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Tóm tắt
Nghiên cứu nhằm xây dựng và tối ưu hóa quy trình chiết xuất polyphenol và flavonoid từ lá hồng (Diospyros kaki Thunb.)

bằng nước kết hợp xử lý nguyên liệu với enzym Viscozyme L. Quá trình tối ưu hóa được thực hiện bằng phương pháp bề mặt đáp
ứng (RSM). Điều kiện tối ưu gồm xử lý với Viscozyme L 0,05% (w/w) ở 39°C trong 2 giờ 48 phút và chiết ở pH 10,2, 94°C trong
30 phút. Thí nghiệm kiểm chứng thu được hàm lượng polyphenol toàn phần đạt 2,75 g GAE/100 g chất khô và flavonoid toàn
phần đạt 2,99 g QE/100 g chất khô, phù hợp với giá trị dự đoán của mô hình. Quy trình có tiềm năng ứng dụng ở quy mô pilot.

Từ khóa: Diospyros kaki; Polyphenol; Flavonoid; Viscozyme L; Chiết xuất bằng nước; Phương pháp bề mặt đáp ứng.
Summary

Optimization of the Extraction Process of Polyphenols and Flavonoids from Persimmon Leaves (Diospyros kaki Thunb.)
by Enzyme Pretreatment Combined with Alkaline Aqueous Extraction

An enzyme-assisted aqueous extraction process for polyphenols and flavonoids from persimmon (Diospyros kaki Thunb.)
leaves was optimized using Response Surface Methodology. The optimal pretreatment conditions were 0.05% (w/w) Viscozyme
L, 39°C, and 2 h 48 min, followed by extraction at pH 10.2, 94°C, for 30 min. Under these conditions, the extract contained 2.75
g GAE/100 g dry weight of total polyphenols and 2.99 g QE/100 g dry weight of total flavonoids. The experimental values were
consistent with the model predictions, demonstrating the validity of the optimization. The developed process offers a simple,
environmentally friendly strategy for producing polyphenol- and flavonoid-rich extracts from persimmon leaves with potential for
pilot-scale application.

Keywords: Diospyros kaki; Polyphenols; Flavonoids; Viscozyme L; Aqueous extraction; Response surface methodology.
1. Đặt vấn đề
Hồng (Diospyros kaki Thunb.) thuộc chi

Diospyros, họ Ebenaceae, là loài cây ăn quả được
trồng phổ biến tại các vùng ôn đới và cận nhiệt đới
Đông Á. Bên cạnh giá trị kinh tế của quả, lá hồng
từ lâu đã được sử dụng làm dược liệu trong y học
cổ truyền của Trung Quốc, Hàn Quốc và Nhật Bản
nhờ chứa nhiều hợp chất có hoạt tính sinh học
[1],[2]. Thành phần hóa học của lá hồng bao gồm
các hợp chất phenolic (flavonoid, acid phenolic,
tannin, stilben, lignan và coumarin), terpenoid và
polysaccharid [1],[2],[3],[4], trong đó, polyphenol
và flavonoid là hai nhóm hợp chất được quan tâm
nhiều nhất do có hàm lượng cao và đóng vai trò
quan trọng trong các hoạt tính chống oxy hóa,
chống viêm, bảo vệ thần kinh và hỗ trợ phòng ngừa
một số bệnh mạn tính [1],[2],[4],[5],[6],[7],[8],[9].
Hiệu quả chiết xuất các hợp chất polyphenol và
flavonoid phụ thuộc đáng kể vào phương pháp
chiết và điều kiện xử lý nguyên liệu. Nhiều nghiên
cứu đã tối ưu hóa quá trình chiết các hợp chất này
từ lá hồng bằng cách khảo sát ảnh hưởng của dung
môi, nhiệt độ, thời gian chiết hoặc phương pháp
sấy nguyên liệu [10],[11]. Tuy nhiên, các nghiên

