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Tóm tắt
Để tối ưu hóa quy trình chiết xuất polyphenol và triterpenoid từ dược liệu, phương pháp bề mặt đáp ứng (Response

Surface Methodology, RSM) được sử dụng rộng rãi nhằm đánh giá đồng thời ảnh hưởng của nhiều yếu tố và tìm ra điều kiện
tối ưu cho hệ thống chiết. Nghiên cứu thực hiện tối ưu hóa quy trình chiết xuất polyphenol, triterpenoid bằng siêu âm từ lá
cây insulin (Costus pictus D. Don) trồng ở Việt Nam. Thí nghiệm được thiết kế theo mô hình Box-Behnken, sử dụng phương
pháp RSM, thu được điều kiện chiết xuất tối ưu là dung môi ethanol 66% ở nhiệt độ 80℃ trong thời gian 90 phút, hàm lượng
polyphenol và triterpenoid thực tế thu được lần lượt là 3,65 ± 0,05 mg GAE/g và 2,17 ± 0,04 mg OAE/g. Kết quả này cũng
phù hợp với dự đoán của mô hình toán học đã khẳng định tính chính xác và khả năng ứng dụng thực tiễn của quy trình. Quy
trình được tối ưu cũng góp phần định hướng nghiên cứu tiếp theo nhằm mở rộng và nâng cấp quy mô chiết siêu âm để điều
chế cao giàu polyphenol và triterpenoid lên mức bán công nghiệp và công nghiệp .

Từ khóa: Cây insulin; Costus pictus; Polyphenol; Triterpenoid; Bề mặt đáp ứng; Box–Behnken (BBD).
Summary

Optimization of Ultrasonic Extraction Process for the Extraction of Polyphenols and Triterpenoids from Insulin
Leaves (Costus pictus D. Don) Grown in Vietnam Using the Response Surface Method

Response Surface Methodology (RSM) is widely utilized in optimizing the extraction of bioactive compounds from
medicinal plants to evaluate the simultaneous effects of multiple factors and determine the optimal operating conditions. This
study aimed to optimize the ultrasound-assisted extraction (UAE) process for recovering polyphenols and triterpenoids from
the insulin leaves (Costus pictus D. Don) cultivated in Vietnam. Based on RSM, a three-factor Box-Behnken design (BBD)
was applied with three independent variables: ethanol concentration (50–100%), extraction temperature (40–80℃), and
extraction time (30–90 min). The established optimal conditions were 66% ethanol, a temperature of 80℃, and a duration of
90 min. Under these conditions, the experimental yields of total polyphenols and triterpenoids were 3.65 ± 0.05 mg GAE/g
and 2.17 ± 0.04 mg OAE/g, respectively. These experimental results were in close agreement with the model-predicted
values, thereby validating the reliability and practical applicability of the extraction model. The optimized process provides a
solid foundation for further scale-up studies at semi-industrial and industrial levels.

Keywords: Costus pictus; Polyphenol; Triterpenoid; Response Surface Method; Box–Behnken (BBD).

1. Đặt vấn đề
Cây insulin (Costus pictus D. Don) là loài thực

vật thuộc họ Costaceae. Đây là cây thân thảo, lá to,
mọng nước, có nguồn gốc từ châu Mỹ nhưng được
trồng phổ biến ở Ấn Độ và một số nước Nam Á
[1]. Các khảo sát hóa thực vật cho thấy lá C.
pictus chứa nhiều nhóm chất có hoạt tính sinh học,
như: polyphenol, flavonoid, triterpenoid, saponin,
steroid, alkaloid và tannin; đây là các thành phần
chính mang lại tác dụng dược lý của cây
[1],[2],[3],[4]. Đặc biệt, polyphenol có hoạt tính
chống oxy hóa, qua đó làm giảm stress oxy hóa,
bảo vệ tế bào beta tụy và góp phần hạn chế tiến
triển của tăng đường huyết mạn tính [1]. Bên cạnh

đó, nhóm triterpenoid, bao gồm cả các saponin có
khung triterpen, được ghi nhận có tiềm năng điều
hòa chuyển hóa glucose và lipid, đồng thời có thể
hỗ trợ tăng nhạy cảm insulin, kháng viêm và cải
thiện các rối loạn chuyển hóa liên quan [3],[4].
Hiện nay, C. pictus đã được sử dụng như một

nguồn dược liệu chữa trị tiểu đường tại một số
bang của Ấn Độ [5]. Ở Việt Nam, C. pictus gần
đây cũng được trồng nhiều và đang được quan
tâm hơn chính nhờ tiềm năng hỗ trợ kiểm soát đái
tháo đường và cải thiện các rối loạn chuyển hóa
liên quan này [2],[6]. Tuy nhiên, chưa có nhiều
nghiên cứu tập trung vào điều kiện chiết xuất
nhóm hoạt chất polyphenol và triterpenoid được
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thực hiện. Vì vậy, nghiên cứu này nhằm khảo sát
điều kiện chiết siêu âm và tối ưu hóa quy trình
bằng phương pháp bề mặt đáp ứng (Response
Surface Methodology - RSM) để hướng tới điều
chế cao giàu polyphenol và triterpenoid bằng
chiết siêu âm ở quy mô cao hơn.
2. Đối tượng, phương pháp nghiên cứu
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Đối tượng nghiên cứu là lá cây insulin (Costus

pictus D. Don) được thu hái vào 05/2026 ở Thạch
Thất, Hà Nội và được định danh bởi Bộ môn
Thực vật, Trường Đại học Dược Hà Nội (Phiếu
giám định số 60/2025). Lá cây sau khi thu hái
được rửa sạch, thái nhỏ, phơi khô (hàm ẩm 8,7 %)
và được bảo quản trong túi hút chân không.
2.2. Thiết bị, dụng cụ, hóa chất, chất chuẩn
Chất chuẩn: Acid gallic (GAE, C7H6O5)

