo cao, c& 16 10 nm véi c& hat
danh nghia 15 pm.

5.13.4 Detector UV, cd kha nang do & buwdc séng A = 254 nm.

5.13.5 B¢ thu nhan phén doan

5.13.6 B9 ghi, bd tich phan hodc hé thong xr ly di¥ liéu bang may tinh.
5.13.7 Hiéu chuén

N&i cac cdt vao hé théng va hiéu chuln cac cdt lam sach SEC theo hwéng dan clia nha san xuét. Dung
dich hiéu chuan yéu cau cac hgp chét sau: dau ngd, methoxychlor, perylen. va lwu huynh. Viéc hiéu
chuén hé théng sé xac dinh thoi gian @3 st dung tir viéc bom mAu dé rira giai clia cac PAH bing cach
st dung perylen lam chét chi thj. Phan doan hodc cac phan doan chira PAH c6 thé dwoc la chon
bang cach 1ap trinh bd thu nhan phan doan.

CHU THICH: C6 thé si¥ dyng céc cft SEC khac véi didu kién 1a hé théng SEC sau khi higu chun c6 thé bao gdm cac PAH
trong phan doan hodic cic phan doan da chon, véi ty 1& thu hbi cé thé chap nhan dugc va khéng gay nhiéu.

10
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5.14 Thiét bj HPLC, gdm:

5.14.1 Hé théng bom mau, phi hop véi thé tich bom 100 pL.

5.14.2 Bom pha dgng (gradient), ¢6 kha nang bom 1 mL/min khéng xung.
5.14.3 Detector huynh quang dweec lap trinh.

5.14.4 Hé théng xtr ly dir liéu bing may tinh.

5.14.5 Hé théng HPLC pha dao d3< hiéu phan tich diing cho PAH, cdt tach: .C18, octadecyl silan
da khir hoat tinh (ODS) (kich thuéc cot: 4,6 mm x 250 mm, c@ hat 5 ym) va cdt bao vé pha dao twong
trng pht hop.

5.14.6 Bo khir khi (tly chon).

5.14.7 Lo cdt, c6 thé hoat dong @ 28 °C + 1 °C.

5.14.8 Detector UV, c6 kha nang cung c4p A = 223 nm.
§.15 B0 loc PTFE, 0,20 ym hodc 0,45 pym.

5.16 Ong thiy tinh, dung tich 10 mL, thich hop cho thiét bj Iam bay hoi (5.4) va bd thu nhan phan
doan (5.13.5).

5.17 Ong thay tinh, dung tich 10 mL, c6 nép day.

518 May nghién.

6 Céch tién hanh
6.1 Chun bj miu thir

Nhin chung, chi phan tich cac phan 3n dwoc clia thie phdm. Cac phn &n duoc clia ddng vét cb v
phai dugc rira ki bang nwéc va 1am khd bing cach thdm nhe véi gidy loc. Cac phan phén tich phai
duoc nghidn va trdn ky. Chiing c6 thé dwoc bao quan trong cac vat chira baing thiy tinh hodc nhdm kin
trong diéu kién dong lanh dén theri diém phan tich.

6.2 Chiét miu

Can khoang 25 g phan mau thir da chuln bj, chinh xac dé&n 0,1 g, cho vao &ng thy tinh day trdn dung
tich 250 mL (5.3). Thém 100 mL dichloromethan (4.5), (V4, xem Didu 8). Tron trong 3 min béng may
tron toc do cao (5.1).

1
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Loc phan hitu co phia dwdi qua gidy loc gép nép. Dich chiét da loc phi trong, néu khéng thi 1ap lai
budc nay véi natri sulfat khan (4.16) trén gidy loc. Loc mét lwong dich chiét da loc qua b loc PTFE
0,20 um hodc 0,45 pm (5.15), st dung xyranh thdy tinh 5 mL (5.7) va lam sach bang SEC.

Trong trerdng hop cac mau dau &n, bude chiét mau dwoc thay thé bang cach chi phan tan mAu trong
dichloromethan nhw sau: Rét 5 mL dau vao éng thly tinh (5.17) trwedc @6 da can bi va ghi lai khdi
leong mAu, chinh xac dén 0,1 g. Thém 5 mL dichloromethan (4.5), day nip éng va ddo chidu dé trén
Ivgong chira bén trong. Sau dé, khudy tron mot pht trong may tron Vortex (5.1) va loc lwong hdn hop
qua bd loc PTFE 0,20 um hodc 0,45 pm (5.15).

