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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาคุณภาพของน้ําค้ันที่ไดจากผลเมา    สมบัติของเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส (PPO) ใน  น้ํา
เมา    อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการฆาเช้ือน้ําเมา 25%    การเปลี่ยนแปลงคุณภาพระหวางการเก็บรักษาน้ําเมา 25%    และผลของ
วิตามินซีตอคุณภาพของน้ําเมา 25% ระหวางการเก็บรักษา    ผลการทดลองพบวาน้ําค้ันมี pH 3.5+0.1 ของแข็งที่ละลายได     ทั้งหมด
17.6+0.3 OBrix    แอนโทไซยานินทั้งหมด 17.62+2.23 mg/100 ml   สารประกอบฟนอลลิคทั้งหมด 311+0.36 mg/100 ml       ตรวจพบ
PPO ซ่ึงมี activity 2,734+446 units/mg protein    และตรวจไมพบวิตามินซี    โดย crude PPO จากผลเมามี optimum pH ที่ 6.5
เสถียรภาพของเอนไซมตํ่าเมื่อบมในสารละลายบัฟเฟอรที่ชวง pH 3.0-9.0 อุณหภูมิ 0OC เปนเวลา 1 ช่ัวโมง    optimum temperature ที่
20 OC    และมีเสถียรภาพตอความรอนดีเมื่อบมในสารละลายบัฟเฟอร pH 7.0 ที่อุณหภูมิ 0-60OC เปนเวลา 10 นาที   โดยที่อุณหภูมิ
60OC ยังมี PPO activity เหลืออยูถึง 82.39+1.02%   เมื่อศึกษาผลของวิตามินซีตอการยับยั้งกิจกรรมของ PPO ในระหวางการคั้นน้ําเมา
โดยเติมวิตามินซีในปริมาณ 50, 100, 150 และ 200 mg/ผลเมา 1 kg   ผลการทดลองพบวาปริมาณวิตามินซีที่เติมไมมีผลตอ PPO
activity    แอนโทไซยานินทั้งหมด    สารประกอบฟนอลลิคทั้งหมด    กรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด    และคาสีอยางมี  นัยสําคัญทางสถิติ (p>
0.05)    แต PPO activity มีแนวโนมลดลงเมื่อเติมวิตามินซีในปริมาณที่สูงขึ้น   ขณะที่น้ําเมาที่ไดจะมีวิตามินซีเพิ่มขึ้นเปน 4.01+0.8,
6.08+0.97, 10.40+1.03 และ 13.56+1.93 µg/ml ตามลําดับ    เมื่อนําน้ําค้ันที่ไดจากผลเมามาผลิตเปนน้ําเมา 25%    พบวาอุณหภูมิ
และเวลาที่เหมาะสมในการฆาเช้ือน้ําเมาคือ  85OC  10  นาที    หลังจากบรรจุน้ําเมาที่ไดในขวดแกวใสขนาด 300 ml    head space 10
ml  ปดดวยฝาจีบ  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 30OC เปนเวลา 24 สัปดาห    และศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพระหวางการเก็บรักษา    พบ
วาการสลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเมา 25% เปนแบบ first order    โดยมีคาคงที่ของการสลายตัว (k) เทากับ 8.80 x 10-3 ตอวัน
คาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินเทากับ 79 วัน    ในระหวางการเก็บรักษาตรวจไมพบจุลินทรียทั้งหมด  ยีสตและรา    และไดรับความชอบ
ในดานสีแดงและสีโดยรวมอยูในชวงชอบเล็กนอยถึงชอบปานกลาง    เมื่อศึกษาผลของวิตามินซีตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของน้ําเมา
25% ในระหวางการเก็บรักษา    โดยเติมวิตามินซีลงไปในน้ําเมา 25% ใหมีปริมาณคงเหลือหลังการพาสเจอไรส 0, 10, 25, 50 และ 100%
daily intake ตอขวด    บรรจุน้ําเมาที่ไดในขวดแกวสีชาขนาด 190 ml    head space 4.5 ml  ปดดวยฝาพลาสติก 2 ช้ัน  แลวเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 30OC เปนเวลา 24 สัปดาห     ผลการทดลองพบวาวิตามินซีที่เติมไมมีผลตอคุณภาพของน้ําเมาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>
0.05)    การสลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเมาทุกตัวอยางเปนแบบ first order    ซ่ึงมีคา k เทากับ 8.00 x 10-3, 8.20 x 10-3, 9.30 x
10-3, 1.02 x 10-2 และ 1.09 x 10-2 ตอวันตามลําดับ    และมีคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน  เทากับ 86, 84, 74, 68 และ 63 วันตามลําดับ
ตรวจไมพบจุลินทรียทั้งหมด  ยีสตและราตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา    เมื่อนําน้ําเมาดังกลาวไปประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส
พบวาไดรับความชอบตอสีแดงและสีโดยรวมอยูในชวงชอบเล็กนอยถึงชอบปานกลางตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาในทุกตัวอยาง
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Mao juice was extracted from frozen mao. The juice, pH 3.5 + 0.1 contained   17.6 + 0.3 oBrix total soluble solid, 17.62
+ 2.23 mg anthocyanins/100 ml juice, 311 + 0.36 mg total phenolic compounds/100 ml juice and polyphenol oxidase (PPO)
activity. The activity of this crude enzyme was 2,734 + 446 units/mg protein. No vitamin C was found in the juice. The properties of
PPO were studied.  The pH-activity optimum was 6.5. This crude PPO retained <35% activity after incubation at pH 3.0-9.0, 0 oC
for 1 hour.  The temperature-activity optimum was 20 oC with 82.39+1.02% of its maximum activity retained at 60 oC.  The crude
PPO was inactivated by heating at 85OC for  10 min. During juice extraction vitamin C at concentration of 0, 50, 100, 150 and 200
mg per kilogram of mao were added  to retard PPO activity. The result showed that there was no significant differences (p>0.05)
in PPO activity, total anthocyanins, total phenolic compounds, total titratable acid and hue among each treatment.  Nevertheless,
PPO activity tended to decrease when the amount of vitamin C increased.  The more vitamin C added, the higher the levels of
vitamin C remaining. Vitamin C content in each juice was 4.01 + 0.8, 6.08 + 0.97, 10.40 + 1.03 and 13.56 + 1.93 µg/ml,
respectively.  The optimum condition for pasteurization 25% mao juice was 85 oC for 10 min. This condition completely ceased
PPO activity and destroyed microorganisms but retained a high anthocyanins content (91.25+2.57%).  The juice was filled in 300
ml clear glass bottles with 10 ml headspace and stored at 30OC for 24 weeks. Degradation of anthocyanins in mao juice was
found to be first order at a rate of 8.80 x 10-3/day. The half life value of anthocyanins was 79 days. During storage, microbiological
assay (total plate count, yeast and mold) showed negative results.  The results from sensory evaluation showed that the
preference in redness and in total colour ranged from ‘like slightly’ to ‘like moderately’ throughout the entire period of storage.  The
study of the effects of vitamin C on the change of 25% mao juice quality was carried out. Vitamin C was added to the juice at
various levels to yield 0, 10, 25, 50 and 100% of vitamin C daily intake per bottle after pasteurization. Juice that had vitamin C
added was filled in 190 ml tinted glass bottles with 4.5 ml headspace and stored 24 weeks at 30OC.  The result showed that
degradation of anthocyanins in each treatment of mao juice was first order at rates of 8.00 x 10-3, 8.20 x 10-3, 9.30 x 10-3, 1.02 x 10-

2 and  1.09 x 10-2 /day, respectively. The half life values of anthocyanins were 88, 84, 74, 68 and 63 days, respectively. During
storage, microbiological assay (total plate count, yeast and mold) showed negative results.  The results from sensory evaluation
showed that the preference in redness and in total colour ranged from ‘like slightly’ to ‘like moderately’ during the period of
storage in every treatment.
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บทที่ 1

บทนํา

กระแสการบริโภคอาหารเพื่อสุขภาพมีการขยายตัวอยางตอเนื่อง    ทําใหน้ําผลไมเปน     
สินคาที่เขามาแบงสวนแบงทางการตลาดเครื่องดื่มไมมีแอลกอฮอล    ดวยสภาพความเปนอยูที่
เปลี่ยนแปลงไป ความเรงรีบ ความหวงใยตอสุขภาพ    กลายเปนปจจัยสําคัญที่กระตุนใหตลาด   
น้ําผลไมพรอมด่ืมเติบโตขึ้น    โดยน้ําผลไมผสมเขมขนรอยละ 10 - 50 เปนตลาดน้ําผลไมพรอมด่ืม
ที่มีขนาดใหญที่สุด    ประกอบกับการบริโภคน้ําผลไมของคนไทยยังนับวาอยูในเกณฑต่ําเมื่อ    
เทียบกับตางประเทศ   กลาวคือคนไทยดื่มน้ําผลไมเฉลี่ย 10 ลิตรตอคนตอป    เมื่อเทียบกับญ่ีปุนที่
มีการบริโภคน้ําผลไมมากกวาคนไทยถึง 3 เทาตัว และสหรัฐอเมริกาที่มีอัตราการบริโภคน้ําผลไม
เฉลี่ย 80 ลิตรตอคนตอป    แสดงใหเห็นวาตลาดน้ําผลไมในประเทศยังมีโอกาสขยายตัวไดอีกมาก     
ทําใหผูสงออกน้ําผลไมเร่ิมหันมาทําตลาดน้ําผลไมในประเทศควบคูไปกับตลาดสงออก    เนื่องจาก
มองเห็นลูทางในการขยายตลาด    ตลาดน้ําผลไมในประเทศมีมูลคามากกวา 1,500  ลานบาท   
อัตราการขยายตัวของตลาดประมาณรอยละ 10 - 15 ตอป    ในสวนของการนําเขาน้ําผลไม เร่ิมมี
แนวโนมการนําเขามากขึ้นในชวง 2 - 3 ปที่ผานมา    เนื่องจากการลดอัตราภาษีเครื่องดื่มน้ําผลไมที่
นําเขามาจากตางประเทศของกรมสรรพสามิตในป 2538    เพื่อใหสอดคลองกับการเก็บภาษีสรรพ
สามิตเครื่องดื่มน้ําผลไมที่ผลิตในประเทศ    โดยน้ําผลไมชนิดใดที่ไดรับการลดหรือยกเวนภาษีสรรพ
สามิตเครื่องดื่ม      น้ําผลไมชนิดเดียวกันที่นําเขาจากตางประเทศจะไดรับการยกเวนภาษีสรรพ
สามิตดวย    สงผลใหน้ําผลไมตางประเทศเขามาในตลาดเมืองไทยมากขึ้น (ปญญภัทร  ธาระนิช, 
2541)    เพื่อลดสัดสวนการนําเขาน้ําผลไมดังกลาวการพัฒนาผลิตภัณฑน้ําผลไมชนิดใหมๆ    ออก
สูตลาดเพื่อเปนทางเลือกใหกับผูบริโภคและขยายตลาดน้ําผลไมใหกวางขึ้นจึงเปนอีกแนวทางหนึ่ง
ที่ควรพิจารณา    โดยเฉพาะน้ําผลไมจากผลไมทองถิ่นของประเทศ

ที่ผานมาสถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตรสกลนครไดนําผลเมา (Antidesma  sp.) ซึ่ง
เปนผลไมทองถิ่นของภาคตะวันออกเฉียงเหนือมาทดลองผลิตเปนน้ําผลไม    พบวาผลิตภัณฑ    
ดังกลาวไดรับความนิยมจากผูบริโภคเปนอยางดีเพราะมีสีแดงสดใส  มีรสชาติและกลิ่นหอม    
เฉพาะตัวซึ่งเปนที่ยอมรับของผูบริโภค    แตจากการศึกษาในเบื้องตนพบวาผลิตภัณฑน้ําผลไม   ดัง
กลาวยังมีปญหาในเรื่องความคงตัวของสี    โดยเมื่อเก็บไวในระยะหนึ่งสีของผลิตภัณฑจะเปลี่ยน
จากสีแดงเปนสีน้ําตาลซึ่งถือวาเปนขอจํากัดของผลิตภัณฑทําใหโอกาสในการขยายตลาดเปนไปได
ยาก    เพื่อเปนการแกปญหาดังกลาวจึงจําเปนที่จะตองศึกษาถึงชนิดและปริมาณ        สารสีแดง
ในผลเมา    รวมถึงการติดตามการเปลี่ยนแปลงสีในระหวางการแปรรูปและการเก็บรักษา    เพื่อหา
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สาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงดังกลาวแลวหาแนวทางปองกันแกไข    เพื่อเปนการพัฒนาผลิต
ภัณฑน้ําเมาใหมีคุณภาพดีขึ้นและมีโอกาสแขงขันในตลาดน้ําผลไมไดมากขึ้นตอไป    โดยในเบื้อง
ตนคาดวาสีของผลิตภัณฑดังกลาวนาจะเกิดจากรงควัตถุในกลุมแอนโทไซยานิน (anthocyanins)     
สวนสาเหตุที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของสีดังกลาวนาจะเกิดจากสาเหตุตางๆ เชน กิจกรรมของ
เอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดสในผลเมา  ความรอนระหวางการฆาเชื้อ     การทําปฏิกิริยาของ
ออกซิเจนใน head space ของภาชนะบรรจุ  การเกิดพอลิเมอร (polymerization) ของแอนโทไซยา
นินโดยมีแสงเปนตัวเรง   การเกิดการสลายตัว (degradation) ของแอนโทไซยานินเอง  และระยะ
เวลาที่ใชในการเก็บรักษา    ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาถึงสาเหตุดังกลาวขางตน
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บทที่  2

วารสารปริทัศน

1.  เมา
เมา หรือ มะเมา มีชื่อวิทยาศาสตรวา Antidesma  sp.  อยูในวงศ Stilaginaceae เปน

ไมผลทองถิ่นของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ   จัดเปนไมพุม (shurb)  เจริญเติบโตเปนลําตนเดี่ยว
สูง 6 – 12 เมตร    การเรียงตัวของใบเปนแบบสลับ (alternate)   ขอบใบเรียบ   รูปรางของใบเปน
ลักษณะรูปหอกยาว 3-6 นิ้ว    ผิวใบดานบนมีลักษณะมันวาวกวาดานใตใบ (รูปที่ 2.1)   มีลักษณะ
การออกดอกแบบแยกเพศ    ไมมีกลีบดอกชั้นใน (apetalous)  ออกดอกเปนชอตรงปลายยอด
ลักษณะชอผลคลายชอพริกไทยที่เรียกวาแบบ panicled spik (รูปที่ 2.2)    การออกดอกจะเกิดใน
ชวงเดือนพฤษภาคม - กรกฎาคม  และผลจะสุกในเดือนสิงหาคม - ตุลาคม   ผลมีลักษณะคอนขาง
กลม (round) ขนาดกวางยาว 0.8 - 1.0 เซนติเมตร    ภายใน 1 ผลประกอบดวย 1 เมล็ด  และมี
เปลือกแข็ง  ผลดิบมีสีเขียวออนหรือสีเขียวเขม  เมื่อผลเขาสูระยะสุกเปลือกจะเปลี่ยนเปนสีแดงและ
สีดําเมื่อสุกเต็มที่  มีการสุกของผลบนชอไมพรอมกัน   ผลสุกรับประทานไดมีรสชาติหวานอมเปรี้ยว
และมีรสฝาด  มีปริมาณของแขง็ที่ละลายไดทั้งหมดอยูในระดับ 13 – 21 0 Brix (อราม  คุมกลาง
และ วินัย   แสงแกว, 2543)    เมื่อนําผลสุกไปวิเคราะหองคประกอบทางเคมีก็พบวาประกอบดวย
สารอาหารตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 2.1

ปจจุบันไดมีการนําผลเมาสุกมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑชนิดตาง ๆ  เชน  น้ําผลไม    ไวน
และแยม   ซึ่งผลิตภัณฑดังกลาวไดรับการยอมรับจากผูบริโภคเปนอยางดี    เนื่องจากมีรสชาติดี
และสีสันที่สวยงามจากรงควัตถุแอนโทไซยานินในผลเมา

2.  น้ําผลไม  (Juice) (Bates, Morris และ Crandall, 1996)
น้ําผลไม  หมายถึง  ของเหลวที่สกัดไดจากเนื้อเยื่อของผัก  และผลไม    โดยการคั้นหรือ

บีบอัด (crushing, comminuting or pressing)     อาจจะมีลักษณะใส (clear)  ขุน (cloudy)  หรือ
มีสวนของเนื้อผลไมผสมอยูจนขน (pulpy) ก็ได    น้ําผลไมที่ไดอาจเรียกวา puree หากของเหลวที่
ไดจากการสกัดมีความหนืด (consistency) ที่ไหลไดชาเมื่อเท  หรืออาจเรียกวา pulp หากไหลได
ชามากเมื่อเท    สามารถเติมกรดและน้ําตาลไดตามมาตรฐานของน้ําผลไมแตละชนิด    หรืออาจทํา
ใหเขมขนเพื่อชวยยืดอายุการเก็บรักษา  และสะดวกตอการขนสง

น้ําผลไมสามารถแบงยอยออกไปไดหลายชนิด    ซึ่งน้ําผลไมแตละชนิดก็จะมีมาตรฐาน
แตกตางกันออกไป  เชน  pure juice เปนน้ําผลไม 100% ที่ไมผานการปรับแตงใด ๆ และตองไมทํา
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รูปที่  2.1  ตนเมา

รูปที่  2.2  ลักษณะของชอผลเมา
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ตารางที่  2.1   องคประกอบของผลเมาสุก
องคประกอบ ปริมาณ

โปรตีน (N  ×  6.25)  (รอยละ) 0.63
ไขมัน  (รอยละ) 0.09
ใยอาหาร  (รอยละ) 0.79
เถา  (รอยละ) 0.93
คารโบไฮเดรต  (โดยการคํานวณ)  (รอยละ) 17.96
น้ําตาลทั้งหมด  (คิดเปนน้ําตาลอินเวอรท) (รอยละ) 14.10
แคลเซียม  (มิลลิกรัม/100  กรัม) 13.30
แมกนีเซียม (มิลลิกรัม/100  กรัม) 21.20
เหล็ก (ไมโครกรัม/100 กรัม) 4.00
วิตามิน  บี  1  (ไมโครกรัม/100  กรัม) 4.50
วิตามิน  บี  2  (ไมโครกรัม/100  กรัม) 0.03
วิตามินซี  (มิลลิกรัม/100  กรัม) ไมพบ
วิตามินอี  (หนวยสากล/100  กรัม) 0.37
ที่มา:  กรมวิทยาศาสตรบริการ  (2539)

จากน้ําผลไมเขมขน     fresh squeezed  เปนน้ําผลไมที่ไมผานการพาสเจอไรสตองเก็บรักษาที่
อุณหภูมิต่ํา    nectar  มีสวนผสมของน้ําผลไมอยู 25 – 50%    มีการเติมกรด  น้ํา  หรือ น้ําตาล
ลงไป    อาจมีลักษณะใสหรือมีสวนของเนื้อผลไมผสมอยูดวยก็ได    juice drink  มีน้ําผลไมอยู
10 – 20% ทั้งนี้ขึ้นอยูกับปริมาณของแข็งในน้ําผลไม  และมาตรฐานของแตละประเทศ

กรณีของน้ําผลไมเขมขนที่ตองมีการผสมน้ํากอนการบริโภค  หรือน้ําผลไมที่ทําจาก
น้ําผลไมเขมขน (from concentrate)     ปริมาณน้ําที่เติมจะข้ึนอยูกับชนิดของน้ําผลไม    โดยจะ
ตองใหมีปริมาณของแข็งซึ่งกําหนดเปน OBrix หรือ % soluble solids ตามปริมาณของแข็งใน
น้ําผลไมกอนนํามาทําเขมขน (initial juice)     ซึ่งในแตละประเทศจะมีกฎหมายกําหนดเอาไว     ตัว
อยางของปริมาณของแข็งในน้ําผลไมบางชนิดหลังการเจือจางดวยน้ํา  เชน  น้ําแอปเปล 11.5 OBrix
น้ํากลวย 22 OBrix    น้ําแครนเบอรี่  7.5 OBrix    น้ําองุน 16 OBrix   และน้ําสับปะรด 12.8 OBrix
เปนตน
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3. แอนโทไซยานิน (Anthocyanins)
3.1  โครงสรางของแอนโทไซยานิน

แอนโทไซยานินเปนสารประกอบในกลุมฟลาโวนอยด      (flavonoids)         ซึ่งมี
โครงสรางหลักเปน   C 6C3C 6    เปนรงควัตถุที่พบในผักผลไม  และดอกไมหลายชนิด  เชน  ผลองุน,
เอลเดอรเบอรร่ี  (elderberries)    แบลคเคอแรนท   (black currants)    ราสเบอรร่ี  (raspberries)
ดอกอัญชัญ   ดอกกุหลาบ  เปนตน    แอนโทไซยานินละลายอยูในแวคคิวโอแซพ (vacuole sap)
ในเซลลของพืช    ซึ่งรงควัตถุนี้มีบทบาทตอสีในผักผลไม  และดอกไม    โดยใหสีในชวงสีแดงไปจน
ถึงสีน้ําเงิน    สามารถละลายไดในน้ําแตไมละลายในตัวทําละลายที่ไมมีหมูไฮดรอกซิล (non-
hydroxyl solvent)  เชน  อีเทอร  อะซีโตน  คลอโรฟอรม  และ เบนซีน  เปนตน (Jackman และ
Smith, 1996)

แอนโทไซยานินเปนอนุพันธพอลิไฮดรอกซี่   (polyhydroxy)   และ     พอลิเมทอกซี่
(polymethoxy) ของฟลาวีเลี่ยม (flavylium) หรือ 2-phenylbenzopyrylium    โมเลกุลประกอบขึ้น
ดวยแอนโทไซยานิดิน (anthocyanidin) หรือ aglycone จับตัวกับน้ําตาลดวยพันธะไกลโคซิดิค
(glycosidic  linkage)  (Brouillard,  1982)

แอนโทไซยานิดินที่พบทั่วไปในธรรมชาติมีประมาณ  18  ชนิด  แตที่พบมากในพืช
มี  6  ชนิด  ซึ่งเรียกชื่อแตกตางกันตามตําแหนงของการมีหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl : OH) และ
เมทอกซิล (methoxyl : OCH3)  ที่  B-ring  ดังรูปที่  2.3

น้ําตาลที่จับกับแอนโทไซยานิดินที่พบบอย   ไดแก     glucose     นอกจากนี้ยังพบ
Monosaccharide  เชน xylose, arabinose, rhamnose, galactose   และ fructose    
disaccharide ซึ่งสวนใหญเปน  rutinose,  sambubiose  และ sophorose    และ trisaccharide  
ในโมเลกุลดวย  โดยน้ําตาลสวนใหญจะเกาะที่คารบอนตําแหนงที่  3    บางครั้งจะพบที่คารบอน
ตําแหนงที่   5   ดวย    สวนคารบอนตําแหนงที่  7  และ  3’  พบนอยมาก  (Francis,  1989)  ดังนั้น
แอนโทไซยานินที่พบสวนใหญจึงเปน  3-monoside  ซึ่งมีน้ําตาลเกาะ  1  ตัวที่ตําแหนง  C3              
3-biosides  ซึ่งมีน้ําตาลเกาะ  2  ตัวที่ตําแหนง  C3   และ   3,5 - diglycosides ซึ่งมีน้ําตาลเกาะ  2  
ตัวที่ตําแหนง C3  และ C5    น้ําตาลเหลานี้จะชวยทําใหแอนโทไซยานิดินมีความเสถียรดีขึ้น  และ
ละลายน้ําไดมากขึ้น  ดังนั้นน้ําตาลจึงมีผลตอความเสถียรของสีของแอนโทไซยานินมากกวา  
aglycone ที่เปนแอนโทไซยานิดิน  (Wrolstad, 2000)
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Substitution pattern (R)Anthocyanidin
R3 ‘ R5 ‘