(Sigma-Aldrich; lot: 0000471083; 99,8%); acid
oleanolic (OAE, C30H48O3) (VKNTTW; SKS:
E0124398; 97,3% (nguyên trạng)).
Hóa chất, dung môi được sử dụng phù hợp cho

phân tích (PA), bao gồm: ethanol (Công ty Cổ
phần Hóa Dược Việt Nam), thuốc thử Folin &
Ciocalteu (Sigma - Aldrich), natri carbonat
(Scharlau), vanillin (Trung Quốc), acid acetic
băng (Scharlau), acid perchloric đặc (Merck) và
nước RO (VKNTTW).
Các thiết bị, dụng cụ đã được hiệu chuẩn, đáp

ứng yêu cầu của ISO/IEC 17025 và GLP, bao
gồm: cân phân tích (Mettler, d = 0,1 mg; Mettler,
d = 0,001 mg); Máy quang phổ hấp thụ UV-Vis
(Shimadzu, UV-2600); máy lắc siêu âm
Elmasonic S100H (150 W; 37 kHz); bể điều
nhiệt Memmert; micropipet và các loại dụng cụ
thủy tinh chính xác class A.
2.3. Phương pháp nghiên cứu
2.3.1. Phương pháp chiết xuất:
Cân chính xác khoảng 1,0 g dược liệu vào

bình định mức 100 mL, chiết siêu âm (150 W; 37
kHz) với các điều kiện chiết: nồng độ ethanol,
thời gian, nhiệt độ chiết được thiết kế theo mô
hình Box–Behnken (BBD) với 15 thí nghiệm
(được mô tả ở Bảng 2). Sau quá trình chiết, tiến
hành lọc bỏ bã, thu được dung dịch thử. Tiến
hành xác định hàm lượng polyphenol toàn phần

và triterpenoid toàn phần theo mô tả phần 2.3.2
và 2.3.3.
2.3.2. Phương pháp định lượng polyphenol

toàn phần:
Định lượng polyphenol toàn phần sử dụng

phương pháp tạo phức với thuốc thử Folin –
Ciocalteu và tiến hành đo hấp thụ UV-VIS, so
sánh với chuẩn acid gallic [7].
Chuẩn bị dãy các mẫu chuẩn: Cân chính xác

khoảng 1,38 mg acid gallic (GAE) chuẩn vào
bình định mức 10 mL màu nâu, thêm nước để
hòa tan và định mức bằng nước. Hút chính xác
5,0 mL dung dịch trên vào bình định mức 25 mL
màu nâu, thêm nước vừa đủ đến vạch, lắc đều
(dung dịch có nồng độ gallic acid khoảng 0,025
mg/mL). Hút chính xác lần lượt 1,0 mL; 2,0 mL;
3,0 mL; 4,0 mL; 5,0 mL dung dịch chuẩn vào các
bình định mức 25 mL riêng biệt màu nâu, thêm
vào mỗi bình 2 mL thuốc thử Folin – Ciocalteu
(TT), sau đó thêm lần lượt 10 mL, 9 mL, 8 mL, 7
mL, 6 mL nước RO vào các bình tương ứng,
thêm dung dịch natri carbonat 29% (TT) đến
vạch, lắc đều thu được các mẫu chuẩn.
Mẫu thử: được chuẩn bị bằng cách hút chính

xác 5,0 mL dịch lọc vào ống chiết thủy tinh, thổi
khí nitơ đến cắn. Hòa tan lại toàn bộ lượng cắn
sau khi cô bằng 12 mL nước RO vào bình định
mức 25 mL, thêm 2 mL thuốc thử Folin –
Ciocalteu (TT), lắc đều, định mức bằng dung
dịch Na2CO3 29% (TT), lắc đều.
Mẫu trắng được chuẩn bị tương tự mẫu thử,

nhưng sử dụng 5,0 mL nước RO.
Tiến hành đo quang ở bước sóng 760 nm. Dựa

vào độ hấp thụ của các mẫu thử và dãy các mẫu
chuẩn, xây dựng phương trình hồi quy tuyến tính,
tính tổng lượng polyphenol theo mẫu khô kiệt,
quy về acid gallic (mg GAE/g).
2.3.3. Phương pháp định lượng triterpenoid

toàn phần:
Định lượng triterpenoid toàn phần sử dụng

phương pháp tạo phản ứng với thuốc thử vanillin
5 %/ acetic acid băng thành phức được đo bằng
quang phổ hấp thụ UV-VIS [8].
Chuẩn bị dãy các mẫu chuẩn: Cân chính xác

