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SUMMARY

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CAFFEINE, THEOBROMINE,
THEOPHYLLINE IN TEA USING ULTRAVIOLET - VISIBLE SPECTROSCOPY
COMBINED WITH MULTIVARIATE ANALYSIS

An analytical procedure based on the use of ultraviolet — visible spectroscopy combined with
multivarite regression was applied for simultaneous determination of caffeine, theobromine and
theophylline in 53 Vietnamese tea samples. The 240-310nm spectral window was used for data
acquisition. The partial least squares (PLS) and Artificical Neural Network (ANN) method were used to
calculate concentration of 3 ananlytes in samples. The same model of PLS and ANN with standard
matrix of 44 tea samples (the contents of 3 analytes were determined by high performance liquid
chromatography) were applied for individual and/or simultaneous determination of caffeine,
theobromine and theophylline in samples. A matrix of test samples including 9 tea samples was used to
assess the accuracy of the models. Compared with PLS, the ANN model was better with lower realtive
error. This work demonstrated that ultraviolet — visible spectrophotometry with ANN model could be
simply used to analyse xanthine’s contents in tea with simple sample preparation.

Keywords: caffeine, theobromine, theophylline, multivariable calibration, tea, ultraviolet — visible
spectrophotometry

1. MO PAU hoa hoc, dac biét ham luong polyphenol, cafein
Ché 1a mot san pham tu nhién c6 nhiéu tic dung  (CF), theobromin (TB), theophyllin (TP), chét
t6t d6i voi stirc khoe con ngudi, duge sir dung hoa tan s& quyét dinh chat luong ctia n6 [2].

rong rai khong chi trong nganh cong nghiép thuc Dé phén tich dong thoi ham lugng céc chat nhoém
pham ma con trong y hoc do c6 tac dung ky diéu xanthin gém cafein, theobromin, theophyllin
trong viéc phong chong nhitng bénh nguy hiém trong ché chu yéu phai ding cac ki thuat tach,
nhu chdng ung thu, giam nguy co cic bénh tim sau d6 dinh lwong nhu phuong phap sac ky long
mach va cac bénh thoai hoa than kinh [1]. Chdt  hiéu niang cao (HPLC) [3,4], sic ky khi
luong cua san pham ché (ché xanh, ché den, ché (GC)[5]... Tuy nhién, nhugc diém 16n nhat cua
ban 1én men...) ngoai phu thudc vao cong nghé cac phuong phap nay la thoi gian phén tich lau,
ché bién con chiu anh huong rat 16n boi chat  chi phi dung méi 16n va doi hoi phai tién hanh
luong nguyén liéu sir dung, trong d6 thanh phan trén thiét bi dat tién. UV-Vis tir lau da 1a mot
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phuong phap phd bién duoc ding dé xac dinh ca
cac hop chét hiru co va vo co. So vdi cac phuong
phép phan tich hoéa hoc, thi dinh lugng trong thuc
pham bang phd UV-Vis c¢6 wu diém ndi troi,
khong phai xir Iy mau, phéan tich nhanh, gia thanh
ré. Tuy nhién, khong thé ap dung phuong phap
nay theo cach thong thudng dé phén tich dong
thoi ham lugng cafein, theobromin, theophyllin
do su twong ddng vé& phd hip thy cua ba chét
trong ché. Vao cudi thé ky 20, su phat trién cua
phan tich théng ké da bién dya trén tap sb liéu
nhidu chiéu cho phép phén tich dong thoi cac
chat_dya trén dir liéu phd UV-Vis, hong ngoai
gan (NIR), Raman, NMR... [6, 7, 8].