cứu chủ yếu tập trung vào việc tối ưu hóa riêng lẻ
các điều kiện chiết ở quy mô phòng thí nghiệm.
Việc kết hợp xử lý nguyên liệu bằng enzym nhằm
phá vỡ cấu trúc thành tế bào để nâng cao hiệu quả
chiết, đồng thời tối ưu hóa toàn bộ quy trình chiết
nước kiềm hướng tới khả năng mở rộng ở quy mô
pilot, vẫn còn ít được nghiên cứu đối với lá hồng.
Trong khi đó, phương pháp chiết bằng kiềm đã
giúp thu hồi từ 20–27% polyphenol từ vỏ cây vân
sam [12], đồng thời điều chế được các hợp chất
phức phenolic sở hữu hoạt tính sinh học giá trị như
kháng HIV, chống viêm và chống oxy hóa từ lá cây
Sasa [13]. Tính khả thi trong ứng dụng công nghiệp
được khẳng định qua việc triển khai thành công ở
quy mô lớn với quy trình chiết kiềm-tủa acid cho
rutin đạt hiệu suất cùng độ tinh khiết cao [14].
Lâm Đồng là vùng trồng hồng lớn của Việt Nam

với sản lượng quả cao hằng năm. Trong quá trình
thu hoạch, lá hồng hầu như chưa được khai thác
mặc dù đây là nguồn sinh khối dồi dào và giàu các
hợp chất có giá trị sinh học. Việc xây dựng quy
trình chiết xuất sử dụng nước kết hợp xử lý enzym
không chỉ góp phần tận dụng nguồn phụ phẩm
nông nghiệp mà còn phù hợp với xu hướng phát
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triển các quy trình công nghệ xanh, an toàn và thân
thiện với môi trường. Nghiên cứu này ứng dụng
chế phẩm đa enzym Viscozyme L (phức hợp
cellulase, hemicellulase, xylanase và pectinase) để
phá vỡ cấu trúc thành tế bào và giải phóng các hợp
chất phenolic liên kết. Bằng việc ứng dụng phương
pháp bề mặt đáp ứng (RSM), các điều kiện tiền xử
lý Viscozyme L và chiết xuất bằng nước đã được
tối ưu hóa hướng tới thu hồi tối đa hàm lượng
polyphenol và flavonoid, tạo cơ sở cho việc hoàn
thiện và mở rộng quy trình ở quy mô pilot.
2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Đối tượng nghiên cứu là lá hồng (Diospyros kaki

Thunb.) thu vào 31/10/2023 tại vườn hồng Trạm
Hành, Đà Lạt, Lâm Đồng và được TS. Lương Văn
Dũng, Trung tâm nghiên cứu đa dạng sinh học và
Biến đổi khí hậu, Trường Đại học Đà Lạt giám
định tên khoa học. Mẫu lá tươi sau khi thu về được
sấy khô trong tủ sấy ở 60oC đến độ ẩm < 8%. Mẫu
được xay bằng máy xay VN - 2000Y và rây qua hệ
thống rây tiêu chuẩn thu được bột mịn có kích
thước hạt trong khoảng 0,25-0,50 mm. Mẫu nghiên
cứu được lưu tại Khoa Hóa học và Môi trường,
Trường Đại học Đà Lạt.
2.2. Phương pháp nghiên cứu
a) Định lượng polyphenol và flavonoid tổng số
Hàm lượng polyphenol toàn phần (Total

Polyphenol Content - TPC) và flavonoid toàn phần
(Total Flavonoid Content - TFC) được xác định
trực tiếp trên các dịch chiết thu được từ các thí
nghiệm xử lý enzym và chiết nước.
TPC được xác định bằng phương pháp đo màu

dùng thuốc thử Folin-Ciocalteu (Merck), đối chiếu
với chất chuẩn acid gallic (dạng monohydrat, độ
tinh khiết 98,0%, HiMedia Labs, India) theo
Singleton và cs. [15]. Dung dịch chuẩn acid gallic
(10–100 µg/mL) được sử dụng để xây dựng đường
chuẩn. Mỗi dung dịch chuẩn hoặc mẫu thử (1,0 mL)
được phản ứng với 5,0 mL thuốc thử Folin–
Ciocalteu 10%; sau 3–8 phút bổ sung 4,0 mL dung
dịch Na2CO3 7,5%, ủ ở nhiệt độ phòng trong 45
phút và đo độ hấp thụ quang tại 751 nm trên máy
quang phổ (UV-Vis-750-Jasco 2019). Kết quả
được biểu thị dưới dạng g đương lượng acid gallic
(Gallic Acid Equivalent – GAE) trên 100 g nguyên
liệu lá hồng khô tuyệt đối (g GAE/100 g DW).
TFC được xác định bằng phương pháp tạo phức

với AlCl3 đối chiếu với chất chuẩn quercetin (độ
tinh khiết 97%, công ty TNHH Công nghệ sinh học

