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TÓM TẮT 
Polyphenol là nhóm hợp chất chống oxy hóa tiềm năng có mặt trong nhân 
hạt cà phê xanh, trong đó chlorogenic acid là polyphenol chiếm tỷ lệ cao 
nhất, là hoạt chất chính tạo nên giá trị sinh học đặc trưng của nhân hạt 
cà phê xanh. Nghiên cứu được thực hiện nhằm khảo sát các phương pháp 
chiết xuất polyphenol, chlorogenic acid từ nhân hạt cà phê xanh và đánh 
giá hoạt tính sinh học của dịch chiết giàu chlorogenic acid thu được. Hai 
phương pháp được sử dụng là chiết xuất có sự hỗ trợ của sóng siêu âm và 
hỗ trợ enzyme. Kết quả cho thấy việc chiết xuất bằng enzyme Celluclast 
đạt hiệu quả polyphenol cao nhất với hàm lượng 66,88 mg gallic acid 
tương đương/g (GAE/g). Phương pháp sử dụng ethanol 70% có sự hỗ trợ 
của sóng siêu âm cho hiệu quả chiết xuất polyphenol tương đương nhưng 
hàm lượng chlorogenic acid cao hơn 1,3 lần so với phương pháp chiết 
bằng enzyme. Dịch chiết  ethanol 70% có khả năng bắt gốc tự do DPPH 
và ABTS, khả năng ức chế biến tính albumin cao hơn dịch chiết bằng 
enzyme. Dịch chiết giàu chlorogenic acid có tiềm năng ứng dụng trong 
lĩnh vực thực phẩm và dược phẩm. 

Từ khóa: Chlorogenic acid, chống oxy hóa, hạt cà phê xanh, kháng 
viêm, polyphenol 

ABSTRACT 
Polyphenols are potent antioxidant compounds present in green coffee 
beans, in which chlorogenic acid is the most abundant polyphenol and the 
key bioactive compound responsible for the specific properties of green 
coffee beans. The study investigated extraction methods for obtaining 
polyphenols, especially chlorogenic acid, from green coffee beans and 
evaluated the bioactivity of the chlorogenic acid-rich extract. Two 
extraction methods were used, including ultrasound-assisted extraction 
and enzyme-assisted extraction. The results showed that Celluclast-
assisted extraction achieved the highest polyphenol with a yield of 66.88 
mg GAE/g. The ultrasound-assisted method using 70% ethanol gave 
comparable polyphenol extraction efficiency, but the chlorogenic acid 
yield was 1.3 times higher than the enzyme method. The 70% ethanol 
extract had higher DPPH and ABTS free radical scavenging ability and 
better inhibition of albumin denaturation than the extract from Celluclast-
assisted extraction. Chlorogenic acid-rich extracts have potential 
applications in various sectors such as food and pharmaceuticals. 

Keywords: Anti-inflammatory, antioxidant, chlorogenic acid, green 
coffee bean, polyphenol 
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1. GIỚI THIỆU 

Cà phê là một trong những loại cây trồng quan 
trọng nhất trên thế giới và được giao dịch rộng rãi 
trên thị trường quốc tế. Việt Nam hiện là nước xuất 
khẩu cà phê lớn thứ hai thế giới, sau Brazil. Theo Tổ 
chức Cà phê Quốc tế (2023), Việt Nam chiếm 
khoảng 18 - 20% lượng cà phê xuất khẩu toàn cầu 
vào năm 2023. Trong nhân hạt cà phê, chlorogenic 
acid (CGA) là một nhóm polyphenol có hàm lượng 
cao dao động từ 70 đến 350 mg trong mỗi tách cà 
phê (Zuo et al., 2015). Kết quả nhiều nghiên cứu đã 
chứng minh rằng CGA mang lại nhiều lợi ích sức 
khỏe, bao gồm khả năng chống oxy hóa, kháng 
viêm, kháng khuẩn, kháng virus, hỗ trợ giảm cân và 
tiềm năng chống ung thư (Oboh et al., 2013; Li et 
al., 2020). Ngoài ra, CGA còn được ghi nhận có tác 
dụng làm giảm nguy cơ mắc bệnh tiểu đường loại II 
và bệnh Alzheimer (Amato et al., 2019). 

Tuy nhiên, CGA rất nhạy với nhiệt độ cao. Theo 
nghiên cứu của Valentin et al. (2013), quá trình chế 
biến, đặc biệt là rang cà phê, làm suy giảm đáng kể 
hàm lượng CGA trong nhân hạt cà phê, ảnh hưởng 
đến hoạt tính sinh học của sản phẩm. Do đó, việc 
nghiên cứu và phát triển các phương pháp chiết xuất 
tối ưu CGA từ nhân hạt cà phê xanh (hạt tách từ quả 
cà phê chín nhưng chưa trải qua quá trình xử lý) là 
cần thiết để thu nhận và khai thác tối đa lợi ích sinh 
học của hợp chất này. Kết quả nghiên cứu của Le et 
al. (2020) cho thấy hiệu suất chiết CGA từ nhân hạt 
cà phê xanh Robusta Đắk Lắk tối ưu trong ethanol 
70% bằng phương pháp chiết nóng ở 70oC, trong 60 
phút với tỷ lệ nguyên liệu : dung môi là 1:20. Tuy 
nhiên, việc sử dụng lượng dung môi lớn có thể gây 
khó khăn khi mở rộng quy mô sản xuất do chi phí 
cao và thách thức trong quá trình thu hồi, loại bỏ 
dung môi. Mẫn và ctv. (2022) chiết xuất CGA từ 
nhân hạt cà phê xanh Robusta Đắk Lắk bằng phương 
pháp ngâm dầm với ethanol-nước trong 24 giờ đạt 
hàm lượng 2,95%. Đây là phương pháp đơn giản và 
dễ áp dụng, tuy nhiên nhược điểm là thời gian chiết 
kéo dài. Lai et al. (2019) đã tối ưu điều kiện chiết 
xuất CGA từ nhân hạt cà phê xanh Robusta Đắk 
Lắk, kết quả thu được CGA tối đa là 3,54% sử dụng 
ethanol 40% trong điều kiện lắc ủ nhiệt 85oC trong 
64 phút. Tuy nhiên, các nghiên cứu trong nước khi 
được thực hiện còn hạn chế về thông tin liên quan 
đến chiết xuất CGA bằng các phương pháp hiện đại 
khác như chiết xuất có hỗ trợ sóng siêu âm hoặc 
enzyme. 

