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L&i n6i dau
TCVN 6603 : 2000 hoan toan tuong duong véi ISO 10095 : 1992

TCVN 6803 : 2000 do Ban k§ thuit TCYN/TC/ F16 Ca phé va san
pham c& phé bign soan, Téng cuc Tidu chuin Do lung Chat lugng
dé nghi, B3 Khoa hoc Céng nghé va Mai trudng ban hanh.
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Ca phé - Xac dinh ham lugng caphéin
Phuong phap dung sic ky Idng cao ap

Coffee - Determination of caffeine content — Method using high - performance liquid
chromatography

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phudng phap séc ky Idng cao ap (HPLC) dé xac dinh ham lugng caphéin cla ca
phé nhan va ca phé rang da khir caphéin, cla bdt chiét clia ca phé thudng va ca phé da khir caphéin.

Cha thich 1 - Phuong phap chudn dé xac dinh ham lugng caphéin bing phuong phap do phd hdp thu cuc
tim trong TCVN 6604 : 2000 (1SO 4052 - 1983). Ca phé - Xac dinh ham lugng caphein (phuang phidp

chudn).

2 Tiéu chuan trich dan

TCVN 6536 : 1999 (ISO 1447 ; 1978) Caphé nhan — Xac dinh do 3m (phuong phap théng thudng),
TCVN 5567 : 1991 (ISO 3726 : 1983) Caphé tan — Xac dinh khéi lugng hao hut & 70°C du6i ap sudt thap.
ISO 6673 : 1983 Caphé nhan - Xac dinh khéi Iugng hao hut & 105°C.

3 Nguyén tic

Chiél caphéin tif phan mau thlr bang nutic & 90 °C véi su cé mat clia magié oxit. Loc va sau dé tinh ché
phan cht Iéng trén vi cot silic dioxyt da dudc ci bign béng cac nhém phenyl,

Séc ky long cao ap dé xac dinh ham lugng caphéin bing phat hién tia t& ngoai.

4 Thuéc thir

Néu khéng cé qui dinh khac, chi duge ding cac thudc thir thudc loai phan tich, va nudc cat hoac nudc da
khir khoang hoc nudc c6 dé tinh khiét tuong dudng.
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4.1 Metanol, loai ding cho HPLC.
4.2 Dung dich amoniac (0,3 mol/l) metanol, hdn hop ty 1& 90 + 10 theo thé tich.

4.3 Dung mdi rira giai, ding cho ct tinh ché, hén hop metanol/ nudc/ axit axétic ty 1& 75 + 25 + 1 thec
thé tich.

4.4 Pha ddng, hén hop metanol/ nudc, ty 1& 30 + 70 theo thé tich.

Cho 600 ml metanol (4.1) vao binh dinh mifc dung tich 2 lit va cho nudc vao dén vach. Trén ki sau do loc
hén hop qua mang loc cb kich thude 16 loc 0,45 pm (5.7).

Chu thich 2 — Bang cach diéu chinh néng dd metanol ¢é thé thay déi thdi gian lwu gilr cla caphéin sac cho
dat dugc suf chia tach t6i uu trong HPLC,

4.5 Etanol/ nudc, dung dich ty I& 1 + 4 theo thé tich.
4.6 Oxit magie
4,7 Caphéin, dung dich gdc, tuong (mg véi 0,5 g caphéin trong mét Iit.

Cén, chinh xac t6i 0,1 mg, 125 mg caphé&in cho vao binh thuy tinh mau hd phach thé tich 250 ml clia ciing
hén hop etanol / nude. Cho thém etanol / nutdc (4.5) Al dén nita binh. Hoa tan hét caphéin va sau d6 them

dén vach.
Dung dich nay cé thé bao quan dudc 1 thang trong ti lanh.
4.8 Caphéin, cac dung dich chuan.

4.8.1 Dung dich chuén A, tudng (g véi 0,010 g caphéin trén lit, d& ding cho cac san phdm da duoc loai

caphéin.

Dé cho dung dich géc (4,7) &m Ién dén nhiét dé phong. Ding pipet (5.12) ay 2 ml dung dich gbc nay cho
vao binh thé tich 100 ml mét vach. Cho nudc day dén vach va tron.,

Pha dung dich nay trong ngay sl dung.
4.8.2 Dung dich chuin B, tuong (mg v6i 0,05 g caphéin trong lit, d& diing cho cac san pham théng thuéng.