Nam Kinh, Trung Quốc) theo quy trình của Chang
và cs. [16]. Dung dịch chuẩn quercetin (50–1000
µg/mL) được sử dụng để xây dựng đường chuẩn.
Mỗi dung dịch chuẩn hoặc mẫu thử (1,0 mL) lần
lượt được bổ sung 0,3 mL NaNO2 10%, sau 5 phút
thêm 0,3 mL AlCl3 10%, sau 6 phút bổ sung 2,0
mL NaOH 1 M, định mức đến 10 mL bằng nước
cất và đo độ hấp thụ quang tại 510 nm. Kết quả
được biểu thị dưới dạng g đương lượng quercetin
(Quercetin Equivalent – QE) trên 100 g nguyên
liệu lá hồng khô tuyệt đối (g QE/100 g DW). Mỗi
phép phân tích được thực hiện ba lần.
b) Khảo sát điều kiện xử lý nguyên liệu bằng

enzym và chiết xuất ở pH kiềm
Ảnh hưởng của việc xử lý trước nguyên liệu

bằng enzym Viscozyme L (Sigma – Aldrich) và
các điều kiện chiết xuất đến hàm lượng polyphenol
và flavonoid trong dịch chiết được khảo sát theo
phương pháp thay đổi từng yếu tố. Mỗi thí nghiệm
sử dụng 2,00 g bột lá hồng với 20 mL nước, chiết ở
90C. Thí nghiệm thăm dò việc xử lý trước nguyên
liệu với Viscozyme L (0,1 mL, 40°C, 2 giờ) được
thực hiện song song với mẫu lá không xử lý enzym.
Quá trình xử lý Viscozyme L được thực hiện ở pH
tự nhiên của hỗn hợp lá hồng trong nước (pH 5,3 -
5,4), đây cũng là khoảng pH tối ưu cho hoạt tính
xúc tác của Viscozyme L (pH 4,5 - 5,5) theo
khuyến cáo của nhà sản xuất.
Các yếu tố khảo sát sơ bộ điều kiện chiết kiềm

gồm pH dung môi (7–12) và thời gian chiết (30–
120 phút). pH của dung môi nước được điều chỉnh
đến các giá trị khảo sát bằng dung dịch NaOH 1M.
Giá trị pH được kiểm soát và đo chính xác bằng
thiết bị đo pH để bàn (pH 720 WTW, Đức). Sau
khi chiết, dịch chiết được lọc và xác định TPC và
TFC theo phương pháp nêu ở Mục 2.2.a.
c) Tối ưu hóa điều kiện xử lý nguyên liệu bằng enzym
Quá trình tối ưu hóa các điều kiện chiết xuất

được thiết kế và phân tích bằng RSM dựa trên ma
trận thực nghiệm Box-Behnken theo Myers và cs.
[17], sử dụng phần mềm Design-Expert 12. Ba yếu
tố khảo sát gồm tỷ lệ enzym (0,01–0,10%), nhiệt
độ ủ (30–50°C) và thời gian ủ (2–4 giờ) (Bảng 1).
Sau khi kết thúc thời gian ủ xử lý enzym, hỗn hợp
được chuyển ngay sang giai đoạn chiết nước ở
90C. Nhiệt độ cao này vừa đóng vai trò chiết xuất
vừa thực hiện bất hoạt hoàn toàn chế phẩm
Viscozyme L. Giá trị TPC và TFC của dịch chiết
được sử dụng làm các biến đáp ứng để xây dựng
mô hình hồi quy và xác định điều kiện xử lý tối ưu.
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Bảng 1. Các mức khảo sát trong thiết kế tối ưu hóa quá trình xử lý bằng Viscozyme L.
Ký hiệu Yếu tố khảo sát Đơn vị Mức -1 Mức 0 Mức +1