Trong nghién ctu nay, cafein, theobromin,
theophyllin trong ché dwoc xac dinh dong thoi
bang bang phwong phap UV-Vis két hop hdi qui
da bién tuyén tinh va phi tuyén tinh. Véi mot mo
hinh duong chuén da bién duge xay dung tu bd
mau chudn c6 ham luong cac chit duoc xac dinh
bang phuong phiap HPLC, bang thuat toan hoi
quy tuyén tinh va phi tuyén tinh da dinh luong
nhanh va déng thoi duge 3 chat thuéc nhom
xanthin trong ché ma khéng can tach ra khoi
nhau trude khi phan tich.

2. THUC NGHIEM

2.1. Héa chit va thiét bi

- Cac chat chuan gébm CF, TB, va TP dang bot
ctia Sigma-Aldrich véi d6 tinh khiét tuong ing 1a
99,0% =+ 1%, > 98,5%, > 99,0 %. Dung dich
chuan gbc riéng r& néng do 500 ppm mdi chat
dugc pha tir lugng can tuong Gmg, hoa tan bang
nuée deion (v6i CF va TP), hoic bang dung dich
metanol 50% (v6i TB) sau d6 cho vao binh dinh
mirc 25ml, dinh mtc d&én vach va bao quan &
nhiét d6 tir 0 — 5°C.

- Cac hoa chit dung cho HPLC nhu axit axetic,
axetonitrin, methanol (Merck).

- Thiét bi do pho hap thu phén tir UV - VIS 1601
PC - Shimadzu (Nhat Béan), budc song do tir 190-
900 nm, cuvet thach anh c6 chiéu day lcm.

- Hé théng sic ky 1ong Shimadzu LC- 20A; Cot
tach LiChrospherC18 (250 x 4,6 mm; Sum).

- Phan mém Matlab 2016.
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2.2. Thu thip méiu va xir li miu

- Thu thap mau che

Cac mau ché xanh c6 ngudn gbe rd rang, 1ay truc
tiép tai noi trong va ché bién thudc cac tinh Thai
Nguyén (36 miu), Lam Pong (17 mau), duogc 1iy
vao ti PE, ghi ly lich mau: ngdy, thoi gian, dia
diém léiy mau va khéi luong mau; sau do dugc
bao quan trong tu lanh (theo tiéu chuin Viét
Nam TCVN 639:1999 (ISO 4072:1982)).

- Xur 1i mAu che

Lay chinh xac (+ 0,0001g) ¢& 0,5gam ché kho
(d3 giit trong binh hut 4m) vao 50,00mL nudce soi
va duy tri nhiét d6 100°C trong 5 phuat. Sau dé
loc thu duge dich loc ché 1an th 1. Tiép tuc cho
50,00mL nudc s6i vao ba ché va va duy tri nhiét
do6 100°C trong 5 phit, loc thu duoc dich loc ché
lan thtr 2. Hon hop dich loc ché cua 2 lan trén
duoc dinh mac dén 100,00 mL thu duge dung
dich A.

+ Chuan bi miu cho phép do phd UV-Vis: Lay
1,00 mL dung dich A cho vao binh dinh muc
dung tich 25,00 mL, thém nudc cit dén vach
mirc. Po d hip thu quang cua cac dung dich
trong khoang budc song tir 240 — 310nm va ghi
lai s6 liéu dudi dang file excel, d6 phan dai phd
Inm.

+ Chuén bi mau cho phép do HPLC: dung dich A
sau khi loc qua mang loc 0,25 4 m dugc bom
vao hé théng sic ki HPLC va tién hanh ghi sic ki
d6 trong diéu kién voi dung méi pha dong la
acetonitrin: dung dich kali dihidrophotphat
(pH=3,0) theo ti 1& thé tich (15:85 v/v); toc do
dong pha dong 1,2 ml/phit; thé tich vong mau
20uL; detector UV budc song do 271nm [2].

2.3. Phuong phap phén tich s liéu

Trong nghién cGu nay, phuong phap binh
phuong téi thiéu timg phan (PLS) duoc st dung
dé tinh toan trén céac tap dir liéu méi vai cac ciu
tr chinh (PC). Phuong phap PLS xur 1i trén 2 tap
ma tran nong d6 va ma tran tin hiéu dé tim ma
tran truc giao T t6i wu hoa tap sb licu.