Colour

Pelargonidin  (Pg) H H               Orange
Cyanidin  (Cy) OH H               Orange-red
Delphinidin  (Dp) OH OH               Blue-red
Peonidin  (Pn) OCH3 H

              Orange-red

Petunidin  (Pt) OCH3 OH               Blue-red
Malvidin  (Mv) OCH3 OCH3               Blue-red

รูปที่  2.3  โครงสรางของแอนโทไซยานิดิน
                                 ที่มา: ดัดแปลงจาก Jackman  และ Smith (1996)  และ Brouillard (1982)

ในบางครั้งโมเลกุลน้ําตาลจะถูก   acylated    ดวยกรดอินทรียบางชนิด
ไดแก  aromatic  acid ตัวอยางเชน  p-coumaric,  caffeic,  ferulic ,  gallic  acid  เปนตน  และ/
หรือ  aliphatic  acid ตัวอยางเชน  malonic,  acetic,  succinic,  oxalic  acid  เปนตน  โดยมัก
เชื่อมกันที่ตําแหนง  -OH ของคารบอนที่ตําแหนงที่ 6   ของน้ําตาลซึ่งชวยใหแอนโทไซยานินมีเสถียร
ภาพดีขึ้น (Jackman  และ Smith, 1996)

สูตรโครงสรางของแอนโทไซยานิน  แสดงดังรูปที่  2.4    เมื่อพิจารณาจาก
โครงสรางของแอนโทไซยานินจะเห็นวาแอนโทไซยานินขาดอิเลคตรอน    จึงทําใหแอนโทไซยานินมี
ความวองไวตอปฏิกิริยาสูง    ผลจากปฏิกิริยาจะไดสารประกอบซึ่งมีโครงสรางและสีที่ไมพึง
ประสงค    บางครั้งอาจทําใหผลิตภัณฑเกิดสีน้ําตาลขึ้นมาได
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R1, R2  =  H, OH or OCH3

รูปที่  2.4  โครงสรางของแอนโทไซยานิน
                                  ที่มา :  Wrolstad  (2000)

3.2  การวิเคราะหแอนโทไซยานิน
การวิเคราะหแอนโทไซยานินมักจะมีความยุงยาก           เนื่องจากแอนโทไซยานิน

สามารถเปลี่ยนรูปโครงสราง (structure transformation) และเกิดปฏิกิริยาที่ซับซอน     นอกจากนี้
ยังเปนการยากที่จะแยกแอนโทไซยานินออกจากสารประกอบในกลุมฟลาโวนอยดตัวอื่นๆ   เพราะมี
โครงสรางและลักษณะการเกิดปฏิกิริยาที่คลายคลึงกัน (Mazza  และ  Miniati, 1993)

Francis (1982) ไดแบงการวิเคราะหแอนโทไซยานินออกเปน  2  แบบ  ไดแก
3.2.1  การวิเคราะหเชิงคุณภาพ  (qualitative  analysis)    เปนการวิเคราะหหา

ชนิดของแอนโทไซยานิดิน   ชนิดของน้ําตาลที่เปนองคประกอบของแอนโทไซยานิน   และตําแหนง
ที่เกาะกับแอนโทไซยานิดิน   รวมถึงสารประกอบเอซิล (acyl compounds) ในโมเลกุลของ
แอนโทไซยานิน

3.2.2 การวิเคราะหเชิงปริมาณ  (quantitative  analysis)    เปนการวิเคราะหหา
ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด  โดยแบงตามลักษณะตัวอยางที่นํามาวิเคราะหไดเปน 3 กลุม
ไดแก

3.2.2.1 ตัวอยางที่มีสารประกอบซึ่งดูดกลืนแสงในชวงเดียวกับ
แอนโทไซยานินปนอยูเล็กนอยหรือไมมีเลย

โดยปกติในผักและผลไมสดจะมีสารประกอบที่สามารถดูดกลืนแสงในชวง
คลื่นเดียวกับแอนโทไซยานิน (500 – 535 นาโนเมตร) อยูนอยมาก    ดังนั้นปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมดจึงสามารถหาไดโดยอาศัยหลักการดูดกลืนแสงดังกลาว
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Fuleki  และ  Fransis (1968a) ไดสกัดแอนโทไซยานินจากผลแครนเบอรี่
(cranberry) โดยการใชเอทานอลกับกรดไฮโดรคลอริคความเขมขน 1.5  นอรมอล  ในอัตราสวน
85:15  โดยปริมาตรเปนตัวทําละลายในการสกัด    ขั้นตอนในการสกัด  คือ  เติมตัวทําละลาย  100
มิลลิลิตร    ลงในตัวอยางหนัก 100 กรัม (SW) ปนใน  Waring blender  ดวยความเร็วสูงสุด   เท
ตัวอยางลงในบีกเกอรขนาด  400  มิลลิลิตร   ลางภาชนะที่ใชปนดวยตัวทําละลายที่ใชในการสกัด
50  มิลลิลิตร   ปดบีกเกอรดวยแผนพาราฟลม (parafilm)   เก็บไวคางคืนที่อุณหภูมิ  4
องศาเซลเซียส    จากนั้นนําสารสกัดที่ไดมากรองดวยกระดาษกรอง Whatman  เบอร  1  ลางกาก
ดวยตัวทําละลายจนกระทั่งไดสารสกัดประมาณ 450  มิลลิลิตร    แลวปรับปริมาตรใหครบ  500
มิลลิลิตร (TEV) ดวยตัวทําละลาย    นําสารสกัดที่ไดจํานวนเล็กนอย (SV) มาเจือจางดวย
ตัวทําละลายที่ใชในการสกัด (DV) เพื่อใหคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดอยูในชวง  0.3 – 0.8  เก็บไวใน
ที่มืด  2  ชั่วโมงเพื่อใหเกิดการสมดุลของรูป (form) ตางๆ ของแอนโทไซยานิน    จากนั้นนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่  535  นาโนเมตร   ดวยเครื่อง  spectrophotometer    แลวคํานวณหาปริมาณ
แอนโทไซยานินทั้งหมดจากสูตรตอไปนี้

           T  O.D.  =    O.D.  x  DV  x  VF                      (2-1)
โดยที่
O.D.  คือ    คาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากตัวอยางที่เจือจางแลวโดยใชเซลลขนาด 1 เซนติเมตร
DV  คือ    คาการเจือจางตัวอยางกอนนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงเพื่อใหคาที่วัดไดอยูในชวงที่

                                        เหมาะสม (Diluted Volume)
VF  คือ    คาที่ใชคูณเขาไปเพื่อใหคาการดูดแสงที่คํานวณไดมีหนวยเปน OD/100 มิลลิลิตรของ

                                        สารสกัด (Volume Factor)

             T  O.D. ตอ 100 กรัม   =   T  O.D. ของสารสกัด 100 มิลลิลิตร  x   TEV/CrW       (2-2)

         โดยที่
TEV คือ   ปริมาตรของสารสกัดที่ไดทั้งหมดเปนมิลลิลิตร (Total Extract Volume)
CrW คือ   น้ําหนักของแครนเบอรร่ีเปนกรัม

TAcy  มิลลิกรัม  ตอ  100  กรัม   =    T  O.D. ตอ  100  กรัม                     (2-3)
                                                                                            E1%

1cm/10
โดยที่
E1%

1cm คือ   คา Extinction coefficient  ซึ่งไดจากคาเฉลี่ยโดยน้ําหนักโมเลกุลของแอนโทไซยานิน
                                   ทุกตัวที่มีอยูในแครนเบอรร่ี
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จากสูตรที่  2-1,  2-2  และ  2-3  สามารถนํามาเขียนเปนสูตรใหมไดดังสูตรที่  2-4

             TAcy    =    O.D. x DV x  100  x  TEV  x       1                                       (2-4)                   
                                                                  SV       SW      E1%

1cm/10
โดยที่
TAcy      คือ  ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (มิลลิกรัมแอนโทไซยานินตอวัตถุดิบ  100  กรัม)
SV          คือ  ปริมาตรของสารละลายสกัดที่เตรียมสําหรับเจือจาง (มิลลิลิตร)
SW         คือ  น้ําหนักของตัวอยางที่ใชในการสกัด (กรัม)

ในกรณีที่ไมทราบคา E1%
1cm ของแอนโทไซยานินในตัวอยาง  Fuleki  และ

Francis (1968a) แนะนําใหใชคา E1%
1cm ของผลแครนเบอรี่ในการคํานวณหาปริมาณ

แอนโทไซยานินทั้งหมด    ซึ่งจะสามารถตัดความผิดพลาดจากการคํานวณทิ้งไปได    เมื่อใช
เปรียบเทียบปริมาณแอนโทไซยานินที่สกัดได

นอกจากนี้ยังอาจใชคา E1%
1cm ของแอนโทไซยานินตัวใดตัวหนึ่งที่มีอยูใน

ตัวอยางในการคํานวณปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดได    เนื่องจากคา E1%
1cm เปนเพียง factor ที่

นํามาคํานวณ    ซึ่งในกรณีที่ตองการเปรียบเทียบปริมาณแอนโทไซยานินที่สกัดไดจะชวยกําจัด
ความผิดพลาดจากการคํานวณออกไปได

Du  และ Francis (1973) และ บุศรารัตน  สายเชื้อ (2545)  คํานวณ
ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของกลีบดอกกระเจี๊ยบแดง (Hibiscus  sabdariffa L.) โดยใช
คา E1%

1cm ของ  delphinidin-3-glucoside  ซึ่งเปนแอนโทไซยานินตัวหนึ่งในกลีบดอกกระเจี๊ยบแดง
คา E1%

1cm เทากับ  559
Do  และ คณะ (1976) คํานวณปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของเชอรี่

โดยใชคา E1%
1cm ของ cyanidin-3-galactoside ซึ่งเปนแอนโทไซยานินตัวหนึ่งในเชอรี่  คา E1%

1cm

เทากับ  3.4 x 104

Tulyathan, Duangmal และ Thanpittayakul (1993) คํานวณปริมาณ
แอนโทไซยานินทั้งหมดของดอกอัญชัน  โดยใชคา E1%

1cm ของ delphinidin-3-glucoside ซึ่งเปน
แอนโทไซยานินตัวหนึ่งในดอกอัญชัน  คา E1%

1cm เทากับ 559
Garzon  และ Wrolstad (2002) คํานวณปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด

ของสตรอเบอรี่    โดยใชคา E1%
1cm ของ pelagonidin-3-glucoside ซึ่งเปนแอนโทไซยานินตัวหนึ่ง

ในสตรอเบอรร่ี   คา E1%
1cm เทากับ 433.2
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3.2.2.2 ตัวอยางที่มีสารประกอบซึ่งดูดกลืนแสงในชวงเดียวกับ
แอนโทไซยานินปนอยู

ในผลิตภัณฑที่มีรงควัตถุแอนโทไซยานินเปนสารใหสี           หลังจากผาน
กระบวนการใหความรอน   การเก็บรักษา    หรือกระบวนการผลิตอยางใดอยางหนึ่ง   มักจะกอให
เกิดสารที่ไดจากการสลายตัวของผลิตภัณฑ (degradation products)  เชน  ผลิตภัณฑจากการ
สลายตัวของแอนโทไซยานิน    ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาระหวางน้ําตาลกับกรดอะมิโน (Maillard 
reactions)   ซึ่งสารเหลานี้มักจะรบกวน (interfere) การวิเคราะหแอนโทไซยานิน   เนื่องจากสาร 
ดังกลาวมีคาการดูดกลืนแสงในชวงเดียวกับแอนโทไซยานิน    ทําใหปริมาณแอนโทไซยานินที่
วิเคราะหไดผิดพลาด    การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินในตัวอยางที่มีสารประกอบเหลานี้อยู
สามารถทําได   2  วิธี  คือ

แยกสารรบกวน (interfering materials) ที่ดูดกลืนแสงในชวงเดียวกับ
แอนโทไซยานินออกไปกอน    โดยวิธีการแยกวิธีใดวิธีหนึ่ง เชน ion exchange, paper
chromatography, thin-layer chromatography, gas chromatography และ high performance
liquid chromatography  เปนตน

ข.  อาศัยหลักการที่แอนโทไซยานินจะมีการเปลี่ยนแปลงโครงสราง   เมื่อ
ความเปนกรดดางในระบบเกิดการเปลี่ยนแปลง   ทําใหความสามารถในการดูดกลืนแสงของ
แอนโทไซยานินเกิดการเปลี่ยนแปลงตามไปดวย    จึงสามารถคํานวณปริมาณแอนโทไซยานินจาก
ความแตกตางของคาการดูดกลืนแสงในระบบที่มีคาความเปนกรดดางตางกันได    ทั้งนี้เพราะคา
การดูดกลืนแสงจากสารรบกวนซึ่งดูดกลืนแสงในชวงเดียวกับแอนโทไซยานินจะถูกหักลางออกไป  
วิธีการนี้เรียกวา  “ pH  differential  method “

การ เลื อกระดับค าความเปนกรดด าง ในการวิ เคราะหป ริมาณ               
แอนโทไซยานินดวยวิธี pH differential method ตองพิจารณาถึง

ก. คาความเปนกรดดางทั้ง 2 คาที่เลือกนั้นควรใหคาการดูดกลืนแสงที่มี
ผลตางหางกันมากที่สุด    หลีกเลี่ยงการเลือกชวงคาความเปนกรดดางในบริเวณเสนโคงที่มี ความ
ชันสูง    ซึ่งจะทําใหคาการดูดกลืนแสงเปลี่ยนแปลงไดมากเมื่อคาความเปนกรดดาง     เปลี่ยนปลง
เพียงเล็กนอย

การเปลี่ยนแปลงความเปนกรดดางรอบ ๆ คาความเปนกรดดางที่
เลือกไมควรทําใหคาการดูดกลืนแสงเปลี่ยนแปลงมากนัก

แอนโทไซยานินควรอยูในรูปที่เสถียรที่ระดับความเปนกรดดางที่
เลือกใช



Fuleki และ Francis (1986b)  หาปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดใน
น้ําแครนเบอรร่ี    โดยใชหลักการของวิธี pH differential    โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง
ในสารละลายบัฟเฟอร KCl–HCl ที่ pH 1.0 และ CH3COONa–HCl ที่ pH 4.5 ที่ความยาวคลื่น
510 นาโนเมตร   โดยที่ pH 1.0 แอนโทไซยานินจะอยูในรูป flavylium cation ซึ่งใหคา
การดูดกลืนแสงสูงที่สุด    และที่ pH 4.5 แอนโทไซยานินจะเปลี่ยนไปอยูในรูป carbinol base ซึ่ง
จะใหคาการดูดกลืนแสงต่ําที่สุด   ที่ความยาวคลื่นเดียวกัน   โดยปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด
สามารถคํานวณไดจากสูตรที่   (2-5)

                   TAcy    =     ∆O.D.  x  10                                               (2-5)
                                                                      Avg.E1%

cm
โดยที่
TAcy             =     ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (มิลลิกรัมตอ 100 กรัมสารละลายสกัด)

                        Avg.E1%
1cm  คือ   คา Extinction coefficient  ซึ่งไดจากคาเฉล่ียโดยน้ําหนักโมเลกุลของ

                                                        แอนโทไซยานินทุกตัวที่มีอยูในแครนเบอรร่ี
 �O.D.        =    TO.D.(pH 1.0) - TO.D.(pH 4.5)

       TO.D.        =    O.D. x  DV  x  VF
       DV (Dilution Volume)  คือ  ปริมาตรสารละลายสกัดที่เจือจางไวสําหรับวัดคา

                                                                              การดูดกลืนแสง (มิลลิลิตร)
      VF (Volume Factor)     คือ   ปริมาตรสารละลายสกัดเริ่มตน / ปริมาตรสารละลายสกัด

                                                                              ตัวอยาง
ขอดีอีกอยางหนึ่งของการวัดปริมาณแอนโทไซยานินดวยวิธี

pH differential method คือ สามารถคํานวณคา degree of degradation ซึ่งเปนคาที่บอกถึงสัด
สวนของรงควัตถุแอนโทไซยานินที่เสื่อมสลาย (degrade) ไปได    โดยแสดงในเทอมของคาดัชนี
การสลายตัว (Degradation Index : DI)

คา degree of degradation สามารถคํานวณไดจากสูตรที่  (2-6)

Degradation Index (DI)   =     TAcy by the single pH method                         (2-6)

         TAcy by the pH differential method

ในงานวิจัยนี้ใชวิธี  pH differential method ตามวิธีการของ  Fuleki  และ
Francis (1968b) ในการหาปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด    โดยเลือกวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ระดับความเปนกรดดาง 1.0  และ 4.5  ที่ความยาวคลื่น  526  นาโนเมตร

User
Text Box
12
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3.2.2.3 การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินแตละชนิด
ในการวิเคราะหรงควัตถุแอนโทไซยานินแตละชนิด    จําเปนที่จะตองแยก

รงควัตถุแอนโทไซยานินออกจากรงควัตถุชนิดอื่นๆ กอน    เพื่อใหไดสารละลายแอนโทไซยานินที่
ปราศจากน้ําตาลและผลิตภัณฑที่เกิดจากการสลายตัวของรงวัตถุดังกลาวโดยการใช lead
acetate,  polyamide,  polyvinylpyrrolidone  หรือ  ion-exchange resins จากนั้นจึงนําตัวอยาง
ที่ไดมาวิเคราะหเพื่อหาชนิดของแอนโทไซยานินตอไป    ซึ่งวิธีการตางๆ ที่ใชในการวิเคราะห  ไดแก
high-performance liquid chromatography (HPLC),  thin-layer chromatography (TLC)
เปนตน

3.3  เสถียรภาพของแอนโทไซยานินในน้ําผลไม
        ปญหาสําคัญอยางหนึ่งของผลิตภัณฑน้ําผลไมที่มีรงควัตถุแอนโทไซยานินเปนสารให
สีแดงซึ่งเปนลักษณะที่ดีของผลิตภัณฑจะเปลี่ยนไป  เกิดสีน้ําตาลขึ้นในผลิตภัณฑ    ทําใหไมเปนที่
ยอมรับของผูบริโภค การเปลี่ยนแปลงดังกลาวเกิดไดจากปจจัยตางๆ หลายปจจัย เชน ความเปน
กรดดางของผลิตภัณฑ ความรอน แสง และออกซิเจน เปนตน นอกจากนี้การใหความรอนใน
ระหวางกระบวนการผลิตก็เปนอีกสาเหตุหนึ่งของการเปลี่ยนแปลงของรงควัตถุแอนโทไซยานิน 
ปจจัยที่มีผลสําหรับงานวิจัยนี้ ไดแก

3.3.1 กิจกรรมของเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส  (polyphenol  oxidase: PPO)  ที่มี
อยูในน้ําผลไม

เมื่อเนื้อเยื่อของผลไมถูกทําลายในระหวางการสกัดน้ําผลไม    PPO จะเรงการ
ออกซิเดชั่นของสารประกอบฟนอลิกในผลไมนั้น ๆ ไปเปน o-quinone    ซึ่งสารนี้มีความวองไวตอ
การเกิดปฏิกิริยาและสามารถทําปฏิกิริยากับแอนโทไซยานินทําใหเกิดสารที่มีสีน้ําตาลได (รูปที่ 4.8)

       Siddiq  และคณะ  (1994)  ไดศึกษาผลของ  PPO  และตัวยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซมดังกลาว  ตอการเปลี่ยนแปลงสีในน้ําพลัม (plum juice)  โดยเตรียมน้ําพลัมจากผลพลัมที่
ผานการแชแข็งที่อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  น้ําพลัมที่ไดมีคาความเปนกรดดาง  3.9  และของ
แข็งที่ละลายได  14  องศาบริกซ  นํามาผานการพาสเจอไรสที่อุณหภูมิ  88  องศาเซลเซียส  นาน  1  
นาที  กอนเก็บที่อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส    แลวนํามาศึกษาถึงผลของ PPO ตอเสถียรภาพ
ของแอนโทไซยานินในน้ําพลัม  โดยเติม  PPO  ที่สกัดไดจากผลพลัมลงในน้ําพลัมใหมีความเขมขน
รอยละ  1.0,  5.0  และ10.0  ที่อุณหภูมิหอง  (30  องศาเซลเซียส)    วัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น  535  นาโนเมตร  ทุก ๆ ชั่วโมง  ในชวง  8  ชั่วโมงแรก  จากนั้นวัดคาเมื่อครบ  16  
และ  24  ชั่วโมง ตามลําดับ  ทําการทดลอง  2  ซ้ํา  พบวา  การสูญเสียรงควัตถุแอนโทไซยานินใน
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น้ําพลัมมีความสัมพันธกับความเขมขนของ PPO และระยะเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา  โดยใน
สภาวะที่มีความเขมขนของ PPO สูงและการใชระยะเวลาในการทําปฏิกิริยานาน   จะสงผลใหเกิด
การสูญเสียของแอนโทไซยานินสูงขึ้นตามไปดวย (รูปที่  2.5)

รูปที่ 2.5  ผลของการเติม PPO ตอการสูญเสียแอนโทไซยานินในน้ําพลัมที่อุณหภูมิ 30OC
       ที่มา:  Siddiq และคณะ (1994)

เมื่อศึกษาถึงผลของการยับยั้งกิจกรรมของ   PPO   โดยการพาสเจอไรสที่
อุณหภูมิ 88 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  หรือเติมตัวยับยั้ง PPO  3  ชนิด  ไดแก  ascorbic  acid,
L-cysteine หรือ sodium  metabisulfite  ความเขมขน 0.5 mM ตอเสถียรภาพของแอนโทไซยานิน
ในน้ําพลัมที่เติม PPO ลงไปรอยละ 0.5    เปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุม (control) ซึ่งเปน
น้ําพลัมที่ไมผานกระบวนการยับยั้ง PPO    โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 535 นาโนเมตร    พบวาการพาสเจอไรส   การเติม L-cysteine  หรือ sodium
metabisulfite   สามารถลดการสูญเสียของแอนโทไซยานนิในน้ําพลัมลงไดอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p< 0.05)  เมื่อเทียบกับชุดการทดลองควบคุม (รูปที่ 2.6)   ซึ่งจากผลการทดลองดังกลาว
ผูทําการทดลองไดใหขอเสนอวา L-cysteine นาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่จะใชทดแทน sulfiting
agent ซึ่งปจจุบันไดถูกหามใชในผลิตภัณฑหลายชนิดแลว    โดยการใช L-cysteine จะใหผล 2
ประการคือเพิ่ม lag period ของการเกิดปฏิกิริยาสีน้ําตาล    และการจับกับ quinines ของ
L-cysteine  จะชวยยับยั้งการเกิดเมลานินไดดวย    สวนผลการเติม ascorbic acid พบวาทําให
เกิดการสลายตัวของแอนโทไซยานินเพิ่มข้ึน    เมื่อเทียบกับชุดการทดลองควบคุม
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รูปที่  2.6   ผลของการยับยั้ง PPO activity ตอการสูญเสียแอนโทไซยานินในน้ําพลัม
         ที่มา:  Siddiq และคณะ (1994)

3.3.2  ความรอนจากการพาสเจอไรสและการเก็บรักษา
Brouillard (1982)  และ  Francis (1989)  รายงานวา   แอนโทไซยานินจะถูก

