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PHỤ LỤC A – PHƯƠNG PHÁP PHÂN TÍCH 

1. Phương pháp xác định độ pH của dịch nhàu sau khi xử lí enzyme 

Độ pH của nước ép nhàu sau khi xử lí enzyme sẽ được đo bằng thiết bị đo độ pH 

để bàn điện tử Milwaukee MI 160. Mỗi mẫu sẽ tiến hành đo lặp lại ba lần và ghi kết quả. 

2. Phương pháp xác định độ đục của dịch nhàu sau khi xử lí enzyme 

Độ đục của nước ép nhàu sau khi xử lí enzyme sẽ được đo bằng thiết bị đo độ đục 

Milwaukee MI 415, dải từ 0.00 đến 1000 (FNU). Mỗi mẫu sẽ tiến hành đo lặp lại ba lần 

và ghi kết quả. 

3. Phương pháp xác định hàm lượng chất khô của dịch nhàu sau khi xử lí 

enzyme 

Hàm lượng chất khô của nước ép nhàu sau khi xử lí enzyme sẽ được đo bằng thiết 

bị đo độ Brix ATAGO. Mỗi mẫu sẽ tiến hành đo lặp lại ba lần và ghi kết quả. 

4. Phương pháp xác định độ ẩm của bột nhàu 

Độ ẩm của bột trái nhàu được xác định bằng phương pháp sấy nhiệt. Chuẩn bị chén 

kim loại đựng mẫu bột và cân kỹ thuật. Cân 0.2g bột cho vào chén kim loại sạch, khô 

và đã biết trước khối lượng (sấy khô chén, để nguội trong bình hút ẩm và cân lại). Dùng 

giấy bạc đậy hờ trên miệng chén kim loại và sấy trong tủ sấy ở 105oC cho đến khi khối 

lượng mẫu không đổi. Trước khi tiến hành lấy kết quả thì phải làm nguội chén đựng 

mẫu vào bình hút ẩm. 

Độ ẩm (%) = 
𝑚1−𝑚2

𝑚2
 𝑥 100 

Trong đó, m1 (g) là khối lượng của đĩa nhôm và mẫu trước khi sấy, m2 (g) là khối 

lượng của đĩa nhôm và mẫu sau sấy. 

5. Phương pháp xác định độ hòa tan của bột nhàu 

Độ hòa tan của bột được đánh giá theo phương pháp của  Cano-Chauca (Cano-

Chauca, 2005). Cân 0.2g bột cho vào 10 ml nước cất và để yên cho bột tự hòa tan trong 

10 phút. Sau đó dung dịch thu được được ly tâm ở tốc độ cao (5000 vòng/ 10 phút). Rót 
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phần nước trong ống ly tâm vào đĩa petri đã biết trước khối lượng (đĩa petri rửa sạch và 

sấy khô) và sấy ở 105oC trong 6 tiếng. Độ hòa tan được tính theo trọng lượng phần rắn 

khô tính theo phần trăm của bột ban đầu.  

6. Phương pháp xác định độ hút ẩm của bột nhàu 

Cân 0.2g mỗi mẫu bột nhàu sấy phun vào chén kim loại đã (rửa sạch, sấy khô và 

cân lại). Chuẩn bị các bình hút ẩm không chứa hạt hút ẩm hoặc hộp kín và đặt bên trong 

là các cốc chứa dung dịch NaCl bão hòa (75%). Đặt mẫu bột vào bình và để trong 7 

ngày. Độ hút ẩm của mỗi mẫu bột được tính bằng gam độ ẩm hấp thu trên 100g bột khô 

(Sarabandi et al., 2018; (Arepally et al., 2021). 

Độ hút ẩm (%) = 
𝑚1−𝑚2

𝑚2
 ×  100 

Trong đó, m1 (g) là khối lượng của đĩa nhôm và mẫu trước khi bảo quản; m2 (g) là 

khối lượng của đĩa nhôm và mẫu sau bảo quản. 

7. Phương pháp xác định độ thấm ướt của bột nhàu 

Độ thấm ướt được xác định bằng phương pháp của Fuchs (2006). Cho 0.25g bột 

rơi từ từ vào 200 ml nước cất được đựng trong cốc 250ml, để bột thấm từ từ mà không 

khuấy trộn. Bắt đầu thả bột và tính thời gian đến khi hạt bột chìm xuống và tan hết. 

