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Tóm tắt 
Crocin và crocetin là hai hợp chất có hoạt tính sinh học được tìm thấy trong nhụy hoa 

nghệ tây và quả dành dành. Trong công nghiệp thực phẩm, do có màu vàng hoặc vàng cam 
tự nhiên, chúng được sử dụng để tạo màu trong thực phẩm. Nghiên cứu này được thực hiện 
nhằm tối ưu hóa phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao kết hợp detector chuỗi diod quang 
(HPLC-PDA) để xác định đồng thời crocin và crocetin trong thực phẩm. Mẫu phân tích được 
chiết bằng hỗn hợp acetonitril (ACN) : H2O (1:1, v/v) tại nhiệt độ 40 C trong 30 phút. Dung 
dịch mẫu được xác định bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC–PDA với các điều kiện: Cột 
Sunfire C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 µm), pha động gồm acid formic 0,1% và ACN sử dụng 
chương trình gradient. Phương pháp có độ đặc hiệu tốt, đường chuẩn của crocin và crocetin 
có hệ số tương quan R2 > 0,9997 và độ lặp lại, độ thu hồi đạt yêu cầu của AOAC. Giới hạn 
phát hiện (LOD) của crocin và crocetin lần lượt là 0,5 mg/kg và 0,25 mg/kg. Phương pháp 
đã được áp dụng để xác định đồng thời crocin và crocetin trong 15 mẫu thực phẩm cho kết 
quả: 13/15 mẫu phát hiện hàm lượng crocin, 11/15 mẫu phát hiện hàm lượng crocetin và 
2/15 mẫu không phát hiện được cả crocin và crocetin. Trong đó, nhóm bột dành dành có 
chứa hàm lượng crocin và crocetin cao nhất (23,5 g/100g – 24,4 g/100g), mẫu chi tử khô - 
quả dành dành đã phơi hoặc sấy khô chứa hàm lượng crocin và crocetin cao thứ hai trong 
nhóm thực phẩm. 

Từ khóa: crocin, crocetin, sắc ký lỏng hiệu năng cao, HPLC, PDA, thực phẩm  

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Màu sắc của thực phẩm đóng vai trò quan trọng trong việc tạo nên giá trị cảm quan 

của thực phẩm, góp phần làm cho món ăn trở nên đẹp mắt, ngon miệng và phong phú hơn. 
Có thể dùng phẩm màu thực phẩm hoặc phẩm màu có nguồn gốc tự nhiên để tạo màu cho 
thực phẩm. Phẩm màu có nguồn tự nhiên ngày càng được quan tâm hơn do tính chất tự nhiên, 
an toàn cho người sử dụng. Trong số các chất tạo màu có nguồn gốc tự nhiên, crocin và 
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crocetin là thành phần tạo màu vàng hoặc màu vàng cam trong thực phẩm, thường có trong 
quả dành dành và nhuỵ hoa nghệ tây. 

Crocetin và crocin (digentiobiosyl ester của crocetin) là thành phần có hoạt tính sinh 
học của nghệ tây được sử dụng làm gia vị cao cấp, có công thức cấu tạo ở Hình 1. Ngoài ra, 
chúng cũng được tìm thấy trong quả dành dành (Gardenia jasminoides Ellis), là vị thuốc thảo 
dược cổ truyền – chi tử. Khi sử dụng qua đường uống, crocetin nhanh chóng được hấp thu 
vào tuần hoàn máu và phân bố rộng rãi vào các mô ngoài mạch máu của cơ thể. Crocetin và 
crocin đã được chứng minh là có hiệu quả trong việc phòng ngừa và/hoặc điều trị một số 
bệnh như xơ vữa động mạch, thiếu máu cơ tim, sốc xuất huyết, ung thư và chấn thương não 
[1, 2]. Các hợp chất này phát huy tác dụng sinh học và dược lý chủ yếu thông qua khả năng 
chống oxy hóa mạnh của chúng. Bên cạnh các hoạt tính sinh học quý, do crocetin và crocin 
có màu vàng nên chúng cũng được sử dụng với vai trò là chất tạo màu có nguồn gốc tự nhiên 
trong chế biến thực phẩm. 

