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Abstract 

Controlling pesticide residues in food is a top concern to ensure consumer health and safety. In testing, 

reference materials (RM) and certified reference materials (CRM) are essential tools used to calibrate 

equipment, control quality and confirm the reliability of analytical methods. This study focuses on the 

production, storage and evaluation of certified reference materials of five pesticides: bifenthrin, carbofuran, 

chlorpyrifos, difenoconazole, imidacloprid in powdered milk, in compliance with international standards ISO 

17034:2016 and ISO 33405:2024. The RM after production and packaging were analyzed by gas 

chromatography (GC) (for bifenthrin and chlorpyrifos) and liquid chromatography (LC) (for carbofuran, 

difenoconazole and imidacloprid) using tandem mass spectrometry detector (MS/MS) to evaluate 

homogeneity, stability and estimate shelf life. The results showed that at room temperature, the RM was 

estimated to be stable with all five pesticides for at least 2 years. The RM after evaluation was used to 

successfully organize a proficiency testing program with the participation of 07 testing laboratories nationwide. 

The certified value is accompanied by the expanded measurement uncertainty of each pesticide: difenoconazole 

77.90 ± 10.35 µg/kg; carbofuran 81.55 ± 10.02 µg/kg; bifenthrin 68.38 ± 8.47 µg/kg; imidacloprid 65.15 ± 

8.22 µg/kg; chlorpyrifos 69.04 ± 13.97 µg/kg. 

Keywords: Bifenthrin, carbofuran, clorpyrifos, difenoconazole, imidacloprid, reference material, milk 

powder. 
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Tóm tắt  

Việc kiểm soát dư lượng hóa chất bảo vệ thực vật (HCBVTV) trong thực phẩm là mối quan tâm hàng đầu 

nhằm đảm bảo an toàn sức khỏe cho người tiêu dùng. Trong kiểm nghiệm, mẫu chuẩn (Reference Material - RM) 

và mẫu chuẩn được chứng nhận (Certified Reference Material - CRM) là công cụ thiết yếu, được sử dụng để hiệu 

chuẩn thiết bị, kiểm soát chất lượng và xác nhận độ tin cậy của phương pháp phân tích. Nghiên cứu này tập trung 

vào quá trình sản xuất, bảo quản và đánh giá mẫu chuẩn được chứng nhận của năm loại HCBVTV gồm: bifenthrin, 

carbofuran, clorpyrifos, difenoconazole, imidacloprid trên nền sữa bột, tuân thủ theo các tiêu chuẩn quốc tế ISO 

17034:2016 và ISO 33405:2024. Mẫu chuẩn sau khi sản xuất và đóng gói được phân tích bằng phương pháp sắc 

ký khí (GC) (đối với bifenthrin và clorpyrifos) và sắc ký lỏng (LC) (đối với carbofuran, difenoconazole và 

imidacloprid) sử dụng detector khối phổ 2 lần (MS/MS) để đánh giá về độ đồng nhất, ổn định và ước tính thời 

hạn sử dụng. Kết quả cho thấy tại điều kiện nhiệt độ phòng, mẫu chuẩn được ước tính là ổn định với cả năm 

HCBVTV trong ít nhất 2 năm. Mẫu chuẩn sau khi đánh giá đã được sử dụng để tổ chức thành công chương trình 

thử nghiệm thành thạo với sự tham gia của 07 phòng thử nghiệm trên toàn quốc. Giá trị chứng nhận đi kèm độ 

không đảm bảo đo mở rộng của từng loại HCBVTV: difenoconazole 77,90 ± 10,35 µg/kg; carbofuran 81,55 ± 

10,02 µg/kg; bifenthrin 68,38 ± 8,47 µg/kg; imidacloprid 65,15 ± 8,22 µg/kg; chlorpyrifos 69,04 ± 13,97 µg/kg. 

Từ khóa: bifenthrin, carbofuran, clorpyrifos, difenoconazole, imidacloprid, mẫu chuẩn, sữa bột. 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Trong bối cảnh hiện nay, sự gia tăng dân số, quá trình toàn cầu hóa và tốc độ đô thị hóa ngày càng mạnh mẽ 

đã đặt ra yêu cầu cấp thiết phải phát triển bền vững ngành nông nghiệp và các hệ thống sản xuất lương thực, thực 

phẩm. Trong đó, HCBVTV được ứng dụng rộng rãi nhờ khả năng gia tăng năng suất cây trồng và kiểm soát sâu 

bệnh hiệu quả. Tuy nhiên, HCBVTV đồng thời cũng là các hợp chất độc hại, có thể gây ô nhiêm ô nhiễm môi 

trường và tích lũy trong chuỗi thực phẩm, dẫn đến nguy cơ ảnh hưởng xấu đến sức khỏe con người.  

