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Ca phé — Xac dinh ham lugng caphéin (phuong phap chuin)

Coffee — Determination of caffeine content (Reference method)

0 Gidi thiéu
Phuong phap mé ta trong tiéu chudn nay da dugc chon, qua nghién cltu so sanh nhiéu phudng phap, vi
tinh kha thi, do tai Iap, tinh dac trung, tinh dé ap dung va tinh nhanh chéng cda né, sau khi da chon tir mét

s& phuong phéap va da tién hanh nghién cltu so sanh gilla cac phu‘dng phap do6.

Tuy nhién, phudng phap nay dac biét nhay d&i véi cac thay ddi trong viéc van dung va do d6 ludn phai

tuan th( cac hudng dan thuc hanh trong moi chi tiét.
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1 Pham vi va linh vuc ap dung
Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap chudn dé xac dinh ham lugng caphéin trong ca phé.

Phuong phap nay cé thé ap dung cho ca phé nhan, ca phé nhan da loai bé caphéin, clia hat ca phé rang,
ca phé rang da loai bd caphéin, chat Idng va chét khé chiét dudc tir ca phé, chat Idng va chat khd chiét

dugc tir ca phé da loai bo caphéin.

Giéi han dudi cta phat hién la 0,02 % caphéin trong chat khd.

2 Tiéu chuan trich dan
TCVN 6536 : 1999 (ISO 1447 : 1978) Ca phé nhan - Xac dinh d6 4m (phuong phap théng thueng).

. - W
TCVN 5567: 1991 (ISO 3726 : 1983) Ca phé tan - Xac dinh khi lugng hao hut khi sdy & 70°C duti ag

suét thap.
TCVN 6539 : 1999 (ISO 4072 : 1982) Ca phé nhan déng trong bao - Lay mau.
TCVN 6605 : 2000 (ISO 6670 : 1983) Ca phé tan dung trong thung c6 16t - Lay mau.

ISO 6673 Ca phé nhan - Xac dinh khai Iugng hao hut khi say & 105 °C.

3 Nguyén tic

Chiét caphéin tir phan méu thir trong méi trudng amoniac. Tinh ché tiép bing dietyl ete trén 2 cot séc ky,

cot thir nhat c6 moi triang kiém, cot thir 2 6 méi trudng axit, sau dé rita giai caphéin bang cloroform.

Do phé clia chét rita gidi & budc séng hap thu cuc dai (trong vlng cuc tim).

4 Thubc tho

Chi duge duing cac thudc thir dat chat Iugng phan tich. Nudc ding phai la nudc cat hoac nudc it nhat cd do
tinh khiét tuong duong.

4.1 Axit sunfuaric, 200 g/l [c (H,SO,)~ 2 mol/i ] .

4.2 Dung dich natri hydroxit, 80 g/l [c (NaOH) ~2 mol/i ] .

4.3 Pat Diatomit

San pham dugc ding phai dm bao thu héi it nhat 98 % caphéin tif phan mau thi.

Chu thich — Celite 545 la chat thich hop.
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4.4 Dung dich amoniac 70 g/l (1 thé tich dung dich amoniac dam dac, p,, = 0,9 g/mi, + 2 thé tich nuéc).

4.5 Dietyl ete, tinh khiét hoc da dudc lam tinh khiét lai (xem 7.5) bang chay sic ky dudi day, va cho bao

hoa vdi nudc.

Cho 800 mi dietyl ete chay qua cét chita 100g oxit nhém kiém cb hoat tinh dd 1. Dietyi ete sau khi dudc

lam tinh ché& nhu vay can phai bao quan trong chai t&i mau cho dén khi st dung.

(Hodc 13, dietyl ete vira mdi chung céat va khéng chita peroxit, cé thé dugc dung thay cho dietyl ete lam tinh

ché& bang sac ky).
4.6 Caphéin, [1,3,7-trimetyl-2,6 dioxopurine (CgH,oN,O,)], tinh khiét, khan.

p 4.7 Cloroform, tinh khiét hodc dudc lam tinh khiét (xem 7.5) bang chay sdc ky nhu qui dinh trong 4.5, va

cho bao hoa vdi nude.