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm tập trung 
vào việc tìm kiếm phương pháp chiết xuất tối ưu để 
thu nhận hàm lượng chlorogenic acid (CGA) cao 

nhất từ nhân hạt cà phê xanh. Đồng thời, các hoạt 
tính sinh học của dịch chiết giàu CGA được đánh 
giá nhằm cung cấp cơ sở khoa học cho các ứng dụng 
tiềm năng trong ngành thực phẩm và dược phẩm. 
Những kết quả từ nghiên cứu có thể góp phần nâng 
cao giá trị sử dụng của hạt cà phê xanh, hướng tới 
các sản phẩm có lợi cho sức khỏe. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Nguyên liệu và hóa chất 

Quả cà phê chín loại Robusta được thu hoạch 
cuối tháng 11/2024 tại thị trấn Quảng Phú, huyện Cư 
M'gar, tỉnh Đắk Lắk, Việt Nam. Quả cà phê chín đỏ 
được tách vỏ, thu nhân cà phê (thường gọi là cà phê 
xanh vì nhân có màu xanh), mang sấy ở 50°C trong 
12 giờ (Memmert, Đức), sau đó xay (Ninja C5, Mỹ) 
và rây qua rây có đường kính 1 mm, bảo quản trong 
bình hút ẩm ở nhiệt độ phòng trước khi tiến hành các 
thí nghiệm tiếp theo. 

Hóa chất được sử dụng trong nghiên cứu bao 
gồm: Ethanol (CAT#64175), Na2CO3 
(CAT#1063920500, Merck), Citric acid 
(CAT#77929), Trisodium citrate dihydrate 
(CAT#6132043), thuốc thử Folin–Ciocalteu 
(CAT#1090010100, Merck), Anthrone 
(Cat#A0379847, Acros), H2SO4 (Cat#7664−93−9, 
Xilong), D−glucose (Cat#G8270, Sigma–Aldrich), 
Chlorogenic acid (Cat#C3878, Sigma–Aldrich), 
enzyme Viscozyme (100 FBG/g, Novozymes) và 
Celluclast (700 EGU/g, Novozymes). 

2.2. Xác định thành phần hóa lý của hạt cà 
phê xanh 

Các chỉ tiêu hóa lý cơ bản của hạt cà phê xanh 
được xác định bao gồm: (i) Độ ẩm được xác định 
bằng phương pháp khối lượng theo TCVN 
7035:2002, (ii) Hàm lượng tro được xác định bằng 
phương pháp nung ở 550°C theo TCVN 
8124:2009/ISO 2171:2007, (iii) Carbohydrate được 
xác định bằng phương pháp Anthrone kết hợp qui 
trình xử lý mẫu của Sluiter et al. (2008), (iv) Protein 
thô được xác định bằng phương  pháp  Kjeldahl theo 
TCVN 8099-1:2015 và (v) Lipid được xác định 
bằng phương pháp chiết với hexan theo TCVN 
8948: 2011. 

2.3. Chiết xuất polyphenol và chlorogenic 
acid 

2.3.1. Phương pháp chiết xuất có sự hỗ trợ của 
sóng siêu âm 

Polyphenol là nhóm chất phân cực nên hòa tan 
tốt trong các dung môi phân cực như nước, methanol 
và ethanol. Kết quả các nghiên cứu trước đây đã cho 
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thấy hỗn hợp nước và dung môi hữu cơ chiết xuất 
hiệu quả các hợp chất polyphenol (Meneses et al., 
2013; Wang et al., 2013). Trong nghiên cứu này, các 
hợp chất polyphenol được chiết xuất từ nhân hạt cà 
phê xanh bằng phương pháp hỗ trợ siêu âm với ba 
loại dung môi gồm ethanol 70%, methanol 70% và 
nước cất. Tỉ lệ nguyên liệu : dung môi được cố định  
1:10 (w/v) (Lai et al., 2019). Quá trình siêu âm được 
thực hiện ở tần số 20 kHz, trong khoảng thời gian từ 
15 đến 60 phút (thời gian siêu âm chính là thời gian 
chiết xuất). Dịch chiết được lọc tách bỏ bã và định 
mức 50 mL bằng dung môi chiết. Hiệu suất chiết 
được đánh giá thông qua việc xác định hàm lượng 
polyphenol tổng số và hàm lượng CGA trong dịch 
chiết tại các thời điểm 15, 30, 45 và 60 phút. 

2.3.2. Phương pháp chiết xuất hỗ trợ enzyme 

Đối với phương pháp chiết xuất có hỗ trợ 
enzyme, 1 g bột nhân hạt cà phê xanh (mẫu khô) 
được trộn với 50 mL nước cất pH 7,0 và dung dịch 
đệm sodium citrate 0,05 M ở pH 4,8 (đây là điều 
kiện tối ưu cho enzyme hoạt động được nhà sản xuất 
khuyến cáo). Enzyme Viscozyme và Celluclast 
được bổ sung với tỷ lệ enzyme : khối lượng nguyên 
liệu là 2% (v/w). Hỗn hợp được ủ ở 50°C với tốc độ 
lắc 120 vòng/phút trong tối đa 2 giờ. Hiệu suất chiết 
được đánh giá thông qua hàm lượng polyphenol 
tổng số và hàm lượng CGA trong dịch chiết tại các 
thời điểm 15, 30, 60, 90 và 120 phút. 

