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Tóm tắt:

Nghiên cứu so sánh trích ly hỗ trợ nhiệt (HAE), siêu âm (UAE) và enzyme (EAE) trong thu nhận polyphenol 
và flavonoid từ Kim tiền thảo. HAE thích hợp với ethanol 60% (v/v), tỷ lệ nguyên liệu/dung môi 1:25 (g/mL), 
60°C và 90 phút, cho TPC 126,57 ± 0,59 mg GAE/g CK và TFC 59,21 ± 0,91 mg QE/g CK. Tiền xử lý siêu 
âm ở biên độ 30% trong 9 phút trước HAE cho giá trị cao nhất, lần lượt là 153,23 ± 0,27 mg GAE/g CK và 
62,84 ± 0,91 mg QE/g CK. EAE với hỗn hợp pectinase-cellulase 1:1, nồng độ 0,6% trong 120 phút đạt TPC 
129,40 ± 1,06 mg GAE/g CK và TFC 57,03 ± 0,42 mg QE/g CK. So với HAE, UAE làm tăng TPC 21,1% và 
TFC 6,1% (p < 0,05).
Từ khóa: kim tiền thảo, polyphenol, flavonoid, trích ly siêu âm, trích ly enzyme

Comparison of heat-, ultrasound-, and enzyme-assisted extraction of 
polyphenols and flavonoids from Kim tien thao (Desmodium styracifolium 
(Osbeck) Merr.)
Abstract:

This study compares heat-assisted extraction (HAE), ultrasound-assisted extraction (UAE), and enzyme-
assisted extraction (EAE) for recovering polyphenols and flavonoids from Kim tien thao. Suitable HAE 
conditions were 60% ethanol, a 1:25 material-to-solvent ratio, 60°C, and 90 minutes, yielding 126.57 ± 0.59 
mg GAE/g DW and 59.21 ± 0.91 mg QE/g DW. Ultrasound pretreatment at 30% amplitude for 9 minutes 
before HAE produced the highest values, reaching 153.23 ± 0.27 mg GAE/g DW and 62.84 ± 0.91 mg QE/g 
DW. EAE using a 1:1 pectinase–cellulase mixture at 0.6% for 120 minutes yielded 129.40 ± 1.06 mg GAE/g 
DW and 57.03 ± 0.42 mg QE/g DW. Compared with HAE, UAE increased TPC by 21.1% and TFC by 6.1%.
Keywords: Kim tien thao, polyphenols, flavonoids, ultrasound-assisted extraction, enzyme-assisted 
extraction
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1. Đặt vấn đề
Kim tiền thảo (Desmodium styracifolium (Osbeck) Merr.) là dược liệu họ Fabaceae, chứa flavonoid, 

axit phenolic và các chất chuyển hóa thứ cấp có tiềm năng ứng dụng trong thực phẩm bảo vệ sức khỏe 
(Opryshko và cộng sự, 2024). Việc lựa chọn kỹ thuật trích ly phù hợp giúp tăng thu hồi hoạt chất và hạn 
chế tổn thất trong quá trình xử lý.

Hiệu quả trích ly phụ thuộc vào dung môi, tỷ lệ nguyên liệu/dung môi, nhiệt độ, thời gian và mức độ phá 
vỡ mô. HAE tăng hòa tan và khuếch tán nhờ nhiệt. UAE tạo xâm thực âm và lực cắt để làm suy yếu cấu trúc 
tế bào theo Islam và cộng sự (2023) và Shen và cộng sự (2023). EAE sử dụng cellulase và pectinase để thủy 
phân polysaccharide thành tế bào trong điều kiện tương đối nhẹ (Vardakas và cộng sự, 2024).

Do chưa có nhiều nghiên cứu so sánh trực tiếp 3 phương pháp trên kim tiền thảo, nghiên cứu này khảo sát 
các yếu tố công nghệ, lựa chọn điều kiện thích hợp theo TPC và TFC, sau đó so sánh HAE, UAE và EAE.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu nghiên cứu
2.1.1. Nguyên liệu
Kim tiền thảo được thu nhận tại Long An, loại tạp, rửa sạch, cắt đoạn 3-5 cm và sấy ở 60 °C đến độ ẩm 

dưới 10%. Mẫu khô được nghiền, rây đồng nhất và bảo quản kín ở 2-4 °C.
2.1.2. Hóa chất và thiết bị
Ethanol 99,5% (Chemsol, Việt Nam), methanol 99,5% (Xilong, Trung Quốc), Folin-Ciocalteu, natri 

carbonat, nhôm clorua, axit gallic và quercetin đạt cấp phân tích. Pectinase và cellulase được dùng cho 
EAE. Siêu âm được thực hiện bằng đầu dò VC 505 (Sonics & Materials, Hoa Kỳ), khoảng 20 kHz, chế 
độ xung 30 giây bật và 10 giây tắt.

