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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  14/02/2023 The aim of study is to validate a quantitative method of caffeine (CAF) and 

chlorogenic acid (CGA) contents in green coffee bean by high performance 

liquid chromatography (HPLC). The analysis was performed on HPLC 

Waters e2695, Reliant C18 column (5 µm; 4.6x250 mm), using the mobile 

phase of formic acid 0.1% in water (A) and acetonitrile (B). The mobile phase 

gradients were operated at: initially 5% B, gradually increased to 10% B by 

20 mins and remained constant until 30 mins. The sample injection volume 

was 10 µl. Flow rate was 1 ml/min. Measurement was taken at two wave 

lengths at 270 nm and 330 nm. The quantification process has been validated 

to meet the requirements of the ICH (International Conference on 

Harmonization). Results show that the method meets criteria such as 

specificity, linearity (R2 > 0.99), high repeatability with RSD < 0.7% for peak 

area and RSD < 0.45% for retention time, limit of detection (≥ 0.06 µg/ml for 

CAF and 0.36 µg/ml for CGA), limit of quantification (≥ 0.19 µg/ml for CAF 

and 1.10 µg/ml for CGA). The accuracy of the method also meets 

requirements through the recovery rate ranging from 97.31 – 104.26%. Thus, 

the quantification method is suitable for simultaneous determination of 

caffeine and chlorogenic acid in green coffee beans. 
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THẨM ĐỊNH PHƯƠNG PHÁP ĐỊNH LƯỢNG ĐỒNG THỜI CAFFEIN VÀ  

ACID CHLOROGENIC TRONG HẠT CÀ PHÊ XANH BẰNG  

PHƯƠNG PHÁP SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  14/02/2023 Nghiên cứu được tiến hành nhằm mục đích thẩm định qui trình định lượng 

đồng thời caffein và acid chlorogenic trong hạt cà phê bằng phương pháp sắc 

ký lỏng hiệu năng cao. Quá trình phân tích được thực hiện trên máy HPLC 

Waters e2695, cột sắc ký Reliant C18 (5µm; 4,6x250 mm), pha động là acid 

formic 0,1% trong nước (A) và acetonitril (B). Dung môi pha động được 

chạy theo gradient nồng độ: Thời điểm ban đầu 5% B, tăng dần tới phút 20 là 

10% B rồi giữ cố định cho tới phút 30 phút. Thể tích bơm mẫu là 10 µl. Tốc 

độ dòng 1 ml/phút. Đo ở 2 bước sóng 270 nm và 330 nm. Quy trình định 

lượng đã được thẩm định đáp ứng các yêu cầu của ICH (International 

Conference on Harmonization). Kết quả thu được cho thấy, phương pháp đạt 

yêu cầu với các chỉ tiêu: độ đặc hiệu, khoảng tuyến tính (R2 > 0,99), độ lặp 

lại cao với RSD < 0,7% đối với diện tích peak và RSD < 0,45 % đối với thời 

gian lưu, giới hạn phát hiện (≥ 0,06 µg/ml cho CAF và 0,36 µg/ml cho 

CGA), giới hạn định lượng (≥ 0,19 µg/ml cho CAF và 1,10 µg/ml cho 

CGA). Độ đúng của phương pháp cũng đạt yêu cầu thông qua chỉ số độ thu 

hồi nằm trong khoảng 97,31 – 104,26%. Do vậy, phương pháp định lượng 

phù hợp để xác định đồng thời hàm lượng caffein và acid chlorogenic trong 

hạt cà phê. 
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1. Giới thiệu 

Cà phê vốn là một trong những nông sản đặc trưng của Việt Nam và được trồng nhiều tại các 

tỉnh khu vực Tây Nguyên. Trong hạt cà phê, có nhiều các thành phần đã được nghiên cứu và 

công bố: caffein - CAF (1,5-3%), glucid (40-50%), lipid (5-10%), polyphenol (5-10%), aliphatic 

acids (2,4–2,5%) và một số các acid hữu cơ khác [1], [2]. Trong đó, acid chlorogenic (CGA - hợp 

chất thuộc nhóm polyphenol) có hàm lượng cao và nhiều hoạt tính sinh học đã được chứng minh 

trên mô hình động vật và nghiên cứu lâm sàng trên người như: điều trị tăng huyết áp, tiểu đường, 

rối loạn lipid huyết, chống oxy hóa, kháng khuẩn, bảo vệ gan, tác dụng hỗ trợ điều trị ung thư 