CHU THICH 1: Lwgng dau va dung méi ¢ thé dwgc thay ddi tly thude vao sy tién dung, nhung van duy tri cing métty 18 1 + 1
(vi dy: 2 mL dAu + 2 mL dichloromethan).

C6 thé st dung hdn hgp gdbm mét phan thé tich cyclohexan va mot phan thé tich ethyl acetat (4.15)
lam dung méi chiét thay thé cho dichloromethan. Néu vay, cling st dung hdn hop d6 @& can bang, rira
gidi va rira hé thdng SEC (xem 6.3).

CHU THICH 2: Han hop clia mat phén thé tich cyclohexan va mét phan thé tich ethyl acetat cho théi gian riva gidi dai hon
trong SEC va d6 thu hoi cudi ciing th&p hon so véi dichloromethan, mic dii chiing luén dap tng cac yéu ciu quy dinh clia EU
(xem [3]).

6.3 Lam sach SEC

Can bang toan bd hé théng SEC (5.13) trvdc d6 bang cach cho dichloromethan di qua, & toc do
5 mL/min trong khoang 30 min. Bom 0,2 mL (V2, xem Diéu 8) dich chiét da loc vao hé thong SEC. Rira
gidi cac PAH béng cach cho dichloromethan di qua, & téc d6 dong 5 mL/min. Thu ldy phan doan hosc
céc phan doan twong (ng véi thoi gian rira gidi cac PAH, theo thdi gian rira gidi dugc thiét lap trong
qua trinh hiéu chuan hé théng SEC. Cac PAH dugc rira gidi thwong tir 920 s dén 1 170 s trong céc
diéu kién quy dinh.

Sau khi rira gidi cac PAH, can bang lai hé théng SEC béng céch cho dichloromethan di qua trong thoi
gian khéng qua 10 min trudc khi thire hign 1an bom ké tiép.

Lam bay hoi phan doan hodc cac phan doan thu dwoc dén khé trong thiét bj lam bay hoi dwéi dong khi
nito nhe (vi du: & 34 kPa (= 5 psi) va 27 °C @én 28 °C) va hoa tan lai trong 1 mL acetonitril (4.6) (Vs,
xem Diéu 8). Néu HPLC khéng duworc thyc hién ngay thi bao quan dich chiét cudi ciing trong ti lanh.

7 Phan tich HPLC
7.1 Diéu kién van hanh HPLC

Khi st dung ¢t dugc quy dinh trong (5.14.5) va céc pha déng A va B dwoc quy dinh trong 4.11 va
4.12 thi viéc cai dat nhw trong Bang 1 14 thich hop:

12
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Bang 1 - Diéu kién gradient

Thoi gian Téc dd dong Pha déng A Pha déng B
min mbL/min % %
0 1 50 50
3 1 50 50
30 1 0 100
40 1 0 100
43 r2 0 100
70 2 0 100
85 1 50 50

CHU THICH: Khi heli cb thé dwgc bom hodc tao bt vao cac bé chira clia ca hai pha dong A va B d& kh( khi. Bg khir khi co
thé dwgc st dyng tly chon. Mgt sb may bom HPLC ¢6 ban sin c6 kém hé théng khir khi.

Chuong trinh buwéc séng huynh quang néu trong Bang 2 da dwgc cho a thich hop @& phat hién ca
PAH4 (BaA, CHR, BbF va BaP) va 15 PAH phat huynh quang khéac. Néu muc tiéu clia phép phan tich
la chi xac dinh PAH4 thi didu kién gradient (xem Bang 1) c6 thé duwoc chuyén sang didu kién ban diu
sau khi riva giai BaP (& khoang 32,4 min), dé rit ngan thoi gian chay: 50 % pha déng A va 50 % pha
dong B. Do d6, bwdc song kich thich va bwdc séng phat xa (xem Bang 2) cling ¢b thé duwoc chuyén
sang 230 nm (kich thich) va 357 nm (phat xa).

Béang 2 - Chwong trinh bwérc song huynh quang

Thori gian | Buérc séng kich thich |Buoc song phatxa| Hé SO
_ khuéch dai PAH
min nm nm tin hiéu

0 230 357 1 Bel
23,80 280 410 10 BaA
25,30 270 385 10 CHR, 5MC
27,60 300 500 10 BjF, BbF
30,20 290 430 10 | BKF, BaP, DIP, DhA, BgP
36,80 302 500 10 IcP
38,40 302 400 10 DeP
46,00 294 436 10 DiP
56,00 309 456 10 DhP

Cé thé phat hién CPP bang céach thiét lap buéc séng detector UV tai 223 nm.

