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ABSTRACT

This study was conducted to investigate the application of cellulase
enzyme in the extraction of flavonoids from Houttuynia cordata
Thumb leaves and optimize the extraction conditions. Independent
variables, including enzyme concentration (25 - 100 µg/mL), temper-
ature (30 - 50oC), time (30 - 120 min) and ratio of raw materials to
enzyme (1:15 - 1:30 g/mL), were investigated. Extraction conditions
of flavonoids were designed according to Central Composite Design
- Uniform Precision (CCD), a response surface methodology using a
software JMP Pro version 13. The results indicated that the optimal
extraction conditions were found to be enzyme concentration (78.0
µg/mL), temperature (41oC), time (90 min), and the ratio of
material to the enzyme (1:26 g/mL). Under such conditions, the
highest content of flavonoids (24.04 ± 0.05 mg/g, dry matter) was
obtained and validated. It can be concluded that the flavonoids can
be optimally extracted under the optimal extraction conditions with
assistance of cellulase.
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TÓM TẮT

Mục tiêu của nghiên cứu này nhằm sử dụng enzyme cellulase trong
quá trình trích ly flavonoids từ lá diếp cá (Houttuynia cordata
Thumb) và tối ưu hóa các yếu tố ảnh hưởng đến hiệu suất trích ly.
Các thông số được khảo sát bao gồm: nồng độ enzyme (25 - 100
µg/mL), nhiệt độ (30 - 50oC), thời gian (30 - 120 phút) và tỉ lệ giữa
nguyên liệu: enzyme (1:15 - 1:30 g/mL). Điều kiện trích ly flavonoids
được tối ưu điều với thiết kế kiểu CCD (Central Composite Design)
bằng phương pháp bề mặt đáp ứng, sử dụng phần mềm JMP Pro
13. Kết quả nghiên cứu đã xác định được điều kiện tối ưu trích ly
flavonoids từ lá diếp cá, bao gồm nồng độ enzyme (78,0 µg/mL),
nhiệt độ (41oC), thời gian (90 phút) và tỉ lệ nguyên liệu: enzyme
(1:26 g/mL). Với điều kiện trích ly tối ưu này, hàm lượng flavonoid
đạt được là 24,04 ± 0,05 mg/g, vật chất khô.

1. Đặt Vấn Đề

Diếp cá (Houttuynia cordata Thumb) là một
loại cây thảo mộc, có mùi tanh của cá được trồng
rất phổ biến ở Việt Nam và một số nước Châu
Á. Hiện nay, diếp cá được trồng làm rau gia vị
hoặc dùng làm vị thuốc quý cho nhiều bài thuốc
dân gian chữa bệnh. Chiết xuất từ diếp cá đã
được chứng minh có tác dụng chống lại các bệnh
bao gồm ung thư, tiểu đường, các bệnh ngoài da
và hội chứng hô hấp cấp tính nặng (Miyata &
ctv., 2010; Du & ctv., 2012; Kumar & ctv., 2014).
Ngoài ra, các chiết xuất từ diếp cá cũng có khả
năng kháng khuẩn và kháng vi rút như sốt xuất
huyết (Sekita & ctv., 2016; Li & ctv., 2017; Verma
& ctv., 2017). Theo các kết quả nghiên cứu sơ bộ
được công bố gần đây, trong 100 g rau diếp cá có
chứa nước (91,5%), protid (2,9%), glucid (2,7%),
lipid (0,5%), cellulose (1,8%), calci (0,3 mg), kali
(0,1 mg), tiền vitamin A (1,26 mg), và vitamin C
(68 mg). Hơn nữa, diếp cá là loại rau rất thường

được sử dụng trong khẩu phần ăn hằng ngày và
rất rẻ tiền. Đã có nhiều nghiên cứu về trích ly
các hợp chất sinh học từ các loại thực vật như
flavonoids (Meng & ctv., 2006), polyphenols (Li
& ctv., 2014), alkaloids (Wang & ctv., 2008), và
essential oil (Djihane & ctv., 2017). Vì thế, trích
ly các hợp chất sinh học từ cây diếp cá là rất cần
thiết và hữu ích cho việc sử dụng vào nhiều sản
phẩm thực phẩm chức năng và dược phẩm.