 

Hình 1. Công thức cấu tạo của crocin (a) và crocetin (b) 

Người tiêu dùng có xu hướng lựa chọn các sản phẩm có nguồn gốc tự nhiên để đảm 
bảo tính an toàn của sản phẩm. Dựa trên xu hướng này, các nhà sản xuất đã dần thay thế việc 
sử dụng phẩm màu tổng hợp bằng các loại phẩm màu chiết xuất từ tự nhiên. Mặc dù phẩm 
màu có nguồn gốc tự nhiên an toàn và có nhiều lợi ích với sức khỏe con người nhưng giá 
thành cao và độ bền màu kém hơn so với phẩm màu tổng hợp. Do đó, để giúp các nhà sản 
xuất kiểm soát chất lượng sản phẩm, để đảm bảo quyền lợi người tiêu dùng, việc phát triển 
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các phương pháp phân tích các chất màu có nguồn gốc tự nhiên đang ngày được quan tâm 
và phát triển. 

Hiện nay, trên thế giới, có một số nghiên cứu đã được công bố về phương pháp xác 
định crocin và crocetin trên một số nền mẫu như: nhuỵ hoa nghệ tây (saffron), quả dành dành 
(chi tử), mì tôm, nước giải khát…sử dụng các kỹ thuật như: sắc ký bản mỏng TLC [3], điện 
di mao quản CE [4], quang phổ (UV), sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) [ 5-10]... Trong 
đó, phương pháp sắc ký lỏng (HLPC) là kỹ thuật được nhiều nghiên cứu sử dụng do tính phổ 
biến, độ nhạy, độ chọn lọc và độ chính xác cao, đồng thời quá trình xử lý mẫu trong các nền 
mẫu thực phẩm tương đối đơn giản. Do đó, nghiên cứu này lựa chọn phương pháp sắc ký 
lỏng hiệu năng cao HPLC-PDA để xác định đồng thời crocin và crocetin trong thực phẩm. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Đối tượng nghiên cứu  

Đối tượng nghiên cứu: mẫu gia vị, bánh kẹo, mứt, thạch, mì tôm, chi tử khô, quả dành 
dành, bột dành dành lấy ngẫu nhiên trên địa bàn thành phố Hà Nội. 
2.2. Hóa chất, chất chuẩn 

Các chất chuẩn: Chất chuẩn Crocin và crocetin từ TRC; độ tinh khiết ≥ 95%, các hóa 
chất: acid formic, methanol, ethanol, acetonitril từ Merck. 
2.3. Thiết bị 

Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC (Alliance, Waters) trang bị detector PDA; 
cột sắc ký Sunfire C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 µm) và các thiết bị phụ trợ khác của phòng thí 
nghiệm.  
2.4. Phương pháp nghiên cứu  

2.4.1. Phương pháp xử lý mẫu  

Cân chính xác 0,1 – 5,0 g mẫu đã đồng nhất vào ống falcon 50 mL, thêm 30 mL dung 
môi CH3CN:H2O (1:1, v/v), lắc đều. Rung siêu âm ở nhiệt độ 40 C trong 30 phút. Gạn dịch 
chiết vào bình định mức 50 mL. Chiết lặp lại bằng 20 mL CH3CN:H2O (1:1, v/v). Gộp dịch 
lọc vào bình định mức và định mức đến vạch 50 mL. Dung dịch được lọc qua giấy lọc và 
màng lọc 0,45 µm trước khi tiêm vào hệ thống HPLC. 
2.4.2. Điều kiện phân tích HPLC-PDA  

Điều kiện phân tích đồng thời crocin và crocetin bằng hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng 
cao (HPLC), detector: PDA, tốc độ dòng: 1,0 mL/phút, thể tích tiêm: 10 µL. 

Thành phần pha động: Kênh A: acid formic 0,1% và kênh B: ACN với chế độ gradient: 
Từ 0 đến 7 phút giảm từ 80% A xuống 70% A, giảm tiếp xuống 30% A trong 3 phút, giữ ổn 
định trong 5 phút, tăng lên 80% A và giữ ổn định trong 5 phút. Tổng thời gian phân tích là 
20 phút. 
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2.4.3. Phương pháp thẩm định 

Đánh giá thẩm định phương pháp thông qua các thông số sau: Độ đặc hiệu sử dụng 
mẫu trắng là hỗn hợp dung môi chiết mẫu, đường chuẩn, giới hạn phát hiện (LOQ) và giới 
hạn đinh lượng (LOQ) được xác định theo tỷ lệ S/N, độ chụm của phương pháp (độ lặp lại), 
độ đúng của phương pháp (độ thu hồi) được tiến hành trên các nền mẫu: mỳ tôm, quả dành 
dành, mứt, thạch, nước giải khát. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Tối ưu hóa điều kiện sắc ký lỏng  

3.1.1. Lựa chọn bước sóng phát hiện 

Để lựa chọn bước sóng thích hợp ghi sắc ký đồ khi phân tích đồng thời crocin và 
crocetin trên detector PDA, tiến hành quét phổ UV-Vis trong khoảng 190 – 800 nm, chọn 
cực đại hấp thụ cho mỗi chất và thu được kết quả như Hình 2. 