13
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7.2 Chudn bj dung dich hiéu chudn cho HPLC

Chudn bj it nh4t ndm dung dich hiéu chudn HPLC bang cach diing pipet chuyén cac lwong dung dich
chudn lam viéc PAH4 hodc 15+1 PAH (4.20 hodc 4.22) hodc cac dung dich hiéu chuan cda néng 46
thich hop, nhw dwgc néu trong Bang 3, vao mét day cac binh 5 mL (5.9) riéng ré. Thém vao méi binh
mét lweng acetonitril thich hop @& di 5 mL. Cac dung dich nay bao gém dai ndng @b tir khoang
0,06 pg/kg dén 100 pg/kg ddi véi tieng PAH trong céc didu kién clia quy trinh ndy dé phan tich dau &n
va tlr 0,12 pgrkg dén 200 pg/kg trong trwdmg hop khdi legng méu 25 g déi voi cac loai nén mau khac.
Cac dung dich chuan ttr 3 dén 11 trong Bang 3 thu duoc bang cach pha loang cac dung dich chuan
khac va khong phal céc dung dich chuan lam viéc. Ngudi phan tich c6 thé Ira chon cac dung dich higu
chuan phl hop cho dai ndng d9 thich hop nhat véi moi nhu ciu cu thé.

Cac dung dich cin dwoc bao quan trong lo cé ndp day kin trong diéu kién lanh. Cac dién tich pic twong
{rng v&i mdt PAH nhét dinh cta cling mét dung dich hiéu chudn dwoc bom déu dan, phai ndm trong
khoang + 3 %.

Bang 3 — Chuén bj dung djch hiéu chuin HPLC

Dung dich chuédn Néng d$ tirng PAH cubi ciing trong
Dung dich hiu Néng dé Thé tich dung dich higu chudn

chuan HPLC ma: ng (trong thé
ng/ml L ng/ml tich bom 100 L)

1 50,000 1 000 10,000 1,0000

2 50,000 500 5,000 0,5000

3 10,000 1 000 2,000 0,200 0

4 10,000 500 1,000 0,100 0

5 5,000 400 0,400 0,040 0

6 5,000 200 0,200 0,0200

7 1,000 500 0,100 0,0100

8 0,400 500 0,040 0,004 0

9 0,200 500 0,020 0,0020

10 0,100 500 0,010 0,001 0

1 0,100 300 0,006 0,0006

CHU THICH: Trong trwérng hep ham legng bét ky PAH ndo trong mau ndm ngodi dai higu chudn, thi ¢ thé phai chudn bi mot
dwéng chudn thich hop. Ngodi ra, co thé pha logng dung dich bom m3u dén ham legng PAH phil hep véi dwéng chuin da
thiét 1ap.
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7.3 Puwong chuidn

Chuén bj duong chuan bang cach bom 100 pL clia ndm dung dich hiéu chudn PAH khac nhau (xem
7.2). Dyng dwéng chudn tir dién tich pic so véi khéi lwgng PAH dwgc bom va kiém tra df tuyén tinh
clia dwong chudn,

7.4 Xac dinh PAH trong dung dich thir

Bom cac lwong 100 plL dung dich thir vao thiét bj sic ky, st dung cac didu kién twong tw nhw chuin b
dwdng chuan. Xac dinh tirng pic clia cac PAH clia dung dich thtr bang cach so sanh thai gian lwu cla
mau véi théi gian leu cla dung dich chuén.,

8 Tinh két qua

Tlr dwdng chuln, xac dinh khéi Iwgng cia tirng PAH bing nanogam (ng) trong phan dung dich thir
duwgc bom vao cét HPLC. Tinh phan khéi lvong, weas, ciia mdi PAH tinh bang microgam trén kilogam
(pg/kg), st dung Cong thirc (1):

V, xV,

Wpay =M, X
s V, xV, xm,

a

(1

Trong dé:

ma |4 khéi lwgng clia trg PAH trong phan dung dich thir dwgc bom va tuong tng véi dién tich
clia tirng pic PAH, tinh bing nanogam (ng);

Vs lathé tich cGa dich chiét cudi ciing, tinh bang mililit (thwdng 1a Va = 1 mL);

Vi  lathé tich cla dich chiét cudi cling trong dichloromethan, tinh bang mililit (mL). Trong trwéng
hep v&i dau &n, thé tich |a tdng clia ca hai lwgng dichloromethan va dau an, twong (g
(thwéng la Vi = 100 mL);

Vs  la thé tich dwoc bom vao cot HPLC, tinh bang mililit (thwéng 1a Ve = 0,1 mL);
Vo lathé tich ciia dich chiét cho di qua hé théng SEC, tinh béing mililit (thuémng 1a V2 = 0,2 mL);

ms la khéi lvong clia mau dwoc chiét, tinh béng gam (thwrdng 1a ms = 25 g).