2.2. Bố trí thí nghiệm
2.2.1. Trích ly hỗ trợ nhiệt
Bột mẫu 1,00 g được trích ly tĩnh trong bể điều nhiệt. Các yếu tố được khảo sát tuần tự gồm loại dung 

môi (nước, methanol, ethanol), ethanol 40-80% (v/v), tỷ lệ nguyên liệu/dung môi 1:10-1:30 (g/mL), nhiệt 
độ 40-80 °C và thời gian 30-150 phút. Ở mỗi bước, điều kiện cho TPC và TFC cao được dùng cho khảo 
sát tiếp theo. Dịch trích được làm nguội và ly tâm 5.000 vòng/phút trong 10 phút. Mỗi nghiệm thức lặp 
lại 3 lần.

2.2.2. Trích ly hỗ trợ siêu âm
Bột mẫu 1,00 g được phối trộn với ethanol 60% (v/v) theo tỷ lệ 1:25 (g/mL). Biên độ được khảo sát ở 

20-40% trong 6 phút, sau đó thời gian được khảo sát ở 3-15 phút tại biên độ đã chọn. Mẫu tiếp tục được trích 
ly ở 60 °C trong 90 phút, làm nguội và ly tâm 5.000 vòng/phút trong 10 phút. Mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần.

2.2.3. Trích ly hỗ trợ enzyme
Bột mẫu 1,00 g được phân tán trong ethanol 60% (v/v) theo tỷ lệ 1:25 (g/mL). Pectinase, cellulase và 

hỗn hợp 1:1 được so sánh ở nồng độ 0,2% trong 30 phút. Hỗn hợp được chọn được khảo sát ở 0,2-1,0%, 
sau đó thời gian xử lý được khảo sát ở 30-150 phút tại nồng độ phù hợp. Enzyme được bất hoạt bằng nhiệt, 
mẫu được ly tâm 5.000 vòng/phút trong 10 phút. Mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần.

2.3. Phương pháp phân tích và xử lý số liệu
TPC được xác định bằng phương pháp Folin-Ciocalteu ở 765 nm và biểu thị bằng mg GAE/g CK 

(Raposo và cộng sự, 2024). TFC được xác định bằng phương pháp tạo phức AlCl₃ ở 510 nm và biểu thị 
bằng mg QE/g CK (Nicolescu và cộng sự, 2025). Các mẫu được phân tích trong cùng điều kiện.
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Kết quả được trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch chuẩn. ANOVA một yếu tố và kiểm định Tukey 
được thực hiện bằng Minitab 19, với mức ý nghĩa p < 0,05. Các chữ cái khác nhau trên cột của cùng chỉ 
tiêu biểu thị khác biệt có ý nghĩa thống kê.

3. Kết quả và thảo luận kết quả nghiên cứu

3.1. Ảnh hưởng của điều kiện trích ly hỗ trợ nhiệt
Để xác định điều kiện nền cho quá trình thu nhận polyphenol và flavonoid, ảnh hưởng của loại dung 

môi, nồng độ ethanol, tỷ lệ nguyên liệu/dung môi, nhiệt độ và thời gian được tổng hợp trong Hình 1.

Hình 1. Ảnh hưởng của loại dung môi (A), nồng độ ethanol (B), tỷ lệ nguyên liệu/dung môi (C),  
nhiệt độ (D) và thời gian (E) đến TPC và TFC.

Các điều kiện HAE ảnh hưởng có ý nghĩa đến TPC và TFC (Hình 1). Trong 3 dung môi, ethanol 
cho kết quả cao nhất với TPC 29,37 ± 0,24 mg GAE/g CK và TFC 15,53 ± 0,61 mg QE/g CK. 
Methanol cho TPC gần tương đương nhưng TFC thấp hơn, còn nước cho cả 2 chỉ tiêu thấp nhất. Vì 
vậy, ethanol được chọn cho các khảo sát tiếp theo. Kết quả lựa chọn dung môi phù hợp với nhận định 
của Bitwell và cộng sự (2023) về vai trò của độ phân cực trong thu nhận hợp chất thực vật.