khoảng 2,00 mg acid oleanolic chuẩn vào bình
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định mức 10 mL, hòa tan và định mức bằng dung
dịch ethanol 90% (TT). Hút chính xác lần lượt
0,5 mL; 0,8 mL; 1,0 mL; 1,2 mL; 1,5 mL vào các
bình định mức 5 mL riêng biệt, làm đầy vừa đủ
bằng dung dịch ethanol 90% (TT), lắc đều. Hút
chính xác 2,0 mL các dung dịch trên vào các ống
chiết thủy tinh riêng biệt, thổi khí nitơ đến cắn.
Sau khi cô cắn, để nguội về nhiệt độ phòng rồi
thêm chính xác 0,6 mL dung dịch vanilin 5%/
acetic acid băng (TT) và 2,0 mL dung dịch
perchloric acid đặc (TT). Tiến hành phản ứng
bằng cách đun cách thủy ở 60℃ trong 15 phút.
Sau đó, để nguội về nhiệt độ phòng và bổ sung
7,4 mL dung dịch acetic acid băng (TT), lắc đều.
Mẫu thử: được chuẩn bị bằng cách hút chính

xác 1,0 mL dịch lọc vào ống chiết thủy tinh, thổi
khí nitơ đến cắn. Sau đó thêm chính xác 0,6 mL
dung dịch vanilin 5%/ acetic acid băng (TT) và
2,0 mL dung dịch perchloric acid đặc (TT), lắc
đều. Tiến hành phản ứng bằng cách đun cách
thủy ở 60℃ trong 15 phút. Sau đó, để nguội về
nhiệt độ phòng và bổ sung 7,4 mL dung dịch
acetic acid băng (TT), lắc đều.
Mẫu trắng được tiến hành tương tự mẫu thử,

nhưng sử dụng 1,0 mL nước RO.
Tiến hành đo quang ở bước sóng 550 nm. Dựa

vào độ hấp thụ của các mẫu thử và dãy các mẫu

chuẩn, xây dưng phương trình hồi quy tuyến tính,
tính tổng lượng triterpenoid theo mẫu khô kiệt,
quy về acid oleanolic (mg OAE/g).
2.3.4. Thiết kế thí nghiệm tối ưu hóa (RSM-

BBD):
Thí nghiệm thiết kế theo mô hình Box-

Behnken, sử dụng RSM bằng phần mềm JMP Pro
17 cho ra 15 thí nghiệm, trong đó có 3 thí nghiệm
tại tâm với 3 biến độc lập: nhiệt độ chiết (X1),
nồng độ ethanol (X2) và thời gian chiết (X3).
Mức mã hóa các yếu tố được trình bày trong
Bảng 1.
Mô hình toán học mô tả ảnh hưởng của các

biến độc lập đối với hàm mục tiêu có dạng hàm
đa thức bậc hai có dạng tổng quát như sau:

Yi = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b11X1² +
b22X2² + b33X3² + b12X1X2 + b13X1X3 +

b23X2X3

Phân tích ANOVA, R2 và kiểm tra Lack of Fit
được thực hiện bằng phần mềm JMP Pro 17 để
đánh giá độ phù hợp mô hình. Điều kiện tối ưu
được xác định dựa trên hàm kỳ vọng nhằm tối đa
hóa đồng thời Y1 và Y2 trong phạm vi thực
nghiệm.

Bảng 1.Mức mã hóa các biến độc lập trong thiết kế Box-Behnken

Yếu tố Đơn vị Mã hóa Mức thấp (−1) Mức giữa (0) Mức cao (+1)

Nhiệt độ chiết °C X1 40 60 80

Nồng độ EtOH % X2 50 75 100

Thời gian chiết phút X3 30 60 90

Cơ sở lựa chọn biên của biến độc lập (Bảng 1)
được thiết lập dựa trên nguyên lý hóa lý của hệ
dung môi, đặc tính của các nhóm hoạt chất, kết
hợp với các dữ liệu thực nghiệm đã công bố trên
các đối tượng tương tự [9],[10],[11],[12],[13],[14];
nhằm bao quát các điều kiện chiết xuất chứa
điểm tối ưu mà có thể bỏ qua bước sàng lọc đơn
yếu tố. Về nồng độ dung môi, do hàm mục tiêu
hướng tới việc chiết xuất đồng thời nhóm
polyphenol (thích hợp dung môi phân cực

mạnh/trung bình) và triterpenoid (thích hợp dung
môi kém phân cực hơn), dải nồng độ ethanol từ
50 – 100% được lựa chọn để đảm bảo vùng có
thể hòa tan cho cả hai nhóm chất. Về nhiệt độ (40
– 80℃), giới hạn trên được thiết lập sát với nhiệt
độ sôi của ethanol (~78,4℃) nhằm hạn chế sự
bay hơi ồ ạt gây mất an toàn và làm sai lệch nồng
độ dung môi, đồng thời ngăn ngừa sự phân hủy
bởi nhiệt (thermal degradation) của các
polyphenol, triterpenoid nhạy cảm; trong khi giới
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hạn dưới (40℃) nhằm đảm bảo hệ có đủ động
năng khuếch tán. Đối với thời gian chiết (30 – 90
phút), các nghiên cứu động học cho thấy năng
lượng sóng siêu âm kéo dài vượt quá 90 phút
thường không làm tăng thêm hiệu suất do hệ đã
bão hòa, mà ngược lại có thể sinh nhiệt cục bộ
làm phá hủy cấu trúc hoạt chất và gây lãng phí
năng lượng. Do đó, trong nghiên cứu này, hai
hàm mục tiêu là hàm lượng polyphenol và
triterpenoid toàn phần được lựa chọn để tối ưu
quy trình chiết xuất nên lựa chọn các tham số
điều kiện là nhiệt độ 40 – 80℃, thời gian chiết từ
30 – 90 phút, sử dụng dung môi chiết có nồng độ
ethanol từ 50 – 100%.
3. Kết quả, bàn luận
3.1. Thiết kế thí nghiệm và kết quả thực nghiệm