[2]-[5]. Acid chlorogenic trong hạt cà phê tồn tại ở 3 dạng đồng phân chính 3-caffeoylquinic, 4-

caffeoylquinic và 5-caffeoylquinic. Trong đó, 5-caffeoylquinic chiếm tỷ lệ nhiều nhất và được 

coi là chất chỉ dấu sinh học (biomarker) trong các nghiên cứu về hoạt tính sinh học [1], [5]. Do 

vậy, trong nghiên cứu này sử dụng hoạt chất 5-caffeoylquinic (là peak cao nhất trong sắc ký đồ 

và được ký hiệu là CGA2) khi thẩm định qui trình định lượng.  

Hiện nay, một số chế phẩm hỗ trợ điều trị rối loạn lipid huyết, giảm cân với thành phần chính 

là cao chiết từ hạt cà phê xanh đã có trên thế giới. Trong nước cũng đã có một số đề tài điều chế 

CGA từ cà phê xanh (green coffee bean – hạt cà phê thu hái khi chín nhưng chưa rang) với độ 

tinh khiết cao để làm nguồn nguyên liệu sản xuất [6]-[8]. Tuy nhiên, nghiên cứu về định lượng 

đồng thời cả 2 chất CGA và CAF trong cà phê hiện vẫn chưa có nhiều. Vì vậy, nghiên cứu thẩm 

định phương pháp định lượng đồng thời CGA và CAF trong cao chiết cà phê thu hái tại tỉnh Đắk 

Lắk được tiến hành, nhằm mục đích cung cấp phương pháp định lượng khả thi, tiết kiệm thời 

gian và chi phí. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Đối tượng, hóa chất nghiên cứu  

Nguyên liệu: Hạt cà phê (coffea arabica và coffea robusta) được thu hái tại xã Ea Đar, huyện 

Ea Kar, tỉnh Đắk Lắk, vào thời điểm tháng 11/2022. Sau khi thu hái, hạt cà phê được loại bỏ tạp 

và đem đi sấy ở 60oC. Tách phần vỏ và nhân hạt cà phê, rồi xay thành bột (qua rây 1 mm), đựng 

trong túi PE và hút chân không để tránh ảnh hưởng của không khí và ẩm.  

Chiết cao cà phê: Bột cà phê được chiết bằng dung môi ethanol 70%, chiết tổng cộng 3 lần 

mỗi lần chiết với tỷ lệ dung môi/nguyên liệu là 10/1 (ml/g). Gộp lại tất cả dịch chiết và bay hơi 

dung môi trong máy cô quay chân không ở nhiệt độ không quá 60ºC cho tới khi thu được cao 

mềm (độ ẩm < 20%). Bảo quản trong tủ lạnh (4 - 8ºC). 

Hóa chất: Chất chuẩn CGA (SigmaAldrich, 98%), chất chuẩn caffein (Việt Nam, 99%), 

ethanol (Fisher), acetonitril (Fisher), nước cất (Merck), acid formic (Merck). Tất cả các hoá chất 

đều đạt tiêu chuẩn cho HPLC. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

Chuẩn bị mẫu thử: Cân chính xác khoảng 0,5 g cao chiết, hòa tan vừa đủ với ethanol 70% 

trong bình định mức 50 ml. Sau đó tiếp tục pha loãng với dung môi ethanol 70%. Lọc qua màng 

0,45 µm và tiến hành chạy sắc ký. 