Tuy nhiên, để thu nhận và ứng dụng các chất có
hoạt tính sinh học, đặc biệt là flavonoids từ diếp
cá, một vấn đề đặt ra đó là làm sao để tăng cao
hiệu suất trích ly và thiết lập được điều kiện trích
ly tối ưu. Trong số những phương pháp thì trích ly
với sự phối hợp của enzyme đã đem lại nhiều hiệu
quả cũng như thân thiện với môi trường (Vergara-
Barberán, 2015). Phương pháp bề mặt đáp ứng
(RSM, Response Surface Methodology) với sự hỗ
trợ của các phần mềm xử lý số liệu đã trở thành
một công cụ hữu ích giúp thực hiện nghiên cứu
các quá trình tối ưu hóa đa nhân tố, nhằm tiết
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kiệm thời gian và chi phí (Myers & Montgomery,
2002).

Vì thế, nghiên cứu này được thực hiện nhằm
tối ưu hoá điều kiện trích ly flavonoids từ là diếp
cá với sự hỗ trợ của enzyme bằng phương pháp
bề mặt đáp ứng.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Vật liệu

2.1.1. Lá diếp cá

Nguyên liệu lá diếp cá, được mua ở chợ Đầu
mối Thủ Đức, Thành phố Thủ Đức, TP.HCM.
Nguyên liệu sau khi thu mua được vận chuyển
nhanh về phòng thí nghiệm (không quá 1 giờ) để
tiến hành các xử lý tiếp theo. Lá diếp cá được rửa
sạch, làm khô ở nhiệt độ phòng. Sau đó, các mẫu
được sấy khô ở nhiệt độ 40oC đến khi độ ẩm đạt
được 5 - 6%, nghiền mịn và bảo quản trong bao
kín được hút chân không.

2.1.2. Hóa chất

Các hoá chất sử dụng trong phân tích bao gồm
ethanol 96% (Trung Quốc), chất chuẩn Quercetin
(Ấn Độ); enzyme cellulase (Ấn Độ); CH3COOK
(Trung Quốc); và AlCl3 (Trung Quốc).

2.2. Bố trí thí nghiệm

2.2.1. Ảnh hưởng của enzyme đến hàm lượng
flavonoids

Đối với mẫu ngâm và xử lý enzyme: Cân 3 g bột
diếp cá cho vào Beaker 250 mL, sau đó cho dung
dịch enzyme cellulase vào bột diếp cá với nồng độ
100 µg/mL theo tỉ lệ 1/20 (w/v) trong 60 phút
ở nhiệt độ 40oC. Sau đó, tiến hành lọc qua giấy
lọc Whatman và tiến hành xác định hàm lượng
flavonoids tổng (TFC) của mẫu trích ly trong pha
nước. Tiếp đến, phần bã được trích ly tiếp bằng
dung môi ethanol 70% với tỉ lệ 1/30 (w/v) trong
3 giờ ở nhiệt độ 60oC. Tiến hành lọc và xác định
TFC của mẫu trích ly trong pha cồn. Hàm lượng
TFC tổng là tổng hàm lượng của dịch trích ly
trong nước và trong ethanol.

Đối với mẫu không xử lý enzyme: cân 3 g bột
diếp cá cho vào Beaker 250 mL, sau đó cho dung
môi ethanol 70% vào để trích ly trong thời gian
3 giờ ở nhiệt độ 60oC. Tiến hành lọc và xác định
TFC.