9 Pj thu hoéi

Pd thu héi phai dwoc xac dinh st dung cac mau chuan da dugce chirng nhan (CRM) hodc cac phuong
phap khac, vi dy: viéc si dung chit thay thé nhw chét thém chuan hodc chat ndi chudn (xem [4] va [5]).

15
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Dé phan tich bén PAH (xem Tai liéu [3]), d6 thu héi phai c6 gia tri tir 50 % dén 120 %.
CHU THICH: Cac CRM sau ddy c6 sa3n: miu tring PAH diu dira BCR®-459", ¢6 sin tai Vién Chét chudn va Do lwémg

(IRMM), Geel, Bi (http:/irmm.jrc.ec.europa.eu/) va SRM®-1974" Organics in Mussel Tissue - Mytilus edulis, c6 s&n tai Vién
Tiéu chuén va Céng nghé Qudc gia (NIST), B Thurong mai Hoa Ky (http: //www.nist.gov/index.htmL).

10 Bao cao thir nghiém

Béo céo thir nghiém phéi bao gdm céc théng tin sau:

a) moi thong tin can thiéi cho viéc nhan biét day dt vé mau thlr (loai indu, ngudn géc va ky hiéu mau);
b) vién dan tiéu chuan nay;

c) ngay va kiéu lay mSu (néu biét);

d) ngay nhan mau;

e) ngay thi nghiém;

f) két qua thir nghiém va cac don vj biéu thi;

g) céc thao tac khdng quy dinh trong tiéu chuan nay hosc duwoc coi 1 tly chon, co thé anh hwdng dén
két qua.

h) théng tin bd sung bat ky dugc yéu cau.

11 Dir liéu d6 chum
11.1 Yéu ciu chung

Chi tiét v& d(r liéu @ chum thu duoc trong nghién clru xac nhan ndi bd phang thi nghiém lién quan
dén d tai lap ndi bd phong thtr nghiém dugc tém tat trong Phy luc B va Phy luc C.

11.2 D4 téi 14p ndi bd phong thir nghiém

Chénh léch tuyét ddi gitva hai két qua thir riéng ré, thu dwoc trén vat liéu thir gibng hét nhau, trong cac
diéu kién tai lap noi b phong thir nghiém, khdng qua 5 % céc trudng hop vuret qua @6 tai 1ap ndi bd
phong thd nghiém R.

1 BCR®-459 va SRM®-1974 1a vi dy vé cdc san phim thich hgp ¢é ban sin, Théng tin ndy dwa ra tao thuln tién cho ngwdi
str dyng tiéu chuén nay va khdng bét bugc phai sir dung san phim néu trén. Cé thé si¥ dung cac san pham tweng ty néu cho
két qua trong dwong.
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Phu luc A
(Tham khao)

Sic ky do dién hinh

CHU DAN:
t = thei gian (min)
Y = huynh quang (mV)

Nhén dién pic 1=Bcl 2=BaA
6 = BbF 7=BkF
11=BgP 12=IcP

0 5 10 15 20 25 30

4 =5MC 5=BjF
g=DIP 10 =DhA
14 =DiP 15=DhP

Hinh A.1 - S&c ky @6 dién hinh ctia 15+1 PAH tir mt mau vem séng thém chuin & mirc
10 pg/kg cho tirng PAH (CPP khéng thé phét hién dwoc bing huynh quang & mirc nay)

CHU DAN:
t = thoi gian (min)
Y = huynh quang (mV)

Nhan dién pic 1=BcL 2=BaA
6 =BbF 7=BkF
11=BgP 12=cP

0 5 10 15 20 25 30

45 50 55 60 65 70 75 80 85 ¢

4=5MC 5=BjF
9=DIP 10 = DhA
14 = DiP 15 = DhP

Hinh A.2 - Séc ky dd dién hinh clia 15+1 PAH tir mot mu dau 8liu nguyén chit thém chuén &
mirc 2 pg/kg cho tirng PAH (CPP khéng phat hién dwgc biang huynh quang & mirc nay)
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[~
[=]
(=N Ak W b |