Chuẩn bị mẫu chuẩn: Cân chính xác khoảng 20 mg CGA chuẩn vào bình định mức 100 ml. 

Thêm ethanol 70% để hòa tan và vừa đủ đến vạch. Tiến hành pha loãng dung dịch chuẩn trong 

ethanol 70% để có các dung dịch với dãy nồng độ 2-15 µg/ml. 

Cân chính xác khoảng 20 mg CAF chuẩn vào bình định mức 100 ml. Thêm ethanol 70% để 

hòa tan và vừa đủ đến vạch. Tiến hành pha loãng dung dịch chuẩn trong ethanol 70% để có các 

dung dịch với dãy nồng độ 1 - 10 µg/ml. 

Mẫu trắng: Dung môi ethanol 70%. 

Điều kiện sắc ký: Điều kiện sắc ký được tham khảo theo phương pháp của các tác giả Navarra 

và Adisya [9], [10], tuy nhiên có thay đổi chương trình chạy gradient và sử dụng acid formic thay 
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thế cho acid trifluoroacetic. Pha động acid formic 0,1% trong nước (A) và trong acetonitril (B). 

Dung môi pha động được chạy theo gradient nồng độ: Thời điểm ban đầu 5% B, tăng dần tới 

phút 20 là 10% B rồi giữ cố định cho tới phút 30 phút. Thể tích bơm mẫu là 10 µl. Tốc độ dòng 1 

ml/phút. Đo ở 2 bước sóng 270 nm và 330 nm. 

Các thông số thẩm định: Tính tương thích hệ thống, độ đặc hiệu, độ đúng, độ lặp lại, giới hạn 

định lượng (LOQ) và giới hạn phát hiện (LOD) [11]. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Thẩm định qui trình định lượng 

Tính tương thích hệ thống: Để đánh giá tính tương thích hệ thống, chúng tôi tiến hành lần 

lượt tiêm mẫu CGA và CAF chuẩn 8 lần vào hệ thống với điều kiện sắc ký đã chọn và ghi nhận 

sắc ký đồ. Kết quả chi tiết được trình bày trong bảng 1. 

Bảng 1. Kết quả thời gian lưu và diện tích peak trong đánh giá tính tương thích hệ thống 

STT 1 2 3 4 5 6 7 8 RSD (%) 

CGA 
T 21,703 21,646 21,640 21,622 21,616 21,609 21,642 21,656 0,136 

S 187819  186896  188916  187321  190875  189956  188832  187417  0,741 

CAF 
T 19,527  19,425  19,403  19,378  19,380  19,347  19,336  19,328  0,332 

S 155828  155539  155277  155716  155202  156043  156670  156708  0,368 

Ghi chú: T - thời gian lưu (phút); S – diện tích peak (µAu.s) 

Với độ lệch chuẩn thời gian lưu và diện tích peak của 8 lần chạy dưới 2%, vì vậy hệ thống HPLC 

sử dụng phù hợp để định lượng đồng thời CGA và CAF. 

Độ đặc hiệu: Để đánh giá độ đặc hiệu, chúng tôi tiến hành chạy sắc ký với mẫu trắng, mẫu 

chuẩn, mẫu thử và mẫu thử thêm chuẩn. Kết quả chi tiết được trình bày trong Hình 1 và Hình 2. 

 
Hình 1. Sắc ký đồ trong đánh giá độ đặc hiệu – định lượng CGA (đo ở 330 nm) 

A - mẫu trắng; B - mẫu chuẩn; C - mẫu thử; D - mẫu thử thêm chuẩn  
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Hình 2. Sắc ký đồ trong đánh giá độ đặc hiệu – định lượng CAF (đo ở 270 nm) 

A - mẫu trắng; B - mẫu chuẩn CAF; C - mẫu thử; D - mẫu thử thêm chuẩn CAF 

 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, mẫu trắng (A) không có peak nào trùng với mẫu chuẩn (B). 