Sữa bột - một sản phẩm dinh dưỡng thiết yếu cho trẻ nhỏ và người cao tuổi - cũng không nằm ngoài nguy 

cơ nhiễm HCBVTV. Các nghiên cứu đã được thực hiện và chỉ ra rằng tình trạng sữa bị ô nhiễm kim loại nặng 

và dư lượng HCBVTV chủ yếu bắt nguồn từ việc bò sữa tiêu thụ nước, thức ăn và cỏ bị ô nhiễm. Lượng tồn 

dư HCBVTC trong nông sản và trong môi trường gây tác động ngay lập tức hoặc tiềm ẩn tích lũy trong cơ thể 

con người, dẫn đến một số vấn đề nghiêm trọng như suy giảm miễn dịch, tăng nguy cơ nhiễm vi sinh vật gây 

bệnh, vô sinh, dị tật bẩm sinh hay ung thư [1]. 

Việc xác định dư lượng HCBVTV trong thực phẩm là vấn đề cần thiết để kiểm soát chất lượng và an toàn 

thực phẩm. Ở Việt Nam, Bộ Y tế đã ban hành Thông tư 50/2016/TT-BYT quy định mức giới hạn tối đa cho 

dư lượng một số HCBVTV trong sữa, cụ thể là 0,05 mg/kg đối với bifenthrin và carbofuran, 0,02 mg/kg đối 

với clorpyrifos và imidacloprid, 0,005 mg/kg đối với difenoconazole [2].  

Để xác định dư lượng HCBVTV, tùy thuộc vào tính chất của các chất, các phương pháp thường được sử dụng 

hiện nay là sắc ký khí (GC) hoặc sắc ký lỏng (LC) kết nối detector khối phổ hai lần (MS/MS) kết hợp với phương 

pháp xử lý mẫu nhanh, đơn giản‚ chi phí thấp‚ hiệu quả‚ ổn định và an toàn (QuEChERS) [3-7]. Một số phương 

pháp tiêu chuẩn của Hiệp hội hợp tác phân tích chính thức (AOAC) và Việt Nam cũng đã sử dụng các phương 

pháp để xác định dư lượng HCBVTV trong thực phẩm [8, 9]. Do đó, trong nghiên cứu này, phương pháp GC-

MS/MS (đối với bifenthrin, clorpyrifos) và LC-MS/MS (đối với carbofuran, difenoconazole, imidacloprid) được 

lựa chọn kết hợp xử lý mẫu bằng QuEChERS để xác định hàm lượng các HCBVTV trong các giai đoạn sản 

xuất mẫu chuẩn.  
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Để thẩm định phương pháp và đảm bảo giá trị sử dụng của kết quả phân tích, việc sử dụng mẫu chuẩn là 

một trong những lựa chọn hàng đầu. Mẫu chuẩn là vật liệu đã được xác định đặc tính với độ chính xác và ổn 

định cao, đóng vai trò quan trọng hiệu chuẩn thiết bị, kiểm soát chất lượng và đảm bảo độ tin cậy của phương 

pháp đo lường. Mẫu chuẩn được chứng nhận (CRM) còn có thể dùng để gán giá trị cho các vật liệu khác, phục 

vụ hoạt động kiểm tra liên phòng và công nhận năng lực phân tích [10]. Tại Việt Nam, việc nghiên cứu sản 

xuất mẫu chuẩn HCBVTV trên nền thực phẩm (bao gồm cả sữa bột) còn hạn chế, cả về số lượng chất và đa 

dạng nền mẫu. Trong khi đó, trên thế giới, mẫu chuẩn HCBVTV đã được phát triển với nhiều nền mẫu khác 

nhau như đậu nành, hành lá và bắp cải, gạo lứt, sữa bột, trà xanh, táo [11-16]. Tuy nhiên, việc đặt mua các mẫu 

chuẩn này sẽ tốn nhiều thời gian, chi phí và khó khăn về đảm đảm bảo điều kiện bảo quản nghiêm ngặt trong 

suốt quá trình vận chuyển. Do đó, việc nghiên cứu sản xuất mẫu chuẩn ở Việt Nam là cần thiết nhằm đáp ứng 

kịp thời nhu cầu sử dụng ngày càng cao của các phòng thử nghiệm.  

Điều kiện bảo quản, đặc biệt là nhiệt độ có ảnh hưởng lớn đến độ ổn định và thời hạn sử dụng của mẫu 

chuẩn. Trong một nghiên cứu về độ ổn định của dư lượng HCBVTV trong xoài cho thấy, nhiệt độ bảo quản 

thấp hạn chế rất nhiều sự phân hủy của difenoconazole, quá trình này được thúc đẩy ở 4℃. Do đó, mẫu có thể 

được bảo quản ở nhiệt độ -20℃ trong thời gian dài trước khi phân tích và 4℃ chỉ thích hợp để lưu trữ tạm thời 

[17]. Nghiên cứu đánh giá sự phân hủy của năm loại HCBVTV phổ biến (imidacloprid, carbendazim, 

triadimefon, acetochlor và metolachlor) trong bột ngô dưới các điều kiện nhiệt độ và độ ẩm khác nhau cũng 

cho thấy ảnh hưởng của nhiệt độ và độ ẩm đến sự ổn định của mẫu [18]. Các mẫu bột ngô được bảo quản ở ba 

nhiệt độ: -20℃, 4℃ và 25℃, với hai điều kiện độ ẩm. Kết quả cho thấy, ở nhiệt độ -20℃, không có sự phân 

hủy đáng kể của các HCBVTV, với thời gian bán hủy từ 69,3 đến 693,2 ngày. Ở nhiệt độ 25℃ và độ ẩm 10%, 

thời gian bán hủy giảm mạnh xuống còn 5,8 đến 14,4 ngày. Tỷ lệ phân hủy dao động từ 40,6% đến 68,4% sau 