2.4. Định lượng polyphenol tổng số  

Hàm lượng polyphenol tổng số trong dịch chiết 
được xác định bằng phương pháp Folin−Ciocalteu, 
dựa trên nguyên lý oxy hóa các nhóm hydroxyl  
(−OH) phenol thành quinone dưới tác dụng thuốc 
thử Folin-Ciocalteu (Mehari et al., 2021). Cụ thể, 
0,1 mL mẫu dịch chiết được phản ứng với 0,1 mL 
thuốc thử Folin−Ciocalteu, ủ 5 phút sau đó bổ sung 
0,3 mL Na2CO3 20% và 4,5 mL nước cất. Hỗn hợp 
được tiếp tục ủ ở nhiệt độ phòng trong 60 phút trong 
điều kiện tránh ánh sáng trực tiếp. Độ hấp thu của 
các mẫu phản ứng được đo tại bước sóng 735 nm 
bằng máy quang phổ hấp thu phân tử (UV−Vis). 
Dung dịch chuẩn gallic acid được chuẩn bị ở các 
nồng độ 100, 200, 300, 400, 500 ppm và phản ứng 
với thuốc thử Folin tương tự như mẫu. Đường chuẩn 
được thiết lập để biểu diễn mối tương quan giữa 
nồng độ chất chuẩn và độ hấp thu, từ đó xác định 
được nồng độ polyphenol trong dịch chiết và quy về 
mg gallic acid tương đương/g nguyên liệu khô (mg 
GAE/g).  

2.5. Xác định hàm lượng chlorogenic acid  

Hàm lượng chlorogenic acid trong dịch chiết 
được phân tích bằng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng 
cao (HPLC) kết hợp đầu dò PDA trên hệ thống 
LaChrom Elite L−2000 Series, (Hitachi−Nhật Bản)  
với bước sóng phát hiện 270 nm. Quá trình phân 
tách được thực hiện trên cột pha đảo  ZORBAX 
Eclipse Plus−C18 (4,6 × 250 mm, kích thước hạt 5 
µm) ở nhiệt độ cột 35oC. Hệ dung môi pha động bao 
gồm 75% A (1% acetic acid trong acetonitrile) và 
25% B (1% acetic acid trong nước). Quá trình phân 
tách và rửa giải được tiến hành theo chế độ isocratic 
với tốc độ dòng là 1 mL/phút. Thể tích tiêm mẫu là 
10 μL. Thời gian phân tích 15 phút. Chất chuẩn 
chlorogenic acid được chuẩn bị ở dãy nồng độ 5, 10, 
25, 50 và 100 mg/L. Đồ thị chuẩn được xây dựng 
nhằm biểu diễn mối tương quan giữa nồng độ chuẩn 
và diện tích peak. Hàm lượng chlorogenic acid được 
quy về mg/g nguyên liệu khô. 

2.6. Đánh giá hoạt tính chống oxy hóa 
2.6.1. Phương pháp DPPH 

Hoạt tính chống oxy hóa của dịch chiết được xác 
định bằng phương pháp DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) dựa vào quy trình của Zhang et al. 
(2015) có hiệu chỉnh. Cụ thể, 0,5 mL mẫu được trộn 
với 3 mL ethanol 96%, sau đó bổ sung 1 mL dung 
dịch DPPH 0,5 mM (pha trong methanol). Hỗn hợp 
được lắc đều và ủ trong tối 30 phút trước khi đo độ 
hấp thu tại bước sóng 517 nm. Mẫu đối chứng âm 
được thực hiện bằng cách thay dịch chiết bằng nước 
cất. Trolox (20 - 100 mg/L) được sử dụng làm chất 
chuẩn và tiến hành phản ứng tương tự như dịch chiết 
mẫu. Đồ thị chuẩn được thiết lập biểu diễn mối 
tương quan giữa nồng độ Trolox và khả năng bắt gốc 
tự do DPPH. Khả năng chống oxy hóa của chiết xuất 
nhân hạt cà phê xanh được quy về lượng Trolox 
tương đương trong 1 g nguyên liệu khô (mg TE/g). 

2.6.2. Phương pháp ABTS 

Hoạt tính chống oxy hóa của chiết xuất nhân hạt 
cà phê xanh cũng được xác định bằng thử nghiệm  
ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) theo quy trình của Re et al. (1999) và 
Prasedya et al. (2021) có hiệu chỉnh. Dung dịch 
ABTS được chuẩn bị bằng cách pha trộn ABTS 7 
mM với 2,45 mM potassium persulfate theo tỷ lệ 1:1 
và hỗn hợp được ủ trong bóng tối ở nhiệt độ phòng 
12 − 16 giờ trước khi sử dụng. Sau đó, dung dịch 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴•+ được pha loãng đến khi độ hấp thu tại bước 
sóng 734 nm đạt 0,7 ± 0,02. Việc phản ứng được 
tiến hành bằng cách thêm 200 µL mẫu vào 4 mL 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴•+, ủ ở nhiệt độ phòng trong 6 phút, sau đó đo 
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độ hấp thu ở 734 nm (Nenadis et al., 2004). Trolox 
(20 - 100 mg/L) được sử dụng làm chất chuẩn và 
tiến hành phản ứng tương tự như dịch chiết mẫu. Đồ 
thị chuẩn được thiết lập biểu diễn mối tương quan 
giữa nồng độ Trolox và khả năng bắt gốc tự do 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴•+. Khả năng chống oxy hóa của chiết xuất 
nhân hạt cà phê xanh được quy về lượng Trolox 
tương đương trong 1 g nguyên liệu khô (mg TE/g). 