 

Hình 2. Phổ hấp thụ phân tử UV-Vis của crocin (hình trên) và crocetin (hình dưới) 

Để giảm ảnh hưởng của dung môi và tạp chất nhưng vẫn đảm bảo được độ nhạy của 
phương pháp, bước sóng 440 nm được lựa chọn để xác định đồng thời crocin và crocetin. 
3.1.2. Khảo sát pha động 

Pha động là yếu tố quyết định đến hiệu quả tách sắc ký. Nhìn chung, pha động có thể 
ảnh hưởng đến: độ chọn lọc của hệ pha, thời gian lưu giữ của chất phân tích, độ rộng của píc 
sắc ký… Tham khảo một số tài liệu [2, 9, 10], các dung môi được lựa chọn khảo sát gồm: 
acid formic 0,1% : ACN (1:9,v/v) chế độ đẳng dòng; acid formic 0,1% và ACN với chương 
trình gradient 1 và 2 tương ứng với Bảng 1. 
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Bảng 1. Chương trình gradient 

Gradient 1  Gradient 2 
Thời 
gian 

(phút) 

Tốc độ 
dòng 

(mL/phút) 

Acid 
formic 

0,1% (%) 

ACN 
(%) 

 Thời 
gian 

(phút) 

Tốc độ 
dòng 

(mL/phút) 

Acid 
formic 

0,1% (%) 

ACN 
(%) 

0,00 1,00 70 30  0,00 1,00 80 20 
5,00 1,00 70 30  5,00 1,00 70 30 
10,00 1,00 30 70  10,00 1,00 30 70 
15,00 1,00 30 70  15,00 1,00 30 70 
15,10 1,00 70 30  15,10 1,00 80 20 
20,00 1,00 70 30  20,00 1,00 80 20 

 

Kết quả cho thấy, khi sử dụng pha động là acid formic 0,1% và ACN ở chế độ độ đẳng 
dòng thì pic của các chất phân tích không tách được khỏi nhau. Khi sử dụng pha động là acid 
formic 0,1% và ACN theo chương trình gradient 1 thì pic các chất phân tích tách được khỏi 
nhau, tuy nhiên pic crocin không cân đối và tín hiệu crocin cũng ra sớm tại phút 3,2 làm kết 
quả khi phân tích không đảm bảo. Khi sử dụng acid formic 0,1% và ACN theo chương trình 
gradient 2 thì cho kết quả các chất phân tích tách ra khỏi nhau, crocin ra trước ở 8,651 phút 
và crocetin ra sau ở 14,729 phút, hai pic nhọn hơn, tín hiệu đường nền thấp. Vì vậy, trong 
nghiên cứu này pha động acid formic 0,1% và ACN theo chương trình gradient 2 được lựa 
chọn để phân tích đồng thời crocin và crocetin. Hình 3 là sắc ký đồ dung dịch chuẩn hỗn hợp 
crocin và crocetin sử dụng pha động acid formic 0,1% và ACN theo chương trình gradient 
2. 

 

Hình 3. Sắc ký đồ dung dịch chuẩn hỗn hợp hai chất: (a) ở chế độ đẳng dòng, (b) sử 

dụng chương trình gradient 1, (c) sử dụng chương trình gradient 2 

3.2. Tối ưu hóa điều kiện xử lý mẫu 
3.2.1. Khảo sát dung môi chiết  

Do crocin có khả năng tan tốt trong nước, tan ít trong dung môi hữu cơ. Crocetin tan 
ít trong nước, tan tốt trong dung môi hữu cơ và tham khảo một số tài liệu [2, 9, 10], các loại 
dung môi thủy phân khác nhau (CH3CN, CH3OH, C2H5OH, H2O, CH3CN:H2O (1:1,v/v), 
C2H5OH:H2O (1:1, v/v) đã được lựa chọn để khảo sát trên nền mẫu bột dành dành. Kết quả 
thể hiện ở trong Hình 4. 
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Hình 4. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của dung môi chiết mẫu 