10 ngày. Thứ tự phân hủy của các HCBVTV là carbendazim > imidacloprid > acetochlor > metolachlor > 

triadimefon. Các nghiên cứu trên đều bảo quản mẫu chuẩn ở nhiệt độ mát hoặc đông lạnh. Do đó, nghiên cứu 

này tập trung sản xuất và theo dõi mẫu chuẩn HCBVTV trên nền sữa bột khi được lưu giữ ở nhiệt độ thường 

nhằm giúp tiết kiệm chi phí bảo quản và vận chuyển mẫu chuẩn.  

Trong nghiên cứu này, mẫu chuẩn năm HCBVTV (bifenthrin, carbofuran, clorpyrifos, difenoconazole, 

imidacloprid) được sản xuất trên nền sữa bột. Mẫu được bảo quản ở nhiệt độ phòng như đối với mẫu tự nhiên, 

đánh giá độ đồng nhất, độ ổn định và mô tả đặc tính của mẫu chuẩn theo hướng dẫn của ISO 33405:2024 [19]. 

Mẫu chuẩn sau khi được đánh giá sẽ được sử dụng trong tổ chức chương trình thử nghiệm thành thạo theo ISO 

17043:2023 [20] với sự tham gia của 07 phòng thí nghiệm ở Việt Nam. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Hóa chất, chất chuẩn 

Các hóa chất và dung môi sử dụng trong nghiên cứu có độ tinh khiết phân tích, phù hợp dùng cho sắc ký 

khí và sắc ký lỏng - khối phổ hai lần (GC-MS/MS, LC-MS/MS). Các chất chuẩn của 5 loại HCBVTV 

(difenoconazole, carbofuran, bifenthrin, imidacloprid, chlorpyrifos) và chất nội chuẩn đồng vị chlorpyrifos 

(D10) cung cấp bởi LGC standard và được trình bày chi tiết trong Bảng 1. Các dung môi (acetonitrile, 

methanol) cùng với các hóa chất khác như acid, ammonium formate, magnesium sulfate khan, trisodium citrate 

dihydrate, disodium citrate sesquihydrate, sodium chloride được mua từ Merck. Bột PSA (primary secondary 

amine powder) và C18 được cung cấp bởi Agilent. Nước tinh khiết (Milli–Q Integral 3; Millipore, Billerica, 

MA) được sử dụng trong quá trình pha chế và chuẩn bị mẫu. 

Bảng 1. Thông tin chất chuẩn HCBVTV sử dụng trong nghiên cứu 

Tên chất chuẩn Mã số (Code) Độ tinh khiết Số lô Hạn sử dụng 

Chuẩn difenoconazole DRE-C12609000 99,33% (g/g) G1388403 05/10/2029 

Chuẩn carbofuran DRE-C11010000 99,69% (g/g) G1424056 01/12/2029 

Chuẩn bifenthrin DRE-C10584000 99,20% (g/g) G1032032 11/10/2025 

Chuẩn imidacloprid DRE-C14283700 99,82% (g/g) G1352978 13/04/2029 

Chuẩn chlorpyrifos DRE-C11600000 99,67% (g/g) G1391881 26/10/2029 

Nội chuẩn chlorpyrifos D10 DRE-C11600100 99,06% (g/g) G1472621 22/08/2030 



Nguyen Thi Thu Ha, Pham Van Khue, Luu Thi Huyen Tran, … Nguyen Thi Minh Hoa 

   Vietnam Journal of Food Control - vol. 8, no. 3, 2025  
 

 161 

2.2. Thiết bị, dụng cụ 

Các thiết bị, dụng cụ chính được sử dụng trong nghiên cứu bao gồm: Máy trộn lập phương (điều chỉnh 

được 6 tốc độ khác nhau), máy xay đa năng, máy xay nhỏ, tủ đông sâu (MDF-U700VX-PB, Panasonic), tủ 

lạnh và máy đông khô (MODULYOD), cân phân tích có độ chính xác  0,1 mg, cân kỹ thuật có độ chính xác 

đến 0,1 g, cùng với các công cụ phòng thí nghiệm cơ bản khác.  

Hệ thống GC-MS/MS Ultra Trace GC 1310 (Thermo) kết nối khối phổ ba tứ cực TSQ 9000 với cột sắc ký 

DB5-MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 µm) được sử dụng để phân tích hàm lượng hai chất bifenthrin và clorpyrifos. 

Trong khi đó, ba chất carbofuran, difenoconazole và imidacloprid được phân tích trên hệ thống sắc ký lỏng 

hiệu năng cao (LC) của Shimadzu kết nối với khối phổ (MS/MS) ba tứ cực (QQQ) AB 6500 của Applied 

Biosystem sử dụng cột XBrigde C18 (100 mm × 4,6 mm; 2,5 µm). 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Phương pháp phân tích tion 

Hàm lượng các HCBVTV trong sữa bột được phân tích bằng phương pháp đã được thẩm định và công nhận 

theo ISO/IEC 17025 [21], dựa trên phương pháp AOAC 2007.01 [8] và phương pháp CEN 15662 [22].  