Pé danh gia muc d6 anh huong ciia nén mau dén tin
hiéu phan tich dong thoi ciia 3 cau tir 1am sai 1éch két
qua phan tich, mét mo hinh hdi quy da bién phi
tuyén tinh sir dung mang noron nhén tao (ANN).
Dir liéu dau vao 1a ma tran do hip thu quang



(kich thudc 44x71) ciia 44 miu chuin (chta 3
chat phan tich) dugc do trong ving phd 240-310
nm véi 71 budc song tién hanh ghi phd. Ma tran
dir lidu dau ra (44x3) 1a ndng d6 cua cac chit
phan tich trong 44 dung dich miu chuéan chira 3
cAu tir can phan tich. D6 dung ciia mé hinh dugc
kiém tra voi ma tran do hip thu quang ciia mau
kiém tra (9x71) voi 9 mau kiém tra va 71 budc
song do do hip thu quang. Mang noron sé& chay
v6i 71 nit dau vao (71 bude séng) va 3 nat dau
ra (3 chat phan tich).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Xac dinh dong thoi CF, TB, va TP trong
miu ché bang phwong phap HPLC

Tién hanh xéac dinh nong d¢ CF, TB, va TP trong
53 mau ché bang phuong phap HPLC theo quy
trinh d3 néu & muc 2.2, két qua thé hién & bang
1. Trong d6, cac mau ché xanh Thai Nguyén c6
sO thir tu tir 136, cac mau ché xanh Lam Dong
¢6 s6 thu ty tir 37+53. Tir két qua thuc nghiém
cho thdy, ham luong ba xanthin trong cic mau
ché Thai Nguyén déu cao hon so v6i cac miu
ché Lam Pong.

Bdng 1: Ham lwong TB, TP va CF trong cdc mau ché (xdc dinh bang phap HPLC) ding dé xdy dung

mé hinh hoi qui da bién

Mau Ham luong (%) Mau Ham luong (%)
Theobromin Theophyllin Cafein Theobromin Theophyllin Cafein

1 0,26 0,33 3,57 28 0,34 0,36 2,70
2 0,29 0,44 4,55 29 0,25 0,43 3,21
3 0,25 0,36 5,21 30 0,29 0,53 6,18
4 0,42 0,49 4,40 31 0,26 0,40 2,85
5 0,25 0.33 5,27 32 0,58 0,54 4,25
6 0,43 0,45 4,73 33 0,45 0,43 4,94
7 0,37 0,32 5,11 34 0,60 0,43 4,40
8 0,55 0,27 5,81 35 0,36 0,46 4,74
9 0,33 0,24 7,94 36 0,35 0,36 4,42
10 0,54 0,41 5,09 37 0,21 0,21 1,83
11 0,34 0,18 4,06 38 0,11 0,14 1,80
12 0,16 0,03 3,17 39 0,36 0,13 2,18
13 0,39 0,18 3,05 40 0,37 0,27 2,46
14 0,32 0,44 5,07 41 0,24 0,25 2,10
15 0,28 0,39 4,71 42 0,51 0,30 2,36
16 0,46 0,48 5,65 43 0,20 0,34 1,79
17 0,37 0,39 5,60 44 0,10 0,22 1,85
18 0,33 0,44 5,63 45 0,07 0,30 0,97
19 0,45 0,50 7,02 46 0,31 0,33 3,33
20 0,45 0,49 6,80 47 0,18 0,20 1,38
21 0,49 0,55 5,50 48 0,41 0,38 3,52
22 0,51 0,68 7,77 49 0,20 0,41 2,72
23 0,42 0,49 6,25 50 0,25 0,33 2,39
24 0,34 0,69 7,70 51 0,42 0,47 4,53
25 0,56 0,57 5,81 52 0,34 0,51 6,45
26 0,23 0,45 5,15 53 0,36 0,56 5,43
27 0,40 0,52 5,30