Ma trận Box-Behnken và kết quả thực nghiệm
được trình bày trong Bảng 2. Hàm lượng
triterpenoid (Y1) dao động từ 1,17 đến 2,26 mg
OAE/g, trong khi hàm lượng polyphenol (Y2)
dao động từ 0,67 đến 3,68 mg GAE/g. Biên độ
dao động rộng của cả hai hàm mục tiêu cho thấy
các yếu tố khảo sát (các biến độc lập) có ảnh
hưởng đáng kể. Điểm đáng chú ý là thí nghiệm
14 (X1 = 80℃, X2 = 75%, X3 = 90 phút) cho
hàm lượng triterpenoid cao nhất (2,26 mg
OAE/g), trong khi thí nghiệm 6 (X1 = 60℃, X2
= 50%, X3 = 90 phút) cho hàm lượng polyphenol
cao nhất (3,68 mg GAE/g). Ba thí nghiệm tại tâm
(thí nghiệm 7, 8, 9) cho kết quả lặp lại tốt (Y1:
1,81–1,92 mg OAE/g; Y2: 2,09–2,50 mg GAE/g),
đảm bảo độ ổn định của quy trình thực nghiệm.

Bảng 2.Ma trận thực nghiệm Box-Behnken ba yếu tố của quy trình chiết xuất

STT Biến được
mã hóa

Các biến độc lập Các hàm mục tiêu

X1 -
Nhiệt độ
(℃)

X2 -
EtOH
(%)

X3 -
Thời gian
(phút)

Y1 - Hàm lượng
Triterpenoid (mg OAE/g)

Y2 - Hàm lượng
Polyphenol (mg GAE/g)

1 --0 40 50 60 1,17 2,55

2 -0- 40 75 30 1,76 1,54

3 -0+ 40 75 90 1,80 2,28

4 -+0 40 100 60 1,44 0,89

5 0-- 60 50 30 1,25 2,61

6 0-+ 60 50 90 1,33 3,68

7 000 60 75 60 1,90 2,09

8 000 60 75 60 1,81 2,50

9 000 60 75 60 1,92 2,26

10 0+- 60 100 30 1,65 0,67

11 0++ 60 100 90 1,59 0,74

12 +-0 80 50 60 1,56 3,49

13 +0- 80 75 30 1,96 2,37

14 +0+ 80 75 90 2,26 3,39

15 ++0 80 100 60 1,62 0,93
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3.2. Phân tích mô hình hồi quy
Mô hình hồi quy bậc hai được xây dựng bằng

phương pháp bình phương tối thiểu từ 15 thí

nghiệm BBD sử dụng phần mềm JMP Pro 17. Kết
quả đánh giá mô hình được tổng hợp trong Bảng 3.

Bảng 3. Kết quả phân tích thống kê mô hình hồi quy BBD

Thông số Y1 (Hàm lượng Triterpenoid) Y2 (Hàm lượng Polyphenol)

R2 0,9716 0,9782

R2 hiệu chỉnh 0,9205 0,9389

F-value (Mô hình) 19,02 24,91

p-value (Mô hình) 0,0024 0,0012

F-value (Lack of Fit) 2,66 1,71

p-value (Lack of Fit) 0,2848 0,3897

Kết quả phân tích ANOVA cho thấy cả hai
phương trình hồi quy đều có ý nghĩa thống kê với
p-value lần lượt là 0,0024 (Y1) và 0,0012 (Y2),
nhỏ hơn nhiều so với ngưỡng 0,05. Hệ số R2 =
0,9716 (Y1) và R2 = 0,9782 (Y2) và hệ số R2

hiệu chỉnh tương ứng là 0,9205 (Y1) và 0,9389
(Y2), chứng tỏ mô hình có khả năng dự đoán tốt
dữ liệu thực nghiệm. Ngoài ra, sự không phù hợp
(Lack of Fit) của mô hình có giá trị p-value cho 2
hàm mục tiêu lần lượt là 0,2848 (Y1) và 0,3897
(Y2), đều lớn hơn 0,05, chứng tỏ mô hình phù
hợp với số liệu thực nghiệm. Các kết quả này
tương đồng với những nghiên cứu tối ưu hóa

bằng RSM-BBD trên các dược liệu tương tự
[15],[16].
Phương trình hồi quy bậc hai biểu diễn bằng

biến mã hóa thu được như sau:
Y1 = 1,8767 + 0,1538X1 + 0,1238X2 + 0,0450X3 +

0,0304X1² − 0,4596X2² + 0,0379X3²
− 0,0525X1X2 + 0,0650X1X3 − 0,0350X2X3

(1)