ทําลายดวยความรอนทั้งในระหวางกระบวนการผลิตและการเก็บรักษา  อัตราการสลายตัวของ 
แอนโทไซยานินเปนแบบ first order kinetic    การเกิดสมดุลของปฏิกิริยาระหวางรูปแบบ (form) 
ของแอนโทไซยานินเปนปฏิกิริยาแบบดูดความรอน    ทําใหสมดุลเลื่อนจากซายไปขวา    ดังนั้นเมื่อ
อุณหภูมิสูงขึ้นสมดุลจะเลื่อนไปทางขวามากขึ้น    ทําใหสีของแอนโทไซยานินซีดลงเนื่องจากเกิด 
chalcone เพิ่มข้ึน    แต chalcone จะเปล่ียนกลับไปเปน flavylium cation ไดชาลง (รูปที่ 2.7)    
ซึ่ง chalcone จะทําใหเกิดผลิตภัณฑ carboxylic acid  คือ substituted benzoic acids ที่ไดจาก 
B-ring   และ carboxyaldehyde  คือ 2,4,6-trihydroxybenzaldehyde จาก A-ring  ของ          
แอนโทไซยานิน    ผลิตภัณฑเหลานี้จะนําไปสูการเกิดผลิตภัณฑสีน้ําตาลชนิด melanodins ข้ึนใน 
น้ําผลไม
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รูปที่  2.7  โครงสรางของแอนโทไซยานินเมื่ออยูในสภาวะสมดุลในสารละลาย
            ที่มา:  Francis  (1989)

Cemeroglu, Velioglu  และ Isik (1994)    ไดศึกษาจลนศาสตรการ 
สลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเชอรี่    โดยใชน้ําเชอรี่เขมขน 45 และ 71 0Brix ทําการ          
พาสเจอไรส  จากนั้นบรรจุขวดปดสนิท  และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  5, 20  และ 37 องศาเซลเซียส    
ติดตามการเปลี่ยนแปลงของปริมาณแอนโทไซยานินในระหวางการเก็บรักษา   ผลการทดลอง    
พบวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิสูงขึ้นจะสงผลใหเกิดการสูญเสียของแอนโทไซยานินสูงขึ้นตามไป
ดวย     โดยที่อุณหภูมิ 5, 20 และ 37 องศาเซลเซียส คาคงที่ของอัตราการสลายตัวของ            
แอนโทไซยานินในน้ําเชอรี่เขมขน 45 0Brix   จะเทากับ 1.00 x 103 , 5.29 x 103 และ 18.44 x 103  
ตอวัน  ตามลําดับ  ในขณะที่น้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน  71 0Brix จะมีคาคงที่ของอัตราการสลายตัว
ของแอนโทไซยานินเทากับ 0.82 x 103, 6.55 x 103  และ 23.89 x 103  ตอวัน ตามลําดับ    และเมื่อ
พิจารณาคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินในน้ําเชอรี่ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิดังกลาว    พบวาน้ําเชอรี่ที่
มีความเขมขน 45 0Brix จะมีคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินเทากับ 310, 45  และ 14.4  วัน      
ตามลําดับ    ขณะที่น้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 71 0Brix จะมีคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินเทากับ 
356, 38  และ 11 วัน  ตามลําดับ

เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิในการใหความรอนตอเสถียรภาพของ
แอนโทไซยานินในน้ําเชอรี่    โดยนําน้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 45  และ 71  0Brix     บรรจุใส      
หลอดทดลองขนาด  20  มิลลิลิตร    ไลอากาศออกจาก  headspace  แลวปดฝาเพื่อปองกัน     
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การระเหย    กอนนํามาแชไวในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ  50, 60, 70   และ  80  องศาเซลเซียส       
ผลการทดลองที่ไดพบวาเมื่อใชอุณหภูมิสูงขึ้นจะสงผลใหเกิดการสูญเสียของแอนโทไซยานินสูงขึ้น
ตามไปดวย    โดยที่อุณหภูมิ  50, 60, 70  และ 80 องศาเซลเซียส    คาคงที่ของอัตราการสลายตัว
ของแอนโทไซยานินในน้ําเชอรี่เขมขน 45 0Brix    จะเทากับ  5.15 x 103 , 10.99 x 103, 24.31 x 103  

และ  57.19 x 103  ตอช่ัวโมง  ตามลําดับ    ในขณะที่น้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 71 0Brix  จะมี       
คาคงที่ของอัตราการสลายตัวของแอนโทไซยานินเทากับ 7.50 x 103, 18.75 x 103, 40.47 x 103  
และ 97.14 x 103  ตอช่ัวโมง  ตามลําดับ    และเมื่อพิจารณาถึงคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินใน
น้ําเชอรี่ที่ผานกระบวนการผลิตที่อุณหภูมิดังกลาวก็พบวาในน้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 45 0Brix    จะ
มีคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินเทากับ 52.0, 24.0, 10.9  และ 4.4  ชั่วโมง  ตามลําดับ     ขณะที่
น้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 71  0Brix    จะมีคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินเทากับ 35.4, 13.1, 5.9  
และ 2.4  ชั่วโมง  ตามลําดับ    เนื่องจากอุณหภูมิที่สูงขึ้นจะเรงใหเกิดการเสื่อมสลายของ           
แอนโทไซยานินไดมากขึ้น    และเมื่อพิจารณาถึงผลของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดใน    
น้ําเชอรี    พบวาของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดสวนใหญจะไดแก  น้ําตาลกลูโคส  น้ําตาลฟรุคโตส  
และกรดมาลิค    ซึ่งน้ําตาลและสารผลิตภัณฑที่เกิดจากการเสื่อมสลายของน้ําตาลจะเปนตัวเรงให
เกิดการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานิน    ทําใหน้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 71  0Brix มีคาคงที่ของ
อัตราการสลายตัวของแอนโทไซยานินสูงกวาน้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 45  0Brix    สงผลใหมีคาครึ่ง
ชีวิตของแอนไซยานินต่ํากวาน้ําเชอรี่ที่มีความเขมขน 45  0Brix

จากผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเห็นวาการสลายตัวของแอนโทไซยานินใน
น้ําเชอรี่     มีความสัมพันธกับอุณหภูมิที่ใชในกระบวนการผลิตและการเก็บรักษา  โดยคาคงที่ของ
อัตราการสลายตัว (rate  constant) ของแอนโทไซยานินจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิ

Riichiro  และ คณะ (1995)  ศึกษาเสถียรภาพของ  hordeumin  ซึ่งเปน
รงควัตถุแอนโทไซยานินจากขาวบารเลย    โดยเตรียม hordeumin (จากตะกอนที่ไดจากการกรอง
หลังการหมักขาวบารเลยใหเกิดแอลกอฮอล)   แลวนํามาละลายในสารละลาย 1% HCl-methanol
บรรจุสารละลายที่ไดลงในหลอด vial ขนาด 3 มิลลิลิตร    ปดผนึกและเก็บรักษาในที่มืดที่อุณหภูมิ 
25, 5  และ –20 องศาเซลเซียส    สุมตัวอยางมาตรวจสอบปริมาณรงควัตถุแอนโทไซยานินคงเหลือ    
ผลการทดลองชี้ ให เห็นวาการเก็บรักษาที่ อุณหภูมิสูงขึ้นจะทําใหคาครึ่งชีวิตของปริมาณ             
แอนโทไซยานินยิ่งลดลง    โดยคาครึ่งชีวิตของ hordeumin ที่เก็บที่อุณหภูมิ 25, 5 และ -20      
องศาเซลเซียสมีคาเทากับ 10, 42  และ 600 วัน  ตามลําดับ

จากนั้นทดสอบเสถียรภาพตอความรอนของ  hordeumin        โดยการนํา
สารละลาย hordeumin มาบมที่อุณหภูมิ  5, 40, 50, 60, 80 และ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0,  
5, 15 และ 30 นาที    นําตัวอยางออกมาตรวจสอบปริมาณรงควัตถุแอนโทไซยานินคงเหลือ    โดย
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ใหปริมาณรงควัตถุแอนโทไซยานินใน hordeumin ที่ไมไดใหความรอนมีคาเทากับ 100%           ผล
การทดลองพบวาเมื่ออุณหภูมิในการใหความรอนสูงขึ้นและเวลานานขึ้นปริมาณแอนโทไซยานิน  
คงเหลือก็จะลดลง     แสดงใหเห็นวาความรอนและระยะเวลาที่ใชมีผลตอการสลายตัวของ 
hordeumin    โดยการใหความรอนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จะทําใหปริมาณ
รงควัตถุแอนโทไซยานินเหลืออยู 90% และลดลงเหลือ 80% เมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิดังกลา
วนาน 30 นาที    ขณะที่การใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาทีจะทําให
รงควัตถุดังกลาวเหลืออยูเพียง 60%  (รูปที่  2.8)

3.3.3    แสงระหวางการเก็บรักษา
การบรรจุน้ําผลไมในขวดแกวใสหรือภาชนะที่ไมสามารถปองกันแสงไดจะ

ทําใหผลิตภัณฑไดรับแสงตลอดเวลาระหวางการเก็บรักษา                แสงจะเรงการเสื่อมสลายของ
แอนโทไซยานินโดยทําใหเกิดพอลิเมอไรเซชั่น (polymerization)    หรือคอนเดนเซชั่น 
(condensation) ซึ่งทําใหเกิดสารสนี้ําตาล    ผลิตภัณฑที่ไดจะเหมือนกับการเสื่อมสลายของ    
แอนโทไซยานินเนื่องจากความรอน (Von-Elbe และ Schartz, 1996)

Iversen  (1999)   ศึกษาผลของแสงในระหวางการเก็บรักษาตอปริมาณ
แอนโทไซยานินในผลิตภัณฑ nectar จากผล black currant    โดย  nectar ที่ใชในการทดลองมี
soluble solid 16 oBrix  และ pH 3.0   จากนั้นนํามาไลอากาศออก (deaerated โดยใชความดัน
สุญญากาศที่ 925 มิลลิบาร)  แลวพาสเจอไรสที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 27 วินาที
ดวย heat exchanger    บรรจุขวดแกวขนาด 250 มิลลิลิตร    เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 20
องศาเซลเซียสในที่มืดและภายใตแสง daylight    สุมตัวอยางออกมาตรวจปริมาณแอนโทไซยานิน
ผลการทดลองพบวาแสงมีผลตอการสลายตัวของแอนโทไซยานิน      โดยการสลายตัวดังกลาวเปน
แบบ   first   order     ซึ่ง  nectar  ที่เก็บรักษาในที่มืดจะมีคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินอยูที่ 216
วัน    ขณะที่ nectar  ที่เก็บรักษาภายใตแสง  daylight  มีคาครึ่งชีวิตเหลืออยูเพียง 165 วันเทานั้น

3.3.4  ออกซิเจนและวิตามินซีในผลิตภัณฑ
ในระบบที่มีออกซิเจนและวิตามินซีอยูรวมกัน   วิตามินซีจะถูกออกซิไดซ

ใหไปอยูในรูปของ dehydroascorbic acid    ซึ่งจะทําใหเกิดไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่สามารถทํา
ปฏิกิริยากับแอนโทไซยานินไดโดยมี copper  เปนตัวเรง    ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่เกิดขึ้นจะเขา
ทําปฏิกิริยาที่ตําแหนง C2 ของแอนโทไซยานิน    ทําให pyrylium ring แตกออกเปนสารประกอบที่
ไมมีสีและสารอนุพันธของ coumarin    สารผลิตภัณฑที่ไดอาจสลายตัวตอไปหรือเกิด 
polymerization     แลวทําใหเกิดตะกอนสีน้ําตาลขึ้นในน้ําผลไมได (Von-Elbe และ Schwartz, 
1996)
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รูปที่  2.8   เสถียรภาพตอความรอนของ hordeumin ที่อุณหภูมิและเวลาตาง ๆ  --○-5OC,
                   -●- 40OC, -- ∆- 50 OC, -▲-60OC, --□- 70OC, -■-80OC,. .○. .100OC

   ที่มา:  Riichiro และคณะ (1995)

Zulin, Lin และ Francis (1992)  ศึกษาผลของวิตามินซีและแทนนินตอ
เสถียรภาพของแอนโทไซยานินจาก Tradescantia  pallida  โดยใชใบสดหรือใบที่ผานการแชแข็งที่
อุณหภูมิ –28 องศาเซลเซียส    มาสกัดแอนโทไซยานินโดยแชในสารละลาย 0.1% HCl ในน้ํา   ขาม
คืน    จากนั้นทําใหบริสุทธิ์โดยผานสารละลายที่ไดบน  cation exchange resin และ elute จาก 
column ดวย 0.1% HCl ใน methanol    นําแอนโทไซยานินที่ไดมาละลายในสารละลาย citric 
acid/dibasic sodium phosphate buffer pH 4.5 ที่ผานการพาสเจอไรสแลว    เติม          น้ําตาล
ทรายเพื่อใหสารละลายที่ไดมีของแข็งที่ละลายได 16.2% โดยน้ําหนักตอปริมาตร    นํา   สาร
ละลายที่ไดบรรจุใสหลอดทดลองที่ผานการฆาเชื้อแลวหลอดละ 25 มิลลิลิตร    เติมสารละลายแทน
นิน  วิตามินซี หรือน้ํา 1 มิลลิลิตร    นําผลิตภัณฑที่ได (มีน้ําตาล 15%) มาพาสเจอไรสที่อุณหภูมิ  
85  องศาเซลเซียส เปนเวลา  15  วินาที    กอนไลอากาศออกโดยการ flush ดวยไนโตรเจน    แลว
ปดดวยจุคคอรกที่ผานการสเตอริไรสที่อุณหภูมิ 125 องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีมาแลว      จุมใน
สารละลายพาราฟนเพื่อปองกันการถายเทของออกซเิจนระหวางการเก็บรักษา       เก็บตัวอยางไว 
4 เดือนกอนนํามาตรวจสอบปริมาณแอนโทไซยานินเปรียบเทียบกับกอนเก็บรักษา    ซึ่งผลการ
ทดลองที่ได พบวา การเติมแทนนิน และวิตามินซีในปริมาณที่สูงขึ้นจะทําใหมีการสูญเสียแอนโทไซ
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ยานินมากขึ้นตามไปดวย    โดยตัวอยางที่ไมไดเติมสารละลายแทนนินแตเติมสารละลายวิตามินซี
ความเขมขน 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิตร      จะมีปริมาณแอนโทไซยานินเหลืออยู  62 และ  
25% ตามลําดับ (ตารางที่  2.2)

ตารางที่  2.2   ผลของการเติมแทนนินและวิตามินซีตอปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือ    ใน
                       น้ําผลไมจําลองที่เติมแอนโทไซยานินจาก Tradescantia  pallida

Pigment (% retained)
Storage time (months)Tannin (%)

Ascorbic acid
(mg/ml)

0 4
0.0 100 62

0 0.1 97 30
0.5 96 25
0.0 90 21

0.1 0.1 89 20
0.5 91 23
0.0 73 16

0.3 0.1 63 28
0.5 69 30

ที่มา:  ดัดแปลงจาก Zulin, Lin และ Francis (1992)

Iversen  (1999)  ศึกษาผลของออกซิเจนตอเสถียรภาพของ
แอนโทไซยานินและวิตามินซีในผลิตภัณฑ nectar จากผล black currant    โดยเตรียมผลิตภัณฑ 
nectar จากสวนของ mash ซึ่งไดจากการสกัดน้ําผลไม    เปรียบเทียบระหวางผลิตภัณฑที่มีการไล
อากาศออก (deaerated) และชุดการทดลองควบคุมที่ไมมีการไลอากาศออก    นําผลิตภัณฑที่ได
มาตรวจสอบปริมาณออกซิเจน  แอนโทไซยานิน  และวิตามินซีในระหวางการเก็บรักษา                  
ผลการทดลองที่ไดพบวา ปริมาณออกซิเจนในผลิตภัณฑที่ไมไดไลอากาศออก    จะลดลงอยาง   
รวดเร็วจนไมมีความแตกตางกับปริมาณออกซิเจนในผลิตภัณฑที่ไลอากาศออก    หลังเก็บไวเพียง 
1 วัน    โดยกอนการเก็บรักษาผลิตภัณฑ nectar ที่ไมไดไลอากาศออกจะมีปริมาณออกซิเจนอยู 
5.10±0.14 ppm    ในขณะที่ผลิตภัณฑซึ่งผานการไลอากาศออกจะมีปริมาณออกซิเจนอยู 1.60±
0.07 ppm    แตหลังจากเก็บรักษาไว 1 วันพบวาผลิตภัณฑทั้งสองมีปริมาณออกซิเจนเหลืออยู 
1.07±0.07 และ 1.05±0.07 ppm ตามลําดับ     และจากขอมูลที่ไดยังพบอีกวาการเอาอากาศออก
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จากผลิตภัณฑหรือไม    ไมมีผลตอเสถียรภาพของแอนโทไซยานิน  และปริมาณวิตามินซีในผลิต
ภัณฑ nectar    ซึ่งผูทําการทดลองใหเหตุผลวาอาจเปนเพราะในผลิตภัณฑยังมีสารประกอบอื่นที่มี
คุณสมบัติเปน antioxidant ซึ่งสามารถใชออกซิเจนในผลิตภัณฑได เชน สารประกอบ          ฟนอล
ลิค  อยูดวย



บทที่ 3

อุปกรณและวิธีการทดลอง

3.1  วัตถุดิบ  สารเคมีและอุปกรณ
3.1.1  วัตถุดิบ

ทุกการทดลองใชผลเมาที่อยูในระยะสุกแกเต็มที่ (ผลสีดํา)    ซึ่งเก็บรวบรวมจาก
เขตพื้นที่จังหวัดสกลนคร  อุดรธานี และนครพนม  โดยสถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตร
สกลนคร ในชวงเดือนสิงหาคม – ตุลาคม  2544    นํามาบรรจุถุง high density polyethylene
ถุงละ 1 กิโลกรัม    เก็บรักษาโดยการแชแข็งที่อุณหภูมิ  –18  OC

3.1.2  สารเคมี
Acetic  acid A.R.  grade  (Merck)
Ammonium  sulphate A.R.  grade  (Fluka)
L–ascorbic  acid A.R.  grade  (Sigma)
L–ascorbic  acid Food  grade
Bovin  serum  albumin A.R.  grade  (Sigma)
Catechol A.R.  grade  (Merck)
Citric  acid A.R.  grade  (Fluka)
Citric  acid Food  grade
Copper  sulphate  pentahydrate A.R.  grade  (Merck)
Disodium hydrogen phosphate                        A.R.  grade  (Merck)
Folin–Ciocalteu  phenol  reagent A.R.  grade  (Merck)
Gallic  acid A.R.  grade  (Fluka)
Hydrochloric  acid A.R.  grade  (Fluka)
m–phosphoric  acid A.R.  grade  (Merck)
o–phosphoric  acid A.R.  grade  (Merck)
Potassium  chloride A.R.  grade  (Sigma)
Potassium  hydrogen  phatalate A.R.  grade  (Merck)
Potassium  metabisulphite A.R.  grade  (Merck)
Potassium   tartrate A.R.  grade  (Merck)
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Sodium  acetate A.R.  grade  (Merck)
Sodium   carbonate A.R.  grade  (Merck)
Sodium  deoxycholate A.R.  grade  (Fluka)
Sodium dihydrogen phosphate                        A.R.  grade  (Merck)
Sodium  dodecyl  sulphate A.R.  grade  (Sigma)
Sodium  hydroxide A.R.  grade  (Sigma)
Trichloroacetic  acid A.R.  grade  (Fluka)
อาหารเลี้ยงเชื้อ   Plate  count  agar A.R.  grade  (Merck)
อาหารเลี้ยงเชื้อ   Potato  dextrose  agar A.R.  grade  (Merck)

3.1.3  อุปกรณ
Hand  refractometer  (รุน 2110–W06  บริษัท Atago, Japan)
pH meter (รุน F-21 บริษัท Horiba, Japan)
Refrigerated  centrifuge (รุน  multi–RF  บริษัท Thermo  IEC, USA)
Spectrophotometer  (รุน Geneys-10 UV  บริษัท Thermo Spectronic, USA)
Spectrophotometer (รุน Lamda 25 บริษัท Perkin Elmer,USA)
เครื่องชั่งน้ําหนัก (รุน 3100s  บริษัท Sartorius, Germany)
เครื่องวัดสี (รุน  CR–310   บริษัท Minolta, Japan)

3.2  การวิเคราะหคุณภาพน้ําคั้นที่ไดจากผลเมา
นําผลเมาสุกที่ผานการแชแขง็ที่อุณหภูมิ –18 OC  จํานวน 100 กรัม    มาละลายน้ําแข็ง

(thaw)     โดยนํามาเก็บไวที่อุณหภูมิ 5 OC เปนเวลา  1 คืน    กอนคั้นดวยผาขาวบางและนําไป
ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง refrigerated centrifuge (อุณหภูมิ  4 OC) เปนเวลา 10 นาที  ความเร็ว
6,000 x g    นําสวนใสที่ไดมาวิเคราะหคุณภาพดังตอไปนี้

3.2.1   ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (total  soluble  solids)
ใชการวัดดวย Hand  refractometer

3.2.2   ปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด
ใชการไตเตรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 N  ตามวิธีการ

ของ A.O.A.C. (1995)    แลวคํานวณปริมาณกรดที่ไตเตรตไดในรูปของกรดซิตริค (โดยในการ
คํานวณกําหนดใหสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  0.1 N  1 ml    ทําปฏิกิริยาสมมูลย
พอดีกับกรดซิตริค 6.4 mg)
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3.2.3    คาความเปนกรด-ดาง (pH)
นําน้ําเมาที่คั้นไดไปวัดคาความเปนกรด-ดางโดยใช  pH meter

3.2.4    ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด
ใชการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด  โดยดัดแปลงจากวิธีการ

ของ Fuleki และ Francis (1968a) (ภาคผนวก  ก  1)
3.2.5    ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด

ใชการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin–Ciocalteu
(Folin และ Ciocalteu,1927) (ภาคผนวก  ก  2)

3.2.6 ปริมาณวิตามินซี
ใชการวิเคราะหปริมาณวิตามินซีดวยเครื่อง HPLC    ตามวิธีการของ

นิภาภรณ  ลักษณสมยา (2541) (ภาคผนวก  ก  3)
3.2.7 วัดคาสี

ใชการวัดคาสีในระบบ CIE L*a*b* ดวยเครื่องวัดสี Minolta รุน CR-310    โดยใช
แหลงกําเนิดแสง D65

3.2.8    ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด  ยีสต  และรา
ใชวิธี viable plate count  ในการตรวจสอบปริมาณจุลินทรียทั้งหมด  ยีสต  และ

รา    ตามวิธีการของ  A.O.A.C.(1995)
3.2.9 กิจกรรมของเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส (PPO activity)

3.2.9.1 เตรียม crude enzyme (ภาคผนวก  ก  4)
3.2.9.2 วิเคราะหปริมาณโปรตีนใน  crude  enzyme

ใชการวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี modified Lowry (Peterson,
1977) (ภาคผนวก  ก  5)

3.2.9.3  วิเคราะห PPO activity
ใชการวิเคราะห PPO activity ตามวิธีการของ   Duangmal และ Owusu-

Apenten (1999)    โดยนํา crude enzyme 200 µl    มาทําปฏิกิริยากับสารละลาย catechol
ความเขมขน 20 มิลลิโมล    ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.2 โมลาร   pH 7.0
จํานวน 2.80 ml    ที่อุณหภูมิ 25OC    วัดการเปลี่ยนแปลงของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
420 นาโนเมตร    โดยใชเครื่อง Spectrophotometer (Perkin Elmer รุน Lamda 25) ชนิดที่มี
water bath ควบคุมอุณหภูมิของ cuvette holder    คํานวณอัตราเร็วเริ่มตนจากความชันของกราฟ
ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับเวลา    คํานวณ PPO activity โดยใหเอนไซม 1 หนวย
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(unit)   เทากับการเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสง 0.001 ตอนาที          รายงาน PPO activity ที่
ไดในรูปของ units/mg  protein