2.2.2. Thí nghiệm tối ưu hóa điều kiện trích ly

Phương pháp bề mặt đáp ứng được lựa chọn để
tối ưu hóa điều kiện trích ly flavonoids từ lá diếp
cá dưới sự hỗ trợ của enzyme cellulase. Ba thông
số quan trọng của quá trình trích ly được nghiên
cứu bao gồm: Nồng độ (X1), nhiệt độ (X1) và tỉ lệ
dung môi/nguyên liệu (X1). Thí nghiệm được bố
trí theo kiểu CCD-Uniform Precision và ma trận
thí nghiệm được xây dựng bằng phần mềm JMP
13 Pro. Trong các nghiên cứu thăm dò, chúng tôi
đã xác định được giá trị biên của các nhân tố
trích ly như trình bày trong Bảng 1. Trong số 20
thí nghiệm được tiến hành có 6 thí nghiệm ở tâm.
Mô hình toán học mô tả ảnh hưởng của các biến
độc lập đối với biến phụ thuộc có dạng hàm đa
thức bậc hai có dạng tổng quát như sau:

Yi = a0 + a1X1 + a2X2 + a3X3 + a11X2
1 +

a22X2
2 + a33X2

3 + a12X1X2 + a13X1X3 + a23X2X3

Trong đó: Yi đại diện cho biến phụ thuộc, là
hàm lượng flavonoids tổng, a0 là hằng số, ai, aii,
aij lần lượt là các hệ số bậc 1, bậc 2 và sự tương
tác. Xi, Xj là mức độ của các biến độc lập.

Bảng 1. Ma trận bố trí thí nghiệm mã hóa các
biến độc lập

Yếu tố
Mã hoá

-1 0 +1
Nồng độ

(X1, µg/mL) 50 75 100
Nhiệt độ
(X2, oC) 30 40 50

Tỉ lệ dung môi/nguyên liệu
(X3, v/w) 20 25 30

2.3. Phương pháp phân tích

2.3.1. Xây dựng đường chuẩn Quercetin

Pha dung dịch quercetin 100 µg/mL trong cồn
80%. Từ dung dịch chuẩn quercetin 100 µg/mL
tiếp tục pha ra các dung dịch có nồng độ lần lượt
là 75, 50, 35, 25, 12,5 µg/mL. Ứng với mỗi nồng
độ dung dịch pha loãng hút 0,5 mL cho vào ống
nghiệm sau đó thêm vào 1,5 mL ethanol 95%, 0,1
mL AlCl3 10%, 0,1 mL CH3COOK 1 M và 2,8
mL nước cất. Lắc đều để yên ở nhiệt độ phòng
30 phút. Đo màu ở bước sóng 415 nm, mẫu trắng
thực hiện tương tự nhưng thay AlCl3 bằng nước
cất.

Từ kết quả ở Hình 1 cho thấy trong khoảng
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nồng độ khảo sát, độ hấp thu tăng tuyến tính
theo giá trị của hàm lượng flavonoids ở bước sóng
cực đại 415 nm. Từ đó phương trình đường chuẩn
flavonoids được xây dựng là y = 0,0597x - 0,0146,
với hệ số tương quan R2 = 0,9994.

Hình 1. Đường chuẩn flavonoids tính theo tương
đương quercetin.

2.3.2. Xác định hàm lượng flavonoid tổng (TFC)

Theo Chang & ctv. (2001) flavonoids tổng
được xác định theo phương pháp quang phổ theo
nguyên tắc: Flavonoids tạo phức màu vàng với
dung dịch AlCl3. Cường độ màu tỉ lệ thuận với
hàm lượng flavonoids được xác định ở bước sóng
415 nm. Quercetin được dùng làm chất chuẩn
tham chiếu. Lấy 0,5 mL dịch chiết rau diếp đã
được pha loãng thích hợp cho vào ống nghiệm sau
đó thêm vào 1,5 mL ethanol 95%, 0,1 mL AlCl3
10%, 0,1 mL CH3COOK 1M và 2,8 mL nước cất.
Lắc đều để yên ở nhiệt độ phòng 30 phút. Đo màu
ở bước sóng 415 nm. TFC trong mẫu được tính
như sau:

TFC =
a×V× n

m
× 10−3 (mg/g, vck)

Trong đó:
a: hàm lượng flavonoid xác định từ đường

chuẩn (µg/mL)
V: tổng thể tích dịch chiết (mL)
n: hệ số pha loãng
m: khối lượng mẫu (g)