*Xây dựng đường chuẩn 

Đường chuẩn xác định các HCBVTV được xây dựng bằng cách phân tích các dung dịch chuẩn hỗn hợp 

trong khoảng nồng độ từ 5 ng/mL đến 200 ng/mL trên hệ thống GC-MS/MS (đối với bifenthrin và clorpyrifos) 

và LC-MS/MS (đối với carbofuran, difenoconazole và imidacloprid). Dãy chuẩn được pha trong dung môi đã 

có chứa nội chuẩn với nồng độ là 100 ng/mL. Đường chuẩn được xây dựng với 7 điểm, thể hiện mối quan hệ 

tuyến tính giữa nồng độ và diện tích peak của các HCBVTV. 

* Quy trình phân tích các HCBVTV trong mẫu chuẩn 

Mẫu chuẩn sau khi đồng nhất được cân chính xác khoảng 3 g trên cân phân tích. Thêm 100 μL dung dịch 

nội chuẩn Chlorpyrifos D10 nồng độ 10 µg/mL và 10 mL nước tinh khiết vào mẫu thử, lắc 1 phút bằng máy 

lắc xoáy. Thêm 10 mL acetonitrile vào ống ly tâm, đậy nắp kín và lắc 1 phút bằng máy lắc xoáy. Thêm từ từ 

hỗn hợp muối chiết gồm 4,0 ± 0,5 g MgSO4, 1,0 ± 0,1 g NaCl, 1,0 ± 0,1 g trisodium citrate dihydrate 

(Na3C6H5O7.2H2O) và 0,5 ± 0,1 g disodium citrate sesquihydrate (Na2C6H6O7.1.5H2O). Đậy nắp kín và lắc đều 

bằng tay 1 phút. Ly tâm ở tốc độ 6000 vòng/phút trong 5 phút. Làm sạch bằng chiết pha rắn phân tán (d-SPE): 

Hút 1 mL lớp dịch phía trên cho vào từng ống ly tâm 2 mL đã chứa hỗn hợp chất làm sạch gồm 250 ± 25 mg 

PSA, 250 ± 25 mg bột C18 và 1500 ± 200 mg MgSO4. Đậy nắp, lắc 1 phút bằng máy lắc xoáy. Ly tâm ở tốc 

độ 13000 vòng/phút trong 2 phút. Hút lớp dịch trong phía trên cho vào lọ và phân tích trên GC-MS/MS, LC-

MS/MS. 

*Tính kết quả 

Hàm lượng các HCBVTV trong mẫu thử được tính theo công thức sau: 

𝑥 =  
(𝐴𝐸𝑆/𝐼𝑆−𝑏)×𝑉

𝑎 ×𝑚
 × 𝑘    (1)   

Trong đó:  x : Hàm lượng hóa chất bảo vệ thực vật trong mẫu (ng/g) 

  AES/IS: Tỷ lệ diện tích pic hóa chất bảo vệ thực vật và nội chuẩn 

  V: Thể tích dịch chiết (mL) 

  m: Khối lượng mẫu (g) 

k: Hệ số pha loãng (nếu có) 

a, b: Hệ số trong trong phương trình đường chuẩn y = ax + b 

2.3.2. Phương pháp xử lý dữ liệu  

Dữ liệu được thu thập và xử lý bằng phần mềm Microsoft Excel. Mỗi mẫu được phân tích lặp lại 2 lần. 

Phân tích phương sai (ANOVA) được sử dụng để đánh giá sự khác biệt về giá trị trung bình giữa các thời điểm 

khác nhau ở mức độ tin cậy 95%. Phân tích phương sai cho thấy sự khác biệt giữa các giá trị trung bình ở mức 

ý nghĩa 0,05. Đánh giá mẫu chuẩn được thực hiện theo ISO 33405:2024 [23]. 
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2.3.2.1. Đánh giá độ đồng nhất 

Việc đánh giá độ đồng nhất là quan trọng để xác định sự biến đổi của các đặc tính trong một đơn vị và giữa 

các đơn vị riêng biệt của lô mẫu chuẩn. Do đó, ngay sau khi đóng gói và chia lô, 10 mẫu chuẩn được lựa chọn 

ngẫu nhiên để đánh giá tính đồng nhất và được phân tích lặp lại 2. Dữ liệu được xử lý theo tiêu chuẩn ISO 

17034:2016 và ISO 33405:2024 [23, 24]. Theo đó, số lượng mẫu tối thiểu (Nmin) được chọn để đánh giá độ 

đồng nhất được tính theo công thức: 

𝑁𝑚𝑖𝑛 = max(10, √𝑁𝑝𝑟𝑜𝑑
3 )     (2) 

Trong đó, Nprod  là tổng số sản phẩm mẫu chuẩn được sản xuất. Trong nghiên cứu này, 10 mẫu đã được lựa 

chọn để đánh giá độ đồng nhất. 