2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 ¢

CHU DAN:
t = théi gian (min)
Y = huynh quang (mV)
Nhan dién pic 1=BaA 2=CHR 3=BbF 4 =BaP
Hinh A.3 - Sac ky db dién hinh clia PAH4 tir mdt mau chuén dau éliu

chira 2,06 pg/kg BaP, 3,17 pg/kg BaA, 2,40 pg'kg BbF va 8,52 pg/kg CHR,
dw&i didu kién sic ky db dic hiéu dé xac djinh PAH4

Lt ) L) LLL) LRAY LU LLAD LARY L]

R TN I TN I N T |

b5101520253035404550556065?0758085';

CHU DAN:
¢ = théi gian (min)
Y = huynh quang (mV)
Nhandignpic  1=BaA 2=CHR 3=BbF 4=BaP
Hinh A.4 - Sic ky db dién hinh ctia PAH4 tiy mot mau thwe phdm ngil céc ché bién cho tré nhd

thém chudn 15+1 PAH & mirc 10 pglkg mbi chét, dwdi didu kién sdc ky dd dic hiéu dé xac dinh
15+1 PAH. Sic ky dé cho thiy chi c6 PAH4.

18



Phuluc B

(tham kh3o)

TCVN 14437:2025

Dir liéu xac nhan ndi bd phong thir nghiém déi véi PAH4 trong cac nén mau

Chi tiét vé& di¥ liéu d6 thu hdi thu dwoc trong nghién clru xac nhan ndi bd phong thr nghiém dwgc tom

tét trong Phu luc B va Phy lyc C. Céc di liéu @9 thu hdi nay thu dwoc theo mau thém chudn cla tirng

loai nén mau thwe pham. Trong médt sb trwdng hop, cac mdu dwoce st dung dé thém chuan da chira
mét lwong PAH nhét dinh.

Bang B.1 ~ Di¥ liéu xac nhan ndi by phong thir nghiém cho dau éliu thwe phim

Benzo[aJpyren

Benz[a]anthracen

Chrysen

Benzo[b]fluoranthen

Gia trj trung binh,
X, uglkg

0,39 | 2,36 | 22,00

042 | 210 | 22,83

1,24

313

24,22

0,55 | 2,62 | 25,06

Do léch chuén tai
1ap ndi bd phong thir
nghiém, SDr, pa/kg

0,10 | 0,17 | 1,42

003|032} 215

0,09

0,21

2,31

0,08 [ 017 { 0,86

Do lech chuén tai
1ap twong déi ndi bd
phong thr nghiém,
RSD», %

2561 72 | 64

71 1152 | 94

72

6,7

9,5

145 | 67 34

Gidi han tai lap ndi
bd phéng thlr nghiém
R [R =28 x SDr},
ngkg

0,28 | 0,48 | 3,98

0,08 | 0,90 | 6,02

0,25

0,59

6,47

022 | 0,48 | 2,41

Do thu hdi, %

84,8 | 99,4 |1100,9

959 | 87,8 | 97,3

1056

98,5

99,5

91,4 | 100,1 | 1058

Mic thém chudn,
Ha/kg

041 ) 2,34 | 23,34

0,40 | 2,35 | 23,41

0,41

2,37

23,53

0,41 | 2,37 | 23,53
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Bang B.2 - Di¥ liéu xac nhan ndi bd phong thir nghiém cho vem séng

