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TÓM TẮT 
Nắp ấm hoa đôi (Nepenthes mirabilis) là loài dược liệu với hoạt 
tính sinh học đa dạng, đặc biệt là tiềm năng kháng oxy hóa. Trong 
nghiên cứu này, phương pháp bề mặt đáp ứng (RSM) theo mô hình 
Box-Behnken (BBD) đã được áp dụng nhằm tối ưu hóa quy trình 
trích ly cao chiết giàu polyphenol và flavonoid có hoạt tính kháng 
oxy hóa. Kết quả nghiên cứu cho thấy, quy trình trích ly cao chiết 
với sự hỗ trợ của sóng siêu âm bằng dung môi ethanol sau hai lần 
chiết đã đạt được hiệu quả tối ưu. Cụ thể, tỷ lệ dung môi/bột dược 
liệu là 29,57 mL/g, nồng độ ethanol là 79,08%, nhiệt độ trích ly là 
61,67℃ và thời gian trích ly là 29,49 phút. Kết quả thực nghiệm 
dưới với điều kiện này cho thấy, giá trị IC50 trung hòa gốc tự do 
DPPH là 24,12 ± 0,89 µg/mL, hàm lượng polyphenol và flavonoid 
lần lượt là 559,06 ± 2,43 mgGAE/g cao chiết và 611,73 ± 1,97 
mgQE/g cao chiết. 

Từ khóa: Flavonoid, kháng oxy hóa, nắp ấm hoa đôi, polyphenol, 
tối ưu hóa 

ABSTRACT 
Nepenthes mirabilis is a medicinal species with diverse biological 
activities, particularly its antioxidant potential. In this study, the 
Response Surface Methodology (RSM) using the Box-Behnken 
Design (BBD) was applied to optimize the extraction process of 
total polyphenol and flavonoid content associated with antioxidant 
activity. Optimal extraction conditions were achieved after two 
cycles, with a solvent-to-material ratio of 29.57 mL/g, an ethanol 
concentration of 79.08%, an extraction temperature of 61.67 °C, 
and an extraction time of 29.49 minutes. Under these conditions, 
the extract exhibited DPPH free radical scavenging activity with 
IC50 value of 24.12 ± 0.89 µg/mL, consistent with the polyphenol 
and flavonoid contents of 559.06 ± 2.43 mgGAE/g and 611.73 ± 
1.97 mgQE/g of extract, respectively. 

Keywords: Antioxidant, flavonoid, nepenthes mirabilis, 
optimization, polyphenol 
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1. GIỚI THIỆU 

Trong những năm gần đây, stress oxy hóa đã dần 
trở thành một trong những nguyên nhân chính gây 
ra nhiều bệnh lý mãn tính, bao gồm các bệnh lý tim 
mạch, tiểu đường, ung thư và các bệnh lý thần kinh. 
Quá trình này xảy ra khi có sự mất cân bằng giữa 
các gốc tự do và các chất chống oxy hóa trong cơ 
thể, khiến các gốc tự do tấn công, phá hủy các tế 
bào, DNA và protein (Jomova et al., 2025). Điều này 
không chỉ gây tổn thương tế bào mà còn thúc đẩy 
quá trình lão hóa và suy giảm chức năng của các cơ 
quan (Liguori et al., 2018). Kết quả các nghiên cứu 
gần đây đã chỉ ra rằng, với sự gia tăng ô nhiễm môi 
trường, chế độ ăn uống không lành mạnh và căng 
thẳng trong cuộc sống hiện đại, nguy cơ gặp phải 
tình trạng stress oxy hóa ngày càng cao (Goshtasbi 
et al., 2025; Vincenzo et al., 2023). Trước thực trạng 
này, việc tìm kiếm các nguồn dược liệu tự nhiên có 
khả năng chống oxy hóa mạnh đã trở thành một xu 
hướng đáng chú ý trong nghiên cứu và ứng dụng y 
học (Jomova et al., 2025; Kopustinskiene et al., 
2020). Những dược liệu có nguồn gốc tự nhiên, đặc 
biệt là từ các loài thực vật, đang ngày càng được 
quan tâm như một giải pháp tiềm năng để cải thiện 
sức khỏe con người một cách xanh và sạch (Aware 
et al., 2022). 

Nắp ấm hoa đôi (Nepenthes mirabilis) là một 
loài dược liệu nổi bật không chỉ nhờ vào khả năng 
sinh trưởng khác biệt mà còn vì hoạt tính sinh hóa 
đa dạng của nó, đặc biệt là tiềm năng kháng oxy hóa 
đáng mong đợi (Thanh et al., 2015; Thao et al., 
2016). Kết quả các nghiên cứu đã chỉ ra rằng loài 
này chứa nhiều hoạt chất sinh học, bao gồm nhiều 
polyphenol và flavonoid, vốn nổi bật với đặc tính 
kháng oxy hóa, giúp bảo vệ cơ thể khỏi tác hại của 
các gốc tự do. Ngoài ra, loài này cũng chứa nhiều 
hợp chất có tiềm năng dược lý cao, có khả năng 
kháng viêm, kháng khuẩn và bảo vệ tế bào (Thanh 
et al., 2015; Thao et al., 2016). Tuy nhiên, hàm 
lượng các nhóm hợp chất có hoạt tính này trong 
chiết xuất của loài nắp ấm hoa đôi, đặc biệt là 
polyphenol và flavonoid lại chịu ảnh hưởng lớn bởi 
nhiều yếu tố, bao gồm nguồn nguyên liệu, phương 
pháp trích ly và điều kiện trích ly (Brglez et al., 
2016). Chính vì vậy, việc xác định chính xác các yếu 
tố này tạo cơ sở vững chắc cho các nghiên cứu tiếp 
theo về tiềm năng hóa dược đáng chú ý của loài nắp 
ấm hoa đôi. 