2.7. Đánh giá hoạt tính kháng viêm 

Hoạt tính kháng viêm của dịch chiết từ hạt cà phê 
xanh được xác định thông qua khả năng ức chế biến 
tính albumin in vitro theo phương pháp của Tuấn và 
ctv. (2014). Diclofenac sodium (20 − 100 mg/L) 
được sử dụng làm chất đối chiếu. Cụ thể,  2 mL dung 
dịch đệm acetate 0,025 M (pH 5,5) được trộn với 1 
mL albumin huyết thanh bò 0,16%, sau đó bổ sung 
1 mL dịch chiết nhân hạt cà phê xanh ở các nồng độ 
khác nhau. Đối với dịch chiết bằng ethanol 70% thì 
dung môi được loại bỏ bằng hệ thống cô quay chân 
không ở 50oC, sau đó bổ sung nước cất đến thể tích 
phù hợp. Dịch chiết bằng enzyme được ủ nhiệt ở 
80oC trong 1 phút để bất hoạt enzyme trước khi thực 
hiện phản ứng. Hỗn hợp được ủ ở 37oC trong 30 
phút, sau đó tiếp tục ủ ở 67oC trong 4 phút, làm lạnh 
và đo độ hấp thu ở bước sóng 660 nm. Phần trăm ức 
chế biến tính protein được tính theo công thức:  

I =
(ODn − OD) × 100

ODn
 

Trong đó  

I: Phần trăm ức chế biến tính protein (%).  

ODn: Độ hấp thu của mẫu đối chứng âm (dung 
dịch đệm thay cho dịch chiết).  

OD: Độ hấp thu của mẫu thí nghiệm 

Giá trị IC50 (nồng độ dịch chiết ức chế 50% sự 
biến tính protein) được xác định dựa trên phương 
trình hồi quy tuyến tính. IC50 của đối chứng dương 
(diclofenac sodium) cũng được xác định tương tự. 

2.8.  Phương pháp xử lý số liệu 

Thí nghiệm được bố trí theo thiết kế hoàn toàn 
ngẫu nhiên với 3 lần lặp lại ở thí nghiệm phân tích 
thành phần hóa học, xác định polyphenol, 
chlorogenic acid và đánh giá hoạt tính (chiết xuất 
lặp 3 lần trước khi định lượng và đánh giá). Kết quả 
được trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch 
chuẩn. Phân tích phương sai (ANOVA) được thực 
hiện bằng phần mềm MiniTab 16. Kiểm định Tukey 
được thực hiện để đánh giá mức độ khác biệt có ý 
nghĩa giữa các giá trị với mức ý nghĩa p < 0,05. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Thành phần hóa học của nhân hạt cà phê 

xanh 

Kết quả phân tích các chỉ tiêu hóa học cơ bản của 
nhân hạt cà phê xanh Robusta được trình bày trong 
Bảng 1. Hạt cà phê xanh có độ ẩm 7,12% nằm trong 
giới hạn bảo quản an toàn theo quy định của Dược 
điển Việt Nam IV (độ ẩm dưới 12%). Điều này cho 
thấy nguyên liệu đáp ứng tiêu chuẩn bảo quản, hạn 
chế sự phát triển của vi sinh vật và quá trình biến đổi 
hóa học trong quá trình lưu trữ. 

Bảng 1. Thành phần hóa học của nhân hạt cà phê 
xanh 

Chỉ tiêu Hàm lượng* (%) 
Tro 4,29 ± 0,40 

Carbohydrate 38,02 ± 0,64 
Protein thô 14,96 ± 0,09 
Đường tổng 6,06 ± 0,12 

Lipid 9,09 ± 0,05 
Ghi chú: Nhân hạt cà phê xanh được sấy ở 50oC trong 
12 giờ, (*) kết quả được quy về mẫu khô kiệt.  

Các thành phần chủ yếu trong nhân hạt cà phê 
xanh như carbohydrate (38,02%), protein (14,96%), 
lipid (9,09%) và tro khoáng (4,29%) được xác định. 
Hạt cà phê Robusta trong nghiên cứu này có hàm 
lượng carbohydrate thấp hơn so với giống Robusta 
ở Puerta với hàm lượng 60,8% (Sofía Torres-
Valenzuela et al., 2020), trong khi hàm lượng 
protein cao hơn (9,5% trong Robusta ở Puerta), hàm 
lượng lipid và tro khoáng tương đương nhau. Thành 
phần hóa học hạt cà phê khác biệt tùy theo giống. 
Kết quả nghiên cứu của Nogaim et al. (2013) về 
thành phần hóa học của nhân hạt cà phê Yemen 
(Coffea arabica L.) trên 70 mẫu thu thập từ năm 
2010 đến năm 2011 cho thấy hàm lượng các chất 
dao động lớn như carbohydrate 7,92 – 35,64%, 
protein thô 7,00 – 16,12%, lipid 2,49 – 13,13% và 
tro khoáng 3,40 – 6,51%. Sự khác biệt về thành phần 
hóa học còn phụ thuộc vào điều kiện thổ nhưỡng, 
khí hậu của vùng trồng, phương thức canh tác, giai 
đoạn và điều kiện khi thu hoạch cũng như sau thu 
hoạch (Martı́n et al., 1998).  