Độ không đảm bảo của giá trị được chứng nhận bao gồm độ không đảm bảo của kết quả đánh giá tính đồng 

nhất uhom, được tính theo công thức: 

𝑢ℎ𝑜𝑚 =  √𝑢𝑏𝑏
2 +  𝑢𝑤𝑏

2      (3) 

Trong đó: ubb là độ lệch chuẩn giữa các đơn vị và uwb là độ lệch chuẩn trong cùng đơn vị mẫu. 

Độ đồng nhất của mẫu được đánh giá bằng phương pháp ANOVA một yếu tố (one-way ANOVA single 

factor). Mẫu được coi là đạt độ đồng nhất khi giá trị P-value > 0,05 (cho thấy sự khác biệt giữa các mẫu là 

không có ý nghĩa thống kê). 

2.3.2.2. Đánh giá độ ổn định dài hạn 

Để theo dõi độ ổn định dài hạn ở nhiệt độ phòng (25 ± 5℃), các mẫu chuẩn đã được kiểm tra hàm lượng 

HCBVTV trong 6 tháng. Năm mẫu được chọn ngẫu nhiên và phân tích lặp cho mỗi thời điểm. Dữ liệu được 

thu thập tại 5 thời điểm: 12, 74, 104, 135, 165 ngày (kể từ ngày sản xuất). Phương trình hồi quy tuyến tính y = 

b1t + b0 được sử dụng để phân tích dữ liệu theo ISO 33405:2024 [23]. Trong đó : 

𝑏1 =  
∑ (𝑡𝑖− 𝑡̅)(𝑦𝑖− 𝑦̅)𝑛

𝑖=1

∑ (𝑡𝑖− 𝑡̅)2𝑛
𝑖=1

           (4) 

𝑏0 =  𝑦̅ −  𝑏1𝑡̅   (5) 

𝑠(𝑏1) =  
𝑠

√∑ (𝑡𝑖−𝑡̅)2𝑛
𝑖=1

    
(6) 

𝑠2 =  
∑ (𝑦𝑖− 𝑏0− 𝑏1𝑡𝑖)2𝑛

𝑖=1

𝑛−2
   (7) 

𝑠(𝑏0) =  𝑠𝑏1
√

∑ 𝑡𝑖
2𝑛

𝑖=1

𝑛
 (8) 

t: thời gian theo dõi độ ổn định (ngày) 

 b1, b0: hệ số của phương trình hồi quy tuyến tính biểu diễn độ ổn định dài hạn 

 𝑠(𝑏1), 𝑠(𝑏0): độ lệch chuẩn của hệ số b1, b0 tương ứng 

 y: giá trị hàm lượng của HCBVTV 

 n: số quan sát 

Mức thay đổi chấp nhận được đối với chất phân tích trong quá trình theo dõi độ ổn định được xác định dựa 

trên độ không đảm bảo đo đồng nhất (uhom). Giới hạn dưới được tính bằng giá trị ấn định trừ uhom, và giới hạn 

trên là giá trị ấn định cộng uhom. Để ước tính thời hạn sử dụng (tshelf life), khoảng tin cậy 95% cho các giá trị dự 

đoán trong tương lai được tính đến và chọn thời gian ngắn nhất mà tại đó một trong các giới hạn tin cậy cắt 

giới hạn trên hoặc giới hạn dưới. Độ không đảm bảo đo do độ không ổn định trong quá trình bảo quản (ults) 

được tính bằng công thức:  

ults =  sb1
× 𝑡𝑠ℎ𝑒𝑙𝑓 𝑙𝑖𝑓𝑒    (9) 

Trong đó: 𝑡𝑠ℎ𝑒𝑙𝑓 𝑙𝑖𝑓𝑒  là thời hạn sử dụng tính theo phương trình hồi quy (hoặc dự kiến) của mẫu chuẩn 

2.3.2.3. Giá trị được chứng nhận và độ không đảm bảo đo 

Giá trị được chứng nhận (ychar) được xác định là giá trị trung bình của các kết quả phân tích tại thời điểm 

ban đầu. Độ không đảm bảo đo của mẫu chuẩn được tính từ các thành phần độ không đảm bảo đo của tính 

đồng nhất (uhom), Độ không đảm bảo đo liên quan tới xác định giá trị chứng nhận (uchar), độ không đảm bảo đo 

ổn định dài hạn (ults):  

ults =  𝑢𝐶𝑅𝑀 = √𝑢ℎ𝑜𝑚
2 +  𝑢𝑐ℎ𝑎𝑟

2 +  𝑢𝑙𝑡𝑠
2    (10) 
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uchar =  
s(y)

√p
=  √

∑ (yi −  ychar)2p
i=1

p (p − 1)
                    (11) 

Trong đó:  y là các giá trị thu được để tính giá trị chứng nhận 

ychar là giá trị được chứng nhận 

s(y) là độ lệch chuẩn của y 

p là số giá trị sử dụng trong tính toán 

Độ không đảm bảo đo mở rộng của mẫu chuẩn  (UCRM = 2 x uCRM) có hệ số k=2. 