5 Thiét bi, dung cu

5.1 Cdt sic ky (xem hinh 1), dai 250 mm, dudng kinh trong 21 mm (cét 1) va dudng kinh trong 17 mm (cét
1), va c6 van khoa thich hgp nhat la clia PTFE.

5.2 May do phé t ngoai, c6 ‘d() chinh xac téi 0,004 don vi hdp thu trong dai s dung.
5.3 Cuvet bing silica vdi duong quang dai 10 mm.
5.4 Cac dung cu thi nghiém théng thudng, bao gém
™ 5.4.1 Cdc thi nghiém, dung tich 100 mil.
5.4.2 Nbi cach thuy.
5.4.3 Binh dinh muc 1 vach, dung tich 50, 100, 1 000 mi.
5.4.4 Pipet 1 vach, dung tich2 miva 5 ml.
5.4.5 Can phan tich
5.5 Cai xay ca phé, thich hgp dé xay hat ca phé rang.

5.6 May xay kiéu dia cé ring, cd vO 1am mat, hodc may xay phan tich c6 bd phan cit va vo lam mat, hoic

O Xay iuding ung thich hgp dé& xay hat ca phé nhan.
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5.7 Bb ray thi nghiém, dan bang iudi kim loai kich thudc tiéu chufn clla mét ray Ia 600 pm hoac 630 um,
dap (mg dugc cac yéu cau cla ISO 3310/1.

6 Lay mau

Viéc 1ay mau phai phu hgp véi cac phuong phap qui dinh & cac tiéu chuan thich hop.

7 Cach tién hanh

7.1 Chuin bi mau thir

Néu can thiét, nghién mau, st dung dung cu thich hgp dudc qui dinh tuong (ing trong 5.5 hoac 5.6 cho dén
khi mau lot dudc qua ray (5.7). s
7.2 Xac dinh ham lugng chit kho

Tinh ham lugng chét kho sau khi da xac dinh d6 8m trong 1 phéan clia mau thir (7.1) theo cac phuong phap
dugc qui dinh trong cac tiéu chuan tuong (ng.

7.3 Phan miu thu

7.3.1 Ca phé nhan va ca phé da rang

Can khoang 1 g mu thir (7.1) chinh xac t6i 0,1g. Cho mau vao 1 cdc thi nghiém 100 ml (5.4.1), thém 5 mi
dung dich amoniac (4.4) va lam néng trong ndi cach thuy (5.4.2) 2 phat. D& cho ngudi sau do chuyén sang
binh dinh mirc 100 ml (5.4.3), cho thém nudc Gén vach va khudy. Dé cho dung dich duc nay l&ng xuéng,
sau d6 dung pipet (5.4.4) 1ay 5,0 ml dung dich chuyén vao 1 céc thi nghiém (5.4.1) cho thém 6 g diatomit
(4.3) va khuay that ky.

7.3.2 Chat chiét kho cua ca phé

Tién hanh nhu qui dinh trong 7.3.1, nhung 18y 0,5 g phan méu thr, va Iay 2ml dung dich duc, va 3 g dat
diatomit.

7.3.3 Chat chiét long cua ca phé

Tién hanh nhu qui dinh trong 7.3.1, nhung 18y 1 dén 2,5 g phan mau thif tuong (mg khoang 0,5 g ca phe
tan kho, va lay 2 ml hén hop dung dich duc, va 3 g dat diatomit.
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7.3.4 Ca phé nhan da loai caphéin va ca phé rang da loai caphéin

Can &y 1 g mau th{ (7.1) chinh xac téi 0,1g. Cho mau vao 1 cdc thi nghiém 100 mi (5.4.1), thém 5 mi
dung dich amoniac (4.4) va ham néng trong ndi cach thuy (5.4.2) 2 phat. cho thém 6 g dat diatomit (4.3) va
khudy ky.