A Tỷ lệ enzym % 0,01 0,05 0,10
B Nhiệt độ ủ °C 30 40 50
C Thời gian ủ h 2 3 4

d) Tối ưu hóa điều kiện chiết nước
Sau khi xác định được điều kiện xử lý enzym tối

ưu, quá trình chiết nước được tối ưu bằng RSM với
ba yếu tố gồm pH dung môi (7–11), nhiệt độ chiết
(75–95 °C) và thời gian chiết (30–90 phút) (Bảng
2). Các thí nghiệm được thực hiện trên nguyên liệu

đã xử lý enzym theo điều kiện tối ưu. Điều kiện
chiết ở nhiệt độ cao đồng thời đóng vai trò bất hoạt
enzym. Giá trị TPC và TFC của dịch chiết được sử
dụng làm biến đáp ứng để xây dựng mô hình, xác
định điều kiện chiết tối ưu và kiểm chứng mô hình
bằng các thí nghiệm xác nhận.

Bảng 2. Các mức khảo sát trong thiết kế tối ưu hóa quá trình chiết nước.
Ký hiệu Yếu tố khảo sát Đơn vị Mức -1 Mức 0 Mức +1

A pH – 7 9 11
B Nhiệt độ chiết °C 75 85 95
C Thời gian chiết phút 30 60 90

e) Xử lý số liệu
Các số liệu được biểu diễn dưới dạng giá trị

trung bình ± độ lệch chuẩn của ba lần lặp. Phân
tích phương sai (ANOVA), xây dựng mô hình hồi
quy và tối ưu hóa các điều kiện xử lý enzyme cũng
như chiết nước được thực hiện bằng phần mềm
Design-Expert 12. Các số liệu được tổng hợp và xử
lý bằng Microsoft Excel.
3. Kết quả và Bàn luận
3.1. Thẩm định phương pháp định lượng

polyphenol và flavonoid

Phương pháp phân tích đã được thẩm định độ tin
cậy:

Định lượng TPC (theo acid gallic): Khoảng
tuyến tính 10–100 μg/mL (R2 = 0,9995); độ lặp lại
có độ lệch chuẩn tương đối RSD < 3,1%; độ thu
hồi đạt 97,2 - 102,1%.

Định lượng TFC (theo quercetin): Khoảng tuyến
tính 50–1000 μg/mL (R2 = 0,9942); độ lặp lại có
RSD < 3,8%; độ thu hồi đạt 96,5 - 101,4%.

A B
Hình 1. Đồ thị phương trình đường chuẩn acid gallic (A) và quercetin (B)

3.2. Khảo sát điều kiện xử lý nguyên liệu bằng
enzym và chiết xuất ở pH kiềm
Kết quả khảo sát ảnh hưởng của xử lý nguyên

liệu bằng Viscozyme L và pH của nước chiết đến
TPC và TFC trong dịch chiết được trình bày ở
Hình 2 và Hình 3.
Đối với TPC (Hình 2), xử lý nguyên liệu bằng

Viscozyme L trước khi chiết làm tăng hàm lượng
polyphenol trong dịch chiết và rút ngắn thời gian
đạt giá trị cực đại. Cụ thể, giá trị TPC cao nhất tăng

từ 2,41 GAE/100 g chất khô ở mẫu không xử lý
enzym lên 2,63 g GAE/100 g chất khô ở mẫu có xử
lý enzym, đồng thời thời gian đạt giá trị cực đại
giảm từ 120 xuống 60 phút. Kết quả này có thể
được giải thích do Viscozyme L chứa hỗn hợp các
enzym phân giải thành tế bào thực vật (cellulase,
hemicellulase và β-glucanase), giúp phá vỡ cấu
trúc thành tế bào, tạo điều kiện giải phóng các hợp
chất phenolic liên kết và tăng khả năng khuếch tán
của chúng vào dung môi chiết.

pH
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Hình 2. Ảnh hưởng của điều kiện xử lý nguyên liệu
bằng enzym và pH của nước chiết đến TPC