3.3  ศึกษาสมบัติของ crude PPO ในน้ําเมา
เตรียม crude enzyme    ตามวิธีการในขอ 3.2.9.1    กอนนํามาศึกษาสมบัติในดานตาง ๆ

ดังตอไปนี้
3.3.1 ศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณ crude enzyme และ substrate

นํา crude enzyme (แปรปริมาณเปน  50, 100,150, 200, 250  และ 300  µl) มา
ทําปฏิกิริยากับ substrate (สารละลาย catechol  ความเขมขน 20 mM ในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.2 M pH 7.0)     จํานวน 2.95, 2.90, 2.85, 2.80, 2.75 และ 2.70 ml
ตามลําดับ    เพื่อให reaction mixture มีปริมาตร 3 ml  ที่อุณหภูมิ 25 OC    วิเคราะห PPO
activity ตามขอ 3.2.9.3    สรางกราฟความสัมพันธระหวาง PPO activity (units) กับปริมาณ
crude  enzyme ที่ใช

3.3.2 ศึกษา optimum pH ของ crude PPO ในน้ําเมา
นํา crude enzyme จํานวน  200  µl    มาทําปฏิกิริยากับสารละลาย   catechol

ความเขมขน 20  mM    ในสารละลายบัฟเฟอรในชวง pH 3.0 – 9.0 (โดยแปรคา pH เปน 3.0, 3.5, 
4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0)    จํานวน 2.80 ml    ที่อุณหภูมิ 25 0C    
วิเคราะห PPO activity ตามขอ 3.2.9.3    คํานวณ PPO activity ที่ไดในแตละ pH    ในรูปของ          
% relative activity    โดยให PPO activity ที่มีคาสูงสุดเปน 100%

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง % relative activity ของ PPO activity ในน้ําเมา
กับคา pH ที่ระดับตาง ๆ    เลือกคา pH ที่ให PPO activity สูงที่สุดไปใชในการศึกษาในหัวขอตอไป

3.3.3 ศึกษา pH stability ของ crude PPO ในน้ําเมา
เตรียมสารละลายบัฟเฟอรในชวง pH 3.0- 8.5 (โดยแปรคา pH เปน 3.0, 3.5, 4.0,

4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 และ 8.5)     นํา crude enzyme มาผสมกับสารละลาย
บัฟเฟอรดังกลาวในอัตราสวน 1 ตอ 4    บมที่อุณหภูมิ 0OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง    จากนั้นนํา
สารละลายที่ได  จํานวน 200 µl    มาวิเคราะห PPO activity ตามวิธีการในขอ 3.2.9.3    ที่อุณหภูมิ
25 OC    โดยใชสารละลาย catechol ความเขมขน 20 mM ในสารละลายบัฟเฟอรที่มี pH ตามที่
เลือกไวในขอ 3.3.2  จํานวน 2.80 ml เปน substrate   เปรียบเทียบกับ crude  enzyme ในสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH 7.0 อัตราสวน 1 ตอ 4 ที่ไมไดผานการบม (control)     คํานวณ
PPO activity แตละคา pH ในรูปของ % residual activity    โดยให PPO activity ที่วิเคราะหได
จาก control มี % residual activity เทากับ 100%
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สรางกราฟความสัมพันธระหวาง  % residual activity  ของ  PPO activity กับคา
pH  ของสารละลายบัฟเฟอรที่ใชในการบม crude enzyme

3.3.4 ศึกษา optimum temperature ของ crude PPO ในน้ําเมา
นํา crude enzyme จํานวน  200  µl      มาทําปฏิกิริยากับสารละลาย   catechol

ความเขมขน 20 mM    ในสารละลายบัฟเฟอรที่มี pH ที่เลือกไวในขอ 3.3.2    จํานวน 2.80 ml
วิเคราะห PPO activity ตามวิธีการในขอ 3.2.9.3    โดยแปรอุณหภูมิเปน 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85  และ 90 OC    ควบคุมอุณหภูมิโดยใช water bath ซึ่ง
ตอเชื่อมกับ cuvette holder     คํานวณ PPO activity ที่ไดในแตละอุณหภูมิเปน % relative
activity    โดยให PPO activity ที่มีคาสูงที่สุดมี  relative activity เทากับ 100%

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง   relative   activity   กับอุณหภูมิที่ใชในการทํา
ปฏิกิริยา    เลือกระดับอุณหภูมิที่ให PPO activity สูงที่สุดไปศึกษาในหัวขอตอไป

3.3.5 ศึกษา temperature stability ของ crude PPO ในน้ําเมา
นํา crude enzyme มาบมใน water bath   ที่อุณหภูมิ 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,

70, 80, 85  และ 90 OC เปนเวลา 10 นาที    นํามาทําใหเย็นทันทีใน ice bath    กอนนํา crude
enzyme ที่บมเสร็จแลวจํานวน 200 µl    มาวิเคราะห PPO activity    ตามวิธีการในขอ 3.2.9.3
โดยใชสารละลาย catechol ความเขมขน 20 mM    ในสารละลายบัฟเฟอรที่มี pH ที่เลือกไวในขอ
3.3.2    จํานวน 2.80 ml    ที่อุณหภูมิที่เลือกไวในขอ 3.3.4    เปรียบเทียบกับ PPO activity ใน
crude enzyme ที่ไมไดผานการบม    นํา PPO activity ที่ตรวจสอบไดมาคํานวณเปน % residual
activity    โดยให PPO activity ใน crude enzyme ที่ไมผานการบมมี residual activity เทากับ
100%

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง   residual  activity   กับอุณหภูมิที่ใชในการบม
crude enzyme

3.4 ศึกษาผลของวิตามินซีตอการยับยั้ง PPO activity ในน้ําเมา
ศึกษาผลของการเติมวิตามินซี 4 ระดับ คือ 50, 100, 150 และ 200  มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

ผลเมาตอการยับยั้ง PPO activity ในน้ําเมา   โดยเติมวิตามินซีลงไปในผลเมากอนการสกัดน้ําเมา
เปรียบเทียบกับการสกัดน้ําเมาโดยไมเติมวิตามินซี (control)    ทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที  ที่อุณหภูมิ
หอง    นําไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง refrigerated centrifuge (อุณหภูมิ 4 OC) ที่ความเร็ว 6,000 x g
เปนเวลา 10 นาที    นําสวนใสที่ไดมาวิเคราะหคุณภาพดังตอไปนี้

3.4.1   ปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด  ตามขอ 3.2.2
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3.4.2 ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด ตามขอ 3.2.4
3.4.3 ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด  ตามขอ 3.2.5
3.4.4 ปริมาณวิตามินซี  ตามขอ 3.2.6
3.4.5 คาสี ตามขอ 3.2.7
3.4.6 PPO activity ตามขอ 3.2.9
วางแผนการทดลองแบบ  completely  randomized  design  (CRD)  ทําการทดลอง  3

ซ้ํา  วิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป Statistical Package for the Social
Science (SPSS)    เปรียบเทียบคาเฉลี่ยที่ไดโดยใช Duncan’s New Multiple Rank Test
(Cocharn  และ Cox, 1992)

เลือกปริมาณวิตามินซีที่เหมาะสมตอการสกัดน้ําเมา   โดยพิจารณาจากผลการยับยั้ง PPO
activity เพื่อนําไปใชในการทดลองขอตอไป

3.5 ศึกษาผลของการพาสเจอรไรสตอคุณภาพของน้ําเมา 25%
เลือกปริมาณวิตามินซีที่เหมาะสมในการสกัดน้ําเมาจากขอ 3.4    สกัดน้ําเมาและนํา

น้ําเมาที่ไดมาเตรียมเปนน้ําเมา  25%    โดยปรับใหมีปริมาณกรดที่ไตเตรทไดทั้งหมด  0.5%  (ใน
รูปของกรดซิตริค)    และปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด  15  องศาบริกซ (ดวยน้ําตาลทราย)
น้ําเมาที่ไดมี pH 3.1  พาสเจอรไรสโดยแปรอุณหภูมิและเวลาในการพาสเจอไรสตัวแปรละ 3 ระดับ
คือ 80, 85  และ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10,15 และ 20 นาที      บรรจุน้ําเมาที่ไดในขวดสีชา
ขนาด 190  ml ขณะรอนโดยคุม head space ใหเทากับ 4.5 ml     ปดผนึกดวยฝาพลาสติก 2 ชั้น
ทําใหเย็นทันทีที่อุณหภูมิหอง    นํามาวิเคราะหคุณภาพดังตอไปนี้

3.5.1  ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด  ยีสต และรา   ตามขอ 3.2.8
3.5.2  PPO activity ตามขอ 3.2.9
3.5.3  คาสี   ตามขอ   3.2.7     จากนั้นใชคาที่วัดไดคํานวณคาของการเปลี่ยนแปลงสี

(total color difference, ∆E*) เทียบกับน้ําเมากอนพาสเจอไรส คา Hue angle (hO)  และคา
Chroma (C*)   ตามวิธีการของ Hunt (1998)   (ภาคผนวก  ก  7)

3.5.4  ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด
ใชการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดดวยวิธี  pH  differential  (Fuleki

และ Francis, 1968b)  (ภาคผนวก  ก  8)
3.5.5 ดัชนีการสลายตัวของแอนโทไซยานิน (degradation index, DI)

                        ใชการวิเคราะหดัชนีการสลายตัวของแอนโทไซยานินตามวิธีการของ Fuleki และ
Francis (1986b) และ Chulkyoon  และ Hettiarachchy (1991) (ภาคผนวก  ก  9)
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3.5.6 ความเขมสีทั้งหมด  (total color density, TCD)
ใชการวิเคราะหความเขมสีทั้งหมดตามวิธีการของ Somers (1971) และ Spayd

และคณะ (1984)  (ภาคผนวก  ก  10)
3.5.7 ปริมาณสีพอลิเมอริค (polymeric color, PC)

ใชการวิเคราะหปริมาณสีพอลิเมอริคตามวิธีการของ Somers (1971) และ
Spaydและคณะ (1984) (ภาคผนวก  ก  11)

วางแผนการทดลองแบบ  symmetric  factorial  experiment  design  ขนาด 3 x 3  ทํา
การทดลอง 3 ซ้ํา    วิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป SPSS (Cocharn  และ
Cox,1992)

เลือกสภาวะที่เหมาะสมในการพาสเจอรไรสน้ําเมา 25%      โดยพิจารณาจากภาวะที่
สามารถทําลายจุลินทรียทั้งหมด  ยีสต และรา   และ PPO activity ไดอยางสมบูรณ    แตยังคง
เหลือปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดสูงที่สุด

3.6 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพระหวางการเก็บรักษาน้ําเมา 25%
จากผลการทดลองในขอ 3.5    นําวิธีการพาสเจอไรสที่เหมาะสมมาทําการผลิตน้ําเมา

25%      บรรจุขวดแกวใสขนาด 300 ml ขณะรอน    โดยคุม head space ใหเทากับ 10.0 ml    ปด
ดวยฝาจีบแลวทําใหเย็นทันทีที่อุณหภูมิหอง   เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 สัปดาห     โดย
ทุก ๆ สัปดาหสุมตัวอยางน้ําเมาออกมาวิเคราะหดังตอไปนี้

3.6.1 คาสี  ตามขอ 3.2.7
3.6.2 คา ∆E*  คา hO คา C*  ตามขอ 3.5.3 และคา Hue difference ( ∆H* )  ตามวิธี

การของ Hunt (1998)   (ภาคผนวก  ก  7)
3.6.3 ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด  ตามขอ 3.5.4

นําปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดที่คํานวณได    มาคํานวณเปนคา natural
logarithm (ln) ของรอยละปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือ (% retention) ตอปริมาณ               
แอนโทไซยานินกอนการเก็บรักษา    แลวนําคาที่ไดมาสรางกราฟความสัมพันธกับเวลาที่ใชในการ
เก็บรักษา

3.6.4    คาคงที่ของการสลายตัวของแอนโทไซยานิน (reaction rate constant, k)
ใชการคํานวณคาคงที่ของการสลายตัวของแอนโทไซยานิน   ตามวิธีการของ Roos

(1995) (ภาคผนวก  ก  12)
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3.6.5    คาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน (half life, t1/2)
ใชการคํานวณคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน    ตามวิธีการของ Roos (1995)

(ภาคผนวก  ก  13)
3.6.6   ดัชนีการสลายตัวของแอนโทไซยานิน ตามขอ 3.5.5
3.6.7  ความเขมสีทั้งหมด ตามขอ 3..5.6
3.6.8  ปริมาณสีพอลิเมอริค  ตามขอ 3.5.7
3.6.9  ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด  ยีสต  และรา ตามขอ 3.2.8 (ทุก 2 สัปดาห)
3.6.10 คุณภาพทางประสาทสัมผัส    ใชแบบทดสอบแบบ Hedonic score 9  ระดับ

โดยใหผูทดสอบ 30 คนประเมินความชอบที่มีตอสีแดง  และสีโดยรวมของน้ําเมา 25% (ทุก 4
สัปดาห)

3.7 ศึกษาผลของการเติมวิตามินซีตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพระหวางการเก็บรักษา             
น้ําเมา 25%

ผลิตน้ําเมา 25% โดยเติมวิตามิซีใหมีปริมาณคงเหลือหลังการพาสเจอไรส รอยละ0, 10,
25, 50 และ 100  ของปริมาณวิตามินซีที่แนะนําใหบริโภคตอวัน (60 มิลลิกรัม)  (Williams,1988)
ตอน้ําเมา 25% 1 ขวด (190 มิลลิลิตร, 1 หนวยบริโภค) (ภาคผนวก  ก  14)   กอนบรรจุในขวดแกว
สีชาขนาด 190 ml ขณะรอน    โดยคุม head space ใหเทากับ 4.5 ml  ปดดวยฝาพลาสติก 2 ชั้น
ทําใหเย็นทันทีที่อุณหภูมิหอง     เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  24  สัปดาหโดยทุก ๆ สัปดาห
สุมตัวอยางน้ําเมาพรอมด่ืมออกมาวิเคราะหดังตอไปนี้

3.7.1 คาสี  ตามขอ 3.2.7
3.7.2 คา ∆E*  คา hO  คา C*  และคา ∆H *  ตามขอ 3.6.2
3.7.3 ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด  ตามขอ 3.5.4

นําปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดที่คํานวณได    มาคํานวณเปนคา natural
logarithm (ln) ของรอยละปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือ (% retention) ตอปริมาณ               
แอนโทไซยานินกอนการเก็บรักษา    นําคาที่ไดมาสรางกราฟความสัมพันธกับเวลาที่ใชใน         
การเก็บรักษา

3.7.4    คาคงที่ของการสลายตัวของแอนโทไซยานิน (reaction rate constant, k)   ตามขอ
3.6.4

3.7.5    คาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน (half life)    ตามขอ 3.6.5
3.7.6 ดัชนีการสลายตัวของแอนโทไซยานิน ตามขอ 3.5.5
3.7.7 ความเขมสีทั้งหมด ตามขอ 3.5.6
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3.7.8 ปริมาณสีพอลิเมอริค  ตามขอ 3.5.7
3.7.9    ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด  ยีสต  และรา ตามขอ 3.2.8 (ทุก 2 สัปดาห)
3.7.10 ปริมาณวิตามินซี ตามขอ 3.2.6 (ทุก 3 สัปดาห )
3.7.11 ปริมาณออกซิเจนที่เหลืออยูโดยใช  Oxygen  probe (ทุก 3 สัปดาห)
3.7.12 คุณภาพทางประสาทสัมผัส    ใชแบบทดสอบแบบ Hedonic score 9  ระดับ

โดยใหผูทดสอบ 30 คนประเมินความชอบที่มีตอสีแดง  และสีโดยรวมของน้ําเมา 25% (ทุก 4
สัปดาห)
            วางแผนการทดลองแบบ CRD    ทําการทดลอง  3 ซ้ํา    วิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอรสําเร็จรูป SPSS (Cochran และ  Cox, 1992)



บทที่ 4

ผลและวิจารณผลการทดลอง

4.1 การวิเคราะหคุณภาพของน้ําคั้นที่ไดจากผลเมา
ในการผลิตน้ําผลไมมีความจําเปนที่จะตองทราบถึงองคประกอบตาง ๆ ที่มีในผลไม       ซึ่ง

อาจจะสงผลตอคุณภาพของผลิตภัณฑที่ผลิตได    ดังนั้นการทดลองนี้จึงไดศึกษาถึงองคประกอบ
ตาง ๆ ของน้ําเมา    โดยสกัดน้ําเมาแลวนํามาตรวจสอบคุณภาพตามวิธีการในขอ  3.2               
ผลการทดลองที่ไดแสดงดังตารางที่  4.1

ตารางที่ 4.1 คุณภาพของน้ําคั้นที่ไดจากผลเมา
ลักษณะคุณภาพ ปรมิาณ

ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (oBrix) 17.6±0.3
ปริมาณกรดที่ไตเตรตได (% as citric acid) 0.87±0.09

คาความเปนกรดดาง (pH) 3.5±0.1
ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด1/ (mg/100 ml) 17.62±2.23
ปริมาณสารประกอบฟนอลลิคทั้งหมด (mg/100 ml) 311±0.36
ปริมาณวิตามินซี (µg/ml) ไมพบ
คาสี
      L* 1.15±0.32
      a* 27.51±4.20
      b* 1.68±0.53
PPO activity (units/mg protein) 2,734±446
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (CFU/ml) 2.06 x 102

ปริมาณเชื้อราและยีสต (CFU/ml)
              ไมพบ

1/  ในการคํานวณใชคา E1%
1cm ของผลแครนเบอรี่ซึ่งมีคาเทากับ 982 (Fuleki และ Francis, 1968a)  และวัดคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 526 นาโนเมตร (ภาคผนวก  ก  1)

จากผลการวิเคราะหคุณภาพของน้ําคั้นที่ไดจากผลเมา (ตารางที่ 4.1)     พบวาน้ําเมามี
ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 17.6+0.3OBrix    ซึ่งอยูในชวงเดียวกับปริมาณของแข็งที่
ละลายไดทั้งหมดในองุนที่มีคาเทากับ 12-17OBrix (Patil และคณะ, 1995) และผลไมในตระกูล
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berries ที่มีปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 10.2-19.7OBrix (Kotecha และ Madhavi, 1995)
และเมื่อพิจารณาปริมาณกรดที่ไตรเตรตไดทั้งหมดของน้ําเมาที่มีคาเทากับ 0.87+0.09%    ก็พบวา
อยูในชวงเดียวกับปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมดในองุนและ berries ที่มีคาเทากับ 0.4–1.2% ใน
รูปของกรดทาทาริค และ 0.5 – 3.6% ในรูปของกรดซิตริค  ตามลําดับ  

4.2    การศึกษาสมบัติของ crude PPO ในน้ําเมา
จากผลการทดลองในขอ 4.1 มีการตรวจพบเอนไซม PPO ในน้ําเมา    ซึ่งเอนไซมดังกลาวมี

ผลตอเสถียรภาพของแอนโทไซยานินในน้ําเมา    โดยจะ catalyse การออกซิเดชั่นของสารประกอบ
ฟนอลลิคในน้ําเมาไปเปน o-quinone    ซึ่งเปนสารประกอบที่มีความไวสูงตอการเกิดปฏิกิริยา
โดย o-quinone ที่เกิดขึ้นสามารถออกซิไดซแอนโทไซยานิน    แลวทําใหแอนโทไซยานินเกิดการ
เสื่อมสลายไปในที่สุด (Markakis, 1982)    ดวยเหตุผลดังกลาวจึงมีความจําเปนที่จะตองศึกษาถึง
สมบัติในดานตาง ๆ ของ PPO ในน้ําเมา    เพื่อที่จะไดใชเปนแนวทางในการหาวิธีการยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซมดังกลาวตอไป

การศึกษาสมบัติของ crude PPO ในน้ําเมา    จะเตรียม crude enzyme  ตามวิธีการในขอ
3.2.9.1    กอนนํามาศึกษาสมบัติในดานตางๆ ดังนี้

4.2.1    การศึกษาเพื่อหาความสัมพันธระหวางปริมาณ crude enzyme กับ substrate
ในการศกึษา activity ของเอนไซม    ระบบที่ใชศึกษาจะตองมีปริมาณ substrate

ที่มากเกินพอ    เพื่อใหการวัด activity ของเอนไซมเปนไปอยางถูกตอง (Scopes, 1994)    ดังนั้น
จึงไดทําการทดลองเพื่อหาความสัมพันธระหวางปริมาณ crude enzyme กับสารละลาย catechol
ความเขมขน 20 mM ในสารละลาย phosphate buffer pH 7.0    ซึ่งใชเปน substrate (ตามวิธีการ
ในขอ 3.3.1) ที่อุณหภูมิ 25 OC    ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.1

จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.1)   จะเห็นวาเมื่อใช crude enzyme ในปริมาณที่มาก
ขึ้นอัตราการเกิดปฏิกิริยาจะเพิ่มข้ึน    โดยมีความสัมพันธกันในลักษณะเชิงเสนตรง (linear 
increase) มีคา R2 เทากับ 0.99    จากความสัมพันธดังกลาวเมื่อคํานวณ PPO activity ที่ไดในรูป
ของ units/ml ของ crude enzyme    แลวนําคาที่ไดมาสรางกราฟความสัมพันธกับปริมาณ crude 
enzyme ที่ใชในการทําปฏิกิริยา (รูปที่ 4.2)    เพื่อกําจัดความแตกตางอันเนื่องมาจากปริมาณ 
crude enzyme ที่ใช    พบวาปริมาณ crude enzyme ที่เลือกใชในการทดลองไมมีผลตอปริมาณ 
PPO activity ที่ตรวจพบ    แสดงใหเห็นวาสภาวะที่ใชในการทดลองมีปริมาณ substrate          
มากเกินพอ    ทําให PPO activity ในรูปของ units/ml ของ crude enzyme ที่ใชไมมี              
ความแตกตางกัน    ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกใช  crude  enzyme 0.20  มิลลิลิตร      ทํา
ปฏิกิริยากับสารละลาย  catechol   ความเขมขน 20 mM  ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร      
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ความเขมขน 0.2 M  (pH 7.0)    จํานวน 2.80 มิลลิลิตร    ในการศึกษาสมบัติของ crude PPO ใน
น้ําเมาตอไป
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รูปที่ 4.1 กราฟความสัมพันธระหวางปริมาณ crude enzyme และ PPO activity
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รูปที่ 4.2  กราฟความสัมพันธระหวางปริมาณ crude enzyme และ PPO activity ตอมิลลิลิตรของ     
                  crude enzyme
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4.2.2 การศึกษา optimum pH ของ crude PPO ในน้ําเมา
นํา crude enzyme ที่สกัดไดจากน้ําเมามาศึกษา optimum pH ที่อุณหภูมิ  25OC

โดยแปรคา pH ในชวง 3.0-9.0 (วิธีการในขอ 3.3.2)    วิเคราะห PPO activity ที่ pH ตาง ๆ แลว
คํานวณคาที่ไดเปน relative activity    ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.3
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รูปที่ 4.3  pH activity profile ของ crude PPO ในน้ําเมาที่อุณหภูมิ 25 OC    เมื่อใชสารละลาย

                catechol  ความเขมขน 20 mM ในสารละลายบัฟเฟอรที่ pH ตาง ๆ เปน substrate
จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.3)     พบวา crude PPO ในน้ําเมามี optimum pH อยู