2.4. Xử lí số liệu

Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Kết quả trình
bày là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. Dữ
liệu được kiểm tra bằng phần mềm Statgraphics
Centurion XVI (Statgraphics Technologies, Inc.,

Virginia, USA). Phân tích phương sai (ANOVA)
và chênh lệch ít có ý nghĩa nhất (LSD) được thực
hiện so sánh giá trị trung bình ở mức 0,05. Số
liệu tối ưu được thiết kế và phân tích bằng phần
mềm JMP Pro version 13.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Ảnh hưởng của enzyme đến hàm lượng
flavonoids

Kết quả thí nghiệm ảnh hưởng của enzyme cel-
lulase đến hàm lượng TFC được thể hiện ở Hình
2. Kết quả xử lý thống kê cho thấy mẫu bột diếp
cá khi trích ly flavonoid có sử dụng enzyme cel-
lulase tăng đáng kể so với mẫu không có sự hỗ
trợ của enzyme (P < 0,05). Cụ thể, hàm lượng
TFC đạt được khoảng 10,68 (mg/g, vck) đối với
mẫu có sự hỗ trợ của enzyme cellulase, trong
khi hàm lượng này của mẫu không có sự hỗ trợ
của enzyme (mẫu đối chứng) chỉ đạt khoảng 65%
(6,98 mg/g, vck). Hay nói cách khác, hàm lượng
flavonoid trong mẫu có xử lý enzyme cao gấp 1,53
lần so mẫu trích ly không sử dụng enzyme. Như
vậy, sử dụng enzyme đã hỗ trợ tích cực đến đến
hiệu suất trích ly flavonoids từ lá diếp cá, và được
sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo.

Hình 2. Ảnh hưởng của enzyme hàm lượng
flavonoids thu được trong dịch trích ly. TFC: Hàm
lượng flavonoid tổng.

3.2. Ảnh hưởng của thời gian xử lý enzyme

Dựa vào kết quả xứ lý thống kê và Hình 3 cho
thấy ảnh hưởng của thời gian xử lý enzyme đến
hàm lượng TFC tổng có ý nghĩa về mặt thống
kê (P < 0,05). Khi tăng thời gian xử lý enzyme
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từ 30 phút đến 90 phút thì hàm lượng TFC tổng
tăng từ 20,39 (mg/g, vck) đến 22,32 (mg/g, vck).
Cụ thể, hàm lượng TFC tổng cao nhất là 22,32
(mg/g, vck) khi thời gian thuỷ phân 90 phút và
thấp nhất là 20,39 (mg/g, vck) trong 30 phút.
Tuy nhiên, khi tăng thời gian lên đến 120 phút
thì hiệu suất thu hồi TFC tổng có khuynh hướng
giảm. Vì sau khi xử lý enzyme đòi hỏi phải cần
một khoảng thời gian nhất định để enzyme tiến
hành phân cắt cellulose ở thành tế bào thực vật,
tạo điều kiện cho dung môi dễ dàng khuếch tán
và hòa tan các chất, sau đó khuếch tán ra bên
ngoài góp phần làm tăng hiệu suất trích ly, sau đó
thì hàm lượng TFC tổng không tăng nữa. Đồng
thời, thời gian kéo dài sẽ hòa tan các chất không
mong muốn làm ảnh hưởng đến quá trình trích ly
(Hahn & ctv., 2012; Hoang & Le, 2020). Do vậy,
thời gian thuỷ phân thích hợp là 90 phút và được
cố định cho các thí nghiệm tiếp theo.