Độ thấm ướt (s) = tính bằng thời gian mà bột hoàn nguyên. 

8. Phương pháp xác định chỉ số màu sắc của bột nhàu và dịch nhàu sau khi xử 

lí enzyme 

Chỉ số màu sắc của mẫu bột nhàu sấy phun và dịch nhàu sau khi xử lí enzyme được 

đo bằng thiết bị Konica Minolta Chroma Meter. Mỗi mẫu sẽ được tiến hành đo lặp lại 

ba lần và ghi kết quả (Choo et al., 2022). 

Hue (h*) = tan-1b∗

a∗
 

Chroma (C*) = √(𝑎∗)2 + (𝑏∗)2 

∆𝐸= √(∆𝐿∗)2 + (∆𝑎∗)2 + (∆𝑏∗)2 

9. Phương pháp xác định tổng hàm lượng phenolic của bột nhàu 
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Tổng hàm lượng phenolic xác định theo phương pháp Folin-Ciocalteu được mô tả 

bởi Feduraev (2019). Cân 0.1g bột vào ống nghiệm và cho vào 2ml nước cất, sau đó 

đánh vortex trong vòng 15 giây để bột được hòa tan hết. Rút 0.6 ml mẫu đã pha loãng 

vào ống nghiệm, rồi thêm 1.5 ml thuốc thử Folin 10% và ủ tránh ánh sáng. Sau 5 phút 

rút 1.2 ml Na2CO3 7.5% vào, cuối cùng ủ hỗn hợp phản ứng trong bóng tối thêm 30 

phút. Đo độ hấp thu trên máy quang phổ UV-Vis 1800 với bước sóng 765 nm. 

Hàm lượng polyphenol (µg GAE/g DW) = 

𝑂𝐷𝑚ẫ𝑢− 𝑂𝐷𝑂−𝑏

𝑎
 × 𝑉 × 𝑑𝑓

𝑚 × 
100−% ẩ𝑚

100

 

Trong đó, ODmẫu là hệ số hấp thu của mẫu; OD0 là hệ số hấp thu của mẫu đối 

chứng; df là hệ số pha loãng; V(ml) là thể tích định mức; m(g) là khối lượng mẫu bột. 

10. Phương pháp xác định tổng hàm lượng flavonol của bột nhàu 

Hàm lượng flavonol được xác định theo phương pháp tạo màu với AlCl3, bằng 

cách xây dựng đường chuẩn với quercetin (QE) (Rodríguez De Luna et al., 2020). Cân 

0.1g bột vào ống nghiệm và cho vào 2ml nước cất, sau đó đánh vortex trong vòng 15 

giây để bột được hòa tan hết. Đầu tiên, cho 0.5 ml dung dịch mẫu đã pha loãng và 0.15 

ml NaNO2 5% vào ống nghiệm chờ trong 6 phút. Sau khi chờ 6 phút, cho vào ống nghiệm 

0.3 ml AlCl3 3% chờ trong 5 phút và sau đó cho 1 ml NaOH 4% cho vào ống nghiệm, 

cuối cùng cho 2 ml nước cất vào ống nghiệm. Độ hấp thu của hỗn hợp được đo ở bước 

sóng 510nm bằng máy quang phổ UV-Vis 1800. 

Hàm lượng flavonol (µg RE/g DW)  = 

𝑂𝐷𝑚ẫ𝑢− 𝑂𝐷𝑂−𝑏

𝑎
 × 𝑉 × 𝑑𝑓

𝑚 × 
100−% ẩ𝑚

100

 

Trong đó, ODmẫu là hệ số hấp thu của mẫu; OD0 là hệ số hấp thu của mẫu đối 

chứng; df là hệ số pha loãng; V(ml) là thể tích định mức; m(g) là khối lượng mẫu bột. 