Để tối ưu khả năng trích ly các hợp chất có hoạt 
tính sinh học dược liệu, các điều kiện trích ly đóng 
vai trò vô cùng quan trọng. Các yếu tố như dung 
môi, nhiệt độ, thời gian trích ly và tỷ lệ bột dược liệu 

cần được điều chỉnh sao cho hiệu quả trích ly đạt 
mức tối ưu, nhằm thu được các hợp chất sinh học có 
hoạt tính tiềm năng. Trong đó, việc áp dụng mô hình 
thiết kế thí nghiệm như Box-Behnken Design 
(BBD) đã được chứng minh là một phương pháp 
hiệu quả để tối ưu hóa quy trình trích ly. Mô hình 
BBD giúp tối thiểu hóa số lượng thí nghiệm cần thiết 
mà vẫn đảm bảo kết quả đáng tin cậy (Shao et al., 
2024). Trong nghiên cứu này, mô hình BBD được 
áp dụng kết hợp với sự hỗ trợ của sóng siêu âm vào 
việc tối ưu quy trình trích ly cao chiết từ cây nắp ấm 
hoa đôi, một loài cây có tiềm năng chống oxy hóa 
rất cao nhưng chưa được khai thác nhiều trong các 
nghiên cứu hiện tại. Việc tối ưu hóa quá trình trích 
ly không chỉ giúp tăng cường hiệu quả chiết xuất các 
hợp chất sinh học có giá trị mà còn nâng cao khả 
năng ứng dụng của loài này trong các sản phẩm 
dược liệu, mỹ phẩm và thực phẩm chức năng. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Hóa chất  

Các hóa chất và thuốc thử chính được sử dụng 
trong nghiên cứu bao gồm: ethanol (Chemsol, Việt 
Nam), thuốc thử Folin–Ciocalteu (Sigma-Aldrich, 
Mỹ), gallic acid (Sigma-Aldrich, Mỹ), quercetin 
(Sigma-Aldrich, Mỹ), DPPH (Sigma-Aldrich, Mỹ). 
Một số hóa chất khác của Xilong, Trung Quốc. 

2.2. Thu hái và xử lý mẫu 

Cây nắp ấm hoa đôi tươi được thu hái vào tháng 
1 năm 2023 tại đảo Phú Quốc, An Giang, Việt Nam 
và cây đã được định danh bởi TS. Nguyễn Thị Kim 
Huê, Bộ môn Sinh học, Khoa Khoa học Tự nhiên, 
Đại học Cần Thơ. Nguyên liệu tươi sau khi thu hái 
được sấy khô ở nhiệt độ 55℃ trong 48 giờ (tủ sấy 
IKA, 2450 W), sau đó được nghiền thành bột (máy 
nghiền bột đa năng Xichu, 4500 W) và bảo quản ở 
nhiệt độ dưới 4℃. Độ ẩm của dược liệu được xác 
định theo phương pháp quy định trong Dược điển 
Việt Nam V (Bộ Y tế, 2017), với kết quả đo được là 
8,08 ± 0,39%. 

2.3. Định lượng polyphenol toàn phần  

Thuốc thử Folin-Ciocalteu được dùng để xác 
định hàm lượng polyphenol tổng. Cách tiến hành 
như sau: 200 µL cao chiết (hoặc gallic acid) được 
pha với 200 µL nước cất và 200 µL thuốc thử Folin-
Ciocalteu, lắc đều và ổn định trong 5 phút. Sau đó, 
200 µL dung dịch Na2CO3 10% được thêm vào, lắc 
đều và ủ ở 40°C trong 30 phút. Độ hấp thụ quang ở 
bước sóng 765 nm được đo bằng máy quang phổ vi 
phiến BioTek Epoch (Mỹ). Hàm lượng polyphenol 
được tính theo hàm lượng tương đương gallic acid 
(mgGAE/g) (Chandra et al., 2014). 



Tạp chí Khoa học Đại học Cần Thơ   Tập 62, Số 3A (2026): 41-53 

43 

2.4. Định lượng flavonoid toàn phần  

Dựa trên nguyên tắc đo màu phức của AlCl3 với 
flavonoid, quy trình thực hiện được xác định như 
sau: 200 µL cao chiết (hoặc quercetin) được thêm 
vào 200 µL nước cất và 40 µL dung dịch NaNO2 
5%, lắc đều và để yên 5 phút. Tiếp theo, 40 µL dung 
dịch AlCl3 10% được thêm vào, lắc đều và để yên 
trong 6 phút. Sau đó, 400 µL dung dịch NaOH 1 M 
và 120 µL nước cất được thêm vào, lắc đều. Việc đo 
độ hấp thu quang ở bước sóng 510 nm được thực 
hiện bằng máy quang phổ vi phiến BioTek Epoch 
(Mỹ). Hàm lượng flavonoid được tính theo hàm 
lượng tương đương quercetin (mgQE/g) (Chandra et 
al., 2014) 

2.5. Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH 

Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH được thực 
hiện theo quy trình sau: 0,1 mL dung dịch DPPH 
nồng độ 3 x 10−3 M được trộn với 0,1 mL dịch chiết 
ở các nồng độ khác nhau và để trong bóng tối trong 
30 phút. Khả năng trung hòa gốc tự do DPPH được 
xác định thông qua việc theo dõi sự giảm độ hấp thụ 
quang tại bước sóng 517 nm bằng máy quang phổ vi 
phiến BioTek Epoch (Mỹ) (Hussen & Endalew, 
2023). 