3.3. Ảnh hưởng của nồng độ xử lý

Hình 4 trình bày sự thay đổi của hàm lượng
TFC tổng khi thay đổi nồng độ enzyme xử lý,
từ nồng độ 25 đến 100 µg/mL. Kết quả cho
thấy nồng độ enzyme ảnh hưởng đến hàm lượng
flavonoids tổng và có ý nghĩa về mặt thống kê
(P < 0,05). Khi tăng nồng độ enzyme cellulase
từ 25 đến 75 µg/mL thì hàm lượng TFC tổng
tăng từ 19,38 đến 21,25 (mg/g, vck), nhưng khi
tăng nồng enzyme đến 100 µg/mL thì hàm lượng
TFC tăng không đáng kể. Hay nói cách khác, khi
tăng nồng độ enzyme thì hàm lượng TFC tăng,
tuy nhiên khi tăng nồng độ enzyme đến một mức
nhất định thì hàm lượng TFC không tăng nữa và
có khuynh hướng tiệm cận ngang. Nguyên nhân
là do cơ chất trong mẫu nên hiệu suất phân cắt
giảm, dẫn đến hiệu suất trích ly tăng không đáng
kể (Puri & ctv., 2012). Vì thế, khoảng nồng độ
enzyme thích hợp cho trích ly flavonoids tổng từ
lá diếp cá là từ 50 đến 100 µg/mL và được tiến
hành tối ưu cho thí nghiệm tiếp theo.

3.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ xử lý

Dựa vào kết quả Hình 5 cho thấy ảnh hưởng
của nhiệt độ đến hàm lượng TFC toàn phần thu
được là có ý nghĩa (P < 0,05). Khi tăng nhiệt độ
từ 30oC đến 40oC, hàm lượng TFC tăng từ 20,71
đến 21,54 (mg/g, vck), khi tăng nhiệt độ tới 50oC
thì hàm lượng TFC tăng không đáng kể (P >
0,05). Nguyên nhân là vì enzyme là một phân tử
sinh học có bản chất là protein, do đó nhiệt độ có

ảnh hưởng rất lớn đến hoạt động xúc tác chuyển
hóa cơ chất của enzyme; nếu nhiệt độ không đủ
cao, trung tâm hoạt động của enzyme sẽ không
thể hoạt động được tốt nhất và khả năng phân
cắt mạch cellulose không đạt hiệu quả cao. Ngoài
ra, nếu nhiệt độ cao sẽ phá hủy cấu trúc bậc 4 của
enzyme gây bất hoạt và làm mất hoạt tính xúc tác
của enzyme. Do enzyme có một khoảng nhiệt độ
hoạt động tối ưu nhất định, thông thường ở nhiệt
độ quá thấp (dưới 30oC), hoạt lực của enzyme
là thấp. Vì vậy, trong các thí nghiệm tối ưu tiếp
theo khoảng nhiệt độ thích hợp cho hoạt động của
enzyme được lựa chọn là 30 đến 50oC để đánh giá
sự tương tác với các yếu tố khác.

3.5. Ảnh hưởng của tỉ lệ nguyên liệu và dung
môi

Kết quả Hình 6 cho thấy tỉ lệ nguyên liệu
và dung môi có ảnh hưởng có ý nghĩa thống kê
đến hàm lượng TFC tổng trong dịch trích ly (P
< 0,05). Khi tăng tỉ lệ tăng từ 1:15 đến 1:30
(w/v) thì hàm lượng TFC tăng từ 20,67 đến 23,71
(mg/g, vck). Tỉ lệ nguyên liệu và dung môi tăng
thì hàm lượng TFC tổng tăng, nhưng từ tỉ lệ 1:25
trở đi thì hàm lượng TFC tăng không đáng kể (P
> 0,05) và có khuynh hướng tiệm cận ngang. Bởi
vì, khi tỉ lệ thể tích dung dịch enzyme cellulase
tăng thì diện tích bề mặt tiếp xúc giữa enzyme
và cơ chất càng lớn, khi tỉ lệ quá thấp thì en-
zyme không đủ tiếp xúc và tương tác với cơ chất
làm giảm khả năng phân cắt mạch cellulase giảm
(Truong & ctv., 2015). Khi tỉ lệ thể tích quá cao,
thì cơ chất và enzyme bị pha loãng, làm giảm khả
năng thuỷ phân của enzyme, dẫn đến TFC thu
được thấp. Từ kết quả này, tỉ lệ enzyme thích hợp
cho thí nghiệm tối ưu hoá tiếp theo là 1:20 đến
1:30 (w/v).