Để kiểm chứng giá trị chứng nhận, các mẫu chuẩn trong nghiên cứu này được sử dụng trong chương trình 

thử nghiệm thành thạo do Viện Kiểm nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm quốc gia (NIFC) tổ chức phù hợp theo 

ISO 17043:2023 [20], với sự tham gia của 07 phòng thí nghiệm trên toàn quốc. Kết quả của các phòng thí 

nghiệm tham gia được kiểm tra bằng phép thử Grubbs để xác định và loại bỏ các giá trị ngoại lai theo ISO 

5725-2:2019 [25]. Từ đó, giá trị ấn định của chương trình được tính từ thống kê đồng thuận của các phòng thí 

nghiệm tham gia. Giá trị ấn định (xpt), độ lệch chuẩn (σpt) và độ không đảm bảo đo của chương trình thử nghiệm 

thành thạo được tính theo ISO 13528:2022 và AOAC INTERNATIONAL – Phụ lục F [26, 27]. Theo đó, các 

chỉ tiêu phân tích được xử lý bằng phương pháp Qn. Giá trị chứng nhận của mẫu chuẩn (xref) được so sánh với 

giá trị ấn định của chương trình (xpt) theo biểu thức sau:  

|𝑥𝑟𝑒𝑓 − 𝑥𝑝𝑡|  ≤ 2 × √𝑢(𝑋𝑟𝑒𝑓)
2 + 𝑢(𝑋𝑝𝑡)

2       (12) 

Trong đó:  uxref là độ không đảm bảo đo của mẫu chuẩn  

uxpt là độ không đảm bảo đo của giá trị ấn định của chương trình thử nghiệm thành thạo 

xref là giá trị chứng nhận của mẫu chuẩn  

xpt là giá trị ấn định của chương trình thử nghiệm thành thạo 

Nếu sự khác biệt giữa giá trị chứng nhận của mẫu chuẩn và giá trị ấn định của chương trình lớn hơn 2 lần 

độ lệch chuẩn thì cần tiến hành xem xét nguyên nhân và đưa ra quyết định phù hợp. 

3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

3.1. Sản xuất mẫu chuẩn 

Mẫu chuẩn trên nền sữa bột đã được sản xuất từ sữa bột đóng hộp thương mại, mua từ nhà cung cấp có 

uy tín. Để đảm bảo quá trình trộn được thực hiện nhanh tránh bị ẩm mẫu, cũng như sự phân bố đồng đều của 

HCBVTV trong lô mẫu lớn, 2 kg sữa bột được chia thành 2 phần: phần A (200 g) bổ sung HCBVTV để tạo 

hỗn hợp “ướt” ban đầu, và phần B (1,8 kg) được giữ nguyên. Phần A sau đó được đồng nhất với phần B (Hình 

1). 

Chuẩn bị 200 mL hỗn hợp HCBVTV nồng độ 1 µg/mL trong dung môi methanol: Cân chính xác 200 

mg từng chất chuẩn, hòa tan bằng methanol và pha trong bình định mức 20 mL được các dung dịch chuẩn 10 

mg/mL cho từng chất. Hút chính xác 100 µL từng dung dịch chuẩn vào bình định mức 10 mL, định mức bằng 

methanol được dung dịch hỗn hợp 1. Hút chính xác 2 mL dung dịch hỗn hợp 1 vào bình định mức 200 mL, 

định mức bằng methanol được hỗn hợp dung dịch chuẩn các chất có nồng độ 1 µg/mL. 

Đồng nhất phần mẫu A với 100 mL nước cất và 200 mL dung dịch hỗn hợp chuẩn nồng độ 1 µg/mL bằng 

máy xay đa năng. Hỗn hợp đồng nhất có dạng sệt, không tách lớp. Chia phần mẫu A vào 4 khay đông khô, bọc 

kín bằng màng bọc và đông sâu -80℃ trong 24h. Mẫu được đông khô ở nhiệt độ -40℃ trong 48h. Sau quá 

trình đông khô, mẫu A được xay lại thành dạng bột mịn bằng máy xay đa năng. Toàn bộ mẫu A tiếp tục được 

trộn với phần mẫu B, đồng nhất toàn bộ mẫu trong 60 phút ở tốc độ 40 vòng/phút bằng máy trộn lập phương 

(quá trình trộn được thực hiện trong phòng kín có máy hút ẩm kiểm soát độ ẩm dưới 50%). Đóng gói mẫu thủ 

công trong túi ghép mí, sau đó cho túi mẫu ghép mí vào túi hút chân không (Hình 2) và túi nhôm để tránh 

sáng. Khối lượng mỗi túi 40 g/mẫu. Mẫu được dán nhãn và bảo quản ở 25 ± 5℃. 
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Hình 1. Sơ đồ thiết kế thí nghiệm quy trình sản xuất mẫu chuẩn 

 

Hình 2. Hình ảnh mẫu sau công đoạn hút chân không, trước khi cho vào túi nhôm để tránh ánh sáng 

3.2. Đánh giá độ đồng nhất  

Trong nghiên cứu này, mười mẫu được chọn ngẫu nhiên để đánh giá độ đồng nhất và được phân tích lặp 

lại 2 lần cho mỗi loại HCBVTV. Độ đồng nhất của lô được đánh giá bởi phương pháp ANOVA một yếu tố. 