2.6. Đánh giá tác động của các yếu tố đơn  

Cao chiết nắp ấm hoa đôi được trích ly kết hợp 
với sóng siêu âm có tần số 50 kHz, có tích hợp bể 
điều nhiệt (Lab Companion, UCP-10, 490 W). Khối 
lượng bột dược liệu được sử dụng là 1 gram. Dung 
môi trích ly được chọn là ethanol, do tính an toàn và 
phù hợp với xu hướng hóa học xanh. Số lần trích ly 
được cố định là hai lần. Các yếu tố đơn ảnh hưởng 
đến quá trình trích ly được khảo sát lần lượt theo thứ 
tự bao gồm tỷ lệ dung môi/bột dược liệu, nồng độ 
dung môi, thời gian và nhiệt độ trích ly. Việc thử 
nghiệm khảo sát tỷ lệ dung môi/bột dược liệu được 
thực hiện ở điều kiện như sau: nồng độ dung môi 
100%, thời gian trích ly 20 phút và nhiệt độ trích ly 
30℃, trong đó, tỷ lệ dung môi/bột dược liệu được 
điều chỉnh để xác định điều kiện tối ưu của yếu tố 
này. Điều kiện tối ưu này được áp dụng cho khảo sát 
yếu tố đơn tiếp theo. Dịch sau khi chiết được lọc và 
cô đặc dưới áp suất 150 - 200 mbar, ở nhiệt độ 50°C, 
bằng hệ thống cô quay chân không Buchi R300 và 
đông khô bằng máy đông khô Fistek, model 
BFD4.5/-50. Hàm lượng polyphenol và flavonoid 
trong cao trích ly được xác định, đồng thời hoạt tính 
kháng oxy hóa cũng được đánh giá thông qua khả 
năng trung hòa gốc tự do DPPH (Khang và  
ctv., 2024).  

2.7. Thiết kế mô hình Box-behnken  

Các điều kiện cụ thể được mã hóa và đưa vào 
phần mềm Design Expert 12.0. Số nghiệm thức 
xung quanh là 24 nghiệm thức. Số nghiệm thức 
trung tâm lặp lại 5 lần và được lựa chọn dựa trên các 
kết quả khảo sát ảnh hưởng của các yếu tố đơn. Kết 
quả đánh giá dựa trên hàm lượng polyphenol, 
flavonoid và giá trị IC50 của hoạt động trung hòa gốc 
tự do DPPH. Các nghiệm thức trong mô hình được 
thực hiện với 3 lần lặp lại (Khang và ctv., 2024). 

2.8. Phân tích thống kê dữ liệu 

Tất cả các thí nghiệm được lặp lại ba lần. Phương 
pháp phân tích phương sai một chiều (ANOVA) 
trong phần mềm Prism phiên bản 9.0 (GraphPad 
Software Inc., Mỹ) được sử dụng để xử lý thống kê. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Tác động của tỷ lệ dung môi/bột dược 

liệu 

Tỷ lệ dung môi/bột dược liệu có ảnh hưởng trực 
tiếp đến cả quá trình trích ly các hợp chất 
polyphenol, flavonoid và hoạt tính kháng oxy hóa 
của cao chiết nắp ấm hoa đôi. Cụ thể, kết quả cho 
thấy sự biến động rõ rệt trong hàm lượng 
polyphenol, flavonoid, cũng như giá trị IC50 của thử 
nghiệm trung hòa gốc tự do DPPH (Hình 1A, Hình 
1B và Hình 1C). Tại tỷ lệ dung môi/bột dược liệu 
30:1 mL/g, hàm lượng polyphenol và flavonoid đạt 
mức cao nhất, lần lượt là 477,87 ± 1,99 mgGAE/g 
cao chiết và 497,49 ± 0,92 mgQE/g cao chiết. Đồng 
thời, kết quả đánh giá hoạt tính kháng oxy hóa cũng 
cho thấy giá trị IC50 = 35,96 ± 0,47 µg/mL. Hiện 
tượng này có thể được giải thích bởi sự khác biệt 
giữa nồng độ chất tan và dung môi trong một khối 
lượng mẫu nhất định, từ đó ảnh hưởng đến quá trình 
chuyển hợp chất từ pha rắn vào pha lỏng để đạt được 
trạng thái cân bằng, làm tăng hàm lượng các chất 
được trích ly (Samuagam et al., 2013). Tuy nhiên, 
khi tỷ lệ dung môi/bột dược liệu được tăng lên 40:1, 
hàm lượng polyphenol và flavonoid bắt đầu giảm 
dần, đồng thời giá trị IC50 của hoạt tính trung hòa 
DPPH tăng lên, làm giảm hoạt tính kháng oxy hóa. 
Điều này có thể do sự chênh lệch giữa các hợp chất 
có hoạt tính mạnh và yếu được trích ly khi thể tích 
dung môi tăng. Cụ thể, với tỷ lệ dung môi/bột dược 
liệu cao, dung môi không chỉ hòa tan các hợp chất 
có hoạt tính mạnh mà còn dễ dàng trích ly những 
hợp chất có tác dụng yếu, điều này có thể làm giảm 
đi nồng độ của các hợp chất có hiệu quả kháng oxy 
hóa cao. Kết quả này cũng tương đồng với kết quả 
của một nghiên cứu khác trên cây hoàn ngọc đỏ 
(Strobilanthes schomburgkii), khi tỉ lệ dung môi/bột 
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dược liệu và hoạt tính sinh học tỉ lệ thuận với nhau 
đến một tỉ lệ nhất định, sau đó hoạt tính chiết xuất 
giảm dần (Khang và ctv., 2024). Vì vậy, tỷ lệ dung 

môi/bột dược liệu 30:1 được xác định là tỷ lệ tối ưu 
cho quá trình trích ly trong các khảo sát tiếp theo. 