7.3.5 Chat chiét khé cua ca phé da loai caphéin
Tién hanh nhu qui dinh trong 7.3.4, nhung lay 0,5 g mau th.
7.3.6 Chat chiét 16ng ctia ca phé da loai caphéin

Tién hanh nhu qui dinh trong 7.3.4, nhung 18y 1 dén 2,5 g mau tht, tuong (ng khoang 0,5 g ca phé tan
kho, va 7 dén 8 g dat diatomit.

7.4 Tién hanh xac dinh
7.4.1 Nhai ddy cac cot
7.4.1.1 Cot ! (cot kiem)
74114 Lép A

Trén cdn than 3 g diatomit (4.3) va 2 mi dung dich hydroxit natri (4.2.) biing dao tron mém, cho dén khi
doéng nhat (xem cha thich). Thu dugc bét hoi uét. Cho 1 phan, khoang 2 mg bét 1én cot sdc ky duang kinh
21 mm (5.1), dau dudi clia cot dudc nhdi bang béng hoac len thuy tinh. Sau méi lan dua bét 1én cot, ding
dda thuy tinh c& 1 dau phéng khit v&i dudng kinh trong clia cot 1en nhe 1&n d& c6 mét I16p déng nhat va két
chat véi nhau. Cé thé dung 1 miéng bang hoac len thuy tinh nhd dé phil 1&n trén mat 18p A.

Chd thich — Chat liéu nhéi cot c6 thé dugc chudn bi truéc va bao quan trong vat chita kin. M&i cot kiém can 5,16 g.
74112 LopB

Chuyén hén hgp dat diatomit va mau thlr (7.3) vao cot 1én trén mat 16p A. Lam khé cdc thi nghiém 2 1an,
véi khodng 1 g dat diatomit (4.3) réi cho diatomit nay vao cot. Lén nhe xuéng dé cé dudc 1 16p dong nhat

va phd 1 miéng béng hoac len thuy tinh én trén mét 16p B.
7.4.1.2 Cotll (cot axit)

Cho l&n cét s3c ky dudng kinh 17 mm (5.1), d4u dudi cta cot dugc nhéi bang len thuy tinh, 3 g diatomit
(4.3) va 3 mi dung dich axit sunphuric (4.1) trén can than va nhdi vao ¢dt nhu da mé ta ddi véi I0p A cla

cét | trong 7.4.1.1. Dung 1 miéng len thuy tinh @& ph Ién trén mat I8p nay.

Cha thich — Chét liéu nhéi cot c6 thé duge chudn bi trudc va bao quan trong vat chita kin. M&i cot kiém cén 6,36 g.
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7.4.2 Chay sic ky

Dung cac cdt chdng lén nhau, sao cho khi chat chay ra tir c6t | sé giot truc tiép vao cot Il. Cho 150 ml
dietyl ete (4.5) chay qua ca 2 cbt. Diéu chinh van khoa clia cdt 2 sao cho con 1 lugng chat l6ng trén bé
mat 16p (cot I). Thao cot | ra. Cho 50 mi diety! ete (4.5) chay qua cdt Hl, ding 1 phan dietyl ete dé rita

miéng cot | roi cho nét phan nay I1én cdt 1. Cho chét Idng chay hét khdi cét 1l
Chu thich — Dietyl ete da dung c6 thé tai sinh béng cach lac khuay trong sat(ll) sunphat.

Théi ludng khéng khi ti dinh xudng day cét Il (thi du diing qué bép cao su), cho dén khi khang con dietyl
ete nho giot tur cot va ludng khong khi tir van khoa chi thoang thoang c6 mui dietyl ete (xem canh bao sau).
Dung 45 d&n 50 ml cloroform (4.7) & lam thoi chat hap thu trén cot Il. Thu chét thdi ra vao binh thé tich 50m

ml mét vach (5.4.3), dung cloroform pha loang t&i vach (4.7) va khuay ky.

Téc d6 chdy cla dietyl ete va clia cloroform dudi diéu kién chay tu nhién phai ndm trong khoang tir 1,5

mi/phat dén 3 mi/phat. Néu vugt qua téc 3o nay phai nghi ngd ¢ chay x6i va tién hanh xac dinh lai.