3.2. Phé hong UV-Vis ciia ciac miu che

Phé UV-Vis (190-700 nm) cua cdc mau cheé
thu dugc ¢ hinh 1(a) cho thiy phan thong tin
dir liéu quan trong tap trung trong vung 190-
500 nm v&i hai dai hap phu d& thay la cic ving
tor 190-250 nm va 250-300 nm, con mdt dai

rong khac xuat hién khoang 300-400 nm. Ving
16n hon 490 nm khéng chira nhiéu théng tin
phan tich. Mat khac, khi do phd cua cac dung
dich chuin CF, TB, TP thi nhan théy xuét hién
cac pic dac trung trong vung 240-310nm. Do
do, chi can chon dit liéu trong ving phd 240-
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310nm dé tién hanh dinh lwong CF, TB, TP
trong cac mau ché. Bang cach tinh toan phd
trung binh cua bo di ligu phé véi thuat toan

MC (mean centering), phd tién xur 1i duoc chi
ra ¢ hinh 1(c).

(a)
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Hinh 1. Phé hong ngoai truyén qua (Abs- buée séng (nm)) ciia cdc mdu ché trude xir li viing phé 190-
700nm (a), vimg 240-310nm (b) va sau tién xir li bang MC (c)

3.3. Xac dinh dong thoi CF, TB, TP trong
méu ché sit dung mé hinh PLS

3.3.1. Xdy dwng phuong trinh hoi qui da bién
tuyén tinh

Phuong trinh hdi qui da bién PLS xé4c dinh
ddng thoi CF, TB, TP trong cic mau ché duoc
xac lap dya trén ma tran ham lugng cua 44
mau ché chuin 13 cac miu thuc té c6 ham
luong cac chat duge xac dinh theo phuong
phap HPLC. Ma tran tin hiéu do ctia 44 mau la
d6 hip thu quang trong ving phd tir 240-
310nm. Dung ciu lénh tim s cdu tr chinh
trong phan mém Matlab thi thdy rang véi 15
PC (chiém 99% luong thong tin cua tap sb
lidu) thi c6 thé phan anh day du ban chat tap s6
lidu thay vi dung dy du 71 PC tir két qua do.
Do d6 mé hinh hdi qui s& dugc tinh toan véi
khong gian méi 15 truc cta tap s6 liéu va ma
tran nong d6 da xay dung.

3.2.2. Danh gia tinh phu hgop ciia phuong
trinh hoi quy da bién PLS

Mot ma tran ham luong cia 9 mau ché voi
ham lugng ba xanthin di biét truéc bing
phuong phap HPLC duoc ding dé kiém chimg
tinh pht hop ciia mé hinh hdi quy. Sai sb cua
mo hinh PLS duoc trinh bay trong bang 2. Két
qua cho thdy sai s cia mé hinh 1a 16n va
khong chap nhan dwoc trong phan tich dinh
luong chat. PLS 1a mo hinh hdi quy da bién
tuyén tinh nén khi lam viéc véi cac mau co
tuong tac chua biét ciia chéat phan tich v6i nén
mau ciing nhu anh hudng cua nén miu dang ké
thi sai s6 cua phép do twong dbi 16n. Do d6 can
phai xay dung mot mé hinh méi phi tuyén tinh
dé khic phuc nhimng han ché ciia mé hinh PLS.
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Bdng 2. Sai s6 tuwong doi ciia mé hinh PLS

x Sai s0 twong doi (%)

Mau TB TP CF
28 28,0 5,0 12,8
29 10,5 77.1 55,8
30 69,8 12,1 146
31 173 ~44 553
32 34,9 20,1 12
33 0,7 18,9 35,7
34 12,5 36,9 44.8
35 75 172 30,7
36 32,4 53,6 44,7