Hình 3. Ảnh hưởng của điều kiện xử lý nguyên liệu
bằng enzym và pH của nước chiết đến TFC

Đối với TFC (Hình 3), xử lý bằng Viscozyme L
không làm thay đổi đáng kể hàm lượng flavonoid
trong dịch chiết. Điều này cho thấy flavonoid trong
lá hồng có thể ít bị giới hạn bởi cấu trúc thành tế
bào hoặc có thể do enzyme Viscozyme L (chủ yếu
phân giải cellulose/hemicellulose) chưa cắt hiệu
quả các liên kết đặc thù của flavonoid, hoặc nhiệt
độ ủ enzyme chưa tối ưu riêng cho nhóm này, do
đó hiệu quả của quá trình tiền xử lý bằng enzyme
đối với nhóm hợp chất này không rõ rệt.
Khi sử dụng nước có pH kiềm (8–12), hàm

lượng TPC và TFC trong dịch chiết đều cao hơn so
với khi chiết ở pH trung tính, đồng thời thời gian
đạt giá trị cực đại có xu hướng ngắn hơn. Môi
trường kiềm có thể làm tăng độ hòa tan của các hợp

chất phenolic thông qua quá trình ion hóa nhóm
hydroxyl phenolic và thúc đẩy sự phá vỡ một phần
liên kết giữa các hợp chất phenolic với thành phần
của thành tế bào, từ đó nâng cao khả năng khuếch
tán vào dung môi.
Từ các kết quả trên, xử lý nguyên liệu bằng

Viscozyme L và điều chỉnh pH dung môi chiết
được xác định là hai yếu tố có ảnh hưởng đáng kể
đến quá trình chiết xuất polyphenol và flavonoid từ
lá hồng, vì vậy được lựa chọn để khảo sát và tối ưu
hóa trong các thí nghiệm tiếp theo bằng phương
pháp đáp ứng bề mặt.

3.3. Tối ưu hóa điều kiện xử lý nguyên liệu bằng
Viscozyme L

Bảng 3. Ma trận thí nghiệm Box–Behnken và các giá trị đáp ứng
dùng để tối ưu hóa điều kiện xử lý nguyên liệu bằng Viscozyme L

STT A: Tỷ lệ enzyme
(%)

B: Nhiệt độ ủ
(oC) C: Thời gian ủ (giờ) TPC

(g GAE/100 g)
TFC

(g QE/100 g)
1 0,01 30 3 2,49  0,08 1,95  0,07
2 0,01 40 2 2,61  0,10 1,64  0,07
3 0,01 40 4 2,45  0,09 1,70  0,08
4 0,01 50 3 2,44  0,06 1,42  0,06
5 0,05 30 2 2,39  0,11 2,09  0,06
6 0,05 30 4 2,30  0,03 1,96  0,07
7 0,05 40 3 2,64  0,05 1,54  0,08
8 0,05 40 3 2,53  0,07 1,60  0,07
9 0,05 40 3 2,42  0,10 1,90  0,07
10 0,05 50 2 2,52  0,06 1,96  0,06
11 0,05 50 4 2,30  0,09 2,21  0,07
12 0,10 30 3 2,38  0,05 1,95  0,06
13 0,10 40 2 2,38  0,08 1,31  0,05
14 0,10 40 4 2,03  0,07 1,40  0,05
15 0,10 50 3 2,32  0,10 1,56  0,08

Kết quả phân tích phương sai (ANOVA) và các
chỉ số đánh giá mức độ phù hợp của mô hình được
trình bày trong Bảng 4. Đối với mô hình dự đoán
TPC, hệ số xác định đạt R2 = 0,9860, hệ số xác
định hiệu chỉnh (Adjusted R2 = 0,9607) và giá trị
Adeq Precision = 21,79, chứng tỏ mô hình mô tả
tốt mối quan hệ giữa các yếu tố khảo sát và biến