ที่ pH 6.5    โดย optimum pH จะเปน pH ที่ enzyme มี activity สูงที่สุด    เมื่อระบบมี pH มาก
หรือนอยกวา optimum pH ของเอนไซมก็จะทําใหเอนไซมมี activity ลดลง    ดังผลการทดลอง  
(รูปที่ 4.3) ที่พบวา crude PPO ในน้ําเมาจะมี activity เหลืออยู 43.21+3.33% ที่ pH 4.0    และ
เหลืออยู 25.04+5.07% ที่ pH 9.0    ทั้งนี้เพราะ pH มีผลตอการเกิด ionization ของ prototropic 
groups   ที่บริเวณ   active   site   ของเอนไซม      ซึ่งจะทําหนาที่จับกับ   substrate   หรือเปลี่ยน
substrate ใหเปน products (Whitaker, 1972)    ดังนั้น pH ที่เปลี่ยนแปลงไปจึงมีผลตอการจับ
substrate ของเอนไซม   จากการทดลองจะเห็นวาเอนไซมมี activity สูงสุดที่ชวง pH 6.5 - 7.0 ซึ่ง
ผลที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Fennema (1996) ที่วาโดยปกติ PPO จะมี optimum pH อยูใน
ชวง 5.0 – 7.0    และสอดคลองกับผลการทดลองของ Cash, Sistrunk และ Stutte (1976)    ที่
ศึกษา optimum pH ของ crude PPO จากผลองุน (Concord grape)    โดยมี substrate เปน
สารละลาย catechol ความเขมขน 0.3 โมลารในสารละลายบัฟเฟอร    อุณหภูม ิ 30±1           
องศาเซลเซียส     พบวา optimum pH ของ crude PPO จากผลองุนดังกลาวคือ pH 6.0     และ
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ผลการทดลองของ Siddiq, Sinha และ Cash (1992) ที่ศึกษา optimum pH ของ crude PPO จาก
ผลพลัม (Stanley plum)    โดยมี substrate เปนสารละลาย catechol ความเขมขน 0.3 โมลารใน
สารละลายบัฟเฟอร    ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    ก็พบวา optimum pH  ของ crude PPO
จากผลพลัมคือ pH 6.0   เชนกัน

จากผลการทดลองพบวาที่ pH 3.5 ซึ่งเปน pH ของน้ําเมา (ตารางที่ 4.1) crude
PPO จะมี activity เพียง 37.47+2.98%    แสดงวาในน้ําเมาเองแมจะมีเอนไซม PPO อยูแต
เอนไซมดังกลาวก็ไมสามารถมี activity ไดอยางเต็มที่    เนื่องจาก pH ของน้ําเมาไมเหมาะสมตอ
การทําปฏิกิริยาของเอนไซม

การทดลองขั้นตอไปเลือกใชสารละลาย catechol ความเขมขน 20 mM ใน      
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5    เพื่อเปน substrate สําหรับศึกษาสมบัติของ crude PPO 
ในน้ําเมา

4.2.3 การศึกษา pH stability ของ crude PPO ในน้ําเมา
นํา crude enzyme ที่สกัดไดจากน้ําเมา     มาศึกษา pH stability โดยบม crude

enzyme ในสารละลายบัฟเฟอรที่มี pH ในชวง 3.0 - 9.0 ที่อุณหภูมิ 0OC   เปนเวลา 1 ชั่วโมง    
กอนนํามาวิเคราะห PPO activity ที่อุณหภูมิ 25OC    แลวคํานวณคาที่ไดเปน residual activity    
เทียบกับ crude enzyme ที่ไมไดบม    ตามวิธีการในขอ 3.3.3    โดยใชสารละลาย catechol   
ความเขมขน 20 mM ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5  เปน substrate      ผลการทดลองที่
ไดแสดงดังรูปที่ 4.4

จากผลการทดลอง  (รูปที่ 4.4)     จะพบวา  crude  PPO  ในน้ําเมาจะมีเสถียรภาพต่ํา
เมื่อบมที่ pH ในชวง 3.0- 9.0  ที่อุณหภูมิ 0OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง    โดยจะมี activity เหลืออยูเพียง 
25 - 35% เทานั้น    โดย crude enzyme จะมีเสถียรภาพที่ pH 7.0 ดีกวา pH ชวงอื่น    ทั้งนี้เนื่อง
จากเอนไซมเปนโปรตีนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของ pH    จะมีผลตอ secondary, tertiary และ 
quaternary structure ของโปรตีน    สงผลใหเกิดการเปลี่ยนโครงรูปสามมิติ    ซึ่งนําไปสูการ   
เบี่ยงเบนของการจับกับ substrate    เอนไซมจึงมี activity ลดลง (Whitaker,1972)    และเมื่อ
พิจารณาที่ pH ของน้ําเมาซึ่งมีคาเทากับ 3.5+0.1 (ตารางที่ 4.1)    จะพบวาที่ pH 3.5 crude PPO 
ในน้ําเมาจะมี activity เพียง 37.47+2.98% เทานั้น (รูปที่ 4.3)    และ activity จะลดลงเหลือเพียง
27.03+1.73%  เมื่อบม crude enzyme ไวที่ pH ดังกลาวเปนเวลา 1 ชั่วโมง (รูปที่ 4.4)
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รูปที่ 4.4  pH stability profile ของ crude PPO ในน้ําเมาหลังจากบมที่ pH ตางๆ (อุณหภูมิ 0OC)
   เปนเวลา 1 ชั่วโมง    เมื่อวิเคราะหที่อุณหภูมิ 25 OC  และใชสารละลาย catechol     
   ความ  เขมขน 20 mM ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5  เปน substrate

แสดงใหเห็นวา pH ของน้ําเมามีผลตอการชะลอ activity ของเอนไซม PPO     ผลการทดลองที่ได
ดังกลาวสอดคลองกับผลการทดลองของ Zemel และ คณะ (1990)    ที่ศึกษา pH  stability ของ
crude PPO จากผลแอปเปล    โดยใชน้ําแอปเปลที่ปรับใหมี pH เทากับ 3.00, 2.75, 2.50, 2.25
และ 2.00     ดวยกรดไฮโดรคลอริคความเขมขน 2.4 โมลาร    เปรียบเทียบกับน้ําแอปเปลที่เปน
ตัวอยางควบคุมซ่ึงไมผานการปรับ pH (pH 3.90)    ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 25OC เปนเวลา 0.75, 1.5 และ
3.0 ชั่วโมง    กอนนํามาตรวจสอบ PPO activity ที่อุณหภูมิ 25OC  โดยใชสารละลาย
pyrocatechin    ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.50 เปน substrate ติดตามการเปลี่ยนแปลง
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร        พบวาที่ pH ต่ํา crude PPO จะมี stability
ลดลง    และจะยิ่งลดลงมากขึ้นเมื่อทิ้งไวที่ pH ดังกลาวเปนเวลานานขึ้น       โดยเมื่อทิ้งน้ําแอปเปล
ที่มี pH 3.00 ไว 0.75 ชั่วโมง    จะมี PPO activity เหลืออยูไมถึง 50 % และจะลดลงเหลือตํ่ากวา
40% เมื่อทิ้งไว 1.5 ชั่วโมง
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            4.2.4     การศึกษา optimum temperature ของ crude PPO ในน้ําเมา
นํา crude enzyme ที่สกัดไดจากน้ําเมา    มาศึกษา optimum temperature  โดย

แปรอุณหภูมิในชวง 10 - 90 OC    วิเคราะห PPO activity ที่อุณหภูมิตาง ๆ   โดยใชสารละลาย
catechol ความเขมขน 20 mM     ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5  เปน substrate
คํานวณคาที่ไดเปน relative activity ตามวิธีการในขอ 3.3.4    ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.5
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รูปที่ 4.5  Temperature activity profile ของ crude PPO ในน้ําเมาหลังจากบมที่อุณหภูมิ
ตางๆ  เปนเวลา 10 นาที    เมื่อวิเคราะหโดยใชสารละลาย catechol ความ  เขมขน 20 mM ในสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 เปน substrate

จากผลการทดลอง  (รูปที่ 4.5)     พบวา  crude  PPO  ในน้ําเมามี   optimum
temperature อยูที่ 20OC     ซึ่ง  optimum temperature  เปนอุณหภูมิที่เอนไซมมี  activity สูงที่สุด
ดังนั้นหากอุณหภูมิในระบบสูงหรือตํ่ากวา optimum temperature ของเอนไซมก็จะทําใหเอนไซมมี 
activity ลดลง    ดังผลการทดลอง (รูปที่ 4.5) พบวาที่อุณหภูมิ 50OC crude PPO ในน้ําเมามี 
activity เพียง 52.83+4.95%    ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Whitaker (1996) ที่
วาโดยปกติ PPO จะมี optimum temperature อยูในชวง 25–35OC    และสอดคลองกับ            
ผลการทดลองของ Siddiq, Sinha และ Cash (1992) ที่ศึกษา optimum temperature ของ crude 
PPO จากผลพลัม    โดยใชสารละลาย catechol ความเขมขน 0.3 โมลารในสารละลาย       
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โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร pH 6.0 เปน substrate    พบวา optimum temperature ของ crude 
PPO จากผลพลัมดังกลาวคือ 20OC

การทดลองขั้นตอไปเลือกใชสารละลาย catechol ความเขนขน 20 mM ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5    เพื่อเปน substrate สําหรับศึกษาสมบัติของ crude PPO 
ในน้ําเมา    โดยวัด activity ที่อุณหภูมิ 20OC

4.2.5 การศึกษา temperature stability ของ crude PPO ในน้ําเมา
นํา crude enzyme ที่สกัดไดจากน้ําเมา    มาศึกษา temperature stability โดย

บม crude enzyme ที่อุณหภูมิชวง 0 – 90OC เปนเวลา 10 นาที   จากนั้นทําใหเย็นทันทีใน ice 
bath กอนนํามาวิเคราะห PPO activity    โดยใชสารละลาย catechol ความเขมขน 20 mM ใน  
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 เปน substrate ที่อุณหภูมิ 20OC    คํานวณคาที่ไดเปน 
residual activity เมื่อเทียบกับ crude enzyme ที่ไมไดบม (ตามวิธีการในขอ 3.3.5)                   
ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.6
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รูปที่ 4.6  Temperature stability profile ของ crude PPO ในน้ําเมาหลังจากบมที่อุณหภูมิตางๆ
เปนเวลา 10 นาที      เมื่อวิเคราะหที่อุณหภูมิ 20 OC  และใชสารละลาย               catechol  ความ
เขมขน 20 mM ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5 เปน substrate
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จากผลการทดลอง (รูปที่ 4.6)     พบวา crude PPO ในน้ําเมายังคงรักษา activity
ไวไดเมื่อบมที่อุณหภูมิชวง 0 – 60OC เปนเวลา 10 นาที    โดยหลังจากบมที่อุณหภูมิ 60 OC เปน
เวลา 10 นาทียังมี activity เหลืออยูถึง 82.39+1.02%    และ PPO activity จะลดลงเรื่อย ๆ เมื่อ
อุณหภูมิที่ใชบมเพิ่มสูงขึ้น    จนกระทั่งที่ภาวะอุณหภูมิ 85 OC เวลา 10 นาทีจะสามารถยับยั้ง PPO
activity ไดหมด    เนื่องจากความรอนจะทําใหเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนทําให
activity ของเอนไซมหมดไป (Whitaker, 1972)    ซึ่งอุณหภูมินี้จะสามารถนําไปพิจารณาในการ
ผลิตน้ําเมา 25% ตอไป

การทดลองนี้ใช crude PPO ในการศึกษาสมบัติของเอนไซม PPO ในน้ําเมา
เพื่อใหผลการทดลองที่ไดสามารถนําไปใชไดจริงในการผลิตน้ําเมา    เนื่องจากเอนไซม PPO ที่พบ
ตามธรรมชาติในน้ําเมาอยูในรูปของ crude enzyme

4.3 การศึกษาผลของวิตามินซีตอการยับยั้ง PPO activity ในระหวางการคั้นน้ําเมา
จากผลการวิเคราะหคุณภาพของน้ําคั้นที่ไดจากผลเมาพบเอนไซม PPO (ตารางที่ 4.1)    

ซึ่ง activity ของเอนไซมดังกลาวจะมีผลตอเสถียรภาพของแอนโทไซยานินในน้ําเมาโดยตรง         
ถึงแมวา optimum pH ของ crude PPO ในน้ําเมาจะอยูที่ pH 6.5 (รูปที่ 4.3)  ในขณะที่น้ําเมามี 
pH 3.5+0.1 (ตารางที่ 4.1)    แตที่ pH ดังกลาว crude PPO ในน้ําเมาก็ยังมี activity อยูถึง 
37.47+2.98% (รูปที่ 4.3)    และเมื่อพิจารณาจากกระบวนการผลิตน้ําเมา    พบวาเอนไซม        
ดังกลาวจะเริ่มมี activity ทันทีเมื่อทําการสกัดน้ําเมา    ดังรายงานของ Skrede, Wrolstad และ 
Durst (2000) ที่ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของแอนโทไซยานินและสารประกอบพอลิฟนอลิคระหวาง 
กระบวนการผลิตน้ํา highbush blueberries ที่พบวาการสกัดน้ําผลไมเปนขั้นตอนหนึ่งที่ทําใหเกิด
การสูญเสียแอนโทไซยานินและสารประกอบฟนอลิคมากที่สุดขั้นตอนหนึ่ง    ซึ่งเปนผลมาจาก PPO
ที่มีอยูตามธรรมชาติในผล blueberry เอง    ดังนั้นหากสามารถยับยั้ง activity ของเอนไซม ตั้งแต
กระบวนการสกัดน้ําเมา    นาจะลดการสูญเสียของแอนโทไซยานินในน้ําเมาที่มีสาเหตุมาจาก PPO 
activity ลงได    การทดลองนี้จึงศึกษาผลของการเติมวิตามินซีตอการยับยั้ง PPO activity ใน       
น้ําเมา    โดยเติมวิตามินซี 4 ระดับ  คือ  50, 100, 150  และ 200 มิลลิกรัมตอผลเมา 1 กิโลกรัม    
กอนสกัดน้ําเมาโดยการคั้นดวยมือ    เปรียบเทียบกับการสกัดน้ําเมาโดยไมเติมวิตามินซี (control)    
นําน้ําเมาที่ไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง refrigerated centrifuge อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ที่
ความเร็ว 6,000 x g  เปนเวลา 10 นาที    นําสวนใสที่ไดไปวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิค
ทั้งหมด  ปริมาณกรดที่ไตรเตรตไดทั้งหมด  ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด PPO activity  ปริมาณ
วิตามินซีคงเหลือ  และคาสีในระบบ CIE L*a*b* ตามวิธีการในขอ 3.4      ผลการทดลองที่ไดแสดง
ดังตารางที่ 4.2 และ 4.3
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ตารางที่ 4.2  ผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO activity ตอคุณภาพของน้ําเมา

ปริมาณวิตามินซีที่เติม
(mg/kg)

Total phenolic
compoundsns

(mg/ml)

Total acidityns

(% as citric
acid)

Total
anthocyaninsns

(mg/100ml)

PPO activityns

(units/mg
protein)

ปริมาณวิตามินซี

คงเหลือ

(µg/ml)
0 2.74±0.24 0.91±0.02 15.09±0.22 2,521±152 0.00a

50 2.84±0.24 0.89±0.02 15.78±1.80 2,379±354 4.01 b ±0.80
100 2.86±0.15 0.84±0.03 15.72±0.94 2,305±152 6.09 c ±0.97
150 2.91±0.15 0.87±0.07 16.94±1.77 2,277±591 10.40 d ±1.03
200 2.96±0.19 0.87±0.06 17.25±1.35 1,855±176 13.56 e ±1.93

  ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
*  ตัวเลขที่มีตัวอักษรกํากับ (a, b, c…) ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)

จากการศึกษาผลของวิตามินซีตอการยับยั้ง  PPO  activity  ในน้ําเมา        พบวาการเติม
วิตามินซีทั้ง 4 ระดับในระหวางการสกัดน้ําเมา    ไมมีผลตอการยับยั้ง PPO activity ในน้ําเมาอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)    แตก็มีแนวโนมที่ PPO activity จะลดลงเมื่อเติมวิตามินซีใน
ปริมาณที่สูงขึ้น    ขณะที่คุณภาพทางดานอื่น ๆ ของน้ําเมา  ไดแก  ปริมาณสารประกอบฟนอลิค  
ทั้งหมด  ปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด  ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด  (ตารางที่ 4.2)  คาสีใน
ระบบ CIE L*a*b* (ตารางที่ 4.3) ก็ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)    ยกเวนปริมาณ
วิตามินซีคงเหลือที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p< 0.05)    โดยน้ําเมาที่ไดจาก
การเติมวิตามินซีลงไปในระหวางการสกัดจะมีปริมาณวิตามินซีคงเหลือมากกวาน้ําเมาที่ไดจาก  
การสกัดโดยไมเติมวิตามินซี    และเมื่อพิจารณาถึงปริมาณที่เติมลงไปตอปริมาณที่วิเคราะหได        
พบวาปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมามีคานอยกวาปริมาณที่เติมลงไป    แสดงวามีวิตามินซีบาง
สวนสูญเสียไปในระหวางการสกัดน้ําเมา  การสูญเสียวิตามินซีนาจะมีความสัมพันธกับเอนไซม  
PPO  และสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดที่ตรวจพบในน้ําเมา     เนื่องจากเอนไซมจะทําหนาที่เปลี่ยน
สารประกอบฟนอลิคใหกลายเปน o-quinone    แตดวยคุณสมบัติในการเปน reducing agent ของ
วิตามินซี    จึงมีวิตามินซีบางสวนทําหนาที่ reduce o-quinone ที่เกิดขึ้นใหกลับมาเปน                
o-dihydroxyphenol  (รูปที่ 4.7) (Iyengar  และ  McEvily, 1992)    ผลการทดลองที่ไดสอดคลอง
กับผลการทดลองของ Yueming (2000) ที่ศึกษาบทบาทของแอนโทไซยานิน  PPO และ             
สารประกอบฟนอลลิคตอการเกิดสีน้ําตาลในเปลือกลิ้นจี่    ที่พบวาการเกิดสีน้ําตาลในเปลือกลิ้นจี่
จะเกิดไดชาในสภาวะที่มีวิตามินซีอยูสูง  และจะเกิดไดเร็วขึ้นเมื่อมีวิตามินซีในระบบลดลง        
เนื่องจากวิตามินซีจะไปทําหนาที่เปน reducing agent ซึ่งจะถูก oxidized โดย o-quinone ที่เกิด
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ตารางที่ 4.3  ผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO activity ตอคาสีของน้ําเมา

ปริมาณวิตามินซีที่เติม

(mg/kg)
L*ns a*ns b*ns

0 0.67±0.03 14.61±2.51 0.85±0.06
50 0.43±0.06 18.40±2.80 0.71±0.09

100 0.58±0.09 19.38±3.02 0.69±0.17
150 0.56±0.21 19.52± 4.45 0.70±0.33
200 0.55±0.10 20.98±4.21 0.63±0.18

ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p>0.05)
* น้ําเมาเริ่มตนมีคา L* = 0.70+0.20, a* = 17.09+2.49, b* = 0.87+0.39

                                                        o-dihydroxyphenol                       o-quinone

รูปที่  4.7   ความสัมพันธของการเกิดปฏิกิริยาระหวางสารประกอบฟนอลิค
                  เอนไซม PPO  และวิตามินซี

            ที่มา:  ดัดแปลงจาก  Iyengar  และ  McEvily (1992)

จากการทําปฏิกิริยาระหวาง PPO กับสารประกอบฟนอลิค    ทําใหในระบบมีปริมาณวิตามินซี    
ลดลง     นอกจากนี้วิตามินซีบางสวนก็อาจจะถูก oxidized ดวยออกซิเจนในระหวางการสกัด     
น้ําเมา (Fennema,1996)    ซึ่งก็เปนอีกสาเหตุหนึ่งของการสูญเสียวิตามินซีดังกลาว

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวาง PPO activity กับปริมาณแอนโทไซยานินในเมาที่ได 
(ตารางที่ 4.2)    พบวาในตัวอยางน้ําเมาที่มี PPO activity อยูสูง    จะมีปริมาณแอนโทไซยานินอยู
นอยกวาตัวอยางน้ําเมาที่มีเอนไซมดังกลาวในปริมาณที่ต่ํากวา    ทั้งนี้เนื่องจากเอนไซม PPO จะ
เรงการเกิดออกซิเดชั่นของสารประกอบฟนอลลิคที่มีอยูในน้ําเมาใหกลายเปน o-quinone (รูปที่ 
4.8)  ซึ่งสารประกอบดังกลาวจะไปทําปฏิกิริยากับแอนโทไซยานิน    ทําใหแอนโทไซยานินถูก     
ออกซิไดซและเปลี่ยนรูปไป  กอใหเกิดสารสีน้ําตาล     ดังนั้นในน้ําเมาที่มี PPO activity สูงก็จะ
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         Reactions with other compounds         Browning products
                                    e.g. anthocyanins
                                          phenolic compounds
                                          amino acid
                                          peptide

                รูปที่ 4.8   การเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินที่มีสาเหตุมาจากเอนไซม PPO
                ที่มา:  ดัดแปลงจาก Whitaker (1972) และ Wrolstad (2000)

กอใหเกิด o-quinone ไดมากขึ้นสงผลใหแอนโทไซยานินถูกทําลายไดมากกวานั่นเอง         การ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวจะสัมพันธกับคาสีของน้ําเมาที่ได    โดยเมื่อพิจารณาจากคา a* ซึ่งเปนคาที่
แสดงถึงความเปนสีแดงของน้ําเมา    พบวาในน้ําเมาที่มี PPO activity อยูสูงคา a* จะมี    แนวโนม
ลดลง (ตารางที่ 4.3)    ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Siddiq และคณะ 
(1994) ที่ศึกษาผลของเอนไซม PPO ตอการเปลี่ยนแปลงของแอนโทไซยานินในน้ําพลัม    ผลการ
ทดลองที่ไดพบวาการสูญเสียแอนโทไซยานินในน้ําพลัมมีความสัมพันธกับปริมาณเอนไซม PPO ที่
เติมลงไป    โดยในน้ําพลัมที่มีความเขมขนของเอนไซมอยูสูงจะเกิดการสูญเสียของแอนโทไซยานิน
สูงขึ้นตามไปดวย

เมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด  และปริมาณ
วิตามินซีที่เติมลงไปในน้ําเมา  พบวาปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดที่วิเคราะหไดมีแนวโนม
เพิ่มข้ึน    เมื่อมีการเติมวิตามินซีลงไปในระหวางการสกัดน้ําเมาในปริมาณที่มากขึ้น    ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากวติามินซีที่เติมลงไปยังไปทําหนาที่ reduce สารประกอบ o-quinone ที่เกิดจากการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซม PPO กับสารประกอบฟนอลิคในน้ําเมาใหกลับมาเปนสารประกอบฟนอลลิค
อีกครั้ง (Jackman และ Smith, 1996)    ทําใหปริมาณสารประกอบฟนอลิคที่วิเคราะหไดมีปริมาณ
สูงขึ้น    ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Peng และ Jay-Allemand ที่วาวิตามินซีและ              
โซเดียมเมตาไบซัลไฟทจะทําหนาที่เปน antioxidant ทําใหหมูฟนอล (phenol groups) ของ       
สารประกอบฟนอลิคยังคงหนาที่อยางสมบูรณอยูได (1991, อางถึงใน Waterman และ 
Mole,1994: 90)    อยางไรก็ตามการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี Folin-
Ciocalteu ตองอาศัยการออกซิไดซของ substrate เพื่อทําใหเกิดสารประกอบที่มีสีในระหวางการ
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ทําปฏิกิริยา    ดังนั้นหากในตัวอยางมี substrate อ่ืนที่สามารถถูกออกซิไดซดวย reagent ไดก็จะ
เกิดสารประกอบที่มีสีในระหวางการทําปฏิกิริยาเพิ่มข้ึนไดดวย    ซึ่งวิตามินซีเองก็เปนสารประกอบ
ตัวหนึ่งที่สามารถทําใหเกิดปฏิกิริยาดังกลาวได (Waterman และ Mole, 1994)    ดังนั้นจึงเปนไปได
วาปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดที่วิเคราะหได    ไมไดมาจากสารประกอบฟนอลิคที่มีอยูใน
น้ําเมาเพียงอยางเดียว    แตเกิดจากการออกซิไดซของวิตามินซีที่เตมิลงไปรวมอยูดวย