 
Hình 1. Tác động của các yếu tố đơn đến hiệu quả trích ly polyphenol và flavonoid có hoạt tính kháng 

oxy hóa từ loài nắp ấm hoa đôi  
Ghi chú: Ảnh hưởng của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu đến hàm lượng polyphenol (A), flavonoid (B) và hoạt tính trung hòa 
gốc tự do DPPH (C). Ảnh hưởng của nồng độ dung môi đến hàm lượng polyphenol (D), flavonoid (E) và hoạt tính trung 
hòa gốc tự do DPPH (F). Ảnh hưởng của nhiệt độ trích ly đến hàm lượng polyphenol (G), flavonoid (H) và hoạt tính trung 
hòa gốc tự do DPPH (I). Ảnh hưởng của thời gian trích ly đến hàm lượng polyphenol (K), flavonoid (L) và hoạt tính trung 
hòa gốc tự do DPPH (M). Các kết quả được biểu thị dưới dạng trung bình ± SD (n = 3) với ****: p< 0,0001, ***: p < 
0,001, **: p < 0,01, *: p < 0,05 cho thấy sự khác biệt về mặt thống kê so với điều kiện tối ưu; ns: p > 0,05 cho thấy không 
có sự khác biệt về ý nghĩa thống kê. 
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3.2. Tác động của nồng độ dung môi  

Trong quá trình trích ly, nồng độ dung môi đóng 
vai trò quan trọng trong việc hòa tan các hợp chất có 
hoạt tính sinh học; sự thay đổi nồng độ dung môi có 
thể làm thay đổi mức độ trích ly các hợp chất này. 
Ở nồng độ dung môi ethanol 80%, hàm lượng 
polyphenol và flavonoid đạt mức cao nhất, lần lượt 
là 553,57 ± 3,69 mgGAE/g cao chiết và 542,76 ± 
2,92 mgQE/g cao chiết. Đồng thời, kết quả đánh giá 
hoạt tính kháng oxy hóa cũng cho thấy giá trị IC50 = 
33,99 ± 0,87 µg/mL (Hình 1D, Hình 1E và Hình 1F). 
Việc tăng nồng độ dung môi ethanol trong quá trình 
trích ly có thể thúc đẩy khả năng hòa tan các hợp 
chất kém phân cực, giúp cải thiện hiệu quả trích ly 
các chất có tính chất hóa học đặc thù. Ngược lại, khi 
nồng độ dung môi ethanol quá thấp, khả năng hòa 
tan bị hạn chế, dẫn đến việc không thể trích ly tối đa 
các hợp chất polyphenol và flavonoid có trong bột 
dược liệu. Điều này làm giảm hiệu quả trích ly, 
khiến hàm lượng các hợp chất có hoạt tính sinh học 
cao không được phân tán đầy đủ (Lee et al., 2024). 
Ở một nghiên cứu khác trên cây cây núc nác 
(Oroxylum indicum L.), kết quả tương tự về khả 
năng hòa tan các hợp chất cũng được ghi nhận, khi 
nồng độ ethanol 70% là tối ưu trong nghiên cứu 
(Anh và ctv., 2022). Do đó, nồng độ dung môi 
ethanol 80% đã được xác định là tỷ lệ tối ưu cho quá 
trình trích ly trong các nghiên cứu tiếp theo, điều này 
đảm bảo hiệu quả trích ly cao nhất mà không làm 
giảm chất lượng của các hợp chất sinh học có giá trị. 

3.3. Tác động của nhiệt độ  

Nhiệt độ trích ly có ảnh hưởng đáng kể đến hoạt 
tính của cao chiết nắp ấm hoa đôi, chủ yếu nhờ vào 
việc tăng cường khả năng khuếch tán, sự chuyển 
động và va chạm của các phân tử trong dung môi, 
cũng như khả năng hòa tan của các hợp chất khi 
nhiệt độ tăng, đặc biệt là khi được hỗ trợ bởi sóng 
siêu âm. Hơn nữa, nhiệt độ cao cũng thúc đẩy quá 
trình phá vỡ màng tế bào, từ đó làm tăng cường khả 
năng thẩm thấu của dung môi vào bên trong tế bào. 
Cụ thể, khi nhiệt độ được nâng từ 30℃ lên 50℃, 
hàm lượng polyphenol, flavonoid và hoạt tính của 
cao chiết tăng dần (Hình 1G, Hình 1H và Hình 1I). 
Giá trị IC50 đạt mức thấp nhất tại nhiệt độ 60℃ với 
IC50 = 28,45 ± 0,45 µg/mL, giá trị hàm lượng 
polyphenol, flavonoid lần lượt là 561,87 ± 1,68 
mgGAE/g cao chiết và 612,75 ± 0,37 mgQE/g cao 
chiết. Tuy nhiên, khi nhiệt độ tiếp tục tăng lên 70℃ 
và 80℃, hoạt tính lại có xu hướng giảm dần, với giá 
trị IC50 tăng lên, hàm lượng polyphenol và flavonoid 
giảm. Hiện tượng này có thể giải thích bởi sự phân 
hủy của các hợp chất có hoạt tính tại nhiệt độ quá 

cao (ElGamal et al., 2023). Ở một nghiên cứu về tối 
ưu hóa quy trình chiết xuất lá sa kê (Artocarpus 
altilis), kết quả cho thấy nhiệt độ cao hơn 70℃ cũng 
làm phân hủy đáng kể các polyphenol và flavonoid 
(Lan  Linh, 2022). Do đó, nhiệt độ 60℃ được 
chọn là điều kiện tối ưu để khảo sát các yếu tố tiếp 
theo trong quá trình trích ly. 