11. Phương pháp xác định hàm lượng ascorbic acid của bột nhàu 

Chỉ tiêu xác định hàm lượng ascorbic acid được đo bằng phương pháp chuẩn độ 

với thuốc thử Dichlorophenol Indophenol (DCPIP), mô tả bởi Dinesh và cộng sự 

(Dinesh et al., 2015). Thuốc thử của chỉ tiêu này được chuẩn bị từ 0.025g thuốc thử 

DCPIP và 0.2g NaHCO3 được định mức trong bình 100ml. Cân 0.1g bột vào ống nghiệm 
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và cho vào 2ml nước cất, sau đó đánh vortex trong vòng 15 giây để bột được hòa tan 

hết. Đầu tiên, tiến hành hiệu chỉnh thuốc thử DCPIP bằng cách hút 5 ml dung dịch chuẩn 

để trong bình erlen, cùng với dung dịch vitamin C 0.01% được dựng trong cây buret và 

tiến hành chuẩn độ cho đến khi lượng thuốc thử có trong bình erlen chuyển sang màu 

hồng thì dừng lại và ghi lại thể tích lượng vitamin C đã dùng. Sau đó bằng cách tương 

tự, tiến hành chuẩn độ với dung dịch mẫu đựng trong cây buret, xác định điểm dừng khi 

lượng thuốc thử có trong bình erlen chuyển sang màu hồng thì dừng lại và đọc kết quả. 

Lượng dung dịch mẫu tiêu thụ tương ứng với lượng ascorbic acid có trong mẫu. 

Hàm lượng ascorbic acid (mg/100g) = 
500 × V2 ×25 ×100

V1  × 5 ×5
 

Trong đó, V1 là khối lượng thuốc thử DCPIP; V2 là thể tích dịch đã chuẩn độ; 500 

là 𝜇𝑔 ascorbic acid đã chuẩn độ.   

12. Phương pháp xác định hoạt tính khử gốc tự do DPPH của bột nhàu 

Phương pháp loại bỏ gốc tự do α, α-diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH) là phương 

pháp đánh giá tiềm năng chống oxy hóa của hợp chất hoặc các nguồn sinh học khác. 

Trong đó hợp chất mẫu hoặc dịch chiết được trộn với dung dịch DPPH và độ hấp thu 

được ghi lại sau một khoảng thời gian xác định (Kedare & Singh, 2011). Cân 0.1g bột 

cùng với 2ml nước cất vào ống nghiệm, sau đó đánh vortex  để cho bột hòa tan hòa toàn. 

Sau đó cho 5ml methanol vào và ly tâm 5000 vòng/ 10 phút. Sau đó lấy 0.5ml dung dịch 

sau ly tâm cùng với 4.5ml methanol vào ống nghiệm và ly tâm lần 2. Sau đó rút 0.5 ml 

mẫu đã pha loãng vào ống nghiệm. Tiếp tục thêm vào đó 3 ml thuốc thử DPPH đã hiệu 

chỉnh và đạt độ hấp thu 1.1 ± 0.02 ở bước sóng 515 nm. Cuối cùng để hỗn hợp phản 

ứng trong bóng tối trong thời gian là 30 phút chờ hỗn hợp phản ứng. Đo độ hấp thu trên 

máy quang phổ UV-Vis 1800 với bước sóng 515 nm. 

Khả năng khử gốc tự do (µg TE/g DW) = 

𝑂𝐷𝑜−𝑂𝐷𝑚ẫ𝑢 

𝑂𝐷0
 × 100−𝑏 × 𝑉 × 𝑑𝑓

𝑎

𝑚 × 
100−% ẩ𝑚

100

 

Trong đó, ODmẫu là hệ số hấp thu của mẫu; OD0 là hệ số hấp thu của mẫu đối chứng; 

df là hệ số pha loãng; V(ml) là thể tích định mức; m (g) là khối lượng mẫu bột. 
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13. Phương pháp xác định hoạt tính khử gốc tự do ABTS của bột nhàu 

ABTS là phương pháp so màu tiêu chuẩn, dùng để đánh giá khả năng kháng oxy 

hóa dựa vào khả năng khử gốc tự do ABTS (Matsumoto et al., 2022). Thuốc thử của 

phương pháp được chuẩn bị từ 0.1015g ABTS cùng với 0.0176g K2S2O8 được hòa tan 

và định mức trong 2 bình định mức 25ml, có nồng độ lần lượt là 7.7 và 2.6 mmol. Sau 

đó, trộn chung 2 dung dịch vừa pha lại và tiến hành trữ lạnh (-4oC) trong 12 đến 16 tiếng. 