Canh bao - Viéc cho dietyl ete va cloroform phai dugc thuc hién trong tG hat thong gié tot dé dé

phong ca kha nang hit phai hoi dung méi va Ian ca kha ning né.

7.4.3 Do quang phd (xem hinh 2)

7.4.3.1 Do dung dich th(r

DéE tranh sai sét do cloroform bay hdi, dung cuvet silica (5.3) do do6 hap thu cla dung dich caphéin tronc®
cloroform (7.4.2) d6i chiéu véi cloroform (4.7) trén may do quang phd dudc ding & budc séng hap thu cuc
dai (khoang 276 nm), va & cac budc song trén va dudi budc séng nay 30 nm nham kiém tra do tinh khiét

cta caphéin thu duoc.

Néu nhu d6 hap thu cuc dai vudt qua kha nang do chinh xac clia may sl dung thi tién hanh do lai v6i mot
phan thif khac clia dung dich caphéin dugc pha loang trong cloroform (7.4.2). Trong truong hop do khi tinh
két qua can chu y dén hé s6 pha loa@ng; nhimg thira s6 thich hop cla cong thirc néu trong 8.1.1, 8.1.2 va
8.1.3 cling phai dugc diéu chinh cho phi hgp. Néu d6 hap thu cuc dai thap hon 0,2 thi tién hanh lai trén

phan thir khac c6 khéi lugng 16n hon.

7.4.3.2 Chuén bj va do dung dich chudn (d6i chimg)
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Chuan bi dung dich caphéin chudn theo cach nhursau :

Can Iay 100 mg + 20 mg caphein khan tinh khi&t (4.6), chinh xac t6i 0,1 mg. Cho vao binh dinh mifc dung
tich 1 000 ml (5.4.3) hoa tan trong cloroform va pha lodng dén vach. Dung pipet (5.4.4) chuyén 5,0 ml

dung dich nay vao binh dinh mlc dung tich 50 ml (5.4.3) va pha loang dén vach bang cloroform.

Do d6 hap thu clia dung dich nay theo mé ta trong 7.4.3.1. Do hap thu dung cta dung dich chuin (xem
8.1.1 va hinh 2) phai nam trong vung 0.4.

7.4.4 Sélan xac dinh
Tién hanh hai phép xac dinh trén cac phén thif riéng ré 1dy tir cung mot mau tha.
#7.5 Thitrang
Tién hanh thir tring trén cac thudc thit, st dung qui trinh d& md ta & trén, nhung bd qua phan mau thir.

Trudc khi sif dung cac thudc thr da tai tinh ché (xem 4.5 va 4.7), can 1ap 1ai thir trdng dé kiém tra do tinh

khiét cla chung.

8 Biéu thj két qua
8.1 Phuong phap va cong thiic tinh

8.1.1 Ca phé nhan va ca phé da rang

Ham luong caphéin clia mau, bidu thi bang gam trén 100 gam chat kho,bang:

, 7
10" xex A

Axxmxp
trong doé
c la néng do cuia caphéin trong dung dich chuan (7.4.3.2), bang gam trén mililit ;

A, 1a d hap thu duang clia chét cafein (7.4.2) chat chiét tinh khiét thu dugc trong 7.4.3.1, nghia la

(Al)« _ (Al)}.—3()nm + (A‘),«'.+30nm
“ 2

trong 36 A chi budc séng hap thu cuc dai (khoang 276 nm);

A, la d hap thu dung clia dung dich caphéin chuén (7.4.3.2), nghia la
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(Az)z-so +(A2),1 30
A — nm + nm
( 2)/1 5

m la khdi lugng clia phan mau tht, tinh bang gam ;
P 1a ham lugng chat khé clia mau, tinh bang phan tram khdi lugng (xem 7.2).