Dé cho dung dich géc (4,7) 4m Ién dén nhiét d6 phong. Ding pipet (5.12) 1ay 5 m dung dich géc nay cho
vao binh dinh mifc dung tich 100 ml. Cho nuc day dén vach va tron.
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5 Thiét bi, dung cu

Str dung cac thiét bj thi nghiém théng thudng va dac biét 1a cac dung cu sau:

5.1 May sac ky long cao 4p, cd trang bi detector cuc tim, cho phép do trong viing budc séng tir 254
nm dén 280 nm, va c6 trang bj may ghi. Budic séng cang gan vai 280 nm 14 &t bdi vi pic hap thy cuc dai

cla caphé&in & 272 nm.

5.2 Cét sac ky dé chay HPLC, loai C,,, t6t nhat Ia dugc nhéi bang cac hat hinh ciu réng va cé it nhat
di 5000 dia Iy thuyét.

S6 dia ly thuyét N clia cét c6 thé dudc tinh nhu sau theo hinh dang cla cac pic thu duge bang bom dung
dich caphéin chudn tinh khiét (4.8).

N=ssf )
\wos )

trong do
L 1a thai gian luu gitr cla pic;
Wq s la dd réng pic tai gilta duding cao cla pic.

5.3 Cot tinh ché&, dé chay sic ky pha nguge, dung tich 3 mi, dugdce nhéi bang silica duge cai bién bang
cac nhom phenyl, kich thude trung binh clia cac hat 1a 40 um.

3.4 May xay ca phé, thich hgp dé xay hat ca phé da rang.

5.5 May nghién ca phé co banh rang va vé Iam mat hoac may nghién phan tich ¢é IUGi cit va vo lam
mat, hodc cac loai may nghién khac thich hop dé nghién hat ca phé nhan.

5.6 B ray thi nghiém, dan bang Iudi kim loai kich thudc mét ray 1a 630 um.

5.7 B4 loc, kich thudc 16 12 0, 45 um.

5.8 NG&i cach thuy, c6 kha nang didu chinh nhiét d6 & 90 °C + 1 °C va khudy dugc lién tuc.
5.9 Can phan tich, co thé can chinh xac t6i 0,000 1 g.

5.10 Chai, dung tich 250 mi ¢6 nép van xoay

5.11 Binh dinh murc 1 vach, dung tich 10 mi, 50 mi, 100 ml, 250 mi va 2 lit.

3.12 Pipet, dung tich 2,0 mi ; 5,0 mi va 10,0 mi.
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6 Lay mau
Viéc |dy mau ca phé nhan déng trong bao duoc tién hanh theo TCVN 65389 : 1999 (ISO 4072 : 1982).

Viéc ldy mau ca phé tan dung trong thiing c6 16p 16t dugc tién hanh theo TCVN 6605 : 2000
(IS0 6670 ; 1983).

7 Chuin bi mau thir

NE&u can thiét phai nghién méu béng dung cu thich hgp dugc qui dinh trong 5.4 hoac 5.5 cho dén khi mau
lot dudc qua ray (5.6).

8 Cach tién hanh

8.1 Xac dinh ham lugng chat khé
Tinh ham lugng chét khé tir ham lugng nude xac dinh duge trong 1 phan clia mau thir (diéu 7) theo
- TCVN 6536 : 1999 (ISO 1447) hoac ISO 6673 dbi vdi ca phé nhan;
- IS0 3727 ddi voi ca phé tan, hoac ;
- theo cac tiéu chudn khac ap dung cho ca phé va cho cac san pham khac ché bién tif ca phé.
8.2 Phén mau thir
8.2.1 Ca phé nhan ho#c rang théng thuong va da loai caphéin
Can I8y 1 g mau thir (diéu 7) chinh xac téi 0,0001g. S
8.2.2 B6t ca phé chiét théng thudng va da loai caphéin
Can lay 0,5 g mau thir (diéu 7) chinh xac tai 0.0001g.
8.3 Chiét chat caphéin

8.3.1 Cho phan méu thir (8.2.1) ho&c (8.2.2) vao chai dung tich 250 ml (5.10). Thém 4 g + 0,5 g oxit magie
{4.6) va 100 g nudc. Can chai cing cac chat dung bén trong, chinh xac t6i 0,1 g.