3.2. Ảnh hưởng của điều kiện chiết đến hiệu 
suất trích ly polyphenol từ nhân hạt cà 
phê xanh 

Trong nghiên cứu này, polyphenol từ nhân hạt 
cà phê xanh được chiết bằng hai phương pháp khác 
nhau, gồm phương pháp sử dụng dung môi có hỗ trợ 
siêu âm và phương pháp chiết sử dụng enzyme. Kết 
quả phân tích hàm lượng polyphenol tổng số của 
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dịch chiết nhân hạt cà phê xanh bằng phương pháp 
hỗ trợ siêu âm được trình bày trong Bảng 2. Thí 

nghiệm được thiết kế với hai yếu tố ảnh hưởng là 
dung môi và thời gian chiết. 

Bảng 2. Hiệu quả chiết polyphenol từ nhân hạt cà phê xanh bằng phương pháp hỗ trợ sóng siêu âm 

Thời gian (phút) Hàm lượng polyphenol tổng số (mg GAE/g) 
Nước Ethanol 70% Methanol 70% 

0 41,18h ± 0,72 34,83i ± 0,41 30,79j ± 1,09 
15 44,29gh ± 0,91 47,76ef ± 1,65 49,62de ± 0,52 
30 45,83fg ± 0,03 57,82c ± 0,97 51,52d ± 2,14 
45 48,51def ± 0,94 62,98ab ± 1,18 57,88c ± 0,94 
60 49,41de ± 0,68 65,76a ± 0,05 61,52b ± 1,61 

Ghi chú: Các giá trị trung bình có kí tự theo sau khác nhau có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê (p < 0,05). 

Kết quả cho thấy hàm lượng polyphenol tổng 
tăng khi kéo dài thời gian chiết xuất từ 15 đến 60 
phút. Methanol 70% và ethanol 70% có hiệu quả 
chiết polyphenol cao hơn nước, đặc biệt sau 30 phút 
siêu âm. Ethanol 70% là dung môi chiết xuất 
polyphenol hiệu quả nhất, đạt 65,76 mg GAE/g, cao 
gấp 1,3 lần khi chiết bằng nước và 1,1 lần so với 
chiết bằng  methanol 70% sau 60 phút. Kết quả này 
tương đồng với nghiên cứu của Christina-Anna et al. 
(2017), trong đó việc chiết xuất polyphenol từ nhân 
hạt cà phê Robusta bằng ethanol 80% ở 45oC thu 
được hàm lượng polyphenol cao nhất là 60,31 mg 
GAE/g, trong khi đó chiết xuất bằng nước kém hiệu 
quả hơn với 12,79 mg GAE/g. Nguyên nhân có thể 
là do nhân hạt cà phê luôn chứa một lượng chất béo 
nhất định (9,09% trong nguyên liệu khảo sát) nên 
cản trở quá trình hòa tan của các hợp chất khác trong 
nước, dẫn đến hiệu suất chiết polyphenol thấp hơn 
so với sử dụng hỗn hợp nước và ethanol (ethanol hòa 

tan tốt chất béo). Các nghiên cứu chiết xuất 
polyphenol từ nhiều nguyên liệu khác nhau cũng 
chứng minh hỗn hợp nước và dung môi hữu cơ tối 
ưu hơn so với nước (Meneses et al., 2013; Wang et 
al., 2013). Trong nghiên cứu này, việc chiết xuất 
polyphenol bằng methanol 70% cũng đạt hiệu quả 
cao hơn nước 1,25 lần. 

Các phương pháp chiết xuất bằng dung môi 
thường kém hiệu quả với một số hợp chất phenolic 
liên kết chặt chẽ với các thành phần polysaccharide 
của vách tế bào thực vật trong một số nguyên liệu 
(Trinh et al., 2018; Barros et al., 2019). Vì vậy, trong 
nghiên cứu này, polyphenol được chiết xuất từ nhân 
hạt cà phê xanh với sự hỗ trợ của enzyme. Đây được 
xem là một phương pháp xanh, thân thiện với môi 
trường, giúp phá vỡ liên kết phenolic   ̶ 
polysaccharide của vách tế bào và tăng cường hiệu 
suất chiết (Trinh et al., 2018; Barros et al., 2019).

Bảng 3. Hiệu quả chiết polyphenol từ nhân hạt cà phê xanh bằng phương pháp hỗ trợ enzyme 

Thời gian (phút) 
Hàm lượng polyphenol tổng số (mg GAE/g) 

pH 4,8 pH 7,0 
Viscozyme Celluclast Viscozyme Celluclast 

0 39,67g ± 4,25 37,05g ± 0,30 40,65g ± 0,07 40,26g ± 0,30 
15 54,53de ± 0,27 52,18e ± 0,87 56,29cd ± 0,14 51,76e ± 0,09 
30 45,80f ± 0,17 46,40f ± 0,14 54,91de ± 0,29 56,39cd ± 0,17 
60 45,70f ± 1,04 45,13f ± 0,95 57,55bcd ± 0,03 59,19bc ± 1,38 
90 45,33f ± 0,20 45,23f ± 1,01 64,93a ± 0,12 66,88a ± 1,54 

120 45,38f ± 1,61 44,73f ± 0,82 60,24b ± 0,70 59,44bc ± 0,14 
Ghi chú: Các giá trị trung bình có kí tự theo sau khác nhau có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê (p < 0,05).