จากผลการทดลองสรุปไดวา  การเติมวิตามินซีในปริมาณดังกลาวลงไปในระหวางการสกัด
น้ําเมาไมไดมีผลตอการยับยั้ง PPO activity แตอยางใด    เนื่องจากน้ําเมาที่สกัดไดหลังจาก      
การเติมวิตามินซีมี PPO activity ที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  แตจะทําให
น้ําเมาที่ไดมีปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด  และวิตามินซีสูงขึ้น    ทั้งนี้อาจเปนไปไดวา
ปริมาณวิตามินซีที่เติมมีปริมาณนอยเกินไป    โดยการเติมวิตามินซีในปริมาณ 50, 100, 150 และ 
200 มิลลิกรัมตอผลเมา 1 กิโลกรัมจะทําใหน้ําเมาทีสกัดไดมีวิตามินซี 0.47, 0.96, 1.42 และ 1.87 
mM ตามลําดับ (ผลเมา 1 กิโลกรัมสามารถสกัดน้ําเมาได 600 มิลลิลิตร)    ซึ่งจากรายงานของ 
Duangmal และ Owusu-Apenten (1999) ที่ศึกษาการยับยั้ง PPO activity ใน crude PPO จาก
มันฝร่ังและเผือกดวยวิตามินซี    โดยใชสารละลาย 4-methylcatechol ความเขมขน 5.0 mM ใน
สารละลายบัฟเฟอรเปน substrate ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    พบวาตองใชวิตามินซี       
ความเขมขน 5.0 mM จึงจะสามารถยับยั้ง PPO activity ในมันฝร่ังไดหมด    ขณะที่การใชวิตามินซี
ในปริมาณดังกลาวยับยั้ง PPO activity ในเผือกไดไมถึง 40%

ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกการสกัดน้ําเมาโดยไมเติมวิตามินซีเพื่อนําไปใชในการทดลอง
ขอตอไป

4.4    การศึกษาผลของการพาสเจอไรสตอคุณภาพของน้ําเมา 25%
ในการผลิตน้ําเมา 25%  การใหความรอนแกผลิตภัณฑมีความจําเปนเพื่อทําลายจุลินทรีย

และยับยั้ง PPO activity ในน้ําเมา    ทําใหผลิตภัณฑที่ไดสามารถเก็บรักษาไดนานขึ้น    ซึ่ง    
ความรอนที่ใชในการฆาเชื้อจะสงผลโดยตรงตอเสถียรภาพของแอนโทไซยานินในน้ําเมา        ดังนั้น
การทดลองนี้จึงศึกษาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการฆาเชื้อที่สามารถทําลายจุลินทรียได     
ทั้งหมด และยับยั้ง PPO activity ในน้ําเมาไดอยางสมบูรณ    และมีปริมาณแอนโทไซยานิน        
คงเหลืออยูมากที่สุด      โดยผลิตน้ําเมา 25% ที่มีกรดที่ไตเตรทไดทั้งหมด 0.5% ในรูปของกรด       
ซิตริค  และของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 150Brix     พาสเจอไรสโดยแปรอุณหภูมิและเวลาตัวแปรละ
3 ระดับคือ 80, 85  และ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10,15 และ 20 นาที       บรรจุน้ําเมาที่ไดใน
ขวดสีชาขนาด 195  มิลลิลิตรขณะรอน  โดยควบคุมใหมี head space 4.5 มิลลิลิตร  ปดดวยฝา
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พลาสติก 2 ชั้นแลวทําใหเย็นทันทีที่อุณหภูมิหอง       นําน้ําเมาที่ไดมาตรวจสอบคุณภาพตาม     
วิธีการในขอ 3.5     ผลการทดลองที่ไดแสดงดังตารางที่ 4.4 และ 4.5

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการพาสเจอไรสน้ําเมา 25%  ที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 10 นาที     เปนภาวะที่สามารถยับยั้งจุลินทรียทั้งหมด  ยีสตและรา และ PPO activity ได
อยางสมบูรณ    และยังคงมีปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลืออยูสูงที่สุดเมื่อเทียบกับภาวะอื่นๆ    
โดยยังมีปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลืออยูถึง 91.25+2.57% (ตารางที่ 4.4)    เมื่อพิจารณาถึงผล
ของอุณหภูมิและเวลาดังกลาวที่มีตอการยับยั้ง PPO  activity ในน้ําเมา    จะเห็นวาผลการทดลอง
ที่ไดสอดคลองกับผลการศึกษาถึง temperature stability ของ crude PPO ในน้ําเมา (รูปที่ 4.6) ที่
พบวาตองใหความรอนแก crude enzyme ที่อุณหภูมิ 85  องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที    จึง
จะสามารถทําลาย PPO activity ในน้ําเมาไดอยางสมบูรณ

การใหความรอนกับน้ําเมา 25%  ที่อุณหภูมิสูงขึ้นเปนเวลานานขึ้นทําใหปริมาณ
แอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)    แสดงใหเห็นวา
ความรอนที่ใชในการพาสเจอรไรสมีผลตอการสลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเมา  โดยความรอน
จะทําใหสมดุลระหวาง form ตาง ๆ ของแอนโทไซยานินในน้ําเมาเปลี่ยนไปเปน  chalcone ซึ่งอยู
ในรูปที่ไมมีสีมากขึ้น    ขณะที่การเปลี่ยนกลับมาเปน flavylium cation ซึ่งมีสีแดงจะเกิดไดชาลง
(รูปที่ 2.7)        ทําใหสีของผลิตภัณฑซีดจางลง (Francis, 1989)     ซึ่งกลไกการสลายของ
แอนโทไซยานินเนื่องจากความรอนยังไมทราบแนชัด    แตมีอยู 3 กลไกที่นาสนใจ คือ (ก) flavylium
cation จะถูกเปลี่ยนเปน quinonoidal base    กอนที่จะเกิดสารตัวกลางตาง ๆ ข้ึนมากมายและถูก
เปลี่ยนไปเปนอนุพันธุของ coumarin และสารประกอบจาก B-ring ในที่สุด    (ข) flavylium cation
จะถูกเปลี่ยนเปน cabinol base ซึ่งเปนรูปที่ไมมีสี   จากนั้นเปลี่ยนเปน chalcone และสาร
ผลิตภัณฑที่มีสีน้ําตาล  ตามลําดับ    (ค) มีกลไกการสลายตัวคลาย (ข) แต  สารผลิตภัณฑที่ไดจะ
แตกตางออกไป (รูปที่ 4.9)    ทั้งนี้การสลายตัวของแอนโทไซยานินทั้ง 3 แบบตางก็ขึ้นอยูกับ
อุณหภูมิและชนิดของแอนโทไซยานิน (Fennema, 1996)     ซึ่งจากผลการทดลอง (ตารางที่ 4.4)
พบวาการใหความรอนแกน้ําเมาที่อุณหภูมิสูงขึ้น    จะทําใหผลิตภัณฑที่ไดมี PC สูงขึ้นตามไปดวย
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)     แสดงวามีการ form สารประกอบพอลิเมอรขึ้นในผลิตภัณฑ
ระหวางการใหความรอน    แตที่ภาวะการพาสเจอไรสที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส  เวลา 10 นาที
PC ในผลิตภัณฑไมมีความแตกตางจากภาวะการพาสเจอไรสที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา
10 นาที  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)

เมื่อพิจารณาคา DI (ตารางที่ 4.4)    พบวาการใหความรอนที่อุณหภูมิสูงขึ้นเปนเวลานาน
ขึ้นทําใหคา DI ในน้ําเมาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)    ทั้งนี้อาจเนื่อง
จากเวลาที่ใชในการใหความรอนนอยเกินไปทําใหเห็นความแตกตางไมชัดเจน   
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ตารางที่ 4. 4 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอคุณภาพของน้ําเมา 25%

อุณหภูมิ
(OC)

เวลา
(นาที)

Total plate
count

(% inhibition)

Yeast and
moldns

(% inhibition)

PPO activity
(% retention)

Total
anthocyanin
(% retention)

DIns TDCns PC

10 98.35a±1.96 100.00+0.00 52.07a±1.26 96.63a±1.02 1.22±0.05 0.23±0.05 0.24a±0.02
80 15 99.80b±0.35 100.00+0.00 10.30b±0.75 95.89ab±1.33 1.21±0.02 0.24±0.05 0.25ab±0.03

20 0.15b±0.02 100.00+0.00 0.86c±0.05 94.47abc±1.94 1.24±0.04 0.25±0.04 0.26ab±0.03
10 100.00b±0.00 100.00+0.00 0.00c±0.00 91.25bcd±2.57 1.22±0.02 0.25±0.03 0.26ab±0.03

85 15 100.00b±0.00 100.00+0.00 0.00c±0.00 90.05cd±3.74 1.24±0.04 0.26±0.03 0.27abc±0.03
20 100.00b±0.00 100.00+0.00 0.00c±0.00 90.17cd±2.28 1.24±0.05 0.28±0.04 0.28abc±0.03
10 100.00b±0.00 100.00+0.00 0.00c±0.00 88.08de±3.35 1.27±0.06 0.26±0.01 0.28abc±0.02

90 15 100.00b±0.00 100.00+0.00 0.00c±0.00 86.73de±2.83 1.28±0.07 0.26±0.03 0.29bc±0.02
20 100.00b±0.00 100.00+0.00 0.00c±0.00 84.66e±3.01 1.31±0.08 0.28±0.04 0.31c±0.01

ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)
* ตัวเลขที่มีอักษรกํากับ (a,b,c...) ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)
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ตารางที่ 4.5 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอคาสีของน้ําเมา 25%
อุณหภูมิ

(OC)
เวลา
(นาที)

L* a* ns b* ho ns C* ns ∆E*

10 18.90a±1.28 62.46±2.41 31.53a±2.64 26.57±1.21 69.96±3.22 3.51±0.95
80 15 18.33ab±1.12 61.78±2.44 30.61ab±2.33 26.34±0.87 68.95±3.21 4.76±0.67

20 18.13abc±1.22 61.55±2.30 29.97ab±2.71 25.93±1.18 68.47±3.25 5.48±0.92
10 17.88abc±0.72 61.21±2.26 29.74ab±1.14 25.93±1.06 68.06±2.21 5.83±1.58

85 15 17.56abc±0.51 61.05±2.68 29.29ab±0.95 25.64±0.94 67.71±2.62 6.41±1.05
20 17.15abcd±0.72 60.80±2.19 28.59abc±0.93 25.20±1.21 67.20±1.92 7.24±1.97
10 17.08bcd±0.76 60.27±2.62 28.45abc±1.22 25.28±1.28 66.66±2.48 7.63±1.40

90 15 16.32cd±0.75 59.96±2.60 27.23bc±1.13 24.44±1.33 65.87±2.38 9.05±1.77
20 15.50d±1.02 59.54±2.03 25.86c±1.43 23.50±1.72 64.93±1.52 10.65±2.95

ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05)
* ตัวเลขที่มีอักษรกํากับ (a,b,c...) ตางกันในสดมถเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)
** ∆E* เปนการเปรียบเทียบกับตัวอยางน้ําเมา 25% กอนพาสเจอไรสซึ่งมีคา L* = 21.22+1.06, a* = 66.95+2.15  และ b* = 36.06+2.31



รูปที่ 4.9  กลไกการสลายตัวที่มีสาเหตุมาจากความรอนของ anthocyanidin 3,5-diglycoside และ anthocyanidin 3-diglucoside
                  R3’,R5’ = -OH, -H, -OCH3 หรือ –OGL; GL = glucosyl group
ที่มา: Von-Elbe และ Schwartz (1996)โดย DI จะมีคาเทากับ 1.31, 1.38 และ 1.95     
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เมื่อพิจารณาถึงคาสี (ตารางที่ 4.5)     พบวาการพาสเจอรไรสโดยใชอุณหภูมิที่สูงขึ้นเปน
เวลานานขึ้น    จะทําใหคา L*  และคา b* ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เนื่องจากมี
การสลายตัวของแอนโทไซยานินในระบบมากขึ้น (ตารางที่ 4.4)    แตไมมีผลตอคา TCD และคา a*
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)    ผลจากการเปลี่ยนแปลงของคา L*  a* และ b* ที่เกิดขึ้นใน
ผลิตภัณฑสงผลถึงคา ∆E* ในผลิตภัณฑโดยจะเห็นวาน้ําเมา 25% ที่ผานการพาสเจอไรสที่
อุณหภูมิ สูงจะมีคา ∆E* สูงขึ้น

เมื่อนําคาสีที่ไดจากการวัดในระบบ CIE L*a*b* มาคํานวณคา hO ซึ่งเปนคาที่แสดงถึงเฉด
สีของผลิตภัณฑและคา C* ซึ่งเปนคาที่แสดงถึงความเขมสีของผลิตภัณฑ    พบวาน้ําเมาที่ไดมีคา 
hO และคา C* ที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)    โดยการใหความรอนที่
อุณหภูมิสูงเปนเวลานานมีแนวโนมที่จะทําใหคา hO เพิ่มข้ึน (รูปที่ 4.10) แสดงวามีการ shift ของ
เฉดสีจากสีแดง    โดยคาความเปนสีแดงลดลง

10

15

20

25

30

35

59 60 61 62 63
a*

b*

80 องศาเซลเซียส  10 นาที
80 องศาเซลเซียส  15 นาที
80 องศาเซลเซียส  20 นาที
85 องศาเซลเซียส  10 นาที
85 องศาเซลเซียส  15 นาที
85 องศาเซลเซียส  20 นาที
90 องศาเซลเซียส  10 นาที
90 องศาเซลเซียส  15 นาที
90 องศาเซลเซียส  20 นาที

รูปที่ 4.10  ความสัมพันธระหวางคา a* แลคา b* ของน้ําเมาที่ผานการพาสเจอไรสที่ภาวะตาง ๆ

ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปจึงเลือกใชการพาสเจอไรสน้ําเมา 25% ที่อุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที
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4.5 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพระหวางการเก็บรักษาน้ําเมา 25 %
การเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินในผลิตภัณฑน้ําผลไม    นอกจากจะเกิดในระหวาง     

กระบวนการผลิตแลว    ยังเกิดขึ้นในระหวางการเก็บรักษาไดอีกดวย    โดยการเสื่อมสลายของ          
แอนโทไซยานินระหวางการเก็บรักษามีปจจัยตาง ๆ เขามาเกี่ยวของหลายปจจัย  เชน  แสง  
อุณหภูมิในการเก็บรักษา  ออกซิเจน  วิตามินซีในผลิตภัณฑ  เปนตน    การเปลี่ยนแปลง              
ดังกลาวจะสงผลโดยตรงตอคุณภาพของผลิตภัณฑ    ดังนั้นการทดลองนี้จึงศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ระหวางการเก็บรักษาของน้ําเมา 25%    โดยผลิตน้ําเมา 25 % ที่มีปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด 
0.5 % (ในรูปของกรดซิตริค) และปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 15 0 Brix    พาสเจอรไรสที่
อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส 10 นาที  บรรจุขวดแกวใสขนาด 300 มิลลิลิตรขณะรอน  โดยควบคุม 
head space ใหได 10 มิลลิลิตร  ปดดวยฝาจีบแลวทําใหเย็นทันทีที่อุณหภูมิหอง  บรรจุใสกลอง
กระดาษแลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง (30OC) เปนเวลา 24 สัปดาห    นํามาตรวจสอบคุณภาพตาม
วิธีการในขอ 3.6

ผลการทดลองพบวาเมื่อเก็บน้ําเมา 25 % เปนเวลานานขึ้น    จะทําใหมีปริมาณ                     
แอนโทไซยานินคงเหลือลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งสอดคลองกับ DI และ PC ที่
เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)     สงผลให TCD มีแนวโนมลดลง (ตารางที่ 4.6)    
การสลายตัวของแอนโทไซยานินดังกลาวนาจะเปนผลมาจากอิทธิพลของแสงในระหวาง            
การเก็บรักษา    เมื่อสรางกราฟระหวางคา natural logarithm (ln) ของรอยละปริมาณ              
แอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมาระหวางเก็บรักษาที่ระยะเวลาตางๆ ตอปริมาณแอนโทไซยานิน
กอนการเก็บรักษากับเวลาการเก็บรักษา    พบวากราฟที่ไดมีความสัมพันธกันในลักษณะเชิง      
เสนตรง (linear) มีคา R2 เทากับ 0.96     แสดงวาการสลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเมา  25%  
เปนแบบ  first  order  (รูปที่ 4.11)    โดยปกติ first order reaction จะเกิดในชวงตนของปฏิกิริยา    
แตจากคา R2 ที่ไดจึงประมาณอัตราการสลายตัวของแอนโทไซยานินตลอดเวลาการเก็บรักษาวา
เปนแบบ first order  ซึ่งคาคงที่ของการสลายตัว (k) และคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน (t1/2)
คํานวณไดจากสูตร

ln (TAcy / TAcy0)       =     - kt

     และ

t1/2          =     ln 0.5  / k

           โดยที่

                     TAcy0   คือ    ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ําเมา 25% กอนการเก็บรักษา

                     TAcy    คือ    ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ําเมา 25% หลังการเก็บรักษาไว

                                          เปนเวลา   t  ที่อุณหภูมิ 30OC
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      ตารางที่ 4.6  ปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือ  DI   TCD  และ PC ในน้ําเมาที่บรรจุในขวด

                       แกวใสระหวางการเก็บรักษา

ระยะเวลา
(สัปดาห)

ปริมาณ
แอนโทไซยานิน
คงเหลือ (%)

DI TCDns PC

0 100.00a 1.50a±0.10 0.92±0.12 0.97a±0.08
1 94.12ab±4.93 1.49ab±0.05 0.92±0.13 0.97a±0.0.08
2 83.42abc±3.55 1.56abc±0.07 0.92±0.13 1.05ab±0.07
3 77.56abcd±3.92 1.67abc±0.11 0.94±0.14 1.07abc±0.07
4 74.72bcd±4.53 1.69abc±0.19 0.92±0.10 1.12bcd±0.06
5 73.77bcd±6.28 1.67abc±0.14 0.93±0.11 1.15bcd±0.05
6 75.56bcd±4.77 1.78abc±0.34 0.90±0.10 1.18bcde±0.08
7 74.71bcd±9.66 1.78bc±0.05 0.90±0.13 1.20bcdef±0.09
8 74.76bcd±10.45 1.87bc±0.14 0.90±0.12 1.22cdef±0.08
9 64.52cde±2.40 1.92bc±0.11 0.88±0.12 1.25cdef±0.07

10 62.15cdef±8.63 2.02bcd±0.10 0.87±0.10 1,29def±0.09
11 57.94dffg±3.53 2.16bcd±0.18 0.82±0.11 1.31defg±0.07
12 53.26defgh±7.67 2.23bcd±0.24 0.79±0.11 1.28efgh±0.05
13 49.78efghi±3.11 2.29bcd±0.23 0.80±0.09 1.29efgh±0.08
14 47.18efghi±8.51 2.30bcd±0.29 0.77±0.10 1.32efghi±0.08
15 38.59ghij±5.84 2.73d±0.21 0.78±0.09 1.39fghi±0.08
16 38.45ghijk±7.72 2.56d±0.11 0.80±0.09 1.40fghi±0.10
17 37.02hijkl±8.21 2.58d±0.22 0.83±0.09 1.41ghi±0.06
18 32.47ijkl±8.58 2.71d±0.34 0.80±0.07 1.43hi±0.07
19 31.05ijkl±6.64 3.70e±0.28 0.82±0.08 1.43hi±0.08
20 27.42ijkl±1.52 4.09ef±0.06 0.83±0.08 1.46hij±0.04
21 26.25ijkl±5.55 3.51ef±0.04 0.81±0.09 1.44hij±0.11
22 24.50ijkl±7.27 3.83ef±0.61 0.78±0.08 1.39hijk±0.07
23 19.39ijkl±2.02 4.04f±0.52 0.76±0.09 1.47ijk±0.11
24 19.07ijkl±1.02 3.38f±0.31 0.76±0.07 1.48ijk±0.08

 ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
 *  ตัวเลขที่มีตัวอักษรกํากับ (a, b, c…) ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p
<0.05)
  **  กอนเก็บรักษาน้ําเมามีปริมาณแอนโทไซยานิน 5.31+0.97 mg/100 ml
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y = -0.0088x
R2 = 0.957
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รูปที่ 4.11  ปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใสระหวางการเก็บรักษาที่
                  อุณหภูมิ 30 OC   เมื่อ TAcy  คือปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมาหลังการ
                  เก็บรักษาที่ระยะเวลาตาง ๆ   และ TAcyo  คือปริมาณแอนโทไซยานินเริ่มตนในน้ําเมา
                  กอนการเก็บรักษา

จากกราฟการสลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเมา    พบวาน้ําเมามีคา k เทากับ
8.80x10-3 ตอวัน  และคา t1/2  เทากับ 79 วัน    ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ 
Skrede และคณะ (1992) ที่ศึกษาเสถียรภาพของแอนโทไซยานินในน้ําสตรอเบอรี่และ           
แบลคเคอแรนท    พบวาการสลายตัวของแอนโทไซยานินในระหวางการเก็บรักษาผลิตภัณฑเปน
แบบ first order    โดย         น้ําสตรอเบอรี่และแบลคเคอแรนทมีคา t1/2 เทากับ 0.9 และ 2.0 เดือน 
ตามลําดับ    Kirca และ Cemeroglu (2003) ศึกษาจลนศาสตรการสลายตัวของแอนโทไซยานินใน
น้ํา blood orange    พบวาการสลายตัวของแอนโทไซยานินในระหวางการเก็บรักษาผลิตภัณฑเปน
แบบ first order เชนกัน    โดยน้ํา blood orange ความเขมขน 45 และ 60 OBrix ที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 20 OC มีคา  t1/2  เทากับ 9.7 และ 17.7 วัน  ตามลําดับ    การที่คา t1/2 ตางกันอาจเปน
เพราะคา t1/2 ขึ้นกับชนิดของแอนโทไซยานินในผลิตภัณฑนั้น ๆ

เมื่อนําคา DI มาสรางกราฟความสัมพันธกับเวลาการเก็บรักษา (รูปที่ 4.12)   พบวามีการ
เปลี่ยนแปลงของคา DI ในน้ําเมาเกิดขึ้น   เล็กนอยในชวงแรกของการเก็บรักษาและจะเปลี่ยนแปลง
อยางรวดเร็วหลังจากเก็บรักษาไปแลว 84 วัน ซึ่งผานคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินไปแลว



52

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

0 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140 154

เวลา (วัน)

DI

รูปที่ 4.12  คา DI ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใสระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC

เมื่อพิจารณาคาสีในน้ําเมา 25 % ระหวางการเก็บรักษา (ตารางที่ 4.7)    พบวาในระหวาง
การเก็บรักษาน้ําเมาคา L* ซึ่งเปนคาที่บงบอกถึงคาความสวางของผลิตภัณฑเพิ่มข้ึนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)    ทั้งนี้เปนผลมาจากการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินในผลิตภัณฑ
ระหวางการเก็บรักษา    ขณะที่คา a* ซึ่งเปนคาที่บอกถึงสีแดงในน้ําเมาระหวางการเก็บรักษาลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)    แสดงแนวโนมการเกิดสีน้ําตาลซึ่งสัมพันธกับ PC ที่เพิ่มข้ึน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.6)    เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยา polymerization
ของแอนโทไซยานินทําใหเกิด polymeric pigment ข้ึนในผลิตภัณฑ (Somers, 1971 และ
Markakis, 1982)   ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Garzon และ Wrolstad
(2002) ที่ศึกษาเสถียรภาพของ pelargonidin-base anthocyanins ในน้ําสตรอเบอรี่ และ
น้ําสตรอเบอรี่เขมขน     ที่พบวาผลิตภัณฑมีคา L*  เพิ่มข้ึนในระหวางการเก็บรักษา    เนื่องจากการ
สลายตัวของแอนโทไซยานิน    และผลการทดลองของบุศรารัตน  สายเชื้อ (2545) ที่ศึกษาการนําสี
แอนโทไซยานินทําแหงแบบแชเยือกแข็งจากดอกกระเจี๊ยบแดงมาใชใน model system ผลิตภัณฑ
น้ําหวาน    โดยพบวาระหวางการเก็บรักษาผลิตภัณฑมีคา L* เพิ่มข้ึนและมีคา a* ลดลง    ซึ่งเปน
ผลมาจากการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินในระหวางการเก็บรักษา    จากการเปลี่ยนแปลงของ
คา L* และ  a*  ดังกลาวสงผลใหคา ∆E*  ในระหวางการเก็บรักษาของน้ําเมาเพิ่มข้ึน  เมื่อเทียบกับ
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ตารางที่ 4.7  คาสีของน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใสระหวางการเก็บรักษา
ระยะเวลา
(สัปดาห) L* a* b*ns ∆E*

0 19.93a+0.15 60.87a+0.76 33.70+2.018 -
1 20.77a+0.03 62.08a+1.00 35.16+2.52 1.50+0.58
2 21.44ab+2.32 60.52a+0.50 33.45+2.03 1.81+0.49
3 22.54abc+3.27 60.28a+0.69 32.01+4.43 2.36+0.65
4 22.50abc+2.11 60.34a+0.23 33.35+1.27 3.10+0.17
5 23.32abc+3.72 60.48a+0.42 33.39+1.69 4.05+0.42
6 22.27abc+2.81 59.64a+0.91 32.17+1.83 5.02+0.66
7 23.26abc+4.08 59.57ab+0.57 32.55+2.25 6.96+0.72
8 22.02abc+4.38 57.27aba+1.76 30.18+3.75 7.12+0.94
9 21.78abc+2.74 57.45bcd+1.88 31.11+1.15 7.26+0.58
10 21.74abc+4.02 56.07bcde+1.10 30.43+2.72 7.56+0.41
11 21.13abc+0.06 51.40cdef+0.91 25.35+3.48 7.98+0.24
12 23.45abc+2.83 54.20cdef+2.52 33.09+1.73 7.99+0.40
13 22.51abc+0.94 52.20efg+0.13 28.89+3.42 8.92+1.15
14 25.04abc+0.44 54.50efgh+0.54 32.08+2.32 9.05+0.31
15 22.55abc+2.92 53.67efg+2.28 30.62+2.55 9.41+1.54
16 22.93abc+2.92 51.74efghi+1.58 28.69+2.48 10.36+12
17 23.35abc+2.01 50.02efghi+3.14 32.02+1.02 10.72+0.96
18 23.72abc+3.42 50.51efghi+1.35 28.50+2.83 10.41+0.85
19 24.49abc+3.37 53.67fghi+2.28 33.96+1.52 10.56+0.41
20 23.91abc+2.25 51.27ghi+3.24 33.72+1.21 11.24+0.93
21 25.00abc+4.11 52.61hi+0.36 33.19+1.98 11.86+0.93
22 25.96abc+3.80 53.28i+2.17 33.97+1.64 12.13+0.45
23 27.72bc+0.08 50.18i+1.81 33.80+2.99 12.58+0.88
24 27.07c+3.11 50.20i+2.42 33.05+2.25 12.72+0.43

  ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
*  ตัวเลขที่มีตัวอักษรกํากับ (a, b, c…) ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
     (p<0.05)
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ที่เวลา 0 สัปดาห    โดยถาคา  ∆E* ที่มากกวา 1 แสดงวาการเปลี่ยนแปลงของสีเกิดขึ้นใน
ผลิตภัณฑสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา (Hunt, 1998)

เมื่อนําคาสีที่ไดจากการวัดในระบบ CIE L* a* b* มาคํานวณเปนคา hO ซึ่งเปนคาที่แสดง
ถึงเฉดสีของผลิตภัณฑ  คา  C*  ซึ่งเปนคาที่แสดงถึงความเขมสีของผลิตภัณฑ     และคา  ∆H*  ซึ่ง
เปนคาที่แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงของเฉดสี (ตารางที่ 4.8)    พบวาในระหวางการเก็บรักษาน้ําเมา
คา hO เพิ่มข้ึน         แสดงใหเห็นวาในระหวางการเก็บรักษาน้ําเมามีการ shift ของเฉดสีจากสีแดง
ไปเปนสีสมมากขึ้น     ซึ่งสัมพันธกับคา ∆H* ที่เพิ่มข้ึนแสดงวาในระหวางการเก็บรักษามี
การเปลี่ยนแปลงของเฉดสีเกิดขึ้น    ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Garzon
และ Wrolstad (2002) ที่ศึกษาเสถียรภาพของ pelargonidin-base anthocyanins  ใน
น้ําสตรอเบอรี่ และน้ําสตรอเบอรี่เขมขน    และผลการทดลองของ Skrede และคณะ (1992) ที่
ศึกษาเสถียรภาพของแอนโทไซยานินในน้ําสตรอเบอรี่ และแบลคเคอแรนท    ที่ตางก็พบวา
ผลิตภัณฑมีคา hO เพิ่มข้ึนระหวางการเก็บรักษา    ขณะที่คา C* ของน้ําเมามีคาลดลงตลอดระยะ
เวลาการเก็บรักษา  ทั้งนี้เปนผลมาจากการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินในระหวางการเก็บรักษา
ทําใหสีแดงของผลิตภัณฑลดลง        แสดงใหเห็นวาน้ําเมามีความเขมของสีลดลงซึ่งสัมพันธกับ
TCD ที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.6)    ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับ
ผลการทดลองของ Garzon และ Wrolstad (2002) ที่ศึกษาเสถียรภาพของ pelargonidin-base
anthocyanins  ในน้ําสตรอเบอรี่  และน้ําสตรอเบอรี่เขมขน    ที่พบวาผลิตภัณฑมีคา C* ลดลง
ระหวางการเกบ็รักษา    เนื่องจากมีการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินเกิดขึ้นในระหวางการเก็บ
รักษาทําใหความเขมของสีแดงในผลิตภัณฑลดลง



55

ตารางที่ 4.8  คา hO  คา C*   และคา ∆H* ของน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใสระหวางการเก็บรักษา
ระยะเวลา
(สัปดาห)

hO C* ∆H*

0 28.12a±0.32 70.20a±0.51 -
1 28.34ab±0.36 69.90a±0.71 1.08±0.86
2 28.92abc±1.50 69.17ab±1.02 1.37±0.42
3 29.63abcd±1.67 69.38ab±1.95 1.24±0.43
4 29.22abcd±1.17 69.15ab±0.53 1.81±0.59
5 29.22abcde±1.69 69.32abc±0.67 2.14±0.59
6 30.08abcde±1.07 68.21bc±0.18 2.96±0.71
7 30.54abcde±1.03 68.03cd±1.52 3.44±0.72
8 30.42abcde±1.17 67.85cd±1.12 3.95±0.64
9 30.27abcde±1.57 66.66de±1.00 4.61±0.63
10 30.95abcde±1.32 65.26ef±1.82 4.79±0.93
11 30.44abcdef±0.98 65.49f±0.64 4.81±0.95
12 31.26abcdef±1.23 65.12fg±1.86 5.92±0.84
13 30.98abcdef±1.42 64.65fg±0.14 5.11±0.95
14 31.52abcdef±0.21 63.93g±0.48 5.28±0.98
15 31.08abcdef±2.01 62.30h±0.29 6.19±0.84
16 31.67bcdef±0.75 59.89hi±1.23 6.86±0.82
17 32.61bcdef±1.24 61.07ij±1.40 6.69±0.95
18 32.63def±1.53 60.82ij±1.77 6.88±0.95
19 32.25ef±1.85 60.42ij±1.12 6.92±0.75
20 32.63ef±2.34 60.21ijk±0.23 7.58±0.93
21 32.65ef±1.47 60.68ijk±1.11 7.72±0.94
22 32.55ef±1.83 59.52jk±0.52 8.65±0.96
23 32.88ef±2.95 59.63jk±0.25 8.37±0.95
24 34.06f±2.15 59.13k±1.54 9.18±0.89

*  ตัวเลขที่มีตัวอักษรกํากับ (a, b, c…) ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
     (p<0.05)
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เมื่อนําน้ําเมามาประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสระหวางการเก็บรักษา    โดยใชแบบ
ทดสอบแบบ Hedonic score 9  ระดับ ( 9 คะแนน หมายถึง ชอบมากที่สุด และ1 คะแนน หมายถึง
ไมชอบมากที่สุด)     ใหผูทดสอบ 30 คนประเมินความชอบที่มีตอสีแดงและสีโดยรวมของน้ําเมาทุก
เดือน    พบวาน้ําเมาไดรับคะแนนความชอบตอสีแดงและสีโดยรวมไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05)    โดยไดรับคะแนนความชอบอยูในชวงชอบเล็กนอยถึงชอบปานกลางตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษา(ตารางที่ 4.9)    เมื่อนําคะแนนการยอมรับทางประสาทสัมผัสที่ไดไป  
เปรียบเทียบกับคาซึ่งไดจากการวัดทางกายภาพ (ตารางที่ 4.7 และ 4.8)    จะเห็นวามีการ     
เปลี่ยนแปลงของสีเกิดขึ้นในผลิตภัณฑแตผูทดสอบก็ยังใหการยอมรับตลอดระยะเวลาการเก็บ
รักษา    ทั้งนี้เนื่องมาจากการมองเห็นสีของผูทดสอบจะไมสามารถมองคา a* และคา b* แยกออก
จากกันได     เมื่อนําคา  a*  และ b* ในระหวางการเก็บรักษามาสรางเปนกราฟความสัมพันธ (รูปที่ 
4.13)    พบวาขอมูลที่ไดมีการเกาะกันเปนกลุมดวยเหตุผลนี้จงึทําใหผูทดสอบไมสามารถมองเห็น
การเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดขึ้นได       แมคา   ∆H*   ที่คํานวณไดจะมีคาเพิ่มข้ึนซึ่งชี้ใหเห็นวามี 
การเปลี่ยนแปลงของเฉดสีเกิดขึ้นก็ตาม     แตเมื่อเวลาการเก็บรักษานานขึ้นคะแนนทางประสาท
สัมผัสที่ไดก็มีแนวโนมลดลง

ตารางที่  4.9  ระดับความพอใจตอสีแดงและสีโดยรวมของน้ําเมาที่บรรจุขวดแกวใสระหวาง
                      การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC

ระยะเวลา (เดือน) สีแดงns สีโดยรวมns

0 7.58+1.14 7.39+1.07
1 7.20+1.06 6.90+1.29
2 6.10+1.18 6.23+1.76
3 6.20+1.32 6.50+1.46
4 6.33+1.12 6.50+1.22
5 6.23+1.22 6.33+1.21
6 6.20+1.21 6.37+1.27

ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0,05
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รูปที่ 4.13  ความสัมพันธระหวางคา a* และ b* ของน้ําเมาที่บรรจุขวดแกวใสใน
              ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC  24 สัปดาห

สวนผลการวิเคราะหทางจุลชีววิทยาของน้ําเมา 25 % ระหวางการเก็บรักษา    ไมพบการ
เจริญของจุลินทรียทั้งหมด  ยีสตและราตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา    แสดงวาผลิตภัณฑยังไม
เกิดการเนาเสียในระหวางการเก็บรักษาเปนเวลา 24 สัปดาห

4.6   การศึกษาผลของการเติมวิตามินซีตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพระหวางการเก็บรักษาน้ําเมา
        25%

การทดลองนี้มีวัตถุประสงค 2 ประการ   ประการแรกคือตองการเพิ่มคุณคาทางอาหารให
กับน้ําเมา    จากผลการวิเคราะหองคประกอบของน้ําเมา (ตารางที่ 4.1) พบวาน้ําเมาไมพบ  
วิตามินซี    ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเติมวิตามินซีที่ระดับความเขมขนตางๆ ใหกับน้ําเมา 25% เพื่อ
เปนการเพิ่มคุณคาทางอาหารใหกับผลิตภัณฑ  ประการที่ 2 เนื่องจากในน้ําเมามีสารประกอบ      
ฟนอลิคและ PPO activity (ตารางที่ 4.1) ซึ่งสามารถทําใหเกิด o-quinone ที่จะทําปฏิกิริยากับ
แอนโทไซยานินแลวทําใหเกิดการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินได    แมวา PPO activity จะถูก
ยับยั้งในระหวางการพาสเจอรไรสแต o-quinone ยังคงอยู    ดังนั้นวิตามินซีที่เติมลงไปนาจะไปชวย 
reduce o-quinone ได    ถึงแมวาการเกิด oxidation ของวิตามินซีเองเปนสาเหตุหนึ่งของ         
การเสื่อมสลายของแอนโทไซยานิน    แตการเกิดปฏิกิริยาดังกลาวก็มีอิทธิพลจากปริมาณออกซิเจน
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ในผลิตภัณฑ  หากมีการจํากัดปริมาณออกซิเจนในผลิตภัณฑโดยการควบคุม  head space  ใน
ระหวางการบรรจุ    การเกิด oxidation ของวิตามินซีก็นาจะเกิดขึ้นไดนอยลง    และเมื่อพิจารณา
โดยรวมแลวการเติมวิตามินซีลงไปในผลิตภัณฑนาจะเปนการเพิ่มมูลคาใหกับผลิตภัณฑได

ผลิตภัณฑน้ําเมา 25% ที่มีปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด 0.5% (ในรูปของกรดซิตริค)
และปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 15 0 Brix  พาสเจอรไรสที่อุณหภูมิ 85 OC 10 นาที    เติม
วิตามินซีใหมีปริมาณคงเหลือหลังการพาสเจอไรส 0, 10, 25, 50 และ 100% ของปริมาณที่แนะนํา
ใหบริโภคตอวัน (60 mg) (Williams, 1988) ตอน้ําเมา 1 ขวด (190 ml, 1 หนวยบริโภค)    บรรจุใส
ขวดแกวสีชาขณะรอนโดยควบคุม head space ใหเทากับ 4.5 ml    ปดดวยฝาพลาสติก 2 ชั้น
ทําใหเย็นทันทีที่อุณหภูมิหอง    บรรจุใสกลองกระดาษแลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC เปนเวลา 24
สัปดาห    นํามาวิเคราะหตามขอ 3.7

ผลการทดลองที่ไดพบวาน้ําเมาที่เติมวิตามินซีจะมีปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือลดลง   
เมื่อเก็บรักษาเปนเวลานานขึ้น    โดยการเติมวิตามินซีในปริมาณที่มากขึ้นมีแนวโนมที่จะทําให
ปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมายิ่งลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 24 สัปดาห    แต
คาที่ไดในแตละสัปดาหก็ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) (ตารางที่ 4.10)        
เมื่อสรางกราฟความสัมพันธระหวางคา natural logarithm (ln) ของปริมาณแอนโทไซยานิน        
คงเหลือในน้ําเมาที่ เติมวิตามินซีในแตละระดับตอปริมาณแอนโทไซยานินในน้ําเมากอน             
การเก็บรักษากับเวลาระหวางการเก็บรักษา (รูปที่ 4.15)    พบวากราฟที่ไดมีลักษณะความสัมพันธ
เชิงเสนตรงในทุกตัวอยาง    โดยมีคา R2 ดังแสดงในตารางที่ 4.11    แสดงวาการสลายตัวของ  
แอนโทไซยานินในทุกตัวอยางเปนแบบ first order โดยปกติ first order reaction จะเกิดในชวงตน
ของปฏิกิริยา    แตจากคา R2 ที่ไดจึงประมาณอัตราการสลายตัวของแอนโทไซยานินตลอดเวลาการ
เก็บรักษาวาเปนแบบ first order  ซึ่งมีคาคงที่ของการสลายตัว  และคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน
เมื่อคํานวณตามขอ 4.5 แสดงในตารางที่ 4.11     โดยพบวาการเติมวิตามินซีในปริมาณที่สูงขึ้นจะ
ทําใหคาคงที่ของการสลายตัวของแอนโทไซยานินสูงขึ้น    สงผลใหคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน
ในน้ําเมาลดลง    ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Choi, Kim และ Lee (2002) 
ที่ศึกษาผลของปริมาณวิตามินซีคงเหลือตอสีและเสถียรภาพของรงควัตถุใน blood orange juice  
ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา (4.5 OC)    แลวพบวาการเติมวิตามินซี  ลงไปในน้ําสมจะทําให
เกิดการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินไดมากกวาผลิตภัณฑที่ไมมีการเติมวิตามินซีลงไป    และผล
การทดลองของ Garcia-Viguera และ Bridle (1999) ที่ศึกษาผลของ   โครงสรางตอเสถียรภาพของ
สีของแอนโทไซยานินและ  flavylium  salt  ในระบบที่มีวิตามินซี      พบวาการเติมวิตามินซีลงไปจะ
ทําใหเกิดการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินในระบบสูงขึ้น       เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาระหวาง
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ตารางที่ 4.10    ปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
ปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือ (%retention)

ปริมาณวิตามินซีที่เติม  (% daily intake)ระยะเวลา
(สัปดาห)

0 10 25 50 100
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

1 ns 100.00+0.05 97.05+1.79 95.64+2.47 91.21+1.01 89.58+3.31
2 ns 86.45+3.81 84.66+6.21 82.24+3.79 83.21+3.60 75.69+3.01
3 ns 86.25+7.79 79.67+3.02 75.76+2.27 71.50+5.13 66.59+2.44
4 ns 76.56+5.79 75.16+17.34 75.25+4.99 71.04+9.59 69.48+7.93
5 ns 83.42+2.94 78.64+7.98 75.90+3.10 68.73+10.92 61.98+5.64
6 ns 77.53+11.02 73.82+3.87 68.33+1.61 60.64+3.43 57.09+1.63
7 ns 73.30+7.77 69.36+2.21 67.35+8.99 72.08+22.16 67.00+14.71
8 ns 66.93+7.50 67.24+11.44 64.82+13.87 60.14+13.76 67.56+11.87
9 ns 63.09+8.58 66.55+18.35 61.43+4.93 56.62+22.46 52.54+19.85

10 ns 64.77+10.56 68.18+15.68 57.92+11.23 56.83+10.51 50.90+12.85
11 ns 60.97+16.96 57.21+15.76 53.33+10.47 46.94+8.09 41.54+7.85
12 ns 60.16+11.69 55.58+12.01 51.41+13.09 43.91+12.83 42.67+7.35
13 ns 56.90+13.86 53.68+11.87 51.40+14.39 41.86+2.30 39.64+11.55
14 ns 56.42+14.23 49.26+14.75 49.87+13.31 42.82+8.48 35.70+17.02
15 ns 46.84+7.29 43.72+10.78 38.66+9.69 38.61+9.27 30.73+11.30
16 ns 43.44+13.10 43.11+8.66 37.77+13.86 36.21+12.48 27.82+8.07
17 ns 41.91+11.58 37.37+8.45 35.72+6.95 34.07+9.68 29.77+7.04
18 ns 39.22+8.33 37.21+10.31 29.77+7.81 28.68+10.98 24.42+5.63
19 ns 33.90+6.67 29.34+5.01 26.43+3.62 26.33+4.82 21.47+4.96
20 ns 31.63+6.69 27.14+7.56 23.96+7.68 21.48+9.05 22.21+7.19
21 ns 29.83+4.12 27.15+5.85 23.44+6.86 22.13+8.64 20.63+5.74
22 ns 27.83+7.47 26.50+7.66 21.34+7.41 17.79+4.59 19.64+3.59
23 ns 27.50+3.71 23.96+4.82 19.09+4.01 15.25+1.14 15.27+2.57
24 ns 30.15+3.46 25.85+3.61 20.16+6.01 17.53+7.55 16.14+8.16

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
* กอนเก็บรักษาน้ําเมาที่เติมวิตามินซี 0, 10, 25, 50 และ 100% daily intake มีปริมาณแอนโทไซยานิน
5.27+0.82, 5.52+0.96, 5.43+0.78, 5.27+0.60 และ 5.28+0.94 mg/100 ml ตามลําดับ
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รูปที่ 4.14  ปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีในปริมาณตาง ๆ  ระหวางการ
                    เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC    เมื่อ TAcy คือปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมา
                   หลังการเก็บรักษาที่ระยะเวลาตาง ๆ และ TAcy0 คือปริมาณแอนโทไซยานินเริ่มตนใน
                   น้ําเมากอนเก็บรักษา

ตารางที่ 4.11  คาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
ปริมาณวิตามินซีที่เติม

(% daily intake) สมการ R2 t1/2 (วัน) k (ตอวัน)

0 y = -0.0080x 0.97 86 8.00 x 10-3

10 y = -0.0082x 0.97 84 8.20 x 10-3

25 y = -0.0093x 0.97 74 9.30 x 10-3

50 y = -0.0102x 0.96 68 1.02 x 10-2

100 y = -0.0109x 0.97 63 1.09 x 10-2



61

แอนโทไซยานินกับ hydrogen peroxide ที่เกิดจากปฏิกิริยา oxidation ของวิตามินซีในระบบ
ระหวางการเก็บรักษา

การเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินในน้ําเมานอกจากจะมีผลตอปริมาณแอนโทไซยานิน
คงเหลือในผลิตภัณฑแลว    ยังมีความสัมพันธโดยตรงกับคา DI  (ตารางที่ 4.12)  คา TCD (ตาราง
ที่ 4.13)   และคา PC (ตารางที่ 4.14) อีกดวย    โดยเมื่อเก็บรักษาน้ําเมาเปนเวลานานขึ้นจะทําให
คา DI สูงขึ้น  ขณะที่การเติมวิตามินซีในระดับตางๆ  ไมมีผลตอคา DI อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05)     แตมีแนวโนมที่การเติมวิตามินซีในปริมาณที่มากขึ้นจะสงผลใหคา DI สูงขึ้น    ซึ่ง  
สอดคลองกับคา TCD ที่ลดลงและคา PC ที่เพิ่มขึ้นระหวางการเก็บรักษา เนื่องจากการเกิด
ปฏิกิริยา polymerization ของแอนโทไซยานินแลวทําใหเกิด polymeric pigment ข้ึนในผลิตภัณฑ 
(Somers, 1971 และ Markakis, 1982)    เมื่อนําคา DI มาสรางกราฟความสัมพันธกับเวลา
ระหวางการเก็บรักษา (รูปที่ 4.16)   พบวาในชวงแรกของการเก็บรักษามีการเปลี่ยนแปลงของคา 
DI เกิดขึ้นเล็กนอย    จากนั้นคา DI จะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วหลังจากเก็บรักษาไว 84 วันซึ่งผานครึ่ง
ชีวิตของแอนโทไซยานินในผลิตภัณฑไปแลว
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รูปที่ 4.15   คา DI ของแอนโทไซยานินในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
                            ที่อุณหภูมิ 30OC
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 ตารางที่ 4.12  คา DI ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา DI

ปริมาณวิตามินซีที่เติม  (% daily intake)
ระยะเวลา
(สัปดาห)