8.3.2 Dong nap chai va trn ky cac chat trong chai. DAt chai da chirta cac chéat vao ndi cach thuy (5.8) va
dun néng d&n 90 °C ddng thai khudy lién tuc trong vong 20 phiit.

Dé ngudi chai cung cac chét chifa bén trong va can lai chinh xac dén 0,1 g. Khéi lugng clia chai ngudi
cung cac chat dung bén trong phai bang khai luong xac dinh dugc trong 8.3.1.

B
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8.3.3 Neéu khdi lugng clia 2 I8n can khac nhau, thue hién chiét khac (8.3.1 va 8.3.2) sif dung phan méau thir
khac.

8.3.4 D& cho dung dich tinh. Loc dung dich qua b loc (5.7).
8.4 Tinh ché& dung dich

Truéc méi Ian chiét tach dung dich, hoat hoa cot tinh ché (5.3).
8.4.1 Chuan bi cét tinh ché

Lap cot tinh ché nhu vé trén hinh 1.

al

Cat

Tir 1 mm dén 2 mm
Silica dugc thay metanolinudc

bding nhém phenyl —

N oo

U

Hinh 1 - Chudn bj cbt tinh ché

Ma van khoa va rifa cét bang 5 ml metanol (4.1), didu chinh van khoa dé& cho metanol chay timg giot. Khi
con lai khoang 1 mm dén 2 mm metanol & phia trén bé mat silica thi déng van. Cho thém 5 mi nudc, maé

van va khi nao con 1 mm dén 2 mm nuéc & phia trén bé mat silica thi lai déng van.

Khong dé cho cét bi khd, néu khéng, phai tién hanh chudn b lai.
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B.4.2 Hap thu caphéin
Dung pipet dé dua vao cbt, hoic

a) 2,0 ml dung dich da loc thu dugc trong 8.3.3 trong trudng hgp 1a ca phé thudng hodc ca phé chiét,
hoac

b) 10,0 mi dung dich d3 loc thu dugc trong 8.3.4 trong trudng hgp |a ca phé da khir caphéin hoac ca
phé chiét da khif caphéin.

Diéu chinh van dé cho dung dich chay timg giot. Khi bé mat clia dung dich ha thap xubng ngay dudi bé

mat cla silica thi déng van.

8.4.3 Khi nhimng thanh phin khéng cin thiét #

Md van khoa va cho 2,5 ml hén hgp dung dich amoniac/metanol (4.2). Béng van khi bé mat clia hén hap
ha thdp ngay sat dudi bé mat cla silica. Cho thém ti€p 2,5 ml hdén hop (4.2) nita va dé hdn hop chay hét
khoi cot. Thai khoang 20 mi khong khi qua cdt d& khir t5i da hdn hop (4.2)

Chu thich 3 - O giai doan nay cla quy trinh cot c6 thé bi khb.
8.4.4 Rira giai caphéin

Brat 1 binh dinh mifc dung tich 10 ml mét vach (5.11) phia dudi cit. M3 van va cho 7,5 ml dung méi rifa giai
(4.3), diéu chinh van dé cho dung méi chay timg giot. D& cho dung méi rfa gidi chay hét vao binh. Cho

nudc vao dén vach va tron ky.

Chu thich 4 — Cét tinh ché c6 thé dudc tai sinh bang metanol nhu qui dinh 8.4.1. Co thé sif dung dén 10
lan cho muc dich tinh ché,
| -

8.5 Phan tich bdng HPLC

8.5.1 Hiéu chinh thiét bj.

Bat may séc ky (5.1) va hiéu chinh may nhu sau:

— Toc db dong chay clia pha dong (4.4) : tir 0,5 ml/ phit d&n 1,5 ml/ phut tuy theo loai cit duode ding
(xem 5.2}

— Nhiét do cla cot (5.2) : 40 °C

Ch thich 5 — C6 thé tang pic tach bang cach tang nhiét dé clia cit nhung khéng dudc qua 60 °C.
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8.5.2 Phan tich

Khi tdc 6 dong chay clia pha dong (4.4) va nhiét dd 6n dinh, bom vao cét 10 ul dung dich mau thir thu
dudc trong 8.4.4 va sau d6 bom mét thé tich nhu vay dung dich caphéin chuén (4.8.1 hoac 4.8.2).