Benzo[aJpyren

Benz[a]anthracen

Chrysen

Benzo[b}fluoranthen

Gia trj trung binh,
X, uglkg

0,36

2,12

9,25

0,48

2,49

9,75

0,38

29

10,33

0,54

2,98

10,47

P léch chuén tai
I4p ndi bd phong thir
nghiém, SDg, pg/kg

0,04

0,19

1,23

0,05

0,20

1,24

0,05

0,25

1,23

0,08

0,28

1,29

D6 léch chudn tai
lap twong d@di ndi bd
phong thr nghiém,
|RSDg, %

11,1

9,0

13,3

10,9

8,0

12,7

13,2

8,6

1,9

16,7

9,4

12,3

Gii han tai lap ndi
bd phong thir nghiém
R [R=2,8 x SDr),
Hg/kg

0,1

0,53

3,44

0,14

0,56

347

0,14

0,70

3,44

0,25

0,78

361

D06 thu hdi, %

73,3

95,1

911

92,4

101,8

93,2

76,7

99,4

94,0

108,6

98,6

947

Mirc thém chuln,
Halkg

0,50

1,98

9,90

0,50

1,98

9,85

0,50

2,00

10,00

0,54

2,00

10,00

Bang B.3 - Di¥ ligu xac nhédn ndi bd phong thir nghiém cho ca xéng khéi

Benzo[a]pyren

Benz[alanthracen

Chrysen

Benzo[b]fluoranthen

Gia trj trung binh,
X, pglkg

0,40

4,49

6,76

0,38

4,48

6,23

0,40

4,57

6,46

0,41

5,04

6,26

Do lech chudn tai
Iap ndi bd phang thir
nghiém, SDr, ug/kg

0,02

0,14

0,58

0,03

0,14

0,48

0,02

0,30

0,50

0,02

0,36

0,48

D4 lech chuan tai
lap twong ddi ndi bd
phéng thr nghiém,
RSO, %

50

3,1

8,7

78

3.1

7,7

50

6,6

7,7

4,9

71

7,7

Gidi han tai lap ndi
bd phong thlr nghiém
R [R=2,8 x SDr],
Hokg

0,06

0,39

1,65

0,08

0,39

1,34

0,06

0,84

1,40

0,06

1,01

1,34

Do thu hdi, %

99,7

90,6

11,7

96,3

89,9

104,0

101,9

91,4

107,9

104,4

100,8

105,5

Mic thém chuin,

ugkg

0,40

4,95

6,05

0,40

4,98

6,00

0,40

5,00

6,00

0,40

5,00

5,94

20




TCVN 14437:2025

Bang B.4 - Di¥ liéu xac nhan ndi bd phong thir nghiém cho cac san phdm thit xéng khéi

Benzo[a]pyren

Benz[a]anthracen

Chrysen

Benzo[b]fluoranthen

Gia trj trung binh,
X, pg/kg

0,38

1,83

4,70

037 | 1,74 | 4,78

0,39

1,76

4,87

039 | 1,94 | 4,66

Do léch chun tai
lap ndi bd phong thir
nghiém, SDg, pgrkg

0,02

0,06

0,26

0,03 { 0,09 | 0,40

0,02

0,12

0,31

002 | 009 | 015

90 léch chuén tai
{lap twong déi ndi bd
phong thir nghiém,
RSDx, %

53

33

55

81 | 52 | 84

51

6,8

6,6

51 46 32

Gidi han tai 13p ndi
b phang thir nghiém
R[R=28x SDr],
Hokg

0,06

0,17

0,73

0,08 | 0,256 | 1,12

0,06

0,34

0,87

0,06 | 025 | 042

D thu héi, %

94,6

92,4

95,5

93,0 | 876 | 966

98,5

88,0

92,7

98,5 | 972 | 935

M&rc thém chudn,
Hg/kg

0,40

1,98

4,93

0,40 | 1,99 | 495

0,40

. 2,00

4,95

0,40 | 2,00 | 4,98

Bang B.5 - Dir liéu xac nhan ndi bd phéng thir nghiém cho san phim ngii cdc ché bién

danh cho tré nho

Benzo[a]pyren Benz[a]anthracen Chrysen Benzo[b]fluoranthen
Gia tri trung binh,
7 024 | 1,29 | 789 | 031 | 1,34 | 835 | 060 | 127 | 862 | 0,24 | 1,36 | 897
X, ualkg
Do lech chuén tai
Iap ndi bo phong thir | 0,02 | 0,02 | 0,69 | 0,02 | 0,05 | 0,74 | 0,02 | 0,06 | 0,78 | 0,02 | 0o | 077
nghiém, SDr, pg/kg
P9 lech chuan tai
laptuong doinGibd | o0 | 4o | 87 | 65 | 37 | 89 | 33 | 47 | 90| 83| o | s
phong thir nghiém,
RSDx, %
Gidi han tai lap ndi
bé phong thtr nghiém