Y2 = 2,2833 + 0,3650X1 − 1,1375X2 + 0,3625X3 +
0,0758X1² − 0,3942X2² + 0,0358X3²
− 0,2250X1X2 + 0,0700X1X3 − 0,2500X2X3

(2)
Trong đó biến mã hóa: X1 = (Nhiệt độ − 60)/20; X2 =
(Nồng độ EtOH − 75)/25; X3 = (Thời gian − 60)/30

Bảng 4. Phân tích ý nghĩa thống kê các hệ số hồi quy của mô hình RSM-BBD

Số hạng
Y1 – Triterpenoid (mg OAE/g) Y2 – Polyphenol (mg GAE/g)

Hệ số SS F p Hệ số SS F p
Hệ số tự do (b0) 1,8767 – – <0,0001 2,2833 – – <0,0001

X1 0,1538 0,1891 27,57 0,0033 0,3650 1,0658 17,61 0,0085
X2 0,1238 0,1225 17,87 0,0083 −1,1375 10,3512 171,06 <0,0001
X3 0,0450 0,0162 2,36 0,1849 0,3625 1,0512 17,37 0,0088
X1² 0,0304 0,0034 0,50 0,5119 0,0758 0,0212 0,35 0,5794
X2² −0,4596 0,7799 113,72 0,0001 −0,3942 0,5737 9,48 0,0275
X3² 0,0379 0,0053 0,77 0,4193 0,0358 0,0047 0,08 0,7908
X1X2 −0,0525 0,0110 1,61 0,2607 −0,2250 0,2025 3,35 0,1269
X1X3 0,0650 0,0169 2,47 0,1773 0,0700 0,0196 0,32 0,5939
X2X3 −0,0350 0,0049 0,71 0,4365 −0,2500 0,2500 4,13 0,0978

Ghi chú: mỗi số hạng có bậc tự do df = 1, do đó MS = SS. Phần dư (sai số): SS = 0,0343 (Y1) và 0,3026 (Y2), df = 5.

Phân tích ý nghĩa thống kê các hệ số hồi quy
(Bảng 4) cho thấy: đối với Y1 (triterpenoid), các
hệ số có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) là X1 (p =
0,0033), X2 (p = 0,0083) và X22 (p = 0,0001). Đối
với Y2 (polyphenol), các hệ số có ý nghĩa thống
kê gồm X1 (p = 0,0085), X2 (p < 0,0001), X3 (p =

0,0088) và X22 (p = 0,0275). Kết quả này cho thấy
nồng độ ethanol (X2) là yếu tố có ảnh hưởng phi
tuyến mạnh nhất và có ý nghĩa thống kê đối với cả
hai hàm mục tiêu. Nhiệt độ chiết (X1) ảnh hưởng
tuyến tính có ý nghĩa thống kê đến cả Y1 và Y2,
trong khi thời gian chiết (X3) chỉ có ý nghĩa thống
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kê đối với Y2 nhưng không có ý nghĩa thống kê
đối với Y1 (p = 0,1849).
3.3. Ảnh hưởng của các yếu tố qua đồ thị bề

mặt đáp ứng

Đồ thị bề mặt đáp ứng 3D biểu diễn sự phụ
thuộc của hàm lượng triterpenoid và
polyphenol với từng cặp yếu tố ảnh hưởng
(khi yếu tố thứ ba cố định tại mức giữa) được
trình bày trong Hình 1 và Hình 2.

a) b) c)

Hình 1. Đồ thị bề mặt đáp ứng 3D cho Y1-Triterpenoid: (a) ảnh hưởng X1 và X2; (b) X1 và X3;
(c) X2 và X3

d) e) f)

Hình 2. Đồ thị bề mặt đáp ứng 3D cho Y2-Polyphenol: (d) ảnh hưởng X1 và X2; (e) X1 và X3;
(f) X2 và X3

Đối với hàm lượng triterpenoid (Y1): Phân tích
đồ thị bề mặt đáp ứng cho thấy nhiệt độ chiết (X1)
có tác động tỷ lệ thuận và rõ rệt đến Y1. Khi
nhiệt độ tăng từ 40℃ lên 80℃, hàm lượng
triterpenoid thu được gia tăng đáng kể. Điều này
hoàn toàn phù hợp với cơ chế của phương pháp
chiết siêu âm: nhiệt độ cao làm giảm độ nhớt của
dung môi, tăng động năng phân tử, kết hợp với
hiện tượng xâm thực (cavitation) giúp phá vỡ
mạnh mẽ cấu trúc thành tế bào thực vật. Nhờ đó,
các hợp chất kém phân cực như triterpenoid dễ
dàng khuếch tán và giải phóng vào hệ dung môi
[16]. Về yếu tố nồng độ ethanol (X2), sự ảnh

hưởng diễn ra theo xu hướng phi tuyến với hệ số
bậc hai mang giá trị âm lớn (b22 = −0,4596), tạo
nên bề mặt đáp ứng dạng lồi với đỉnh cực đại
nằm trong khoảng nồng độ 75–80%. Cụ thể, ở
nồng độ ethanol thấp, độ hòa tan của triterpenoid
bị giới hạn; ngược lại, khi nồng độ ethanol quá
cao (>85 %), lượng nước trong hệ dung môi giảm
đi sẽ làm giảm mức độ trương nở của tế bào thực
vật, đồng thời làm suy giảm hiệu quả của quá
trình xâm thực, dẫn đến giảm hiệu suất chiết [17].
Đối với hàm lượng polyphenol (Y2): Nồng độ