Kết quả chỉ ra trong Hình 3 cho thấy: Hàm lượng của crocin và crocetin khi sử dụng 
CH3CN:H2O (1:1, v/v) cho hàm lượng chất phân tích cao nhất. Do đó, dung môi 
CH3CN:H2O (1:1, v/v) được lựa chọn để thực hiện các khảo sát tiếp theo. 
3.2.2. Khảo sát kỹ thuật chiết mẫu 

Cách chiết mẫu ảnh hưởng khá lớn đến khả năng phân tán và chiết các chất ra khỏi 
nền mẫu. Dựa vào điều kiện phòng thí nghiệm, bốn cách chiết khác nhau: sử dụng lắc tay, 
sử dụng máy lắc ngang, lắc vortex và sử dụng bể rung siêu âm đã được lựa chọn khảo sát 
trong nghiên cứu này. Kết quả thể hiện trong Hình 5. 

 

Hình 5. Kết quả khảo sát kỹ thuật chiết mẫu 

Dựa vào kết quả thu được, đối với crocetin khi sử dụng lắc ngang và rung siêu âm cho 
kết quả khác nhau không có nghĩa. Tuy nhiên, đối với crocin khi sử dụng rung siêu âm thì 
cho hàm lượng cao hơn khi sử dụng lắc ngang. Do đó, kỹ thuật rung siêu âm được lựa chọn 
trong nghiên cứu này. 
3.2.3. Khảo sát nhiệt độ chiết mẫu 

Do nhiệt độ là một yếu tố ảnh hưởng đến độ tan và khả năng tách của chất phân tích 
ra khỏi nền mẫu. Từ đó, trên cùng một nền mẫu bột dành dành, tiến hành chiết mẫu ở các 
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mức nhiệt độ khác nhau: nhiệt độ phòng (25±5 C), 40 C, 50 C, 60 C, 70 C. Kết quả 
khảo sát thể hiện trong Hình 6. 

 

      Hình 6. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ chiết mẫu 

Dựa vào kết quả thu được trong Hình 6, hàm lượng của crocetin đạt cao nhất trong 
khoảng nhiệt độ phòng đến 40 C và giảm khi tăng nhiệt độ từ 50 C đến 70 C. Hàm lượng 
crocin trong mẫu tăng lên từ nhiệt độ phòng đến 40 C và không có sự khác biệt có nghĩa ở 
các nhiệt độ 40 C, 50 C, 60 C, 70 C. Do đó, nhiệt độ 40 C được lựa chọn làm nhiệt độ 
chiết mẫu cho các khảo sát tiếp theo. 
3.2.4 Khảo sát thời gian chiết mẫu 

Trên cùng một nền mẫu bột dành dành, tiến hành chiết mẫu ở các mức thời gian rung 
siêu âm khác nhau: 10 phút, 20 phút, 30 phút, 40 phút, 50 phút, 60 phút đối với nền mẫu bột 
dành dành. Kết quả khảo sát thể hiện trong Hình 7. 

 

Hình 7. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của thời gian chiết mẫu 

Kết quả chỉ ra trong Hình 7 cho thấy hàm lượng crocin và crocetin thu được trong mẫu 
ở thời gian chiết 30 phút trở lên  cho kết quả hàm lượng hai chất chiết không có sự thay đổi. 
Để tiết kiệm thời gian và đảm bảo hiệu quả, thời gian chiết mẫu 30 phút được lựa chọn cho 
các khảo sát tiếp theo. 
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3.2.5. Khảo sát số lần chiết lặp lại 

Chiết lặp lại là một cách để đảm bảo chất phân tích được chiết tối đa ra khỏi nền mẫu. 
Nghiên cứu này đã tiến hành khảo sát số lần chiết lặp lại: 1 lần, 2 lần, 3 lần, 4 lần. Kết quả 
được trình bày trong Hình 8. 

 

Hình 8. Kết quả khảo sát số lần chiết lặp lại 

Kết quả Hình 8 cho thấy, đối với cả crocin và crocetin, khi chiết lặp lại 2 lần trở lên 
thì cho kết quả khác nhau không có nghĩa. Như vậy, để tiết kiệm thời gian cũng như hóa chất 
mà kết quả chiết mẫu đảm bảo thì nghiên cứu lựa chọn chiết lặp lại 2 lần. 
3.3. Thẩm định phương pháp  

Độ đặc hiệu của phương pháp được đánh giá thông qua việc phân tích mẫu trắng, mẫu 
chuẩn và mẫu trắng thêm chuẩn. Kết quả chỉ ra mẫu trắng không cho tín hiệu chất phân tích, 
mẫu chuẩn và mẫu thêm chuẩn cho tín hiệu chất phân tích tại cùng thời gian lưu với sai lệch 
thời gian lưu không quá 1%. Do đó, phương pháp có độ đặc hiệu tốt. Kết quả được thể hiện 
trên Hình 9. 