0,06 | 0,06 | 193] 006|014 |207|006] 017|218 008 | 0 | 216
R [R=2,8 x SDr), : -
Hg/kg
6 thu hdi, % 973 | 91,9 | 797 | 907 |103,0| 844 | 86,7 | 96,0 | 87,1 | 947 | 980 | 90,1
::‘;:g them  chudn, 025|099 | 9,90 [ 040 | 1,00 | 9,90 | 0,25 | 1,00 | 9,90 | 0,25 | 1,00 | 9,95
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Bang B.6 — Di¥ liéu xac nhan ngi bo phong thir nghiém cho thirc dn cdng thirc cho tré so sinh

Benzo[aJpyren

Benz[aJanthracen

Chrysen

Benzo[b]fluoranthen

Gia tri trung binh,
X, ug/kg

0,94 | 421 | 8,37

1,06 | 430 | 8,52

1,02

4,39

8,69

1,10 | 465 | 9,13

D06 lech chudn tai
Iap ndi bd phang thir
nghiém, SDr, pg/kg

0,03 | 0,27 | 0,29

0,03 { 0,26 | 0,03

0,03

0,23

0,09

003 | 015 | 0,26

D6 lach chudn tai
1ap twong d6i ndi bd
phang thir nghiém,
RSDs, %

32 | 64 | 35

28 | 60 | 04

29

52

1,0

27 | 32 | 28

Gidi han téi lap ndi
bg phong thlr nghiém
R [R=2,8  SDx),
pg/kg

0,08 | 0,76 | 0,81

0,08 | 0,73 | 0,08

0,08

0,64

0,25

0,08 | 0,42 | 0,73

D thu hbi, %

94,0 | 850 | 84,5

106,3| 86,9 | 86,1

102,3

88,8

87,8

103,8 | 93,6 | 91,8

Mdc thém chudn,
Ha/kg

1,00 | 495 | 9,90

1,00 | 4,95 | 9,90

1,00

4,95

9,90

1,06 | 4,98 | 9,95

Bang B.7 - Di¥ liéu x4c nhan ndi bd phong thir nghiém cho socdla

Benzo[aJpyren Benz[a]anthracen Chrysen Benzo[b}fluoranthen
Gia tri trung binh,
= 048 | 1,85 [ 453 | 042 | 1,78 | 453 [ 060 | 2,13 | 468 | 0,57 | 2,13 | 4,81
X, ug/kg
Do léch chudn tai lap
ndi bd phang thir 0,04 | 0,30 | 0,21 | 0,01 | 0,24 | 0,21 | 0,03 | 0,32 | 0,20 | 0,02 | 0,27 | 0,21
nghiém, SDr, pg/kg
D3 lech chudn tai lap
Ta 83 [ 162 | 46 | 24 |135| 46 | 50 | 150 42 | 35 | 127 | 424
phéng thir nghiém,
RSDs, %
Gii han tai lap ndi bd
phong thir nghiém R | 0,11 | 0,84 | 0,59 | 0,03 | 0,67 | 0,59 | 0,08 | 0,90 | 0,56 | 0,06 | 0,76 | 0,59
[R =2,8 x SDr], pgkg
Do thu hdi, % 911 | 871|870 | 876|828 | 91,7 [ 956 | 91,8 | 892 | 982 | 96,1 | 96,7
Mic thém chuln,
pg”ﬂfg M ChuEMh| 040 | 1,98 | 4,95 [ 040 | 1,98 | 495 | 0,40 | 1,98 | 4,95 | 040 | 1,99 | 4,98
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Bang B.8 — Dir ligu xac nhan ndi bd phong thir nghiém cho thwe phidm bé sung (isoflavon)

Benzo[ajpyren Benz[aJanthracen Chrysen Benzo[b]fluoranthen

Gia tri trung binh,
- 0,35 | 2,06 | 822 | 046 | 226 | 806 | 04 | 203 | 820 | 046 | 222 | 876
X, uglkg
D3 léch chuan tai lap
ndi bd phong thir 0,04 | 0,09 | 0,02 | 0,01 | 0,02 | 023 | 0,03 | 0,06 | 0,17 | 0,02 | 0,08 | 0,08
nghiém, SDr, pg/kg
Do lech chuan tai lap

d6i ndi b
twong doinGibd | g0l 44 |02 | 22 [ 09 | 20| 75| 30| 21| 43 | 36 | 09
phoéng thi¥ nghiém,
RSDz, %
Gi6i han tai 14p ndi bd
phong thir nghigm R | 0,11 | 0,25 | 0,06 | 0,03 | 0,06 | 0,64 | 0,08 | 017 | 0,48 | 0,06 | 022 | 022
[R=2,8 x SDx], Hg/kg
P& thu hdi, % 84,4 | 99,0 | 830 | 1055|1082 | 81,4 | 954 | 96,6 | 82,8 | 1050 | 104,6| 88,0
rg‘::g them ~ chudn, 0,42 | 2,08 | 9,90 | 0,42 | 2,00 | 9,90 | 0,42 | 210 | 9,90 | 042 | 2,10 | 9,95
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Phuluc C
(tham khao)