8.1.2 Chat chiét tir ca phé dang khé va dang long

Ham lugng caphéin cGa mau, tinh bing gam trén 100 gam chat khé, theo céng thitc:

25x10% xcx A
Az2xmx P

Trong d6 céac ky hiéu nhu dung nhu trong 8.1.1. o

8.1.3 Ca phé nhan, ca phé rang da loai caphéin, chat chiét khé cla ca phé da loai caphéin va chit chiét idng

cua ca phé da loai caphéin.

Ham lugng caphéin cGia mau, tinh bang gam trén 100 gam chat khd, theo céng thitc:

5x10° xcx A
Azxmx P

trong d6 cac ky hiéu giéng nhu trong 8.1.1.
8.1.4 Kétqua

L&y két qua 1a trung binh cdng clia cac gia tri thu dugc véi diéu kién thod man yéu cau vé do 13p lai (xem

8.2). A
8.2 D lap lai

Chénh léch gira cac két qua thlr doc lap, riéng ré thu duoc khi tién hanh déng thoi hay sau mét khoang
thoi gian ngén, ap dung mét phuong phap, tién hanh trén cing mét mau thd, 3 mét phong thi nghiém, do
cting mot ky thuat vién thuc hién, dung cling mét loai dung cu khéng dudc vugt qua gia tri néu trong bang.
8.3 Db tai lap

Chénh léch gilra cac két qua thu duge cua hai phép thi rigng ré khi ap dung ciing mét phuong phap, trén
cling mét mau ther, thuc hién & cac phong thi nghiém khac nhau, do cac k§ thuat vién khac nhau, sif dung

cac dung cu khac nhau khéng dudc vugt qua gia tri néu trong bang.

10
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9 Bao cao két qua

Bao cao két qua phai chi ra phuong phap da sl dung va két qua thu duoc. Ciing phai dé cap dén tat ca
cac chi tiét thao tac khong qui dinh trong tiéu chuin nay, hoac tuy y Iua chon, cung véi cac chi tiét bat

thudng nao khac cé thé anh hudng ti két qua.

Bao cao két qua cling bao gbém tat ca cac thong tin can thiét vé viéc nhan biét hoan toan mau thit.

Bang - D3 lap lai va db tai lap

Mau Luong caphéin Do lap lai * Do tailap *
g/ 100g ca phé g caphéin/100g ca phé | g caphéin/100g ca phé

khoang 2 0,12 0,38

Hat ca phé nhan khoang 1 0,08 0,31
Pa loai bé caphéin < 0,1 < 0,01 0,01

khoang 2 0,10 0,32

Hat ca phé rang khoang 1 0,04 0,19
D3 loai bd caphéin < 0,1 <0,01 0,01

Khoang 4 0,17 0,39

Ca phé & dang Idng Khoang 2 - 0,12 0,20
Pa loai b6 caphéin < 0,3 0,01 0,01

Cac tri s6 clia do lap lai va do tai iap la cac hiéu s6 téi han & mitc xac suat 95%
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¢ 21 mm

cotl
(kiém)

dai 250 mm

. G TN
Sdi béng hoac sdi thuy tinh fﬁ\%‘?&f_‘);
AP Rt

Hén hgp diatomit va
phén mau thir

3g diatomit va
2 ml NaOH (= 5,16 g)

Sdqi béng hoac soi thuy tinh

Van khoa thich hop
1a béng PTFE

& 17 mm

Cotit
(axit)
dai 250 mm

Sqi thuy tinh

3 g diatomit va
3miH,;S04(=6,36g )

Sai thuy tinh

Van khoa thich hgp _

12 bang PTFE \J

Hinh 1 - Cét sic ky
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Cuvet : silica cb chiéu dai quang 10 mm
Dung méi : cloroform
Thi tréng : cloroform

Do hdp thu & 276 nm

D6 hap thu & 246 nm

Do hdp thy da diéu chinh

TCVN 6604 : 2000

Do hap thu & 306 nm
-+ -+ ' - —+ ] 1
—1 I\ »
220 240 260 280 300 320 340

Budc séng. nm

Hinh 2 - Thi du vé do phé
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