Chu thich 6 — Trong qui trinh binh thugng, dinh ludt Beer dudc tuan th vdi néng do chat caphéin tdi
0.0250g/ 1. Mirc nay cb cao hdn so vdi ndng @6 caphéin ap dung trong phuong phap thit nay. Tuy nhién,
néu diéu nay khong phai do sai léch cha thiét bi, vin phai xay dung dudng hiéu chuln cac néng do
caphéin.

9 Tinh va biéu thi két qua

Ham lugng caphéin trong mau dugc biéu thi bang gam trén 100 g chét khé nhu sau:
9.1 Ba&i vai ca phé nhan séng hoac da rang va bdt ca phé tan:

Ax 10x100 100
— X Cl

» ® =100
Ac 2xmox1000 RS

trong do

A, la dién tich pic caphéin thu dugc v8i dung dich mau thir ;

A, 1a dién tich pic caphéin thu dugc véi dung dich chudn ;

¢, la néng d6 clia dung dich caphé&in chudn (B.4.2), tinh béng gam trén lit :
m, 1a khoi lugng cla phan mau thir, tinh bang gam ;

RS 1a ham lugng chat kho cla méu, tinh phan tram theo khéi ludng (xem 8.1).
9.2 D6i vai ca phé nhan séng hodc rang va bdt ca phé déu da khir caphéin:

Ax 10x100 100

1% b x 100
Ac 10%mo=1000 RS

trong do

c; la nong do cha dung dich caphéin chuén (8.4.1), tinh bang gam trén lit :

10 Do chinh xac

10.1 Cac két qua thir cua lién phong thi nghiém
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Mét thir nghiém cda lién phéng thi nghiém da ti€n hanh nam 1987 cla ISO/TC 34/SC 15 ca phé, gém 18
phang thi nghiém tham gia. Cac gia tri vé do tai lap va dé |ap lai thu dugc trong bang 1. Phuong an dy
mau va quy trinh thit tuan thd phudng an cia lién thi nghiém phl h gp véi su phan céng dudc néu trong
150 5725.

Bang 1- D& lap lai va do tai lap

: : i 3
Ham litgng caphéin Dg lap lai g 1ai lap
Mau g/ 100g ca phé g caphéin/ 100 g g caphéin/ 100 g

ca phé ca phé

Hat ca phé nhan da rang =2 0,07 0,34
= '1 ﬂ.m ﬂ.12 i‘ ﬂ.
| Hat ca phé nhan rang da *

loai bo chéat caphéin < 0,1 0,01 0,02
Ca phé tan =4 0,09 0,36
Ca phé tan d3 loai bod
caphéin < 0,3 0.02 0,03

10.2 Db l3p lai

Su khac nhau tuyét déi gitta hai két qua thir déc |ap, riéng ré thu duge khi 4p dung mét phudng phap, trén
cling mét mau thir, tai mét phong thi nghiém, do mét ky thuat vién thuc hién, ding cling mét loai dung cu
trong mdt khodng ngan thdi gian phai khéng dude vuot qua gia tri néu trong bang 1.

10.3 D6 tai lap -

Su khac nhau tuyét déi gitra hai két qua thir riéng ré thu dudc khi &p dung clng mét phuong phap, trén
cling mdt mau thir, thuc hién & cac phéng thi nghiém khac nhau, do cac ky thuat vién khac nhau ding
dung cu khac nhau thuc hién phai khéng dugc vuot qua gia tri néu trong bang 1.

11 Béo cao két qua

Bao cao két qua phai chi ra phuong phap st dung va két qua thu dugc. Cling phai dé cap dén tat ca cac
chi tiét thao tac khéng qui dinh trong tiéu chudn nay, hoac tuy ¥ Iua chon, cling vdi cac chi tiét bat thudng
nao khac cé thé anh hudng téi két qua

Bao cao két qua ciing bao gdm tat ca cac thong tin can thiét vé viéc nhan biét hoan toan mau thir.

10
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Phuluc A
(Tai liéu tham khao)

Thu muc

1 TCVN 6539 :1999 (1SO 4072:1882), Ca phé nhan dong bao — Lay mau.

2 150 5725:1986, B6 chinh xac cla phudng phap thir — Xac dinh d5 lap lai va dé tai lap cho phuong phap

thit chuén bdi lién phong thi nghiém.
.

3 TCWVN 6605 : 2000 (ISO 6670:1983), Ca phé tan dung trong thung c6 16t - Lay mau.