3.4. Tác động của thời gian chiết  

Thời gian là một yếu tố then chốt cần được khảo 
sát trong quá trình trích ly, bởi nó không chỉ ảnh 
hưởng đến hiệu quả chiết xuất các hợp chất có hoạt 
tính sinh học mà còn giúp tối ưu hóa chi phí và năng 
suất. Kết quả nghiên cứu chỉ ra rằng, khi thời gian 
trích ly được kéo dài từ 10 phút đến 30 phút, hoạt 
tính kháng oxy hóa tăng dần, với giá trị IC50 đạt mức 
tốt nhất là 26,36 ± 0,23 µg/mL (Hình 1K, Hình 1L 
và Hình 1M), hàm lượng polyphenol và flavonoid 
lần lượt là 559,45 ± 2,60 mgGAE/g cao chiết và 
620,78 ± 2,43 mgQE/g cao chiết. Trong suốt giai 
đoạn này, quá trình tương tác giữa pha rắn và pha 
lỏng diễn ra chủ yếu nhờ vào sự khuếch tán các hợp 
chất từ bột dược liệu vào dung môi, tiến đến trạng 
thái cân bằng. Đây là giai đoạn chủ yếu mà phần lớn 
các hợp chất có hoạt tính được trích ly ra. Tuy nhiên, 
khi thời gian trích ly tiếp tục được kéo dài, hàm 
lượng các hợp chất trong dung dịch tăng lên, điều 
này đã làm thay đổi nồng độ của dung dịch thử 
nghiệm, dẫn đến sự giảm sút hiệu quả hoạt tính. Cụ 
thể, khi thời gian trích ly được kéo dài đến 50 phút, 
sự gia tăng hàm lượng chất trích ly đã không còn tỷ 
lệ thuận với hoạt tính kháng oxy hóa, mà thay vào 
đó gây ra sự giảm dần của hoạt tính. Mặc khác, sau 
thời gian này, hàm lượng polyphenol, flavonoid và 
hoạt tính kháng oxy hóa giảm đáng kể do thời gian 
tiếp xúc với sóng siêu âm kéo dài (Prawira-Atmaja 
& Puangpraphant, 2025). Trong một nghiên cứu 
khác về tối ưu khả năng kháng viêm của cao chiết, 
khi thời gian chiết dưới tác động của sóng siêu âm 
vượt quá 15 phút, các hợp chất có hoạt tính bắt đầu 
giảm dần (Khang và ctv., 2024). Từ những phân tích 
trên, có thể kết luận rằng thời gian 30 phút là khoảng 
thời gian tối ưu cho quá trình trích ly trong nghiên 
cứu này, mang lại hiệu quả cao nhất trong việc chiết 
xuất các hợp chất có hoạt tính sinh học. 

3.5. Kết quả thiết kế mô hình Box-behnken  

Dựa trên các yếu tố tác động đến quá trình trích 
ly các hợp chất polyphenol và flavonoid có hoạt tính 
kháng oxy hóa từ bột dược liệu cây nắp ấm hoa đôi 
có hỗ trợ sóng siêu âm bằng phương pháp bề mặt 
đáp ứng đã được áp dụng theo mô hình Box-
Behnken, với bốn yếu tố A, B, C và D tương ứng 
với các yếu tố: tỷ lệ dung môi/bột dược liệu, nồng 
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độ ethanol, nhiệt độ trích ly và thời gian trích ly. Các 
giá trị của bốn yếu tố này được chọn sao cho chúng 
dao động quanh điểm trung tâm cố định của từng 
yếu tố đơn, mã hóa vào phần mềm Design Expert 
12.0 theo các mức mức thấp, trung bình và cao 
(Bảng 1), từ đó quy trình tối ưu hóa quá trình trích 
ly được đã xây dựng (Anh và ctv., 2022; Khang và 
ctv., 2024). Mô hình nghiên cứu này được thiết kế 
với ba nhóm đáp ứng bề mặt độc lập, bao gồm: hàm 
lượng polyphenol (mô hình ký hiệu là TPC), 
flavonoid (mô hình ký hiệu là TFC) và hoạt tính 
kháng oxy hóa dựa trên phương pháp trung hòa gốc 
tự do DPPH (mô hình ký hiệu là IC50). Sau đó, ảnh 
hưởng của các yếu tố đơn được xác định đồng thời 
trên cả ba mô hình này và đưa ra điều kiện để cả ba 
mô hình đạt kết quả tối ưu nhất. 

Kết quả thực nghiệm thu được từ các nghiệm 
thức được đề xuất bởi phần mềm Design Expert 
12.0, bao gồm 5 nghiệm thức trung tâm và 24 
nghiệm thức xung quanh (các nghiệm thức này được 
chia thành 3 nhóm lặp lại ba lần thành 87 nghiệm 
thức độc lập để tránh sai số do các yếu tố ngoại lai) 
(Khang và ctv., 2024). Cụ thể, hàm lượng 
polyphenol, flavonoid thấp nhất là 453,46 ± 2,08 
mgGAE/g cao chiết và 404,27 ± 1,10 mgQE/g cao 
chiết, song song đó giá trị IC50 cao nhất được ghi 
nhận là 35,26 ± 0,95 µg/mL. Đặc biệt, hàm lượng 
polyphenol, flavonoid cao nhất và giá trị IC50 của 
hoạt tính trung hòa gốc tự do DPPH đạt mức thấp 
tập trung chủ yếu ở 5 nghiệm thức trung tâm, với 
các điều kiện A: 30 mL/g, B: 80%, C: 60℃, D: 30 
phút. Sự khác biệt giữa các nghiệm thức này và các 
nghiệm thức còn lại thể hiện rõ rệt ý nghĩa thống kê 
(p < 0,05).  

Bảng 1. Giá trị mã hóa các điều kiện của các yếu 
tố vào phần mềm Design Expert 12.0. 