Trong nghiên cứu này, hai loại enzyme thương 
mại được sử dụng là Viscozyme và Celluclast, được 
sử dụng rộng rãi trong thủy phân polysaccharide của 
một số nguyên liệu. Kết quả phân tích hàm lượng 
polyphenol tổng của nhân hạt cà phê xanh bằng 
phương pháp hỗ trợ enzyme được trình bày trong 
Bảng 3. Thí nghiệm được thiết kế với ba yếu tố ảnh 
hưởng chính là loại enzyme (Viscozyme và 

Celluclast), điều kiện pH và thời gian chiết. Enzyme 
thường hoạt động tối ưu trong khoảng pH thích hợp, 
do đó thí nghiệm được tiến hành ở pH 4,8 là điều 
kiện tối ưu cho Celluclast và Viscozyme hoạt động. 
Ở pH 4,8 hàm lượng polyphenol tổng số cao nhất 
đạt được sau 15 phút chiết với Viscozyme và 
Celluclast với các giá trị lần lượt là 54,53 và 52,18 
mg GAE/g. Hiệu suất chiết polyphenol giảm sau 15 
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phút và sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê ở 
các mốc thời gian còn lại. Polyphenol chính trong 
nhân hạt cà phê xanh là chlorogenic acid, là ester 
của caffeic acid và quinic acid. Theo báo cáo trước 
đây, Viscozyme và Celluclast có khả năng phân cắt 
liên kết ester của chlorogenic acid (Pinelo et al., 
2007; Zheng et al., 2009). Đặc biệt, Viscozyme và 
Celluclast hoạt động tối ưu trong điều kiện pH  4 – 
5 theo khuyến cáo của nhà sản xuất (Novozymes), 
nên sự phân cắt chlorogenic acid mạnh mẽ ở pH 4,8 
dẫn đến suy giảm hàm lượng polyphenol khi kéo dài 
thời gian quá 15 phút. Ngược lại, trong điều kiện pH 
trung tính (pH 7,0), polyphenol trong nhân hạt cà 
phê xanh ổn định hơn, có thể do hoạt tính enzyme bị 
suy giảm nên tác động đến chlorogenic acid không 
đáng kể. Hàm lượng polyphenol tổng số gia tăng và 
đạt tối đa khi kéo dài thời gian chiết đến 90 phút, đạt 
64,93 và 66,88 mg GAE/g khi chiết với Viscozyme 
và Celluclast (pH 7,0). Kết quả này khác biệt không 
có ý nghĩa so với hàm lượng polyphenol thu nhận 
bằng phương pháp chiết siêu âm với ethanol 70% 
trong 60 phút (65,76 mg GAE/g). Hàm lượng 
polyphenol giảm khi kéo dài thời gian chiết đến 120  
phút. 

3.3. Ảnh hưởng của điều kiện chiết đến hiệu 
suất chiết chlorogenic acid từ nhân hạt 
cà phê xanh 

Kết quả được trình bày tại Bảng 4 cho thấy hiệu 
quả chiết chlorogenic acid phụ thuộc vào loại dung 
môi và thời gian chiết. Ethanol 70% và methanol 
70% có hiệu quả chiết xuất CGA cao hơn so với 
nước. Hàm lượng chlorogenic acid tăng theo thời 
gian chiết và đạt giá trị tối đa sau 60 phút. Ethanol 
70% là dung môi chiết xuất CGA hiệu quả nhất, đạt 
59,56 mg/g sau 60 phút, cao hơn 1,3 lần so với chiết 
bằng nước và gấp 1,2 lần so với chiết methanol 70%. 
Hiệu quả chiết CGA ở 45 phút và 60 phút  khác biệt 
không có ý nghĩa thống kê, cho thấy 45 phút là thời 
gian chiết phù hợp để tối ưu hiệu quả và giảm chi 
phí. Kết quả của nghiên cứu cũng cho thấy hiệu quả 
chiết CGA cao hơn so với kết quả của các nghiên 
cứu trước đây trên đối tượng hạt cà phê xanh 
Robusta Đắk Lắk với hiệu suất 29,5 mg/g (Mẫn và 
ctv., 2022) và 35,4 mg/g (Lai et al., 2019). Mặc dù 
cùng sử dụng hệ dung môi ethanol – nước để chiết 
xuất CGA nhưng trong nghiên cứu này thì phương 
pháp chiết có hỗ trợ siêu âm đã được áp dụng trong 
thời gian 45 phút ngắn hơn phương pháp ngâm dầm 
(24 giờ) và tiến hành ở nhiệt độ phòng cho thấy tiềm 
năng ứng dụng ở quy mô công nghiệp.  

Bảng 4. Hiệu quả chiết xuất chlorogenic acid từ nhân hạt cà phê xanh bằng phương pháp hỗ trợ  
siêu âm 

Thời gian (phút) Hàm lượng chlorogenic acid (mg/g) 
Nước Ethanol 70% Methanol 70% 

0 39,12h ± 0,52 34,09i ± 0,06 22,14j ± 0,68 
15 40,99fg ± 0,56 45,93e ± 1,59 40,02gh ± 0,29 
30 42,52f ± 0,68 54,91b ± 0,31 47,90d ± 0,76 
45 44,97e ± 0,29 58,69a ± 0,15 50,22c ± 1,05 
60 45,29e ± 0,38 59,56a ± 0,33 51,02c ± 0,34 

Ghi chú: Các giá trị trung bình có ký tự theo sau khác nhau có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê (p<0,05). 

Bảng 5. Hiệu quả chiết xuất chlorogenic acid từ nhân hạt cà phê xanh bằng phương pháp enzyme 

Thời gian (phút) 
Hàm lượng chlorogenic acid (mg/g) 

pH 4,8 pH 7,0 
Viscozyme Celluclast Viscozyme Celluclast 

0 34,15hij ± 0.80 34,96h ± 0,347 34,64hi ± 0,55 36,80gh ± 0,15 
15 45,19ab ± 0,98 43,09bcd ± 0,67 42,36cde ± 0,39 46,40a ± 1,90 
30 29,83kl ± 0,28 32,24ijk ± 0,58 41,57def ± 1,47 44,68abc ± 0,89 
60 31,24kl ± 0,89 30,79kl ± 0,93 40,27ef ± 0,58 42,18cde ± 1,24 
90 28,80l ± 0,43 31,73jk ± 0,69 39,38fg ± 0,69 42,65bcde ± 0,53 

120 32,04ijk ± 1,14 31,46jkl ± 0,84 31,42kl ± 0,99 40,35ef ± 0,44 
Ghi chú: Các giá trị trung bình có ký tự theo sau khác nhau có sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê (p < 0,05). 