Ethanol 60% (v/v) cho TPC 39,55 ± 0,43 mg GAE/g CK và TFC 19,03 ± 0,30 mg QE/g CK, cao 
hơn các nồng độ còn lại. Khi tăng tỷ lệ nguyên liệu/dung môi, TPC và TFC tăng đến tỷ lệ 1:25 (g/
mL), lần lượt đạt 71,75 ± 0,72 mg GAE/g CK và 34,14 ± 0,91 mg QE/g CK. Tại tỷ lệ 1:30 (g/mL), 
TPC đạt 70,91 ± 0,71 mg GAE/g CK và TFC đạt 33,27 ± 0,87 mg QE/g CK. Cả 2 giá trị này không 
khác biệt có ý nghĩa so với tỷ lệ 1:25 với p > 0,05. Do đó, tỷ lệ 1:25 (g/mL) được chọn để giảm lượng 
dung môi sử dụng.

Tăng nhiệt độ từ 40 lên 6 °C làm TPC tăng từ 66,88 ± 0,59 lên 111,39 ± 0,83 mg GAE/g CK và 
TFC tăng từ 37,17 ± 0,36 lên 53,52 ± 0,96 mg QE/g CK. Khi nhiệt độ tăng đến 70 và 80°C, cả TPC 
và TFC đều giảm. Ở 6 °C, thời gian 90 phút cho TPC 126,57 ± 0,59 mg GAE/g CK và TFC 59,21 ± 
0,91 mg QE/g CK. Kéo dài thời gian đến 120 hoặc 150 phút không làm 2 chỉ tiêu tăng thêm. Vì vậy, 
điều kiện HAE được chọn là ethanol 60% (v/v), tỷ lệ 1:25 (g/mL), 6 °C và 90 phút. Xu hướng đạt giá 
trị cao ở nhiệt độ trung bình cũng được Adeyi và cộng sự (2023) ghi nhận trên một nguyên liệu thực 
vật khác.
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3.2. Ảnh hưởng của điều kiện trích ly hỗ trợ siêu âm
Trên cơ sở điều kiện trích ly nhiệt đã lựa chọn, ảnh hưởng của biên độ và thời gian siêu âm đến TPC 

và TFC được trình bày trong Hình 2.

Hình 2. Ảnh hưởng của biên độ (A) và thời gian siêu âm (B) đến TPC và TFC. 

Biên độ siêu âm ảnh hưởng rõ đến TPC và TFC (Hình 2). Khi biên độ tăng từ 20 lên 30%, TPC tăng 
và đạt 124,21 ± 0,59 mg GAE/g CK, còn TFC đạt 58,24 ± 1,31 mg QE/g CK. Khi biên độ tăng lên 35 và 
40%, cả TPC và TFC đều giảm. Do đó, biên độ 30% được chọn để khảo sát thời gian siêu âm. Islam và 
cộng sự (2023) và Shen và cộng sự (2023) cho thấy, năng lượng siêu âm quá cao có thể gây gia nhiệt cục 
bộ và thúc đẩy oxy hóa, làm giảm độ ổn định của một số hợp chất phenolic.

Ở biên độ 30%, thời gian 9 phút cho TPC và TFC cao nhất, lần lượt đạt 153,23 ± 0,27 mg GAE/g 
CK và 62,84 ± 0,91 mg QE/g CK. Khi kéo dài thời gian đến 12 hoặc 15 phút, 2 chỉ tiêu đều giảm. Kết 
quả tăng đến một mức tối ưu rồi giảm cũng được Bin Mokaizh và cộng sự (2024) ghi nhận trong nghiên 
cứu UAE trên dược liệu. Trong nghiên cứu này, UAE được sử dụng như bước tiền xử lý trước HAE 
ở 60 °C trong 90 phút. Vì vậy, điều kiện UAE được chọn là biên độ 30% trong 9 phút, sau đó tiếp tục 
trích ly nhiệt.

3.3. Ảnh hưởng của điều kiện trích ly hỗ trợ enzyme
Ảnh hưởng của loại enzyme, nồng độ và thời gian xử lý đến TPC và TFC được trình bày trong Hình 3.

Hình 3. Ảnh hưởng của loại enzyme (A), nồng độ enzyme (B)  
và thời gian xử lý (C) đến TPC và TFC 

Loại enzyme ảnh hưởng có ý nghĩa đến TPC và TFC (Hình 3). Hỗn hợp pectinase-cellulase theo tỷ lệ 
1:1 cho kết quả cao hơn pectinase hoặc cellulase riêng lẻ. TPC và TFC của hỗn hợp lần lượt đạt 88,19 ± 
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0,94 mg GAE/g CK và 34,82 ± 0,99 mg QE/g CK. Vì vậy, hỗn hợp pectinase-cellulase được chọn cho các 
khảo sát tiếp theo. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Vardakas và cộng sự (2024), trong đó hỗn hợp 
enzyme cho khả năng thu hồi hợp chất hoạt tính cao hơn từng chế phẩm riêng lẻ.