 

Hình 9. Kết quả kháo sát độ đặc hiệu 

Đường chuẩn được xây dựng với nồng độ thay đổi từ 1,50 mg/L đến 50 mg/L đối với 
crocin, thay đổi từ 0,75 mg/L đến 15 mg/L đối với crocetin bằng cách khảo sát sự phụ thuộc 
của tín hiệu diện tích pic vào nồng độ. Kết quả phương trình đường chuẩn, hệ số tương quan, 
giới hạn phát hiện (LOD) và giới hạn định lượng (LOQ) của các chất phân tích được trình 
bày trong Bảng 2. Độ chụm (RSD%) và độ đúng (R%) của các chất phân tích trên một số 
nền mẫu được thể hiện trong Bảng 3. 
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Bảng 2. Kết quả phương trình đường chuẩn, LOD và LOQ của chất phân tích 

Tên chất 
phân tích 

Phương trình đường 
chuẩn 

Hệ số tương 
quan R2 

LOD 
(mg/kg) 

LOQ 
(mg/kg) 

Crocin y = 4903,7x – 6608,7 0,9997 0,5 1,65 
Crocetin y = 102519x - 62164 0,9999 0,25 0,85 

 
Bảng 3. Kết quả đánh giá độ chụm và độ đúng 

Nền mẫu Thông 
 số 

Kết quả% Thông 
 số 

Kết quả% 
Crocin Crocetin Crocin Crocetin 

Mì tôm 

RSD% 

3,3 1,9 

R% 

92,2-102.2 90,6-106,1 
Quả dành dành 3,6 3,6 91,1-104,8 95,0-102,3 
Mứt 4,5 5,2 90,9-103,3 90,0-103,9 
Thạch 4,8 3,2 93,1-101,7 91,9-104,3 
Nước giải khát 2,5 2,2 83,2-97,7 87,6-108,7 

 
Phương pháp có độ đặc hiệu tốt, đường chuẩn của crocin và crocetin lần lượt có hệ số 

tương quan R2 = 0,9997 và R2 = 0,9999. Độ lặp lại (RSD: 1,9-5,2%) và độ thu hồi (R: 83-
108%) đạt yêu cầu của AOAC. Giới hạn phát hiện (LOD) của crocin và crocetin lần lượt là 
0,5 mg/kg và 1,65 mg/kg. Giới hạn định lượng (LOQ) của crocin và crocetin lần lượt là 0,25 
mg/kg và 0,85 mg/kg. LOD của các chất phân tích trong nghiên cứu này nhạy hơn hoặc 
tương đương so với LOD của chất phân tích trong một số nghiên cứu trên thế giới [6, 7]. 
Như vậy, phương pháp có độ nhạy, độ đặc hiệu và độ chính xác đạt yêu cầu phân tích đồng 
thời hàm lượng crocin và crocetin trong nền mẫu thực phẩm. 
3.4. Phân tích đồng thời hàm lượng crocin và crocetin trong một số mẫu thực tế 

Áp dụng quy trình phân tích tối ưu ở trên để phân tích hàm lượng crocin và crocetin 
trong các mẫu thực phẩm trên thị trường Hà Nội thu được kết quả trong Bảng 4. 

Kết quả phân tích 15 mẫu khác nhau nêu trong Bảng 4 cho thấy có 13/15 mẫu phát 
hiện hàm lượng crocin, 11/15 mẫu phát hiện hàm lượng crocetin và có 2/15 mẫu không phát 
hiện được cả crocin và crocetin. Trong đó, nhóm bột dành dành có chứa hàm lượng crocin 
và crocetin cao nhất (23,5 g/100g – 24,4 g/100g), mẫu chi tử khô – nguyên liệu đầu để tạo 
ra bột dành dành, có chứa hàm lượng crocin và crocin lớn thứ hai. Các nhóm thực phẩm bổ 
sung như thực phẩm chức năng, nước sốt, gia vị, mì tôm, nước giải khát, mứt thì có hàm 
lượng tổng crocin và crocetin nằm trong khoảng từ 1,98 mg/kg đến 108 mg/kg. Kết quả cho 
thấy các mẫu có nguồn gốc từ quả dành dành có chứa hàm lượng crocin và crocetin phù hợp 
để thay thế các phẩm màu tổng hợp màu vàng, màu cam trong chế biến và sản xuất thực 
phẩm. 
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Bảng 4. Kết quả phân tích trên một số nền mẫu thực phẩm 