Dir liéu hiéu ning ndi bd véi hdn hop cyclohexan va ethyl acetat
lam dung méi chiét thay thé

Bang C.1 - Di¥ liéu hiéu ning ndi bd phong thir nghiém dbi véi dau dliu

BaA CHR BbF BaP
Gi&i han dinh lwgng (LOQ), pa/kg 0,50 0,50 0,51 0,50
D thu hdi, % | 780 86,0 93,5 85,3
D3§ 1éch chuan tai lap twong ddi ndi bd phang thir 39 12,0 438 2,1
nghiém, RSDr, %
Mrc thir hai, parkg 1,99 1,99 2,00 1,99
Do thu hdi, % : 739 67,3 87.8 94,8
D léch chuan tai lap twong dbi ndi bd phong thir 45 11,9 9,0 2,6
nghiém, RSDg, %
Mre thir ba, pg/kg 9,96 9,96 10,01 9,96
Do thu hdi, % 62,4 65,1 74,7 73,9
D 1éch chuan tai lap twong déi ndi bd phong thir 12 0,9 5,9 0,6
nghiém, RSDg, %

Bang C.2 - Dir liéu hiéu ning ndi bd phong thir nghiém déi véi vem séng

BaA CHR BbF BaP

Mire, po/kg 1,98 198 1,99 | 1,98
o thu hdi, % 88,0 827 | 920 | 1032
D6 lach chudn tai 13p twong d6i ndi bo phong thir | 9,5 159 | 162 9,8

nghiém, RSDg, %
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Bang C.3 - Dir ligu hiéu nang ndi bd phong thir nghiém di véi ca xong khoi

BaA CHR | BbF BaP
Gidi han dinh long (LOQ), parkg 0,50 0,50 0,50 0,50
Do thu héi, % 81,3 62,7 96,0 81,3
D4 léch chuan tai lap twong ddi ngi bd phong thir 42 14,6 36 42
nghiém, RSDg, %
Mrc thir hai, ug/kg 9,90 990 | 9,95 9,90
Do thu héi, % 70,0 768 | 84,1 85,1
Do léch chun tai 1ap twong déi ndi bd phong thir 47 6,9 48 36

nghiém, RSDg, %

Bang C.4 — Di¥ lidu hig¢u ning ndi bé phong thir nghiém dbi véi thire dn cong thire

danh cho tré so sinh

BaA CHR BbF BaP
Gidi han dinh lwgng (LOQ), pa/kg 0,40 0,40 0,41 0,40
D6 thu hdi, % 70,8 59,2 92,7 83,3
Do léch chudn tai lap trong ddi ndi bd phong ther 6,2 15,9 4,1 53
nghiém, RSDg, %
Mrc thee hai, pglkg 4,95 4,95 4,98 4,95
D6 thu hdi, % 60,2 65,3 735 74,4
D6 léch chudn tai lap twong ddi ndi bd phong ther 8,4 7.7 45 9,8

nghiém, RSDg, %
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Thw muc tai liéu tham khao

TCVN 10482 (ISO 22959), Ddu m& dong vét va thyc vat — Xéc dinh hydrocacbon thom da vong
béng sdc ky phirc chat cho-nhan truc tiép va sdc ky l6ng higu ndng cao (HPLC) c6 detector
huynh quang

TCVN 9531 (ISO 15753), Dau mé ddng vét va thue vét — Xéc dinh céc hydrocacbon thom da vong

Commision Regulation {EU) No 836/2011 of 19 August 2011 amending Regulation (EC) No
333/2007 laying down the methods of sampling and analysis for the official control of the levels of
lead, cadmium, mercury, inorganic tin, 3-MCPD and benzo(a)pyrene in foodstuffs

Eurachem Guide, (1998), The fitness for Purpose of Analytical Methods - a Laboratory Guide to
Method Validation and Related Topics

THOMPSON M., ELLISON S.L.R., WoeD R. Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation
of Methods of Analysis. [IUPAC Technical Report. Pure Appl. Chem. 2002, 74 pp. 835-855.
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