3.6. Tối ưu hóa các điều kiện trích ly

Từ các thí nghiệm đơn ở phía trên, các điều
kiện trích ly với sự hỗ trợ enzyme cellulase, bao
gồm nồng độ, nhiệt độ và tỉ lệ nguyên liệu: dung
môi, được chọn cho nghiên cứu tối ưu điều kiện
trích ly sao cho hàm lượng TFC thu được là cao
nhất. Các khoảng thích hợp của các yếu tố này
được trình bày ở Bảng 1. Thí nghiệm tối ưu được
thiết kế theo kiểu CCD bằng phương pháp RSM
và kết quả hàm lượng TFC trong dịch trích ly
khi thực hiện các thí nghiệm tối ưu được trình
bày qua Bảng 2. Kết quả phân tích phương sai
(ANOVA) đã xác định được mô hình đa thức bậc
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Hình 3. Ảnh hưởng của thời gian đến hàm lượng flavonoid tổng (TFC) toàn phần.
Các giá trị trung bình có ký tự khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức độ tin cậy 95%.

Hình 4. Ảnh hưởng của nồng độ enzyme Cellulase đến hàm lượng flavonoid tổng (TFC) toàn phần.
Các giá trị trung bình có ký tự khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức độ tin cậy 95%.

2 có thể sử dụng để mô tả các số liệu thực nghiệm
với hệ số R2 cao (0,96). Các giá trị dự đoán tương
đối phù hợp với các giá trị thực nghiệm thu dược
từ thiết kế RSM (Bảng 2). Ngoài ra, kết quả xử

lý ANOVA cho thấy mô hình hồi quy bậc 2 có
ý nghĩa thống kê (P < 0,001). Do đó, có thể kết
luận mô hình thu được có thể sử dụng để mô tả
ảnh hưởng của các điều kiện trích ly (nồng độ,
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Hình 5. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hàm lượng flavonoid tổng (TFC) toàn phần.
Các giá trị trung bình có ký tự khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức độ tin cậy 95%.

Hình 6. Ảnh hưởng của tỉ lệ nguyên liệu/dung môi đến hàm lượng flavonoid tổng (TFC) toàn phần.
Các giá trị trung bình có ký tự khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức độ tin cậy 95%.

nhiệt độ và tỉ lệ nguyên liệu so với dung môi) đến
hàm lượng flavonoids tổng trong dịch trích ly.

Ý nghĩa của các hệ số của mô hình đa thức bậc
hai được xác định bằng cách sử dụng tỉ lệ t (t

ratio) và giá trị P (mức ý nghĩa) và được liệt kê
trong Bảng 3. Giá trị tỉ lệ t lớn hơn và giá trị P
nhỏ hơn cho thấy ảnh hưởng đáng kể hơn đến các
biến tương ứng (Amin & Anggoro, 2004). Theo
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Bảng 2. Hàm lượng flavonoid tổng (TFC) theo thực nghiệm và dự đoán từ mô hình thiết kế

Thí nghiệma Nồng độ
(X1, µg/mL)

Nhiệt độ
(X2, oC)

Tỉ lệ
(X3, w/v)

Hàm lượng TFC (mg/g, vck)
Thực nghiệm Dự đoán

1 75 40 30 22,89 23,06
2 75 40 20 22,19 22,58
3 50 50 30 21,18 20,85
4 75 40 25 23,67 23,54
5 75 40 25 23,74 23,54
6 75 50 25 21,98 22,73
7 50 40 25 22,01 22,19
8 50 50 20 21,03 21,03
9 100 50 20 20,60 20,17
10 75 40 25 23,86 23,54
11 100 30 30 21,65 21,51
12 75 30 25 22,47 22,27
13 75 40 25 23,72 23,54
14 100 40 25 22,27 22,65
15 75 40 25 23,70 23,54
16 100 50 30 21,48 21,48
17 50 30 20 20,22 20,08
18 75 40 25 23,68 23,54
19 50 30 30 19,45 19,74
20 100 30 20 20,16 20,35

aCác thí nghiệm được thực hiện ngẫu nhiên .