Thời gian lưu của CGA và CAF trong mẫu chuẩn và mẫu thử tương đương nhau và khi thêm chất 

chuẩn tương ứng vào mẫu thử (D) thì peak CGA và CAF tăng lên so với mẫu thử (C). Do vậy, 

phương pháp định lượng đạt yêu cầu về độ đặc hiệu. 

Tính tuyến tính: Pha dung dịch chuẩn với nồng độ trong khoảng 2 – 15 µg/ml đối với CGA 

và 1-10 µg/ml đối với CAF. Tiến hành chạy sắc ký với điều kiện đã chọn. Kết quả tính tuyến tính 

được trình bày trong bảng 2 và Hình 3. 

Bảng 2. Nồng độ các chất chuẩn và diện tích peak trong đánh giá tính tuyến tính 

STT 1 2 3 4 5 6 

CGA 
C 2 4 6 8 10 15 

S 26483 67684 109228 151761 197321 309137 

CAF 
C 1 2 4 6 8 10 

S 25785 52681 103825 155202 206271 257401 

Ghi chú: C- nồng độ (µg/ml); S – diện tích peak (µAu.s) 

 
Hình 3. Đường chuẩn của CAF và CGA trong nồng độ khảo sát 

Y = (-19745 ± 1988) + (21780 ± 230) X

R² = 0.9996

Y = (823.34 ± 384.54) + (25685 ± 63) X

R² = 1
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Với kết quả thu được chỉ ra rằng, có mối tương quan tuyến tính giữa nồng độ CAF và CGA 

trong khoảng khảo sát. Hệ số hồi qui từ phương trình tuyến tính của CAF và CGA lần lượt là 

1,0000 và 0,9996. Vì vậy, phương pháp định lượng đạt yêu cầu về tính tuyến tính. 

Độ đúng: Độ đúng được đánh giá bằng phương pháp thêm chuẩn. Cho vào mẫu thử một 

lượng chất chuẩn ở các nồng độ khác nhau (80%, 100% và 120%) và tiến hành sắc ký ở điều kiện 

đã chọn. Độ đúng của phương pháp được đánh giá thông qua độ thu hồi. Kết quả đánh giá được 

thể hiện trong bảng 3 và bảng 4. 

Bảng 3. Kết quả đánh giá độ đúng của phương pháp đối với CGA 

STT 
Nồng độ ban đầu 

(µg/ml) 

Lượng chuẩn thêm 

(µg/ml) 

Tổng 

(µg/ml) 

Độ thu hồi 

(%) 

1 10 8,21 18,30 101,09 

2 10 8,21 18,45 102,92 

3 10 8,21 18,17 99,51 

Trung bình (%) 101,18 

RSD (%) 1,69 

4 10 10,43 20,15 97,31 

5 10 10,43 20,26 98,37 

6 10 10,43 20,45 100,19 

Trung bình (%) 98,63 

RSD (%) 1,48 

7 10 12,23 22,66 103,52 

8 10 12,23 22,74 104,17 

9 10 12,23 22,46 101,88 

Trung bình (%) 103,19 

RSD (%) 1,14 

Bảng 4. Kết quả đánh giá độ đúng của phương pháp đối với CAF 

STT 
Nồng độ ban đầu 

(µg/ml) 

Lượng chuẩn thêm 

(µg/ml) 

Tổng 

(µg/ml) 

Độ thu hồi 

(%) 

1 6,0 5,12 11,18 101,17 

2 6,0 5,12 11,07 99,02 

3 6,0 5,12 10,98 97,26 

Trung bình (%) 99,15 

RSD (%) 1,97 

4 6,0 6,34 12,48 102,21 

5 6,0 6,34 12,61 104,26 

6 6,0 6,34 12,45 101,74 

Trung bình (%) 102,73 

RSD (%) 1,31 

7 6,0 7,55 13,71 102,12 

8 6,0 7,55 13,49 99,21 

9 6,0 7,55 13,64 101,19 

Trung bình (%) 100,84 

RSD (%) 1,48 

Độ thu hồi đều nằm trong khoảng 95 - 105% [12]. Do vậy, phương pháp đạt yêu cầu về độ 

đúng để định lượng đồng thời CGA và CAF. 