TT Tên mẫu Hàm lượng 
Crocin  

Hàm lượng 
Crocetin  

Hàm lượng tổng crocin và 
crocetin  

Mẫu nguyên liệu g/100g g/100g g/100g 

1 Bột dành dành 1 23,1 0,42 23,5 

2 Bột dành dành 2 23,8 0,72 24,4 

3 Chi tử khô 3,13 0,30 3,43 

Mẫu thành phẩm mg/kg mg/kg mg/kg 

4 Thực phẩm chức 
năng 1 61,1 30,9 92,0 

5 Thực phẩm chức 
năng 2 65,4 16,4 81,8 

6 Nước sốt 1 57,2 16,3 73,5 

7 Nước sốt 2 60,9 KPH 60,9 

8 Gia vị 1 65,6 20,8 86,4 

9 Gia vị 2 75,5 KPH 75,5 

10 Mì tôm 1 61,9 16,8 78,7 

11 Mì tôm 2 1,24 0,74 1,98 

12 Nước giải khát 1 4,68 1,76 6,44 
13 Nước giải khát 2 KPH KPH KPH 
14 Mứt 1 82,2 25,6 108 
15 Mứt 2 KPH KPH KPH 

 

So với các nghiên cứu đã công bố [4, 6, 7, 10], đối tượng áp dụng của phương pháp 
trong nghiên cứu này phong phú và đa dạng hơn, từ các mẫu nguyên liệu có hàm lượng cao 
đến các mẫu thực phẩm có hàm lượng thấp. Đặc biệt, phương pháp vẫn có thể thực hiện 
được với các mẫu thực phẩm có hàm lượng mỗi chất phân tích thấp hơn 1% mà không cần 
sử dụng đến kỹ thuật cao như LC-MS/MS [6, 7]. 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã thành công trong việc xác định đồng thời hàm lượng crocin và crocetin 
trong thực phẩm bằng phương pháp sắc sắc ký lỏng hiệu năng cao sử dụng detector diod 
quang (HPLC-PDA). Quy trình phân tích được tối ưu cho một số nền mẫu thực phẩm. 
Phương pháp cũng đã được thẩm định về độ đặc hiệu, đường chuẩn, độ chụm, độ đúng và 
giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng. Các thông số thẩm định đều đạt yêu cầu của AOAC. 
Quy trình đã được áp dụng để phân tích 15 mẫu thực phẩm khác nhau. Phương pháp có thể 
được mở rộng để xác định đồng thời hàm lượng crocin và crocetin trong nhiều loại thực 
phẩm khác. 
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Simultaneous determination of crocin and crocetin in food samples by high-
performance liquid chromatography (HPLC-PDA) 
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Abstract 
Crocin and crocetin are two bioactive compounds found in saffron and gardenia. In the 

food industry, due to their natural yellow or orange color, they are used as food colouring. 
The study was carried out to optimize the high-performance liquid chromatography 
combined with a photodiode detector (HPLC-PDA) to simultaneously determine the crocin 
and crocetin content in food. Analytical samples were ultrasonicated with ACN:H2O (1:1, 
v/v) solvent for 30 minutes. The sample solution was determined by HPLC – PDA with the 
following conditions: Sunfire C18 column (250 mm x 4.6 mm; 5 µm) mobile phase consisting 
of 0.1% formic acid and ACN using gradient program. The method has good specificity, the 
standard curves of crocin and crocetin have correlation coefficients R2 > 0.999, respectively, 
repeatability and recovery meet AOAC requirements. The limit of detection (LOD) for 
crocin and crocetin were 0.5 mg/kg and 0.25 mg/kg, respectively. The method has been 
applied to simultaneously determine crocin and crocetin in 15 real samples and results in 13 
out of 15 samples detecting crocin content, 11 out of 15 samples detecting crocetin content, 
and in 2 out out of 15 samples. neither crocin nor crocetin was detected. The gardenia powder 
group contained the highest content of crocin and crocetin (23.5 g/100g – 24.4 g/100g) and 
dried lychee samples - sun-dried or dried gardenia contains the second highest 
concentrations of crocin and crocetin in the food group. 

Keywords: Crocin, crocetin, high-performance liquid chromatography, HPLC, PDA, 

food 