kết quả Bảng 3, có thể thấy rằng yếu tố có ảnh
hưởng lớn nhất đến hàm lượng TFC là hệ số bậc
2 của X1 (nồng độ) và X2 (nhiệt độ), kế đến là
hệ số bậc 2 của X3 (tỉ lệ nguyên liệu so với dung
môi) và hệ số tương tác của X1 và X3. Khi xét hệ
số bậc 1 của phương trình hồi quy thì các yếu tố
khảo sát không ảnh hưởng đáng kể đến hàm lượng
TFC. Không có sự tương tác có ý nghĩa thống kê
giữa yếu tố nồng độ và nhiệt độ, và nhiệt độ và
tỉ lệ (P > 0,05).

Để xác định mức tối ưu của các yếu tố độc lập
đến TFC tổng, các đồ thị bề mặt 3D và đường
đồng mức 2D đã được thể hiện ở Hình 7 (a, b,
c). Đồ thị bề mặt đáp ứng cho thấy mối quan hệ
giữa các yếu tố độc lập và flavonoids, trong khi
đường đồng mức giúp hình dung hình dạng của
bề mặt đáp ứng. Do đó, dựa vào các đồ thị giúp
ích trong việc đánh giá sự phù hợp của mô hình
(Baş & Boyaci, 2007).

Hình 7a cho thấy ảnh hưởng của nồng độ và
nhiệt độ đến hàm lượng TFC trong dịch trích ly.
Nhìn chung, ở nhiệt độ cố đinh (40oC), khi tăng
nồng độ enzyme xử lý thì hàm lượng flavonoids
tăng và đạt cực đại ở nồng độ khoảng 78 µg/mL.
Sau đó giảm dần khi tăng nồng độ enzyme xử lý.
Ở nồng độ enzyme xử lý không đổi (70 µg/mL),

Bảng 3. Hệ số hồi quy và tỉ lệ t (t ratio)
của phương trình tối ưu dự đoán hàm lượng
flavonoid tổng (TFC)

Hệ số hồi quya t ratio
a0 23,543 < 0,0001∗∗∗

Bậc 1
a1 0,228 0,1051
a2 0,231 0,1007

a3 0,245 0,0846
Bậc 2
a11 - 1,126 0,0010∗∗

a22 - 1,042 0,0016∗∗

a33 - 0,723 0,0141*
Tương tác
a12 - 0,284 0,075
a13 0,37 0,0257∗

a23 0,04 0,7931
R2 0,96

∗P < 0,05, ∗∗P < 0,01, ∗∗∗P < 0,001.
aa0 là hằng số, ai, aii, aij lần lượt là các hệ số hồi

quy bậc 1, 2 và tương tương trong phương trình bậc
2.

hàm lượng flavonoids tổng tăng khi nhiệt độ xử lý
tăng và đạt cực đại ở nhiệt độ 41oC, sau đó giảm
dần khi tiếp tục tăng nhiệt độ xử lý. Khuynh
hướng này cũng tương tự như thí nghiệm sơ bộ
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(a) (b)

(c)

Hình 7. Bề mặt đáp ứng 3D và đường đồng mức 2D biểu diễn ảnh hưởng của các yếu tố (nồng độ, X1;
nhiệt độ, X2 và tỉ lệ, X3) đến hàm lượng flavonoid tổng (TFC).

trước đó (Mục 3.3 và 3.4). Kết quả Bảng 3, cho
thấy không có sự tương tác có ý nghĩa thống kê
giữa nồng độ và nhiệt độ xử lý (P > 0,05).