Khi nồng độ hỗn hợp enzyme tăng từ 0,2 lên 0,6%, TPC tăng từ 88,35 ± 0,72 lên 117,29 ± 0,59 mg 
GAE/g CK và TFC tăng từ 34,75 ± 0,91 lên 42,74 ± 1,11 mg QE/g CK. Nồng độ 0,8% và 1,0% không làm 
TPC tăng thêm. TFC giảm khi nồng độ enzyme tăng đến 1,0%. Do đó, nồng độ 0,6% được chọn để khảo 
sát thời gian xử lý.

Thời gian xử lý 120 phút cho TPC 129,40 ± 1,06 mg GAE/g CK và TFC 57,03 ± 0,42 mg QE/g CK. 
Kéo dài đến 150 phút không làm TPC hoặc TFC tăng có ý nghĩa. Điều kiện EAE được chọn là hỗn hợp 
pectinase-cellulase theo tỷ lệ 1:1, nồng độ 0,6% và thời gian 120 phút. So với HAE, EAE làm TPC tăng 
2,2% nhưng TFC giảm 3,7%.

3.4. So sánh các phương pháp trích ly
TPC và TFC thu được tại điều kiện 

thích hợp của HAE, UAE và EAE được 
so sánh trong Hình 4.

UAE cho TPC và TFC cao nhất, lần 
lượt đạt 153,23 ± 0,27 mg GAE/g CK 
và 62,84 ± 0,91 mg QE/g CK. EAE đạt 
129,40 ± 1,06 mg GAE/g CK và 57,03 ± 
0,42 mg QE/g CK, còn HAE đạt 126,57 ± 
0,59 mg GAE/g CK và 59,21 ± 0,91 mg 
QE/g CK. So với HAE, UAE làm TPC 
tăng 21,1% và TFC tăng 6,1% (p < 0,05).

Sự khác biệt liên quan đến cơ chế tác 
động. HAE tăng hòa tan và khuếch tán 
nhờ nhiệt, UAE tạo xâm thực và lực cắt để phá vỡ mô, còn EAE thủy phân chọn lọc pectin và cellulose. 
Hiệu quả của từng kỹ thuật còn phụ thuộc nguyên liệu, dung môi, enzyme và trình tự xử lý (Pham Van 
Hung và cộng sự, 2020). Vì điều kiện vận hành chưa hoàn toàn tương đương, kết quả chỉ phản ánh hiệu 
quả tương đối trong phạm vi khảo sát. Theo đó, tiền xử lý siêu âm phù hợp hơn với Kim tiền thảo trong 
nghiên cứu này.

4. Kết luận
Trong 3 phương pháp tạo ra khả năng thu hồi polyphenol và flavonoid khác nhau từ Kim tiền thảo. Điều 

kiện HAE thích hợp là ethanol 60% (v/v), tỷ lệ nguyên liệu/dung môi 1:25 (g/mL), 60°C và 90 phút. TPC 
và TFC tương ứng đạt 126,57 ± 0,59 mg GAE/g CK và 59,21 ± 0,91 mg QE/g CK. Tiền xử lý siêu âm ở 
biên độ 30% trong 9 phút trước HAE cho kết quả cao nhất với TPC 153,23 ± 0,27 mg GAE/g CK và TFC 
62,84 ± 0,91 mg QE/g CK. EAE thích hợp với hỗn hợp pectinase-cellulase theo tỷ lệ 1:1, nồng độ 0,6% 
trong 120 phút. TPC và TFC của EAE lần lượt đạt 129,40 ± 1,06 mg GAE/g CK và 57,03 ± 0,42 mg QE/g 
CK. So với HAE, UAE làm tăng đáng kể cả TPC và TFC. Kết quả cho thấy, tiền xử lý siêu âm là phương 
pháp phù hợp nhất trong phạm vi khảo sát. Nghiên cứu tiếp theo cần định danh các hợp chất chính, đánh 
giá hoạt tính sinh học, độ ổn định, nhu cầu năng lượng và khả năng mở rộng quy mô n

Hình 4. So sánh TPC và TFC của HAE, UAE và EAE
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