đáp ứng. Hệ số biến thiên (CV = 1,24%) thấp cho
thấy độ chính xác và độ lặp lại của các kết quả thực
nghiệm cao. Đối với mô hình dự đoán TFC, giá trị
R2 = 0,9302 và Adjusted R2 = 0,8046 cho thấy mô
hình có khả năng giải thích phần lớn biến thiên của
dữ liệu, mặc dù khả năng dự đoán còn hạn chế do
giá trị Predicted R² thấp.

pH pH
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Bảng 4. Các hệ số thống kê đánh giá sự phù hợp của mô hình tối ưu hóa điều kiện xử lý trước nguyên liệu bằng Viscozyme L

Phân tích ANOVA TPC Phân tích ANOVA TFC
Std. Dev. 0,03 0,0727
Mean 2,41 1,84
C.V. % 1,24 3,95
R2 0,9860 0,9302

Adjusted R2 0,9607 0,8046
Predicted R2 0,8126 0,6092
Adeq Precision 21,7934 7,6947

Sau khi phân tích ANOVA, phương trình hồi
quy của polyphenol và flavonoid có dạng hàm bậc
2, phần mềm cũng đã đưa ra được phương trình hồi
quy thể hiện mối liên hệ giữa các đại lượng như
sau:
Ypolyphenol = 2,62 – 0,0463A + 0,0125B –

0,1088C – 0,0275AB – 0,085AC – 0,0075BC –
0,1467A2 – 0,0992B2 – 0,1467C2

Yflavonoid = 2,08 – 0,0075A – 0,0725B – 0,0025C
– 0,02AB – 0,105AC – 0,015BC – 0,2408A2 –
0,1158B2 – 0,0858C2

Các bề mặt đáp ứng ba chiều (Hình 4) cho thấy
tỷ lệ enzym, nhiệt độ ủ và thời gian ủ đều ảnh
hưởng đến hàm lượng polyphenol và flavonoid thu
được trong dịch chiết. Khi tăng tỷ lệ enzym từ 0,01
lên khoảng 0,05%, hàm lượng polyphenol trong
dịch chiết tăng rõ rệt do quá trình thủy phân các
polysaccharid của thành tế bào giúp giải phóng các
hợp chất phenolic liên kết. Tuy nhiên, khi tiếp tục
tăng tỷ lệ enzym lên 0,10%, giá trị TPC có xu
hướng giảm nhẹ, có thể do hiện tượng bão hòa cơ
chất hoặc sự phân hủy một phần các hợp chất
phenolic trong điều kiện xử lý kéo dài.

Hình 4. Bề mặt đáp ứng tối ưu hoá điều kiện xử lý nguyên liệu trước bằng Viscozyme L

Nhiệt độ và thời gian xử lý cũng ảnh hưởng
đáng kể đến hiệu quả của quá trình tiền xử lý bằng
enzym. Nhiệt độ thấp làm giảm hoạt tính xúc tác
của enzym, trong khi nhiệt độ quá cao có thể làm
giảm độ bền của enzym và ảnh hưởng đến hiệu quả
thủy phân. Tương tự, thời gian xử lý quá ngắn chưa
đủ để phá vỡ cấu trúc thành tế bào, còn thời gian
quá dài không làm tăng đáng kể lượng hợp chất
được giải phóng và có thể làm gia tăng quá trình
oxy hóa các hợp chất phenolic.

Tối ưu hóa đồng thời các biến đáp ứng bằng
phần mềm Design-Expert 12 cho thấy điều kiện xử
lý nguyên liệu thích hợp là tỷ lệ Viscozyme L
0,05% (w/w), nhiệt độ ủ 39 °C và thời gian ủ 2 giờ
48 phút. Các điều kiện này được lựa chọn để thực
hiện các thí nghiệm tối ưu hóa quá trình chiết nước
ở giai đoạn tiếp theo.