Kết quả này tương đồng với nghiên cứu của 
Oteef (2022), trong đó tác giả đã khảo sát chiết xuất 

CGA bằng phương pháp siêu âm với ba loại dung 
môi: nước, ethanol 60% và methanol 60% thu được 
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hàm lượng tương ứng là 2,217; 3,632 và 3,565 g/100 
g. Kết quả nghiên cứu cho thấy ethanol 60% và 
methanol 60% chiết xuất CGA hiệu quả hơn nước. 
Bên cạnh đó, kết quả nghiên cứu của Jeon et al. 
(2025) cũng cho thấy CGA hòa tan trong ethanol tốt 
hơn trong nước, đặc biệt khả năng hòa tan của CGA 
gia tăng trong hỗn hợp ethanol-nước theo tỷ lệ nhất 
định, cụ thể khi nồng độ ethanol trong khoảng 55 – 
84% (ở 45oC) hoặc 68 – 83% (ở 35oC) thì độ hòa tan 
của CGA là cao nhất. Kết quả này cũng giải thích 
hiệu quả chiết xuất CGA bằng ethanol 70% cao hơn 
nước trong nghiên cứu này. 

Kết quả được trình bày tại Bảng 5 cho thấy thời 
gian chiết ảnh hưởng đáng kể đến hàm lượng CGA 
thu được. Hàm lượng CGA đạt tối đa sau 15 phút ở 
tất cả các nghiệm thức, sau đó giảm dần theo thời 
gian. Hiệu suất chiết chlorogenic acid cao nhất thu 
được bằng enzyme Celluclast là 46,40 mg/g tại 15 
phút ở pH 7, trong khi Viscozyme cho hiệu quả 
tương đương khi hoạt động ở pH 4,8 (45,19 mg/g). 
Pimpley and Murthy (2021) đã khảo sát ảnh hưởng 
của các phương pháp chiết xuất gồm phương pháp 
siêu âm và siêu âm kết hợp enzyme Viscozyme đến 

hàm lượng CGA, kết quả thu được giá trị lần lượt là 
41,26 mg/g và 53,03 mg/g. Kết quả cho thấy enzyme 
Viscozyme có khả năng làm gia tăng hiệu quả chiết 
CGA. Trong nghiên cứu này, hàm lượng CGA giảm 
dần khi kéo dài thời gian chiết quá 15 phút. 
Chlorogenic acid là một ester của caffeic acid và 
quinic acid, sự phân cắt liên kết ester của CGA bằng 
enzyme Viscozyme và Celluclast đã được báo cáo 
trong nhiều nghiên cứu trước đây (Pinelo et al., 
2007; Zheng et al., 2009). Kết quả dẫn đến sự suy 
giảm hàm lượng CGA theo thời gian trong tất cả các 
nghiệm thức sử dụng enzyme. Kết quả nghiên cứu 
cũng cho thấy sử dụng enzyme chiết xuất CGA kém 
hiệu quả hơn so với phương pháp siêu âm với 
ethanol 70% và methanol 70%. Tuy nhiên, enzyme 
là phương pháp xanh, thân thiện với môi trường và 
thời gian chiết xuất CGA rút ngắn đáng kể (15 phút).  
Đặc biệt, chi phí enzyme thấp hơn nhiều lần (2 kg 
enzyme/100 kg nguyên liệu) so với dung môi 
ethanol/methanol (700 L dung môi/100 kg nguyên 
liệu). Đây là yếu tố quan trọng cần được cân nhắc 
khi xem xét khả năng ứng dụng ở quy mô công 
nghiệp.

Hình 1. Sắc ký đồ phân tích chlorogenic acid 

Ghi chú: A) chất chuẩn chlorogenic acid 100 ppm, B) dịch chiết ethanol 70% và C) dịch chiết bằng enzyme Celluclast. 

3.4. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa của 
dịch chiết từ nhân hạt cà phê xanh 

Khả năng chống oxy hóa của dịch chiết nhân hạt 
cà phê xanh được đánh giá bằng phương pháp DPPH 
và ABTS. Trong thử nghiệm này, Trolox được sử 
dụng làm chất chuẩn và khả năng chống oxy hóa của 
dịch chiết nhân cà phê xanh được quy về lượng 
Trolox tương đương (mg TE/g nguyên liệu khô). 
Hình 2 cho thấy mối tương quan chặt chẽ giữa nồng 
độ Trolox và khả năng bắt gốc tự do DPPH và 
ABTS. 

Kết quả được trình bày tại Bảng 6 cho thấy dịch 
chiết nhân hạt cà phê xanh bằng ethanol 70% có khả 
năng chống oxy hóa cao hơn dịch chiết bằng enzyme 
Celluclast trong cả hai thử nghiệm. Nguyên nhân có 

thể là do hàm lượng polyphenol tổng thu nhận từ 
phương pháp ethanol 70% (65,76 mg/g) cao hơn so 
với phương pháp chiết bằng enzyme Celluclast 
(51,76 mg/g). Ngoài ra, khả năng chống oxy hóa còn  
phụ thuộc vào hàm lượng các chất cụ thể trong dịch 
chiết. Chlorogenic acid là hợp chất phenolic chính 
trong hạt cà phê và có khả năng chống oxy hóa mạnh 
mẽ được báo cáo trong nhiều nghiên cứu (Rojas-
González et al., 2022; Jeszka-Skowron et al., 2016). 
Hiệu suất chiết CGA với ethanol 70% là 59,56 mg/g 
cao hơn  phương pháp chiết bằng enzyme là 46,4 
mg/g.  Đây  có thể là nguyên nhân dẫn đến khả năng 
chống oxy hóa của dịch chiết ethanol 70% cao hơn 
dịch chiết bằng enzyme. 
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Hình 2. Khả năng bắt gốc tự do DPPH và ABTS của Trolox 