Yếu 
tố  

Mức thấp 
(−1) 

Mức trung bình 
(0) 

Mức cao 
(+1) 

A 20 30 40 
B 70 80 90 
C 50 60 70 
D 20 30 40 

Phần mềm Design Expert 12.0 đã cung cấp kết 
quả phân tích ANOVA và được sử dụng để đánh giá 
mô hình tối ưu hóa như trình bày trong Bảng 2. Mức 
độ không phù hợp với giá trị p-value của Lack of fit 
là 0,1163 (TPC), 0,8064 (TFC), 0,4297 (IC50) của cả 
ba mô hình dự đoán không có ý nghĩa thống kê (p > 
0,05), điều này chỉ ra rằng sai số của mô hình là 

không đáng kể (Anh và ctv., 2022). Hệ số xác định 
R2 = 0,9952  (TPC), 0,9703 (TFC), 0,9675 (IC50) 
của mô hình dự đoán cao hơn 0,95, điều này chứng 
minh sự phù hợp cao của mô hình với dữ liệu thực 
nghiệm và khả năng dự đoán mạnh mẽ cũng được 
chỉ ra qua Predicted R2 gần với Adjusted R2 (Bảng 
3) (Pyne & Paria, 2022). Giá trị Lack of fit với p > 
0,05 và R2 > 0,8 khẳng định rằng mô hình có tính 
ứng dụng thực tế tốt và ý nghĩa thực nghiệm cao, 
đồng thời củng cố độ tin cậy của phương trình hồi 
quy tuyến tính trong việc dự đoán hàm lượng TPC, 
TFC và giá trị IC50 của hoạt động trung hòa gốc tự 
do DPPH (Khang và ctv., 2024) . Mặc khác, các mô 
hình có F-value lớn và p-value < 0,0001, điều này 
chứng tỏ mô hình có sự tương quan tốt với phân tích 
phương sai và có ý nghĩa thống kê rõ rệt (Yến và 
ctv., 2022). 

Phương trình hồi quy có dạng hàm bậc hai của 
hàm lượng polyphenol (mô hình TPC), phụ thuộc 
vào các yếu tố độc lập như tỷ lệ dung môi/bột dược 
liệu, nồng độ ethanol, nhiệt độ và thời gian trích ly; 
đồng thời, hàm lượng polyphenol còn chịu sự tác 
động của các tương tác giữa các yếu tố như tỷ lệ 
dung môi/bột dược liệu với nhiệt độ, tỷ lệ dung 
môi/bột dược liệu với nhiệt độ trích ly và nồng độ 
ethanol với nhiệt độ trích ly (p-value < 0,0001). Kết 
quả gần như tương đồng cũng được ghi nhận ở 
phương trình hồi quy có dạng hàm bậc hai hoạt tính 
kháng oxy hóa dựa trên phương pháp trung hòa gốc 
tự do DPPH (mô hình ký hiệu là IC50). Tuy nhiên, ở 
phương trình hồi quy có dạng hàm bậc hai của hàm 
lượng flavonoid (mô hình TPC), không phụ thuộc 
vào các yếu tố độc lập mà chỉ chịu sự tác động của 
các tương tác giữa các yếu tố như tỷ lệ dung môi/bột 
dược liệu với thời gian, nhiệt độ với thời gian trích 
ly (p-value < 0,0001). Bên cạnh đó, các hệ số bình 
phương của các yếu tố cũng thể hiện ý nghĩa thống 
kê cao, cho thấy rằng các yếu tố này có thể tạo ra tác 
động phi tuyến tính đối với kết quả trích ly. Điều 
này có nghĩa là mối quan hệ giữa các yếu tố và kết 
quả không phải lúc nào cũng theo dạng tuyến tính, 
mà có thể xuất hiện các điểm tối ưu hoặc cực trị. 
Hiện tượng này đóng vai trò quan trọng trong việc 
tối ưu hóa quy trình trích ly, vì nó không chỉ giúp 
hiểu rõ ảnh hưởng riêng biệt của từng yếu tố mà còn 
làm rõ các vai trò của các yếu tố này khi chúng 
tương tác với nhau. Kết quả một nghiên cứu khác 
trên cây hồng sim (Rhodomryrtus tomentosa) cũng 
ghi nhận kết quả tương tác phức tạp của các yếu tố 
đơn đến quy trình chiết polyphenol (Yến và  
ctv., 2022). 
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Bảng 2. Phân tích ANOVA của các yếu tố dựa trên kết quả thực nghiệm trên mô hình Box-Behnken bởi 
phần mềm Design Expert 12.0. 

Source F-value p-value 
TPC TFC IC50 TPC TFC IC50 

Model 1.040,37 163,56 149,00 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
A-Tỉ lệ dung môi/bột dược liệu 34,31 0,3777 134,40 <0,0001 0,5408 <0,0001 

B-Nồng độ ethanol 145,21 0,0043 300,44 <0,0001 0,9478 <0,0001 
C-Nhiệt độ 331,34 3,77 284,58 <0,0001 0,0563 <0,0001 
D-Thời gian 201,81 6,36 68,39 <0,0001 0,0139 <0,0001 

AB 35,43 7,63 20,85 <0,0001 0,0073 <0,0001 
AC 185,91 0,2433 60,19 <0,0001 0,6234 <0,0001 
AD 0,3039 80,28 1,25 0,5832 <0,0001 0,2668 
BC 535,73 10,00 129,48 <0,0001 0,0023 <0,0001 
BD 3,62 2,38 116,59 0,0611 0,1275 <0,0001 
CD 1,30 177,73 15,08 0,2587 <0,0001 0,0002 
A2 4.910,50 788,69 140,87 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
B2 4.758,05 1.064,51 860,85 <0,0001 <0,0001 <0,0001 
C2 5.443,19 849,12 0,1850 <0,0001 <0,0001 0,6685 
D2 5.391,93 323,99 40,02 <0,0001 <0,0001 <0,0001 

Lack of Fit 1,87 0,7157 1,14 0,1163 0,8064 0,4297 
 

Phương pháp phân tích hồi quy đối với các số 
liệu thực nghiệm được thực hiện thông qua phần 
mềm Design Expert 12.0, với 87 nghiệm thức được 
xây dựng dựa trên mô hình Box-Behnken. Kết quả 
thu được từ mô hình đa thức bậc hai dự đoán các giá 
trị tối ưu với mối quan hệ giữa các yếu tố khảo sát 
được mô tả như sau: 

TPC = 562,10 + 2,57A - 5,28B + 7,98C + 
6,22D - 4,52AB - 10,35AC + 0,4183AD - 17,56BC 
- 1,44BD - 0,86CD - 41,76A2 - 41,10B2 - 43,96C2 - 

43,76D2. 