ethanol (X2) là yếu tố chi phối mạnh mẽ nhất, thể
hiện qua hệ số b2 = −1,1375 (X2) và b22 =
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−0,3942 (X22) đều mang giá trị âm lớn. Sự gia
tăng nồng độ ethanol từ 50% lên 100% làm hàm
lượng polyphenol sụt giảm liên tục. Kết quả này
phản ánh rõ đặc tính phân cực của nhóm
polyphenol: dung môi có nồng độ ethanol thấp
(tương đương 50%) sở hữu độ phân cực phù hợp
nhất, tạo điều kiện tối ưu để hòa tan các hợp chất
ưa nước [7],[18]. Bên cạnh đó, nhiệt độ (X1) và
thời gian chiết (X3) đều có tác động làm tăng Y2
có ý nghĩa thống kê (với hệ số tương ứng là
0,3650 và 0,3625). Đặc biệt, sự tương tác giữa
nồng độ ethanol và thời gian chiết (X2×X3, b23

= −0,2500) chỉ ra rằng: khi chiết bằng hệ dung
môi có nồng độ ethanol thấp, việc kéo dài thời
gian chiết sẽ tạo điều kiện để các hoạt chất
khuếch tán triệt để, từ đó gia tăng đáng kể hàm
lượng polyphenol thu được.
3.4. Điều kiện chiết xuất tối ưu
Tối ưu hóa từng biến đầu ra riêng lẻ trong

phạm vi thực nghiệm được thực hiện bằng
phương pháp đạo hàm và giới hạn vùng (bounded
optimization). Kết quả điều kiện tối ưu được tổng
hợp trong Bảng 5.

Bảng 5. Điều kiện chiết xuất tối ưu dự đoán cho từng biến đầu ra từ mô hình RSM-BBD

Biến đầu ra X1-Nhiệt độ
(℃) X2-EtOH (%) X3-Thời gian

(phút) Giá trị dự đoán Kỳ vọng

Y1 (Triterpenoid) 80 75,55 90 2,21 mg OAE/g 0,97

Y2 (Polyphenol) 80 50 90 4,41 mg GAE/g 0,99

Điều kiện tối ưu cho Y1 là nhiệt độ 80℃,
ethanol 75,55%, thời gian 90 phút, với hàm lượng
triterpenoid dự đoán 2,21 mg OAE/g. Trong khi
đó, điều kiện tối ưu cho Y2 là nhiệt độ 80℃,
ethanol 50 %, thời gian 90 phút, với hàm lượng
polyphenol dự đoán 4,41 mg GAE/g. Điểm chung
của hai điều kiện tối ưu là nhiệt độ 80℃ và thời
gian 90 phút, trong khi điểm khác biệt là nồng độ
ethanol: 75,55% cho triterpenoid và 50% cho
polyphenol. Sự khác biệt này phản ánh bản chất
hóa học khác nhau giữa hai nhóm chất:
triterpenoid là nhóm kém phân cực hơn nên cần

ethanol nồng độ cao hơn để hòa tan, còn
polyphenol là nhóm phân cực, ưa dung môi có tỉ lệ
nước cao hơn [17],[18].
Dựa trên các phương trình hồi quy mô tả ảnh

hưởng của các thông số quá trình chiết (biến đầu
vào) lên hàm lượng triterpenoid và polyphenol
(biến đầu ra), bài toán tối ưu hóa thực hiện tối ưu
hoá hàm kỳ vọng chung nhằm tìm ra các điều
kiện chiết xuất giúp biến đầu ra đạt giá trị cực đại.
Các điều kiện chiết xuất tối ưu và kết quả mô
hình dự đoán được trình bày chi tiết tại Bảng 6.

Bảng 6. Điều kiện chiết xuất tối ưu dự đoán từ mô hình RSM-BBD

X1-Nhiệt độ
(℃)

X2-EtOH
(%)

X3-Thời gian
(phút)

Hàm lượng
triterpenoid (mg

OAE/g)

Hàm lượng
polyphenol
(mg GAE/g)

Kỳ vọng

80 66,47 90 2,14 3,70 0,97

Theo kết quả của mô hình, điều kiện tối ưu
cho quá trình chiết siêu âm polyphenol và
triterpenoid từ lá cây insulin được xác định là
nồng độ ethanol xấp xỉ 66,47% ở nhiệt độ 80℃
trong 90 phút thu được hàm lượng triterpenoid là
2,14 mg OAE/g và polyphenol là 3,70 mg GAE/g.
Điều kiện tối ưu này là kết quả của sự phối hợp
giữa hiệu ứng xâm thực vật lý và động học hòa
tan. Tác động của sóng siêu làm phá vỡ cấu trúc
vách tế bào lá cây insulin, tạo điều kiện cho dung
môi thâm nhập sâu vào nội bào. Hệ dung môi