Bảng 6. Khả năng chống oxy hóa của dịch chiết nhân hạt cà phê xanh đánh giá bằng thử nghiệm DPPH 
và ABTS 

Phương pháp DPPH (mg TE/g) ABTS (mg TE/g) 
Ethanol 70% (60 phút) 64,09 ± 0,36 154,07 ± 7,57 

Celluclast (pH 7, 15 phút) 32,51 ± 3,17 132,84 ± 0,48 
Ghi chú: Kết quả thể hiện dưới dạng giá trị trung bình (± SEM) của ba lần lặp lại. 

3.5. Khảo sát hoạt tính kháng viêm của dịch 
chiết từ hạt cà phê xanh 

Hoạt tính kháng viêm của dịch chiết nhân cà phê 
xanh được đánh giá thông qua khả năng ức chế biến 
tính albumin in vitro. Kết quả Hình 3A cho thấy mối 
tương quan giữa nồng độ chất đối chiếu diclofenac 
sodium và phần trăm ức chế biến tính albumin bằng 
phương trình hồi quy tuyến tính: y = 0,4699x + 
17,097. Từ đó, giá trị IC50 của diclofenac sodium 
được xác định là 70,02 mg/L. Dịch chiết nhân hạt cà 
phê xanh chứa chủ yếu chlorogenic acid nên giá trị 
IC50 được quy đổi theo hàm lượng chlorogenic acid 
trong dịch chiết. Kết quả Hình 3B cho thấy dịch 
chiết ethanol nhân hạt cà phê xanh có khả năng ức 
chế biến tính albumin mạnh với nồng độ IC50 là 1,62 
mg/L, cao  hơn so với dịch chiết enzyme Celluclast 
là 15,15 mg/L. Đặc biệt so với chất kháng viêm 
diclofenac sodium thì dịch chiết nhân hạt cà phê 
xanh thể hiện khả năng ức chế biến tính albumin 
vượt trội. Tương tự, cao chiết nước nhân hạt cà phê 
thu thập ở Ấn Độ (Coffea arabica) thể hiện khả năng 
ức chế biến tính albumin với IC50 là 40 µg/mL 
(mg/L), hoạt tính cao hơn nhiều so với diclofenac 
sodium với IC50 là 625 µg/mL (Chandra et al., 
2012). Chlorogenic acid là một chất chống oxy hóa 

mạnh mẽ giúp trung hòa các gốc tự do - cũng là tác 
nhân kích hoạt phản ứng viêm. Ngoài ra, 
chlorogenic acid còn thể hiện khả năng chống viêm 
bằng cách điều hòa các quá trình tổng hợp và tiết các 
chất trung gian gây viêm như TNF-α, nitric oxide, 
COX-2 và PGE2 (Huang et al., 2023). Nghiên cứu 
được thực hiện trên đại thực bào RAW264.7 ở chuột 
cho thấy  chlorogenic acid phát huy tác dụng chống 
viêm thông qua ức chế sản xuất prostaglandin E2 
(PGE2) (Shan et al., 2009). Kết quả một nghiên cứu 
khác của Affonso et al. (2016) cũng cho thấy việc 
sử dụng hydrogel chứa chlorogenic acid giúp giảm 
đáng kể kích thước vùng tổn thương trên da chuột, 
qua đó đẩy nhanh quá trình lành vết thương trong 
giai đoạn viêm. Khi so sánh khả năng ức chế biến 
tính albumin in vitro dựa trên giá trị IC₅₀, kết quả 
cho thấy hầu hết các cao chiết như đông trùng hạ 
thảo, nấm linh chi và cây bìm bịp đều thể hiện hoạt 
tính kháng viêm thấp hơn so với chất đối chiếu 
diclofenac sodium (Bình và ctv., 2020; Khoảng và 
ctv., 2020; Phong và ctv., 2020; Tú và ctv., 2024). 
Như vậy, dịch chiết nhân hạt cà phê xanh giàu 
chlorogenic có tiềm năng kháng viêm nên được 
nghiên cứu sâu hơn để ứng dụng trong dược phẩm 
và mỹ phẩm.  

y = 0.9427x - 4.6186
R² = 0.9985
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Hình 3. Khả năng ức chế biến tính albumin A. diclofenac sodium; B. IC50 của dịch chiết nhân hạt cà 

phê xanh và diclofenac sodium 

4. KẾT LUẬN 

Phương pháp chiết xuất nhân hạt cà phê xanh 
bằng enzyme Celluclast trong điều kiện pH 7,0 cho 
hàm lượng polyphenol tổng số cao nhất đạt 66,88 
mg GAE/g sau 90 phút, phương pháp chiết bằng 
ethanol 70% có hiệu suất 65,76 mg GAE/g sau 60 
phút. Phương pháp hỗ trợ siêu âm với ethanol 70% 
thu được hàm lượng chlorogenic acid cao nhất đạt 
59,56 mg/g, cao gấp 1,3 lần so với chiết bằng 
enzyme Celluclast. Hoạt tính chống oxy hóa thể hiện 

qua khả năng bắt gốc tự do DPPH và ABTS và hoạt 
tính kháng viêm thể hiện qua khả năng ức chế biến 
tính albumin của dịch chiết ethanol cao hơn dịch 
chiết enzyme. Dịch chiết giàu chlorogenic acid từ 
nhân hạt cà phê xanh có tiềm năng  ứng dụng trong 
thực phẩm và dược phẩm.  
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