Kết quả đánh giá độ đồng nhất của chỉ tiêu Difenoconazole được trình bày trong Bảng 2. Các kết quả đánh giá 

độ đồng nhất cho các HCBVTV còn lại được thể hiện trong phụ lục kèm theo (Bảng S1-S5). 
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Bảng 2. Kết quả đánh giá độ đồng nhất chỉ tiêu difenoconazole  

Mẫu Mã số 

Kết quả (µg/kg) Trung bình 

Kết quả 

(µg/kg) 

Độ chệch 

(Wt) 
(Wt)2 

Lần 1 Lần 2 

1 15 80,2 72,3 76,25 -7,90 62,41 

2 30 79,4 81,0 80,20 1,60 2,56 

3 28 79,4 79,4 79,40 0,00 0,00 

4 10 77,8 81,8 79,80 4,00 16,00 

5 4 81,0 70,0 75,50 -11,00 121,00 

6 29 81,0 70,7 75,85 -10,30 106,09 

7 8 75,5 76,0 75,75 0,50 0,25 

8 24 80,2 73,1 76,65 -7,10 50,41 

9 16 81,8 81,8 81,80 0,00 0,00 

10 5 77,0 78,6 77,80 1,60 2,56 

Trung bình chung 77,90   

Độ lệch chuẩn của trung bình chung (sx) 2,24   

Độ lệch chuẩn trong mẫu (sw) 4,25   

Độ lệch chuẩn giữa các mẫu (ss) 0,00 uhom = 3,00 

Sự khác biệt giữa các mẫu không có ý nghĩa thống kê (P-value > 0,05) như thể hiện trong Bảng 3. Giá trị 

𝑢ℎ𝑜𝑚 của từng HCBVTV được tính theo công thức (3) và trình bày trong Bảng 3. Kết quả này cho thấy, các 

mẫu chuẩn được sản xuất theo quy trình đạt yêu cầu về độ đồng nhất đối với cả 5 chỉ tiêu HCBVTV. 

 Bảng 3. Kết quả phân tích ANOVA-oneway và độ không đảm bảo đánh giá tính đồng nhất   

STT Chất phân tích Giá trị trung bình 

 (µg/kg) 

MSbetween MSwithin P-value  𝒖𝒉𝒐𝒎  

(µg/kg) 

1 Difenoconazole 77,90 10,05 18,06 0,804 3,00  

2 Carbofuran 81,55 13,28 7,90 0,214 2,05  

3 Bifenthrin 68,38 4,52 8,56 0,824 2,07 

4 Imidacloprid 65,15 3,56 1,45 0,088 0,91  

5 Chlorpyrifos 69,04 22,08 21,95 0,492 3,32  

3.3. Điều kiện bảo quản và sử dụng mẫu trong chương trình thử nghiệm thành thạo 

Trong nghiên cứu này, mẫu được đóng gói trong túi ghép mí và túi hút chân không để ngăn ngừa ảnh hưởng 

của độ ẩm của môi trường, sau đó được bảo quản ở nhiệt độ phòng 25 ± 5℃. So với việc bảo quản mẫu ở điều 

kiện lạnh (4℃ và -20℃) trong các nghiên cứu trước đây [17, 18], việc nghiên cứu và sản xuất thành công mẫu 

ở nhiệt độ phòng (25 ± 5℃) góp phần đáng kể vào việc giảm chi phí bảo quản và vận chuyển mẫu.  

Giá trị chứng nhận của mẫu chuẩn (Bảng 4) được tính từ kết quả 10 mẫu chuẩn lấy ngẫu nhiên phân tích 

lặp 02 lần bằng các phương pháp đã được thẩm định và chứng nhận đã nêu ở mục 2.3.1. Các giá trị chứng nhận 

của mẫu chuẩn được sản xuất gần với giới hạn dự lượng tối đa cho phép trong nền sữa bột theo Thông tư 

50/2016/TT-BYT [2], phù hợp cho phép phân tích HCBVTV tại các phòng thí nghiệm. 

Mẫu chuẩn trong nghiên cứu này đã được sử dụng trong chương trình thử nghiệm thành thạo do Viện Kiểm 

nghiệm an toàn vệ sinh thực phẩm Quốc gia tổ chức, với sự tham gia của 07 phòng thí nghiệm trên toàn quốc. 

Các phòng thí nghiệm tham gia sử dụng cả phương pháp sắc ký lỏng và sắc ký khí (Bảng S6-S11). Giá trị ấn 

định của chương trình  được tính từ kết quả đồng thuận của các phòng thí nghiệm tham gia. Kết quả được thể 

hiện trong Bảng 4. 
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 Bảng 4. Giá trị ấn định (xpt), độ lệch chuẩn (σpt) của chương trình thử nghiệm thành thạo, độ không 

đảm bảo đo của giá trị ấn định (ux) và giá trị được chứng nhận của mẫu chuẩn  

STT Chất phân tích 
Giá trị ấn định xpt 

 (µg/kg) 
σpt (µg/kg) 

ux 

(µg/kg) 

Giá trị được chứng nhận 

 (µg/kg) 