Kết quả Hình 7b cho thấy, hàm lượng TFC
tăng lên khi nhiệt độ xử lý tăng lên và đạt cực
đại ở 41oC khi tỉ lệ giữa nguyên liệu và dung môi
cố định ở mức 1:25 (w/v). Ở nhiệt độ xử lý cố
định nào đó, hàm lượng TFC đạt cực đại khi nhiệt
độ xử lý là 41oC. Ngoài ra, kết quả xử lý thống
kê cho thấy không có sự tương tác giữa nhiệt độ
xử lý và tỉ lệ giữa nguyên liệu và dung môi (P >
0,05).

Kết quả xử lý thống kê (Bảng 3) và Hình 7c
cho thấy có sự tương tác giữa nồng độ enzyme
xử lý và tỉ lệ giữa nguyên liệu và dung môi (P <
0,05). Khuynh hướng ảnh hưởng hưởng của nồng
độ và tỉ lệ cũng tương tự như Hình 7a và 7c.

Mục tiêu của nghiên cứu này nhằm xác định
các điều kiện trích ly tối ưu, do đó phương pháp
tối ưu hoá đã được thực hiện bằng phần mềm
JMP. Kết quả mô hình tối ưu là hàm lượng
flavonoids tổng thu được cao nhất trong dịch trích
ly. Kết quả Hình 8 cho thấy giá trị lý thuyết tối
ưu của hàm lượng flavonoids tổng (23,59 mg/g,
vck) đạt được trong điều kiện trích ly tối ưu là
nồng độ 78 µg/mL, nhiệt độ 41oC và tỉ lệ nguyên
liệu so với dung môi là 1:26 (w/v).

Hơn nữa, việc so sánh giữa các giá trị đáp ứng
được dự đoán và đo lường là một cách để thiết
lập mức độ chính xác của mô hình mô tả quá
trình trích ly được nghiên cứu. Do đó, một thí
nghiệm (với ba lần lặp lại) đã được thực hiện ở
các điều kiện tối ưu. Kết quả thống kê cho thấy
không có khác biệt đáng kể giữa giá trị dự đoán
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Hình 8. Mô hình dự đoán hàm lượng flavonoid tổng (TFC) là một hàm của nồng độ, nhiệt độ và tỉ lệ giữa
nguyên liệu và dung môi.

và đo lường của hàm lượng TFC tổng. Hàm lượng
flavonoids tổng của thí nghiệm thẩm tra đạt 24,04
± 0,05 (mg/g, vck). Điều này có thể thấy hàm
lượng TFC đo được phù hợp với các giá trị được
dự đoán bằng mô hình hồi quy bậc 2. Như vậy, có
thể sử dụng phương trình bậc hai để dự đoán hàm
lượng flavonoids tổng trong các điều kiện trích ly
tối ưu. Hay nói cách khác, phương pháp tối ưu
hóa bề mặt đáp ứng đối với các điều kiện trích ly
flavonoids từ lá diếp cá có giá trị thực tiễn.

4. Kết Luận

Quá trình trích ly flavonoids từ là diếp cá có
hiệu quả khi sử dụng enzyme cellulase trong thời
gian 90 phút. Nghiên cứu đã xây dựng được mô
hình toán học mô tả ảnh hưởng của các yếu tố
trích ly (nồng độ enzyme, nhiệt độ và tỉ lệ nguyên
liệu/dung môi) đến hàm lượng flavonoids từ lá
diếp cá. Các giá trị tối ưu để chiết từ lá diếp
cá như sau: nồng độ enzyme 78 µg/mL, nhiệt độ
41oC và tỉ lệ nguyên liệu : enzyme là 1:26 g/mL.
Tại điều kiện trích ly tối ưu, hàm lượng flavonoids
thu được là 24,04 mg/g vật chất khô. Từ kết
quả này có thể khẳng định tiềm năng sử dụng
lá diếp cá như một nguồn chiết xuất flavonoids
tự nhiên với hiệu suất cao để nâng cao khả năng

ứng dụng trong lĩnh vực thực phẩm chức năng và
dược phẩm.

Lời Cam Đoan

Nhóm tác giả tuyên bố không có bất kỳ mâu
thuẫn nào giữa các tác giả.
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