TFC = 614,77  + 1,36A + 0,15B + 4,31C + 
5,60D + 10,62AB - 1,90AC +34,44AD - 12,15BC 

+ 5,93BD - 51,24CD - 84,77A2 - 98,48B2 - 
87,95C2 - 54,33D2. 

IC50 = 26,00 + 1,18A + 1,77B - 1,72C + 0,84D 
+ 0,81AB - 1,37AC - 0,20AD - 2,01BC - 1,91BD + 

0,69CD + 1,65A2 + 4,07B2 - 0,06C2 + 0,88D2. 

Bảng 3. Hệ số xác định của các mô hình hồi quy 
 TPC TFC IC50 

R2 
Adjusted R2 
Predicted R2 

0,9952 0,9703 0,9675 
0,9943 0,9644 0,9610 
0,9929 0,9545 0,9499 

Mô hình bề mặt đáp ứng (RSM) là một phương 
pháp thống kê mạnh mẽ được sử dụng để tối ưu hóa 
quy trình trích ly (Veza et al., 2023). Các biểu đồ  
đường quanh (contour plot) và biểu đồ bề mặt 3 
chiều (3D surface plot) trong RSM là công cụ trực 
quan giúp đánh giá mối quan hệ giữa các yếu tố và 

kết quả trích ly (Yến và ctv., 2022). Cụ thể, các biểu 
đồ contour thể hiện mối quan hệ giữa hai yếu tố đầu 
vào và kết quả trích ly. Biểu đồ này giúp xác định 
điểm tối ưu của các yếu tố để đạt được mục tiêu tối 
đa. Đồng thời, các biểu đồ bề mặt 3 chiều (3D 
surface plot) cung cấp cái nhìn sâu sắc hơn về sự 
tương tác ba chiều giữa ba yếu tố và kết quả trích ly. 
Những bề mặt có giao động lớn trong các biểu đồ 
này cho thấy sự tương tác giữa các yếu tố, giúp nhận 
diện các điều kiện tối ưu cho quá trình trích ly. 

Màu sắc trên bề mặt biểu đồ bề mặt 3 chiều (3D 
surface plot) có sự chuyển đổi cho thấy sự gia tăng 
giá trị của trục Z (đại diện cho các mục tiêu tối ưu 
như hàm lượng polyphenol, flavonoid và khả năng 
trung hòa gốc tự do DPPH). Cụ thể, trong Hình 2, 
sự biến đổi hàm lượng polyphenol được thể hiện rõ 
qua sự thay đổi màu sắc của bề mặt đáp ứng, từ vàng 
sang hồng và cuối cùng chuyển sang xanh dương khi 
hàm lượng polyphenol tăng dần. Tương tự, trong 
Hình 3, màu sắc của bề mặt đáp ứng chuyển từ hồng 
sang đỏ và sau đó sang vàng khi hàm lượng 
flavonoid tăng. Đối với Hình 4, sự thay đổi màu sắc 
bề mặt đáp ứng từ vàng sang đỏ và cuối cùng là tím 
cho thấy giá trị IC50 thấp nhất, thể hiện hiệu quả 
trung hòa gốc tự do DPPH tối ưu nhất trong quá 
trình trích ly.  

Có thể thấy, sự thay đổi các yếu tố đơn có tác 
động phi tuyến tính đến kết quả trích ly, với các 
điểm tối ưu hoặc cực trị xuất hiện trong không gian 
thiết kế. Điều này cung cấp cơ sở khoa học để tối ưu 
hóa các yếu tố đầu vào trong mô hình, từ đó nâng 
cao hiệu quả trích ly. Thêm nữa, kết quả cũng cho 
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thấy phương pháp chiết xuất có hỗ trợ sóng siêu âm 
thể hiện sự phụ thuộc phức tạp và rõ rệt hơn giữa 
các thông số. Các biểu đồ bề mặt cũng chỉ ra rằng 

việc tối ưu hóa các thông số này có thể làm tăng hiệu 
suất chiết flavonoid và polyphenol, cũng như cải 
thiện khả năng trung hòa gốc tự do DPPH.  

  
Hình 2. Mô hình bề mặt đáp ứng (RSM) của quy trình trích ly polyphenol từ loài nắp ấm hoa đôi 

Ghi chú: Biểu đồ contour (A) và 3D surface plot (D) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với nồng độ ethanol. Biểu 
đồ contour (B) và 3D surface plot (E) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với thời gian trích ly. Biểu đồ contour 
(C) và 3D surface plot (F) của nồng độ ethanol tương tác với nhiệt độ trích ly. Biểu đồ contour (G) và 3D surface plot (K) 
của nồng độ ethanol tương tác với thời gian trích ly. Biểu đồ contour (H) và 3D surface plot (L) của nhiệt độ trích ly tương 
tác với thời gian trích ly. Biểu đồ contour (I) và 3D surface plot (M) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với nhiệt 
độ trích ly. 
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Hình 3. Mô hình bề mặt đáp ứng (RSM) của quy trình trích ly flavonoid từ loài nắp ấm hoa đôi 