Độ lặp lại: Để đánh giá độ lặp lại, chúng tôi chạy 8 mẫu thử khác nhau có cùng nồng độ với 

điều kiện sắc ký đã chọn. Kết quả được trình bày trong bảng 5. 
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Bảng 5. Thời gian lưu và diện tích peak của chất chuẩn trong đánh giá độ lặp lại 

STT 1 2 3 4 5 6 7 8 RSD (%) 

CGA 
T 21,53 21,49 21,48 21,47 21,46 21,46 21,48 21,49 0,105 

S 203871 202948 204968 203373 206927 206008 204884 203469 0,682 

CAF 
T 19,70 19,57 19,54 19,50 19,51 19,46 19,45 19,44 0,436 

S 166017 165728 165466 165905 165391 166232 166859 166897 0,346 

Ghi chú: T - thời gian lưu (phút); S – diện tích peak (µAu.s) 

 

Kết quả nghiên cứu cho thấy phương pháp HPLC dùng để định lượng CGA và CAF trong cà 

phê cho độ lặp lại tốt với RSD < 2% với cả 2 chỉ số là thời gian lưu và diện tích peak. Do vậy, 

phương pháp đạt yêu cầu về độ lặp lại. 

Giới hạn phát hiện giới hạn định lượng: Dựa trên khoảng tuyến tính, xác định giá trị giới 

hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ) theo công thức: 

LOD = (3.3 ×SD)/a (1) 

LOQ = (10 ×SD)/ a (2) 

Trong đó: SD là độ lệch chuẩn; a là hệ số góc của đường thẳng y = ax + b 

Kết quả xác định giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng được trình bày ở bảng 6. 
Bảng 6. Bảng kết quả xác định LOD, LOQ của CGA và CAF 

            Thông số 

Chất  
SD a 

LOD 

(µg/ml) 

LOQ 

(µg/ml) 

CGA 2392,8 21780 0,36 1,10 

CAF 494,2 25685 0,06 0,19 

3.2. Xác định hàm lượng CGA và CAF trong hạt cà phê xanh tại Đắk Lắk 

Áp dụng phương pháp định lượng để xác định hàm lượng CGA trong 2 mẫu cà phê coffea 

arabica và coffea robusta. Mỗi mẫu cà phê được định lượng 3 lần, kết quả được trình bày trong 

Bảng 7. 

Bảng 7. Kết quả định lượng hàm lượng CGA và CAF trong 2 loại cà phê 

 5-caffeoylquinic (%) CGA tổng (%) * CAF (%) 

Coffea arabica 4,29 ± 0,04 5,40 ± 0,03 1,76 ± 0,02 

Coffea robusta 5,31 ± 0,03 6,35 ± 0,04 2,08 ± 0,04 

Thống kê T-test (p) 0,0008 0,0003 0,0068 

Ghi chú: Số liệu được trình bày dưới dạng mean ± SD; phép kiểm thống kê có ý nghĩa khi p < 0,05; *: tổng 

hàm lượng của cả 3 đồng phân tính theo 5-caffeoylquinic. 

 

Về qui trình định lượng CGA, đã có một số công bố trong nước về phương pháp định lượng 

bằng HPLC cho chế phẩm trên thị trường chứa cao actiso, cao đặc Tòa sang hoặc dược liệu như 

kim ngân, ké đầu ngựa [7], [13], [14]. Các qui trình định lượng trong dược liệu không phải cà phê 

thường được áp dụng với chế độ chạy đẳng dòng để đơn giản hóa và dễ áp dụng, các hệ dung môi 

cụ thể thường được dùng là acid phosphoric 0,4% trong nước : acetonitril (87:13) [7], [13]. Tuy 

nhiên, khi định lượng CGA trong cao actiso, để tách được CGA so với các tạp khác, tác giả dùng 

chế độ gradien với hệ dung môi là acid phosphoric 0,1% trong nước : acetonitril (10:90) trong 

21,5 phút đầu và 90:10 trong thời gian còn lại [14].  