ethanol 66,47% đóng vai trò là tỷ lệ tối ưu hóa đa
mục tiêu nhờ cân bằng hằng số điện môi; trong
đó nước thúc đẩy quá trình thẩm thấu và trương
nở cấu trúc polymer thực vật, còn ethanol hòa tan
đồng thời nhóm polyphenol (phân cực trung bình)
và triterpenoid (phân cực kém). Mốc thời gian 90
phút là động học cần thiết để hệ thống hoàn thành
pha khuếch tán nội mạc chậm, giúp giải phóng
các cấu trúc triterpenoid hoặc saponin liên kết
sâu trong nền mẫu thực vật. Hiệu suất tăng tuyến
tính đến 90 phút cũng chứng minh các hoạt chất
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mục tiêu có độ bền nhiệt và bền cơ học cao,
không bị phân hủy bởi siêu âm ở 80°C trong suốt
quá trình khảo sát. Tuy nhiên, điều kiện này cần
được xác minh bằng thực nghiệm để kiểm chứng
giá trị dự đoán. Việc kiểm chứng bằng thực
nghiệm là bước thiết yếu để xác nhận độ tin cậy
của mô hình RSM trong điều kiện chiết cụ thể
của đối tượng nghiên cứu.
Đáng chú ý, điều kiện tối ưu xác định được

nằm tại giới hạn trên của vùng khảo sát đối với
nhiệt độ (80℃) và thời gian (90 phút). Phân tích
đáp ứng bề mặt cho thấy hàm mục tiêu vẫn còn
xu hướng tăng theo hai yếu tố này trong phạm vi
khảo sát, nghĩa là cực đại thực sự của quá trình
có thể nằm ngoài vùng đã khảo sát; trong khi đó,
đối với nồng độ ethanol, hệ số bậc hai (X22) có ý
nghĩa thống kê với cả hai biến đầu ra cho thấy
mô hình đã xác định được cực trị nội vùng của
yếu tố này. Việc nhiệt độ và thời gian đạt tối ưu
tại biên phản ánh bản chất của chiết siêu âm,
trong đó nhiệt độ và thời gian cao hơn (trong giới
hạn an toàn nhiệt của hoạt chất) thường làm tăng
hiệu suất chiết nhờ giảm độ nhớt dung môi và
tăng cường hiện tượng xâm thực. Tuy nhiên,

nhiệt độ quá cao (>80℃) có thể gây phân hủy
nhiệt các hoạt chất polyphenol và triterpenoid,
còn thời gian quá dài làm tăng chi phí năng lượng,
khó kiểm soát nhiệt độ mà mức tăng hiệu suất
không đáng kể, do đó, các nghiên cứu thường
không chiết suất bằng siêu âm trong thời gian quá
dài. Vì vậy, trong nghiên cứu tiếp theo, có thể
trên quy mô pilot, ngoài việc khảo sát tỷ lệ dược
liệu/dung môi, nhóm nghiên cứu dự kiến mở rộng
vùng khảo sát nhiệt độ và thời gian nhằm xác
định chính xác hơn điểm cực đại, đồng thời cân
nhắc giới hạn công nghệ và độ bền nhiệt của hoạt
chất.
3.5. Kết quả kiểm chứng bằng thực nghiệm
Tiến hành lặp lại 3 lần quy trình chiết xuất cỡ

mẫu 1 g lá cây C. pictus tại điều kiện tối ưu
tương ứng cho từng biến đầu ra và đồng thời cả
hai biến đầu ra như đã trình bày trong Bảng 5 và
Bảng 6. Hàm lượng triterpenoid và polyphenol
tương ứng với mỗi thực nghiệm được xác định và
thu kết quả. Kết quả thực nghiệm kiểm chứng và
kết quả dự đoán từ phần mềm được trình bày
trong Bảng 7.

Bảng 7. Kết quả thực nghiệm kiểm chứng mô hình tối ưu hóa điều kiện chiết xuất polyphenol và triterpenoid
từ lá cây C. pictus bằng phương pháp chiết siêu âm

Kiểm chứng điều kiện
tối ưu

Tối ưu đơn biến Tối ưu đa biến

Hàm lượng TTC
(mg OAE/g)

Hàm lượng TPC
(mg GAE/g)

Hàm lượng TTC
(mg OAE/g)

Hàm lượng TPC
(mg GAE/g)

Lần 1 2,28 4,52 2,14 3,64

Lần 2 2,23 4,43 2,21 3,61

Lần 3 2,24 4,46 2,16 3,70

Trung bình 2,25 4,47 2,17 3,65

RSD (%) 1,18 1,03 1,66 1,26

Giá trị dự đoán 2,21 4,41 2,14 3,70

Độ chính xác (%) 98,19 98,64 98,60 98,65

p-value 0,120 0,152 0,286 0,200

Độ lệch chuẩn tương đối (RSD) giữa 3 lần
thực nghiệm độc lập tại mỗi điều kiện tối ưu đều
rất thấp (RSD < 2%; dao động trong khoảng 1,03

– 1,66%), cho thấy quy trình chiết siêu âm
polyphenol và triterpenoid từ lá cây insulin có độ
lặp lại và độ ổn định cao.
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Sử dụng phép kiểm T-Test để so sánh các kết
quả thực nghiệm với kết quả dự đoán của từng
biến số, kết quả như sau:
Đối với mô hình tối ưu đơn biến: Hàm lượng

triterpenoid cho giá trị p = 0,120 > 0,05. Nên
không có sự khác nhau giữa các giá trị thực
nghiệm với giá trị dự đoán. Hàm lượng
polyphenol có p = 0,152 > 0,05. Nên không có sự
khác nhau giữa các giá trị thực nghiệm với giá trị
dự đoán.
Đối với mô hình tối ưu đa biến: Hàm lượng

triterpenoid có giá trị p = 0,286 > 0,05. Nên không
có sự khác nhau giữa các giá trị thực nghiệm với
giá trị dự đoán. Hàm lượng polyphenol có trí giá trị
p = 0,200 > 0,05. Nên không có sự khác nhau giữa
các giá trị thực nghiệm với giá trị dự đoán.
Như vậy, mô hình có khả năng dự đoán tốt với