3.3. Xac dinh dong thoi CF, TB, TP trong
miu che sir dung mé hinh ANN

Trong nghién ciu nay, mé hinh mang noron
lan truyén thang da 16p véi cac ham c6 sin
trong phan mém dé két ndi cac neuron, cho
mohinh hoc, ghi nhd va luyén nhiéu lan, cudi
cing dau ra cia noron (outputs) 13 gia trji ham
lwong duogc kiém tra lai véi ma tran dau ra da
nhdp vao mdé hinh. Cac ham luyén mang
neuron da 16p lan truyén thong thuong nhu
Levenberg-Marquardt (trainlm), ham luyén
chudn hoéa tu dong Bayesian Regularization
(trainbr) va ham quy mo lién hop Scaled
Conjugate Gradient (trainscg) dwoc khao sat.
Két qua cho thiy véi ham luyén chuin hoa tu
dong — trainbr c6 hé sb twong quan giita két
qua tinh dugc theo md hinh va két qua da biét
clia cic ma trn chudn, ma tran mau kiém tra
va tinh chung cho ca hai mé hinh lan lugt 1a 1;
0,883 va 0,988 1a kha tdt (hinh 2).




Test: R=0.83314

Output ~= 1'Target + -34e-15

Target

Hinh 2. Hé s6 hoi quy ciia cdc ham heong
xanthin tinh duwgc theo mé hinh ANN s dung
ham trainbr va ham lwong da biét.
Bdng 3. Sai s6 twong doi ciia mé hinh ANN

Miu Sai s0 twong doi (%)

TB TP CF
28 -16,7 7,4 8,0
29 6,5 15,6 -10,6
30 -67,3 3,6 -21,7
31 18,0 15,1 15,0
32 28,9 12,1 -7,1
33 26,5 -0,3 12,0
34 18,1 13,6 10,5
35 43,2 2,7 0,2
36 -23,6 21,3 -15,5

Nhu vay, béng viéc st dung mod hinh ANN, sai
s6 twong d6i cua ham luong tim lai dwoc so voi
ham luong ban diu da nho hon phuong phap
PLS (chi con khoang 10%) ching té thuat toan
ANN 1a giai phap t0i uu dé giai quyét céc bai
toan xac dinh dong thoi cac cdu tir trong cung
hon hop khi c6 anh hudng phuc tap cua nén
mau. Tuy nhién, do by mau chuan dé xdy dung
md hinh con rat it nén két qua nay van chua
phai tét nhat (nhu 2 mau cua cau tr
theobromin ¢6 sai s6 rat 16n). Néu ting s6 mau
chuan dé luyén mang noron nhdn tao 1én
khoang vai trim méu s& cho phép xac dinh
nhanh cac chat ma khéng phai tach loai trude
khi phén tich.

4. KET LUAN

Béng cach sir dung mo hinh hdi qui tuyén tinh
PLS va hoi quy phi tuyén tinh ANN ¢6 thé xac
dinh déng thoi 3 xanthin trong cac mau ché
xanh bang phuong phap UV/VIS trén co s¢ do
tryc tiép do hép thu quang cua dich chiét cac
mau ché ma khong cén tach loai tanin ra khoi
nén méu va tach chung ra khoi nhau nho su
dung méu chuén 1a mau thuc co két qua ham
lugng cac chit phéan tich theo phuong phap
HPLC. Tuy nhién, sai s6 thu duoc tir md hinh
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PLS con rat 16n so voi mo hinh ANN (chi
khoang 10%). Pay la mot ky thuat phan tich
nhanh, chuan bi miu don gian, khong can pha
hity mau phan tich, chi phi thap do khéng tén
dung méi hoa chat (nhu phuong phap phan tich
truyén théng HPLC), han che dugc cac sai sd
trong qua trinh chuén bi mau nén c6 thé mo
rong dé phan tich nhanh ham luong chat trong
cac mau phuc tap ma khong phai xay dung b
mau chuén tu tao.
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