1 Difenoconazole 77,90 9,07 2,34 77,90 

2 Carbofuran 82,50 15,19 6,49 81,55 

3 Bifenthrin 68,10 11,80 8,58 68,38 

4 Imidacloprid 67,70 8,05 0,63 65,15 

5 Chlorpyrifos 69,80 13,21 6,25 69,04 

3.4. Đánh giá độ ổn định lâu dài và độ không đảm bảo đo  

Biểu đồ theo dõi độ ổn định dài hạn của 5 HCBVTV trong mẫu chuẩn được trình bày trong Hình 3. Giá trị 

quan sát thực tế được biểu thị bằng các điểm màu xanh, phương trình hồi quy tuyến tính được thể hiện bằng 

đường mũi tên, 2 đường màu đỏ đại diện cho giới hạn trên và giới hạn dưới được tính bằng giá trị chứng nhận 

cộng/trừ khoảng chấp nhận (trong nghiên cứu này khoảng chấp nhận được tính bằng uhom). Có thể thấy rằng 

các giá trị quan sát trong 6 tháng đều nằm trong khoảng chấp nhận. Mẫu cho thấy độ ổn định trong suốt thời 

gian theo dõi (6 tháng) (Bảng S12, Hình S1). Đồng thời, dựa trên cách đánh giá độ ổn định dài hạn nêu ở mục 

2.3.2.2, thời hạn sử dụng ước tính của mẫu chuẩn là ít nhất là 2 năm. Từ đó, thời hạn 2 năm được sử dụng để 

tính độ không đảm bảo đo dài hạn (ults ) của mẫu chuẩn theo công thức (9). Kết quả được trình bày trong Bảng 

5. Ngoài ra, mẫu chuẩn sẽ tiếp tục được theo dõi độ ổn định thực tế theo thời gian.  

   

  

Hình 3. Đồ thị theo dõi ổn định dài hạn của 5 HCBVTV trong sữa bột 

Độ không đảm bảo đo của quá trình mô tả đặc tính này (uchar) được tính theo công thức (11), kết quả cũng 

được thể hiện trong Bảng 5 cho từng HCBVTV. Độ không đảm bảo đo của mẫu chuẩn (uCRM) được tính theo 

công thức (10) gồm 3 thành phần: Độ không đảm bảo đo đồng nhất (uhom), độ không đảm bảo đo ổn định dài 

hạn (ults) và độ không đảm bảo đo mô tả đặc tính (uchar). Từ đó, có thể tính được độ không đảm bảo đo mở rộng 

của mẫu chuẩn  (UCRM = 2 x uCRM) có hệ số k = 2. Kết quả được thể hiện trong Bảng 5. 

So sánh các giá trị ấn định của chương trình thử nghiệm thành thạo với giá trị chứng nhận của mẫu chuản 

có tính đến độ không đảm bảo đo theo phương trình 12 (mục 2.4) cho thấy sự phù hợp của các giá trị được 

chứng nhận của mẫu chuẩn với giá trị ấn định của chương trình thử nghiệm thành thạo. Điều này khẳng định 

độ tin cậy về giá trị được chứng nhận của mẫu chuẩn của nghiên cứu này, đồng thời chứng minh mẫu chuẩn 

có thể sử dụng hiệu quả cho quá trình phân tích 5 HCBVTV. 



Nguyen Thi Thu Ha, Pham Van Khue, Luu Thi Huyen Tran, … Nguyen Thi Minh Hoa 

   Vietnam Journal of Food Control - vol. 8, no. 3, 2025  
 

 167 

 Bảng 5. Độ không đảm bảo đo của 5 loại HCBVTV trong mẫu chuẩn   

STT Chất phân tích uhom (µg/kg) 
uchar 

(µg/kg) 

ults 

(µg/kg) 

Độ không đảm 

bảo đo mở rộng 

(UCRM) 

 (µg/kg) (k=2) 

1 Difenoconazole 3,00  1,20 4,04 10,35 

2 Carbofuran 2,05  1,03 4,46 10,02 

3 Bifenthrin 2,07 0,83 3,61 8,47 

4 Imidacloprid 0,91  0,52 2,76 8,22 

5 Chlorpyrifos 3,32  1,49 5,97 13,97 

4. KẾT LUẬN  

Nghiên cứu đã sản xuất thành công mẫu chuẩn 5 loại HCBVTV (difenoconazole, carbofuran, bifenthrin, 

imidacloprid, chlorpyrifos) trong sữa bột phù hợp theo tiêu chuẩn ISO 17034:2016. Mẫu được bảo quản ở nhiệt 

độ phòng (25 ± 5℃), tương tự điều kiện bảo quản sữa bột trên thực tế, góp phần giảm đáng kể chi phí bảo quản 

và vận chuyển so với các mẫu chuẩn yêu cầu bảo quản lạnh. Theo kết quả nghiên cứu, mẫu chuẩn được dự 

đoán là ổn định với cả 5 HCBVTV trong ít nhất 2 năm. Độ tin cậy và ổn định của mẫu chuẩn đã được khẳng 

định thông qua việc tổ chức thành công chương trình thử nghiệm thành thạo với sự tham gia của 07 phòng thí 

nghiệm ở Việt Nam, sử dụng cả phương pháp sắc ký lỏng và sắc ký khí. Giá trị chứng nhận của mẫu phù hợp 

với giá trị ấn định từ sự đồng thuận của các phòng thí nghiệm tham gia. 
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