Đối với phương pháp định lượng đồng thời CGA và CAF trong hạt cà phê, chúng tôi chưa tìm 

thấy công bố nào trong nước. Trong khi đó, Việt Nam là nước có sản lượng cà phê lớn và ngày 

càng có nhiều nghiên cứu để sử dụng hạt cà phê trong bào chế các sản phẩm hỗ trợ sức khỏe. Với 

các công bố trên thế giới, qui trình định lượng thường được tiến hành với hệ dung môi là acid 

trong nước : acid trong acetonitril [15]-[17], hoặc sử dụng hệ dung môi acid trong nước : 

methanol [18], [19]. Điểm chung của các nghiên cứu định lượng đồng thời CGA và CAF trong 

hạt/chế phẩm chứa cà phê trên thị trường là áp dụng chế độ gradient nồng độ. Mục đích của việc 
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sử dụng gradient nồng độ để tách 3 đồng phân hiệu quả hơn, vì ngoài hoạt chất chính là 5-

caffeoylquinic, trong hạt cà phê hàm lượng đồng phân 3 và 4-caffeoylquinic chiếm tỷ lệ khá cao 

(trong mẫu cà phê robusta mà chúng tôi định lượng, hàm lượng 2 đồng phân này chiếm khoảng 

16,11%).  

Với hệ dung môi là acid formic 0,1% trong nước (A) : acid formic 0,1% trong acetonitril (B), 

với chế độ gradient là A:B (95:5,v/v); 12,5-30 phút: A:B (90:10,v/v), chúng tôi áp dụng để định 

lượng riêng CGA trong hạt cà phê, sắc ký đồ tách được tốt với 3 đồng phân của CGA [20]. Tuy 

nhiên, khi đo tại bước sóng 270 nm thì peak của CAF và 5-caffeoylquinic không tách hoàn toàn, 

kết quả tương tự như sắc ký đồ của tác giả Vinson cùng cộng sự đã công bố [17]. Chính vì vậy, 

chúng tôi điều chỉnh lại hệ dung môi là acid formic 0,1% trong nước: acetonitril, và chế độ chạy 

gradient nồng độ A:B (95:5,v/v); 20-30 phút: A:B (90:10,v/v), kết quả thu được là peak của CAF 

và peak của 5-caffeoylquinic đã tách được hoàn toàn (Hình 2). Khi tiến hành thẩm định điều kiện 

sắc ký đã lựa chọn, kết quả cho thấy tất cả các tiêu chí đều đạt yêu cầu. Áp dụng để xác định hàm 

lượng CGA và CAF trong hạt cà phê thu hái tại huyện Ea Kar cho thấy, đồng phân 5-

caffeoylquinic vẫn là chất chiếm hàm lượng cao nhất (83,88%) trong tổng hàm lượng CGA. Hàm 

lượng CGA và CAF trong cà phê robusta cao hơn so với cà phê arabica. Kết quả định lượng 

CGA trong mẫu cà phê của chúng tôi cũng tương đồng so với hàm lượng mà tác giả Đỗ Thị 

Thanh Huyền đã công bố [8]. 

4. Kết luận 

Nghiên cứu đã xây dựng và thẩm định được quy trình định lượng đồng thời CGA và CAF 

trong hạt cà phê. Quy trình định lượng đạt tính tương thích hệ thống, độ đặc hiệu, tính tuyến tính, 

giới hạn phát hiện và giới hạn định lượng, độ lặp lại, độ đúng của phương pháp. Kết quả nghiên 

cứu góp phần ứng dụng để định lượng đồng thời CGA và CAF trong hạt cà phê, cũng như cung 

cấp cơ sở để phát triển phương pháp định lượng cho một số chế phẩm trên thị trường có nguồn 

gốc từ cà phê. 
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