3.4. Tối ưu hóa điều kiện chiết polyphenol và
flavonoid
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Bảng 5. Ma trận thí nghiệm Box–Behnken và các giá trị đáp ứng dùng để tối ưu hóa điều kiện chiết polyphenol và flavonoid

STT A: pH B: Nhiệt độ chiết
(℃)

C: Thời gian chiết
(phút)

TPC
(g GAE/100 g)

TFC
(g QE/100 g)

1 7 75 60 1,26  0,05 0,59  0,03
2 7 94 60 1,90  0,08 2,79  0,11
3 7 85 30 1,90  0,09 1,25  0,07
4 7 85 90 1,98  0,10 1,98  0,10
5 9 75 30 1,75  0,06 0,43  0,02
6 9 75 90 1,73  0,08 0,69  0,03
7 9 85 60 2,26  0,07 1,31  0,05
8 9 85 60 2,33  0,08 1,38  0,06
9 9 85 60 2,30  0,11 1,24  0,05
10 9 94 30 2,73  0,10 3,04  0,10
11 9 94 90 2,52  0,09 3,09  0,11
12 11 75 60 1,55  0,08 0,62  0,03
13 11 85 30 2,02  0,10 1,31  0,08
14 11 85 90 2,49  0,07 0,66  0,04
15 11 94 60 2,62  0,10 2,66  0,11

Kết quả phân tích ANOVA cho thấy pH dung
môi, nhiệt độ chiết và thời gian chiết đều ảnh
hưởng đến hàm lượng TPC và TFC trong dịch chiết.
Các mô hình hồi quy bậc hai thu được có hệ số xác
định cao, với R2 = 0,9787 đối với TPC và R2 =
0,9792 đối với TFC (Bảng 6). Giá trị Adeq

Precision lần lượt đạt 16,31 và 14,28, lớn hơn 4,
cho thấy mô hình có tín hiệu phù hợp để mô tả quá
trình và sử dụng trong tối ưu hóa. Hệ số biến thiên
(CV) của hai mô hình lần lượt là 4,90% và 14,81%,
phản ánh độ lặp lại chấp nhận được của các kết quả
thực nghiệm.

Bảng 6. Các hệ số thống kê đánh giá sự phù hợp của mô hình tối ưu hóa điều kiện chiết

Phân tích ANOVA TPC Phân tích ANOVA TFC

Std. Dev. 0,1029 0,2275

Mean 2,1 1,54

C.V. % 4,9 14,81

R2 0,9787 0,9792

Adjusted R2 0,9404 0,9418

Predicted R2 0,6731 0,6782

Adeq Precision 16,3100 14,2813

Sau khi phân tích ANOVA, phương trình hồi
quy của polyphenol và flavonoid có dạng hàm bậc
2, phần mềm cũng đã đưa ra được phương trình hồi
quy thể hiện mối liên hệ giữa các đại lượng như
sau:
Ypolyphenol = 2,2967 + 0,2275A + 0,435B +

0,0175C + 0,1075AB + 0,0525AC – 0,0475BC –
0,2521A2 – 0,2121B2 + 0,0979C2

Yflavonoid = 1,31 – 0,17A + 1,16B + 0,0488C –
0,04AB – 0,345AC – 0,0525BC – 0,0787A2 +
0,4338B2 + 0,0687C2

Các bề mặt đáp ứng (Hình 5) cho thấy sự tương
tác giữa các yếu tố khảo sát ảnh hưởng đáng kể đến
quá trình chiết. Trong phạm vi nghiên cứu, việc
tăng pH và nhiệt độ chiết làm tăng hàm lượng
polyphenol và flavonoid trong dịch chiết đến một
giá trị tối ưu; sau đó xu hướng tăng không còn rõ
rệt hoặc giảm nhẹ. Thời gian chiết có ảnh hưởng
nhỏ hơn so với pH và nhiệt độ, cho thấy kéo dài
thời gian chiết không mang lại hiệu quả tương ứng.
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Hình 5. Bề mặt đáp ứng tối ưu hoá điều kiện chiết polyphenol và flavonoid

Tối ưu hóa đồng thời hai biến đáp ứng bằng
phần mềm Design-Expert 12 xác định điều kiện
chiết thích hợp là pH 10,2, nhiệt độ 94 °C và thời
gian chiết 30 phút. Điều kiện này được lựa chọn để
kiểm chứng bằng thực nghiệm.
Thí nghiệm xác nhận tại điều kiện tối ưu cho kết

quả TPC và TFC phù hợp với giá trị dự đoán của

mô hình, với độ lặp lại tốt (RSD < 5%) (Bảng 7).
Kết quả này chứng tỏ mô hình tối ưu hóa có độ tin
cậy và quy trình đề xuất có thể được sử dụng làm
cơ sở cho việc xây dựng quy trình chiết nước
polyphenol và flavonoid từ lá hồng ở quy mô lớn
hơn.