Sau khi trữ lạnh và hiệu chỉnh độ hấp thu về 1.1 (± 0.02) với tỉ lệ (3ml thuốc thử gốc: 

40 ml methanol) ở bước sóng 734 nm. Cân 0.1g bột cùng với 2ml nước cất vào ống 

nghiệm, sau đó đánh vortex  để cho bột hòa tan hòa toàn. Sau đó cho 5ml methanol vào 

và ly tâm 5000 vòng/ 10 phút. Sau đó lấy 0.5ml dung dịch sau ly tâm cùng với 4.5ml 

methanol vào ống nghiệm và ly tâm lần 2. Phản ứng lên màu được thực hiện khi cho 0.5 

ml dung dịch mẫu vào ống nghiệm tối cùng với 3 ml thuốc thử (ngay sau khi hiệu chỉnh 

xong), tiến hành phản ứng trong 30 phút và mẫu đối chứng là methanol. Khi đo, cuvet 

được tráng bằng 1 ít dung dịch có trong ống nghiệm và đo quang phổ phần còn ở bước 

sóng 734 nm bằng máy UV - Vis. 

Khả năng khử gốc tự do (µg TE/g DW) = 

𝑂𝐷𝑜−𝑂𝐷𝑚ẫ𝑢 

𝑂𝐷0
 × 100−𝑏 × 𝑉 × 𝑑𝑓

𝑎

𝑚 × 
100−% ẩ𝑚

100

 

Trong đó, ODmẫu là hệ số hấp thu của mẫu; OD0 là hệ số hấp thu của mẫu đối chứng; 

df là hệ số pha loãng; V(ml) là thể tích định mức; m (g) là khối lượng mẫu bột. 

14. Phương pháp xác định khả năng khử sắt FRAP của bột nhàu 

Khả năng khử sắt FRAP là phương pháp phương pháp so màu xác định khả năng 

khử Fe3+ thành Fe2+ của mẫu trong môi trường acid (Wojtunik-Kulesza, 2020). Sử dụng 

tripyridyltriazine (TPTZ) làm phối tử liên kết với ion sắt. Phản ứng ở pH thấp làm giảm 

thế năng ion hóa thúc đẩy sự chuyển điện tử và tăng thế năng oxy hóa khử, gây ra sự 

thay đổi cơ chế phản ứng chiếm ưu thế (Munteanu & Apetrei, 2021). Để xác định hàm 

lượng FRAP đầu tiên ta pha thuốc thử: đối với đệm acetat pH 3.6 thì cho 0.187g 

CH3COONa và 1.6 ml CH3COOH vào bình định mức sau đó định mức 100. Tiếp đến là 

đệm TPTZ bằng dung dịch HCL, rút 0.336 ml acid HCl vào bình và định mức 100ml. 

Cân 0.0775g TPTZ định mức 25 ml bằng dung dịch acid HCl 0.01M vừa pha. Tiếp theo 
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lấy 0.0341g FeCl3 và định mức 10 ml. Cuối cùng trộn đệm 100 ml acetat (pH 3.6) cùng 

10 ml TPTZ và 10 ml FeCl3 ta được 120 ml thuốc thử. Cân 0.1g bột vào ống nghiệm và 

cho vào 2ml nước cất, sau đó đánh vortex trong vòng 15 giây để bột được hòa tan hết. 

Sau đó, lấy 0.5 ml mẫu đã pha loãng và 3 ml thuốc thử đã pha cho vào ống nghiệm, chờ 

30 phút trong điều kiện bóng tối. Độ hấp thu của hỗn hợp được đo ở bước sóng 593nm 

bằng máy quan phổ UV-Vis 1800. 

Khả năng khử sắt (µg TE/g DW) = 

𝑂𝐷𝑚ẫ𝑢− 𝑂𝐷𝑂−𝑏

𝑎
 × 𝑉 × 𝑑𝑓

𝑚 × 
100−% ẩ𝑚

100

 

Trong đó, ODmẫu là hệ số hấp thu của mẫu; OD0 là hệ số hấp thu của mẫu đối chứng; df 

là hệ số pha loãng; V(ml) là thể tích định mức; m(g) là khối lượng mẫu bột. 
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PHỤ LỤC C – BẢNG SỐ LIỆU BỔ SUNG 

Bảng 0.1. Ảnh hưởng của các loại chất mang, nống độ chất khô và nhiệt độ sấy phun lên hàm lượng và hoạt tính chống oxy hóa của bột 

trái nhàu hòa tan 

  140°C   150°C   160°C   

  15°Bx 20°Bx 25°Bx 15°Bx 20°Bx 25°Bx 15°Bx 20°Bx 25°Bx 

Phenolic  

(mg GAE/g 

DW) 