độ chính xác giữa giá trị dự đoán và giá trị thực
nghiệm đều đạt > 98,0%.
So sánh với các nghiên cứu đã công bố cho

thấy kết quả thu được là phù hợp. Nguyễn Đào
Thanh Hương và cs. (2022) khi khảo sát chiết
xuất lá C. pictus trồng tại Việt Nam cũng ghi
nhận dung môi ethanol nồng độ trung bình – thấp
cho hiệu quả thu hồi polyphenol cao nhất [2],
tương đồng với xu hướng hàm lượng polyphenol
giảm khi tăng nồng độ ethanol quan sát được
trong nghiên cứu này. Tuy triterpenoid chưa
được công bố về quy trình chiết xuất từ lá cây
insulin, nhưng khoảng nhiệt độ và thời gian tối
ưu (80℃, 90 phút) cũng nằm trong miền đã được
báo cáo cho chiết siêu âm polyphenol và
triterpenoid từ nhiều dược liệu khác
[9],[10],[11],[12],[13],[14]. Độ phù hợp cao của
mô hình (R2 > 0,97; Lack of Fit không có ý nghĩa
thống kê) tương đồng với các nghiên cứu tối ưu
hóa bằng RSM-BBD trên Eclipta prostrata và
một số dược liệu khác [15],[16]. Tuy nhiên, do
khác biệt về nguồn gốc dược liệu, phương pháp
định lượng và đơn vị biểu thị hàm lượng, việc so

sánh trực tiếp giá trị tuyệt đối giữa các nghiên
cứu cần được thực hiện thận trọng.
Mặc dù, đã nghiên cứu tối ưu quy trình chiết

xuất 2 nhóm hoạt chất polyphenol và triterpenoid,
nhưng nghiên cứu hiện tại mới dừng lại ở quy mô
phòng thí nghiệm. Trong quá trình này, nghiên
cứu chỉ tập trung vào kỹ thuật chiết siêu âm, một
kỹ thuật chiết xuất hiện đại, với thời gian chiết
ngắn và dần phổ biến ở quy mô phòng thí nghiệm
cũng như quy mô bán công nghiệp. Bên cạnh đó,
dung môi được sử dụng với tỷ lệ cao hơn nhiều
so với dược liệu (100/1) nên chỉ thực hiện chiết
siêu âm 1 lần. Yếu tố tỷ lệ dược liệu/dung môi sẽ
được khảo sát khi nâng cấp quy mô công nghiệp
với thiết bị được sử dụng có công suất lớn hơn
(như thiết bị chiết siêu âm 200 L, có công suất
900 W), có thể tăng tỷ lệ dược liệu/dung môi.
Hơn nữa, dung môi được sử dụng là ethanol, thân
thiện, an toàn, phù hợp cho mục đích nghiên cứu
phục vụ cho sản xuất điều chế cao giàu
polyphenol và triterpenoid. Việc cố định tỷ lệ
dung môi/dược liệu ở mức cao (100/1) trong
nghiên cứu này nhằm bảo đảm dược liệu được
ngập hoàn toàn và hiện tượng xâm thực siêu âm
diễn ra đồng đều ở quy mô 1 g/mẻ, là điều kiện
thường gặp ở quy mô phòng thí nghiệm; tỷ lệ này
sẽ được tối ưu giảm về mức khả thi về kinh tế khi
nâng cấp lên thiết bị công suất lớn.
4. Kết luận
Nghiên cứu đã áp dụng thiết kế BBD kết hợp

với kỹ thuật chiết xuất siêu âm để tối ưu hóa quy
trình chiết polyphenol và triterpenoid từ lá cây
insulin (Costus pictus D. Don) được trồng tại
Thạch Thất, Hà Nội. Các điều kiện tối ưu được
xác định là: dung môi ethanol 66%, nhiệt độ
80℃ và thời gian chiết xuất 90 phút. Với điều
kiện này, hàm lượng polyphenol và triterpenoid
thu được thực tế lần lượt đạt 3,65 ± 0,05 mg
GAE/g và 2,17 ± 0,04 mg OAE/g, có sự phù hợp
rất tốt với giá trị dự đoán từ mô hình toán học. Sự
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tương đồng cao này khẳng định độ tin cậy và tính
khả thi của mô hình tối ưu.
Kết quả bước đầu này cung cấp cơ sở khoa

học ban đầu, làm nền tảng quan trọng cho việc
nghiên cứu mở rộng quy mô chiết xuất lên mức

200 L/mẻ và các quy mô công nghiệp tiếp theo.
Việc nâng cấp quy mô sẽ tập trung vào việc đánh
giá tỷ lệ dược liệu/dung môi, tính ổn định của
quy trình và chất lượng sản phẩm trên thiết bị
pilot lớn.
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