Bảng 7. Kết quả chiết polyphenol và flavonoid theo điều kiện tối ưu

TPC (g GAE/100 g) TFC (g QE/100 g)
Mô hình dự đoán Thực nghiệm Mô hình dự đoán Thực nghiệm

2,726 2,75  0,06
RSD = 2,17% 3,025 2,99  0,09

RSD = 2,93%

Kết quả nghiên cứu cho thấy xử lý nguyên liệu
bằng Viscozyme L (0,05%; 39 °C; 2 giờ 48 phút)
kết hợp chiết nước ở pH 10,2, 94 °C trong 30 phút
đã nâng cao hàm lượng polyphenol và flavonoid
trong dịch chiết. Kết quả này phù hợp với nghiên
cứu của Hossain và cs. (2018), trong đó nhiệt độ và
thời gian chiết được xác định là những yếu tố quan
trọng ảnh hưởng đến khả năng chiết các hợp chất
phenolic từ lá hồng [11]. Tuy nhiên, khác với
nghiên cứu trước chỉ tối ưu hóa điều kiện chiết,
nghiên cứu này tích hợp thêm bước xử lý nguyên
liệu bằng Viscozyme L trước khi chiết nước. Chế
phẩm enzyme đa hoạt tính này có khả năng thủy
phân các polysaccharid của thành tế bào, tạo điều
kiện giải phóng các hợp chất phenolic, từ đó nâng
cao hiệu quả chiết. Quy trình sử dụng nước làm

dung môi kết hợp xử lý enzym là giải pháp thân
thiện với môi trường, có tiềm năng mở rộng ở quy
mô pilot nhằm khai thác hiệu quả nguồn phụ phẩm
lá hồng. Tuy nhiên, cũng cần lưu ý quá trình chiết
xuất ở pH kiềm (pH 10,2) đòi hỏi việc kiểm soát
chặt chẽ thời gian chiết ngắn (30 phút) để tránh rủi
ro oxy hóa hoặc biến đổi cấu trúc của các monomer
flavonoid. Hơn nữa, mặc dù phương pháp đo quang
UV-Vis cung cấp công cụ sàng lọc hiệu quả cho
quá trình tối ưu hóa diện rộng, việc nghiên cứu ứng
dụng quy trình này ở quy mô lớn cần kết hợp phân
tích sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC-DAD) để
định lượng chính xác từng chất marker (như
quercetin, kaempferol glycosid) và đánh giá toàn
diện độ bền cấu trúc của hoạt chất sau chiết kiềm.
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4. Kết luận
Nghiên cứu đã xây dựng và tối ưu hóa thành

công quy trình chiết xuất các hợp chất polyphenol
và flavonoid từ lá hồng (Diospyros kaki Thunb.)
bằng nước kết hợp xử lý nguyên liệu với enzym
Viscozyme L. Kết quả khảo sát cho thấy xử lý
nguyên liệu bằng Viscozyme L và điều chỉnh pH
dung môi chiết đều góp phần nâng cao khả năng
thu nhận các hợp chất polyphenol và flavonoid so
với chiết bằng nước ở điều kiện thông thường.

Bằng phương pháp đáp ứng bề mặt, điều kiện xử
lý nguyên liệu tối ưu được xác định là Viscozyme
L 0,05% (w/w), nhiệt độ 39 °C và thời gian ủ 2 giờ
48 phút. Trên cơ sở đó, điều kiện chiết nước tối ưu
được xác định là pH 10,2, nhiệt độ 94 °C và thời
gian chiết 30 phút. Kết quả kiểm chứng thực
nghiệm phù hợp với giá trị dự đoán của mô hình,
khẳng định độ tin cậy của quá trình tối ưu hóa.

Lời cảm ơn: Nhóm tác giả xin chân thành cảm ơn sự
tài trợ kinh phí của Trường Đại học Đà Lạt cho nghiên
cứu này.
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