Ghi chú: Biểu đồ contour (A) và 3D surface plot (D) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với nồng độ ethanol. Biểu 
đồ contour (B) và 3D surface plot (E) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với nhiệt độ trích ly. Biểu đồ contour (C) 
và 3D surface plot (F) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với thời gian trích ly. Biểu đồ contour (G) và 3D surface 
plot (K) của nồng độ ethanol tương tác với nhiệt độ trích ly. Biểu đồ contour (H) và 3D surface plot (L) của nồng độ 
ethanol tương tác với thời gian trích ly. Biểu đồ contour (I) và 3D surface plot (M) của nhiệt độ trích ly tương tác với thời 
gian trích ly. 
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Hình 4. Mô hình bề mặt đáp ứng (RSM) của quy trình trích ly cao chiết có khả năng trung hòa gốc tự 

do DPPH từ loài nắp ấm hoa đôi 
Ghi chú: Biểu đồ contour (A) và 3D surface plot (D) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với nồng độ ethanol. Biểu 
đồ contour (B) và 3D surface plot (E) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với nhiệt độ trích ly. Biểu đồ contour (C) 
và 3D surface plot (F) của tỉ lệ dung môi/bột dược liệu tương tác với thời gian trích ly. Biểu đồ contour (G) và 3D surface 
plot (K) của nồng độ ethanol tương tác với nhiệt độ trích ly. Biểu đồ contour (H) và 3D surface plot (L) của nồng độ 
ethanol tương tác với thời gian trích ly. Biểu đồ contour (I) và 3D surface plot (M) của nhiệt độ trích ly tương tác với thời 
gian trích ly. 
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Hình 5. Hàm kỳ vọng trong mô hình bề mặt đáp ứng 

Hàm kỳ vọng được xây dựng dựa trên các hệ số 
hồi quy trong mô hình bề mặt đáp ứng. Mô hình này 
dựa trên các nghiệm thức thực nghiệm, với các hệ 
số xác định độ ảnh hưởng của từng yếu tố và sự 
tương tác giữa chúng (Hình 5). Dựa trên các kết quả 
từ phần mềm Design Expert, phương án tối ưu cho 
quá trình trích ly cao chiết giàu polyphenol và 
flavonoid có hoạt tính kháng oxy hóa từ loài nắp ấm 
hoa đôi được xác định như sau: tỷ lệ dung môi/bột 
dược liệu là 29,57 mL/g, nồng độ ethanol là 79,08%, 
nhiệt độ trích ly là 61,67℃ và thời gian trích ly là 
29,49 phút. Với những điều kiện này, giá trị IC50 
trung hòa gốc tự do DPPH dự đoán là 25,53 µg/mL, 
hàm lượng polyphenol và flavonoid lần lượt là 
562,06 mgGAE/g cao chiết và 612,32 mgQE/g cao 
chiết. Kết quả thực nghiệm cho thấy giá trị IC50 
trung hòa gốc tự do DPPH là 24,12 ± 0,89  µg/mL, 
hàm lượng polyphenol và flavonoid lần lượt là 
559,06 ± 2,43  mgGAE/g cao chiết và 611,73 ± 1,97  
mgQE/g cao chiết (kết quả được biểu thị dưới dạng 

trung bình ± SD (n = 3) với p > 0,05 cho thấy không 
sự khác biệt về mặt thống kê so với kết quả dự đoán 
của mô hình). Bên cạnh đó, việc với một nghiên cứu 
khác trên loài này cho thấy khi phương pháp ngâm 
dầm, một phương pháp truyền thống trong trích ly 
dược liệu được dùng để chiết xuất cao chiết, hàm 
lượng polyphenol và flavonoid lần lượt là 538,20 ± 
8,05 mgGAE/g cao chiết và 367,08 ± 7,22 mgQE/g 
cao chiết, thấp hơn đáng kể so với cao chiết sau quá 
trình tối ưu hóa (Thanh và ctv., 2025). Điều này có 
thể cho thấy quy trình trích ly tối ưu được đề xuất 
không chỉ có hiệu quả cao hơn mà còn có tiềm năng 
ứng dụng quy mô công nghiệp, giúp tiết kiệm chi 
phí, giảm thời gian trích ly và nâng cao hiệu quả  
sản xuất. 

4. KẾT LUẬN 

Nắp ấm hoa đôi (Nepenthes mirabilis) là loài 
dược liệu với hoạt tính sinh hóa đa dạng, đặc biệt là 
tiềm năng kháng oxy hóa. Trong nghiên cứu này, 
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phương pháp tối ưu hóa bề mặt đáp ứng (RSM) theo 
thiết kế Box-Behnken đã được ứng dụng nhằm tối 
ưu quy trình trích ly cao chiết giàu polyphenol và 
flavonoid có hoạt tính kháng oxy hóa. Kết quả cho 
thấy quy trình trích ly hai lần bằng ethanol có hỗ trợ 
siêu âm cho hiệu suất chiết xuất tối ưu với các điều 
kiện chiết: tỷ lệ dung môi/bột dược liệu là 29,57 
mL/g, nồng độ ethanol là 79,08%, nhiệt độ trích ly 
là 61,67℃ và thời gian trích ly là 29,49 phút. Với 
những điều kiện này, giá trị IC50 trung hòa gốc tự do 
DPPH dự đoán là 25,53 µg/mL, hàm lượng 
polyphenol và flavonoid lần lượt là 562,06 
mgGAE/g cao chiết và 612,32 mgQE/g cao chiết. 
Kết quả thực nghiệm dưới với điều kiện này cho 

thấy, giá trị IC50 trung hòa gốc tự do DPPH là 24,12 
± 0,89 µg/mL, hàm lượng polyphenol và flavonoid 
lần lượt là 559,06 ± 2,43 mgGAE/g cao chiết và 
611,73 ± 1,97 mgQE/g cao chiết. Kết quả này cho 
thấy mô hình tối ưu được xây dựng có độ tin cậy cao 
và có thể ứng dụng trong phát triển chế phẩm chiết 
xuất giàu hoạt chất kháng oxy hóa từ nắp ấm  
hoa đôi. 
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