MD 
11.82 ± 

0.22dA 
8.65 ± 0.07cA 6 ± 0.07aA 

11.95 ± 

0.19dA 
8.36 ± 0.33cA 

6.32 ± 

0.22abA 

11.85 ± 

0.23dA 
8.38 ± 0.09cA 

6.48 ± 

0.19bA 

GA 
13.44 ± 

0.22fB 
9.41 ± 0.01cB 

7.29 ± 

0.08aB 
12.65 ± 0.1eB 9.44 ± 0.12cB 

7.59 ± 

0.14abB 
13.18 ± 0.2fB 

10.05 ± 

0.14dB 

7.64 ± 

0.34bB 

Flavonol  

(µg RE/g DW) 

MD 
51.14 ± 

0.43dA 
31.69 ± 1.1bA 

20.22 ± 

0.88aA 

48.46 ± 

2.08cA 

32.66 ± 

1.34bA 

20.7 ± 

0.41aA 

50.85 ± 

2.43dA 
31.82 ± 0.7bA 

20.44 ± 

0.64aA 

GA 
58.04 ± 

1.84cB 
38.32 ± 1.6bB 

28.39 ± 

1.08aB 

57.08 ± 

2.27cB 

38.34 ± 

0.78bB 

28.76 ± 

0.8aB 

58.22 ± 

1.52cB 

37.79 ± 

0.72bB 

29.3 ± 

0.28aB 

Ascorbic acid  

(mg/g DW) 

MD 
7.81 ± 

0.18dA 
6.09 ± 0.32cA 

4.51 ± 

0.13aA 
8.35 ± 0.33dA 

5.65 ± 

0.27bcA 

5.08 ± 

0.25abA 

7.64 ± 

0.29dA 
6.01 ± 0.22cA 

4.96 ± 

0.12abA 

GA 8.68 ± 0.34cB 5.84 ± 0bA 
5.41 ± 

0.18bB 
8.79 ± 0.38cA 

5.99 ± 

0.18bA 
4.42 ± 0.1aA 8.38 ± 0.41cA 5.75 ± 0.2bA 

4.16 ± 

0.09aB 

DPPH  

(mg TE/g 

DW) 

MD 2.67 ± 0.09cA 2.11 ± 0.06bA 
1.59 ± 

0.06aA 
2.62 ± 0.16cA 2 ± 0.1bA 

1.67 ± 

0.06aA 

2.88 ± 

0.03dA 
2.01 ± 0.1bA 

1.57 ± 

0.08aA 

GA 2.67 ± 0.12cA 1.88 ± 0.14bB 
1.51 ± 

0.07aA 
2.5 ± 0.12cA 

1.95 ± 

0.09bA 

1.51 ± 

0.05aB 
2.63 ± 0.07cB 1.97 ± 0.08bA 

1.43 ± 

0.09aA 

ABTS  

(mg TE/g 

DW) 

MD 4.11 ± 0.1dA 2.93 ± 0.07bA 2.27 ± 0.1aA 4.08 ± 0.09dA 3.44 ± 0.16cA 
2.94 ± 

0.14bA 

3.99 ± 

0.12dA 
2.81 ± 0.13bA 

2.44 ± 

0.03aA 

GA 
3.96 ± 

0.16dA 
3.27 ± 0.15bB 

2.79 ± 

0.02aB 
4.39 ± 0.2eB 

3.32 ± 

0.12bcA 

3.06 ± 

0.09abA 
4.83 ± 0.07fB 

3.66 ± 

0.12cdB 

3.29 ± 

0.01bB 

FRAP  

(mg TE/g 

DW) 

MD 
141.59 ± 

3.28cA 

106.85 ± 

2.93bA 

77.49 ± 

3.83aA 

140.26 ± 

5.4cA 

105.93 ± 

1.7bA 

83.66 ± 

2.4aA 

146.45 ± 

5.34cA 

110.18 ± 

1.66bA 

83.63 ± 

2.39aA 

GA 
146.56 ± 

4.12fB 

111.13 ± 

1.57eB 

90.1 ± 

3.84cB 

162.45 ± 

2.59gB 

111.96 ± 

3.63eA 

99.42 ± 

1.06dB 

112.8 ± 

3.62eB 

77.71 ± 

3.62bB 

63.88 ± 

0.1aB 
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