0 10 25 50 100
0 ns 1.52+0.04 1.50+0.06 1.50+0.03 1.48+0.03 1.43+0.04
1 ns 1.45+0.02 1.48+0.03 1.47+0.03 1.48+0.05 1.46+0.05
2 ns 1.51+0.07 1.52+0.06 1.52+0.08 1.50+0.02 1.55+0.05
3 ns 1.52+0.10 1.60+0.07 1.60+0.02 1.62+0.15 1.66+0.12
4 ns 1.68+0.01 1.64+0.13 1.66+0.07 1.69+0.16 1.63+0.13
5 ns 1.60+0.03 1.63+0.04 1.65+0.08 1.70+0.10 1.73+0.08
6 ns 1.68+0.06 1.57+0.02 1.67+0.00 1.82+0.03 1.84+0.04
7 ns 1.67+0.17 1.68+0.10 1.68+0.03 1.87+0.14 1.75+0.07
8 ns 1.75+0.21 1.80+0.14 1.79+0.07 1.92+0.14 1.88+0.18
9 ns 1.79+0.09 1.95+0.09 1.97+0.12 2.03+0.18 2.08+0.06
10 ns 1.81+0.08 1.94+0.08 1.99+0.04 1.90+0.14 2.11+0.15
11 ns 1.89+0.23 2.14+0.19 2.02+0.06 2.13+0.07 2.40+0.04
12 ns 1.90+0.06 1.99+0.06 2.04+0.23 2.23+0.11 2.26+0.13
13 ns 1.99+0.14 2.04+0.08 2.14+0.21 2.30+0.14 2.45+0.11
14 ns 2.01+0.09 2.24+0.33 2.16+0.13 2.32+0.16 2.63+0.52
15 ns 2.26+0.22 2.22+0.54 2.63+0.03 2.92+0.43 2.72+0.48
16 ns 2.32+0.01 2.18+0.05 2.59+0.28 2.67+0.19 2.62+0.05
17 ns 2.38+0.09 2.40+0.24 2.58+0.20 2.71+0.12 2.66+0.03
18 ns 2.39+0.08 2.47+0.29 2.77+0.47 3.31+0.85 3.27+0.23
19 ns 3.26+0.74 3.54+0.05 3.24+0.54 3.41+0.60 3.94+0.71
20 ns 3.33+0.20 3.61+0.08 3.85+0.91 4.00+0.04 4.13+0.12
21 ns 3.13+0.11 3.50+0.11 3.36+0.46 3.90+0.73 4.05+0.64
22 ns 3.32+0.43 3.42+0.40 3.42+0.53 3.73+0.10 4.09+0.16
23 ns 3.58+0.68 3.57+0.97 4.23+1.11 5.02+0.78 5.07+0.51
24 ns 2.34+0.08 3.04+013 3.63+0.56 4.00+0.62 4.73+0.78

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.13  คา TCD ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา

ค า  TCD
ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)

ระยะเวลา
( สัปดาห )

0 10 25 50 100
0 ns 0.93+0.13 0.93+0.11 0.96+0.11 0.93+0.10 0.95+0.15
1 ns 0.91+0.10 0.92+0.10 0.91+0.08 0.91+0.11 0.91+0.11
2 ns 0.92+0.12 0.93+0.12 0.92+0.13 0.91+0.13 0.90+0.12
3 ns 0.92+0.14 0.93+0.11 0.92+0.12 0.91+0.14 0.89+0.08
4 ns 0.93+0.13 0.80+0.16 0.93+0.12 0.92+0.10 0.90+0.14
5 ns 0.95+0.12 0.97+0.14 0.95+0.12 0.91+0.14 0.93+0.11
6 ns 0.89+0.09 0.89+0.09 0.87+0.11 0.89+0.10 0.85+0.13
7 ns 0.90+0.11 0.90+0.10 0.89+0.11 0.87+0.11 0.88+0.11
8 ns 0.92+0.11 0.91+0.12 0.88+0.10 0.87+0.10 0.95+0.02
9 ns 0.88+0.09 0.89+0.10 0.85+0.13 0.84+0.12 0.81+0.12

10 ns 0.89+0.11 0.86+0.11 0.86+0.09 0.85+0.08 0.82+0.11
11 ns 0.83+0.09 0.82+0.10 0.80+0.10 0.78+0.08 0.77+0.09
12 ns 0.83+0.05 0.82+0.10 0.79+0.08 0.80+0.08 0.79+0.08
13 ns 0.84+0.11 0.82+0.09 0.83+0.10 0.82+0.09 0.80+0.12
14 ns 0.81+0.09 0.82+0.09 0.81+0.10 0.79+0.08 0.78+0.09
15 ns 0.78+0.11 0.74+0.09 0.76+0.08 0.75+0.08 0.75+0.09
16 ns 0.84+0.03 0.79+0.08 0.81+0.07 0.79+0.09 0.77+0.08
17 ns 0.81+0.08 0.81+0.09 0.79+0.09 0.80+0.09 0.79+0.09
18 ns 0.80+0.08 0.81+0.08 0.80+0.08 0.79+0.08 0.76+0.08
19 ns 0.85+0.03 0.81+0.07 0.79+0.05 0.81+0.08 0.78+0.07
20 ns 0.82+0.08 0.81+0.06 0.80+0.08 0.81+0.08 0.81+0.07
21 ns 0.80+0.08 0.81+0.06 0.81+0.08 0.80+0.08 0.79+0.08
22 ns 0.77+0.07 0.76+0.07 0.76+0.07 0.76+0.07 0.77+0.08
23 ns 0.79+0.06 0.82+0.02 0.79+0.09 0.80+0.08 0.78+0.07
24 ns 0.76+0.07 0.79+0.02 0.75+0.07 0.76+0.05 0.75+0.08

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.14  คา PC ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา PC

ปริมาณวิตามินซีที่เติม  (% daily intake)
ระยะเวลา
(สัปดาห)

0 10 25 50 100
0 ns 0.95+0.06 0.94+0.07 0.93+0.07 0.93+0.07 0.94+0.07
1 ns 0.99+0.06 1.00+0.07 0.97+0.08 0.98+0.07 0.98+0.05
2 ns 1.04+0.08 1.05+0.03 1.00+0.06 1.05+0.05 1.03+0.11
3 ns 1.06+0.09 1.06+0.07 1.02+0.08 1.05+0.06 1.06+0.12
4 ns 1.11+0.09 1.11+0.07 1.08+0.07 1.11+0.05 1.11+0.05
5 ns 1.16+0.06 1.14+0.08 1.12+0.07 1.15+0.07 1.15+0.06
6 ns 1.19+0.07 1.17+0.07 1.15+0.06 1.17+0.07 1.19+0.05
7 ns 1.21+0.06 1.19+0.01 1.19+0.02 1.19+0.05 1.19+0.08
8 ns 1.21+0.08 1.21+0.07 1.20+0.08 1.20+0.08 1.27+0.03
9 ns 1.20+0.08 1.26+0.08 1.26+0.05 1.28+0.03 1.26+0.07

10 ns 1.27+0.10 1.27+0.06 1.26+0.07 1.28+0.07 1.29+0.07
11 ns 1.29+0.08 1.26+0.09 1.30+0.09 1.29+0.12 1.27+0.08
12 ns 1.30+0.02 1.30+0.09 1.30+0.08 1.31+0.07 1.31+0.11
13 ns 1.34+0.09 1.32+0.08 1.36+0.08 1.33+0.09 1.39+0.06
14 ns 1.37+0.05 1.34+0.07 1.40+0.07 1.38+0.13 1.39+0.07
15 ns 1.40+0.02 1.35+0.12 1.40+0.07 1.38+0.06 1.41+0.14
16 ns 1.44+0.10 1.38+0.10 1.41+0.08 1.42+0.03 1.42+0.08
17 ns 1.42+0.02 1.42+0.10 1.43+0.03 1.45+0.03 1.47+0.06
18 ns 1.42+0.09 1.46+0.02 1.45+0.08 1.44+0.02 1.49+0.06
19 ns 1.47+0.07 1.45+0.10 1.47+0.07 1.48+0.07 1.48+0.04
20 ns 1.48+0.11 1.46+0.05 1.47+0.05 1.48+0.07 1.49+0.04
21 ns 1.49+0.08 1.47+0.05 1.47+0.03 1.47+0.06 1.51+0.08
22 ns 1.46+0.08 1.42+0.09 1.46+0.06 1.43+0.07 1.50+0.08
23 ns 1.53+0.09 1.56+0.03 1.49+0.11 1.50+0.09 1.56+0.05
24 ns 1.46+0.10 1.50+0.04 1.46+0.07 1.48+0.06 1.53+0.07

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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เมื่อพิจารณาคาสีในน้ําเมา 25% ที่เติมวิตามินซีในระดับตางๆ ระหวางการเก็บรักษา
พบวาในระหวางการเก็บรักษาคา L* ซึ่งเปนคาที่บงบอกถึงความสวางของผลิตภัณฑมีคาเพิ่มข้ึน
(ตารางที่ 4.15)     เนื่องจากมีการสลายตัวของแอนโทไซยานินเกิดขึ้น (ตารางที่ 4.10)     แตการ
เติมวิตามินซีในปริมาณที่แตกตางกันไมมีผลตอคา L* อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)    ขณะ
ที่คา a* ซึ่งเปนคาที่บงบอกถึงความเปนสีแดงของผลิตภัณฑลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา
(ตารางท่ี 4.16)     สอดคลองกับคา PC ที่เพิ่มข้ึน (ตารางที่ 4.14) แสดงวาผลิตภัณฑมีสีแดงลดลง
ในขณะที่คา b* ไมมีการเปลี่ยนแปลง (ตารางที่ 4.17)    จากการเปลี่ยนแปลงของคา L* และ a*         
ดังกลาวทําใหคา ∆E* สูงขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (ตารางที่ 4.18)    แตการเติมวิตามินซี
ที่แตกตางกันไมมีผลตอคา ∆E*     เมื่อนําคาสีที่ไดจากการวัดในระบบ CIE L* a* b* มาคํานวณ
เปนคา hO  คา C*  และคา ∆H*  พบวาเมื่อเก็บรักษาน้ําเมาเปนระยะเวลานานขึ้น  คา hO จะเพิ่ม
ขึ้น (ตารางที่ 4.19)  ในขณะที่คา C* ลดลง (ตารางที่ 4.20)    แสดงวาผลิตภัณฑมีการ shift ของ
เฉดสีจากสีแดงไปเปนสีสม   มากขึ้นและมีความเขมของสีแดงลดลง    ซึ่งสัมพันธกับคา TCD ที่
ลดลง (ตารางที่ 4.13)    และสอดคลองกับคา ∆H* (ตารางที่ 4.21) ที่เพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลาการ
เก็บรักษา

เมื่อพิจารณาถึงผลของการเติมวิตามินซีในปริมาณตางๆ ตอคาสีของน้ําเมา    พบวา
ปริมาณวิตามินซีที่เติมลงไปไมมีผลตอคาสีของผลิตภัณฑอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อ
เทียบกับ control    ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากวิตามินซีที่เติมลงไปมีปริมาณนอย    โดยการเติมวิตามินซี
ในปริมาณ 10, 25, 50 และ 100% ของปริมาณที่แนะนําใหบริโภคตอวัน (60 mg) ตอน้ําเมา 1 ขวด
(190 ml) จะทําใหน้ําเมามีวิตามินซี 3.16, 7.89, 15.79 และ 31.58 mg/100 ml ตามลําดับ    เมื่อ
เปรียบเทียบกับผลการทดลองของ Freedman และ Francis (1984) ที่ศึกษาผลของวิตามินซีตอสี
ของเยลลี่จากผล blackberry    ที่พบวาการเติมวิตามินซีในปริมาณ 0 และ 35 mg/100 ml ใหคาสี
ของผลิตภัณฑที่ไมแตกตางกันในระหวางการเก็บรักษา    ขณะที่การเติมวิตามินซีในปริมาณ 70 
mg/100 ml จะทําใหผลิตภัณฑมีคา L* และ hO สูงกวาผลิตภัณฑที่ไมเติมวิตามินซี    เนื่องจากการ
เติมวิตามินซีในปริมาณที่สูงขึ้นจะทําใหเกิดการเสื่อมสลายของแอนโทไซยานินมากขึ้น    ทําใหคา 
L* ของผลิตภัณฑเพิ่มข้ึน  และสีของผลิตภัณฑมีการ shift จากสีแดงไปเปนสีน้ําตาลมากขึ้น  คา hO

จึงสูงขึ้น
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ตารางที่ 4.15  คา L* ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา L*

ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)ระยะเวลา
( สัปดาห )

0 10 25 50 100
0 ns 19.19+0.09 19.64+0.35 19.83+0.33 20.16+0.23 20.36+0.32
1 ns 21.08+0.72 20.97+0.51 21.42+0.08 21.39+0.57 21.66+1.13
2 ns 21.71+3.16 21.25+2.58 21.56+2.29 22.06+2.41 22.23+2.97
3 ns 21.22+1.89 22.38+1.69 22.35+2.41 20.51+3.18 22.90+2.21
4 ns 21.92+3.14 22.14+3.00 22.11+2.63 21.80+1.44 23.10+3.22
5 ns 21.64+1.71 22.09+2.69 22.38+2.39 21.42+1.10 22.79+2.10
6 ns 22.17+2.41 22.37+2.22 22.58+2.83 22.02+2.69 22.31+2.41
7 ns 22.39+2.98 22.07+2.93 23.19+3.07 22.83+3.99 22.52+3.67
8 ns 22.47+3.51 22.79+2.93 23.56+2.57 23.67+3.99 19.92+0.59
9 ns 22.74+1.55 22.05+3.21 23.84+5.08 22.49+4.19 22.68+3.95

10 ns 22.21+3.76 22.64+4.00 23.21+3.97 22.37+1.66 22.81+4.27
11 ns 21.23+3.13 23.22+3.66 21.15+2.30 21.55+2.30 22.05+2.32
12 ns 22.76+3.05 23.83+4.79 23.85+2.74 22.86+3.60 22.63+3.50
13 ns 21.24+3.71 22.62+3.05 22.99+3.85 22.91+4.19 222.25+5.00
14 ns 22.84+1.68 22.82+3.52 22.83+3.60 23.55+4.19 22.75+2.79
15 ns 22.24+3.48 23.39+3.97 23.90+3.75 23.71+2.87 23.78+5.48
16 ns 23.04+2.91 21.38+4.04 24.88+3.95 22.92+3.46 24.00+3.43
17 ns 23.40+4.57 23.37+4.42 24.68+4.22 24.25+2.90 24.67+4.87
18 ns 17.87+3.87 24.32+4.77 17.66+3.35 20.33+2.70 21.12+2.39
19 ns 23.14+0.97 24.48+3.35 24.84+2.33 24.98+3.46 24.46+4.49
20 ns 24.00+3.98 24.52+2.72 25.21+4.48 25.36+4.36 24.73+3.10
21 ns 25.32+3.54 24.06+2.26 25.69+2.22 25.58+3.32 24.96+3.92
22 ns 25.58+2.88 26.37+2.52 25.57+2.94 26.27+4.08 25.07+4.59
23 ns 25.84+3.18 26.35+3.35 25.81+5.12 25.24+4.05 25.32+3.40
24 ns 25.99+3.63 26.42+4.78 25.99+2.53 26.39+2.40 25.61+5.29

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.16  คา a* ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา a*

ปริมาณวิตามินซีที่เติม  (% daily intake)ระยะเวลา
(สัปดาห)

0 10 25 50 100
0 ns 60.16+0.89 61.17+0.84 61.88+0.76 61.87+0.67 62.07+1.05
1 ns 62.45+0.24 61.98+0.70 62.69+0.80 62.94+0.68 62.00+0.68
2 ns 61.32+0.52 60.80+0.84 61.43+1.00 61.18+0.94 61.32+0.90
3 ns 59.22+1.58 57.45+1.87 57.76+0.85 56.31+0.97 58.87+3.24
4 ns 60.03+0.92 61.03+1.34 61.82+0.59 60.42+2.29 61.14+2.06
5 ns 60.50+1.41 60.69+1.30 61.62+1.23 60.86+1.49 61.12+1.13
6 ns 59.35+0.87 59.77+1.80 58.30+4.17 59.27+2.44 60.02+1.50
7 ns 60.03+1.33 59.77+1.87 61,12+0.97 60.06+1.80 59.95+0.42
8 ns 58.21+0.44 57.52+1.66 58.84+1.00 57.82+0.92 56.92+0.30
9 ns 57.92+1.19 57.18+0.67 57.29+2.37 54.73+4.00 55.41+3.80
10 ns 57.23+0.93 56.02+1.54 57.35+1.47 56.59+1.62 57.10+5.71
11 ns 51.49+0.13 53.66+0.48 51.36+1.93 51.11+0.96 52.26+1.75
12 ns 57.17+1.20 56.74+0.90 57.28+1.95 55.60+1.97 55.93+0.34
13 ns 53.75+0.62 53.50+1.18 51.10+2.95 51.36+5.06 52.99+1.73
14 ns 53.76+2.63 55.21+1.87 54.44+2.38 54.69+1.94 54.49+2.62
15 ns 53.61+0.33 54.59+1.92 54.88+2.48 55.05+1.34 52.56+1.88
16 ns 51.75+1.96 50.05+5.71 51.85+1.02 52.68+4.01 52.29+2.97
17 ns 53.92+1.53 53.46+1.50 54.55+3.33 54.32+2.49 54.11+1.89
18 ns 45.74+5.38 47.53+4.63 43.22+4.70 48.17+5.07 45.68+2.72
19 ns 54.11+1.61 55.06+2.16 53.14+1.95 55.86+1.87 53.58+2.12
20 ns 53.61+1.15 54.23+2.57 53.75+3.13 53.31+2.62 54.35+2.67
21 ns 53.89+1.93 53.33+3.43 54.24+3.43 53.08+3.11 53.21+2.23
22 ns 52.62+1.38 53.85+2.46 53.71+3.17 52.94+2.98 51.82+2.74
23 ns 52.17+2.01 53.23+1.21 51.72+1.43 53.78+2.45 50.69+4.80
24 ns 52.43+1.35 51.93+.91 53.01+2.82 52.42+2.22 50.81+3.53

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.17  คา  b* ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา b*

ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)ระยะเวลา
( สัปดาห )

0 10 25 50 100
0 ns 32.78+2.87 33.39+2.38 33.83+2.58 34.21+2.59 34.41+2.29
1 ns 35.41+2.26 35.17+2.05 35.56+1.88 35.68+2.06 35.69+1.78
2 ns 33.65+2.81 32.94+2.54 33.76+1.90 33.60+1.69 34.14+2.65
3 ns 31.93+1.15 28.41+4.32 30.44+2.55 29.36+3.21 31.76+2.48
4 ns 33.50+2.45 33.49+1.83 33.80+1.90 33.24+0.81 34.14+1.04
5 ns 33.01+0.81 33.57+1.78 33.83+1.32 33.95+1.40 34.11+1.31
6 ns 32.14+1.59 32.21+1.72 33.18+1.19 31.70+1.96 32.35+0.12
7 ns 33.40+2.00 33.01+1.20 34.19+1.72 33.74+1.27 33.01+2.42
8 ns 30.23+4.35 30.77+3.35 32.41+2.23 31.79+2.57 29.21+0.67
9 ns 31.58+1.91 30.75+2.43 31.80+2.16 31.13+2.90 32.07+2.71

10 ns 31.19+2.33 30.97+2.24 31.95+2.00 31.47+1.12 31.97+2.40
11 ns 26.38+3.18 28.24+3.48 27.45+1.62 27.78+1.74 28.94+1.75
12 ns 32.96+1.95 31.83+3.00 33.68+1.15 32.20+1.94 32.11+2.33
13 ns 29.00+2.72 29.56+3.41 27.40+3.88 27.53+4.76 29.21+4.61
14 ns 31.44+1.39 31.08+2.89 30.97+2.11 31.45+2.76 32.16+1.53
15 ns 31.70+2.22 33.27+2.21 32.26+1.84 31.89+1.66 31.17+3.32
16 ns 28.56+2.21 26.97+5.94 29.19+3.25 31.01+2.14 31.33+3.22
17 ns 32.23+2.14 30.85+2.64 33.36+1.42 32.01+1.97 32.32+2.43
18 ns 21.45+5.54 27.41+4.88 21.49+4.73 26.90+3.23 27.00+2.14
19 ns 32.86+0.96 33.88+1.77 34.02+0.94 34.35+1.79 33.68+2.89
20 ns 33.14+2.19 34.07+1.40 34.47+2.99 33.49+2.71 34.46+1.91
21 ns 33.38+2.16 32.79+1.64 33.55+2.30 33.59+2.47 34.29+2.54
22 ns 33.25+3.10 34.30+2.01 33.93+1.13 34.26+2.88 33.08+3.50
23 ns 34.10+1.55 34.06+2.28 33.06+3.62 33.49+2.00 35.49+4.38
24 ns 33.55+2.57 34.50+2.96 34.25+1.28 33.16+1.49 32.94+4.33

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.18   คา ∆E*  ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา ∆E*

ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)
ระยะเวลา
( สัปดาห )

0 10 25 50 100
0 ns - - - - -
1 ns 1.92+0.95 2.70+0.34 2.72+0.04 1.86+0.68 2.62+0.89
2 ns 1.27+0.44 1.39+0.80 0.90+0.38 1.95+0.71 1.02+0.26
3 ns 1.34+0.52 1.49+0.44 1.23+0.29 1.76+0.72 1.48+0.31
4 ns 1.81+0.41 1.77+0.48 1.18+0.40 2.26+0.67 2.44+0.18
5 ns 1.81+0.20 1.76+0.97 1.80+0.51 2.47+0.55 1.91+0.39
6 ns 2.03+0.48 2.73+0.62 4.07+0.14 3.02+0.21 3.01+0.77
7 ns 3.59+0.93 2.91+0.61 3.90+0.51 3.70+0.30 4.06+0.24
8 ns 6.90+0.32 5.92+0.79 4.50+0.22 5.64+0.37 5.85+0.71
9 ns 4.63+0.35 5.87+0.71 5.94+0.97 8.04+0.48 7.85+0.48

10 ns 5.74+0.29 6.84+0.29 5.59+0.63 5.66+0.93 7.07+0.54
11 ns 12.49+1.80 9.87+1.72 11.84+0.87 8.51+0.96 10.38+1.11
12 ns 4.85+0.39 6.69+0.69 6.12+0.43 7.21+0.38 7.08+0.98
13 ns 9.55+0.24 9.56+0.22 12.47+0.59 12.03+0.77 10.75+1.77
14 ns 7.38+0.87 7.60+0.24 8.15+0.79 8.25+0.55 7.99+0.36
15 ns 7.73+0.38 8.90+0.44 7.92+0.97 7.53+0.28 10.50+1.56
16 ns 11.12+1.35 13.88+0.53 11.20+0.47 9.72+0.33 10.43+0.61
17 ns 7.31+0.81 9.37+0.29 8.44+0.57 8.33+0.28 8.91+0.46
18 ns 17.78+1.81 16.04+0.59 16.36+1.64 14.87+1.84 17.16+2.64
19 ns 6.47+0.76 8.46+0.51 9.76+0.74 8.14+0.83 9.80+0.57
20 ns 9.02+0.38 8.98+0.79 10.13+0.57 9.73+0.44 9.14+0.41
21 ns 8.41+0.75 9.11+0.94 8.97+0.42 9.89+0.51 10.34+0.42
22 ns 10.07+1.69 9.59+0.98 9.36+0.93 10.46+0.59 11.18+0.66
23 ns 9.51+0.47 10.22+2.64 11.61+0.66 9.29+0.86 12.94+0.72
24 ns 9.41+0.63 11.34+0.71 10.20+0.78 10.12+0.31 12.34+0.55

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.19  คา hO ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา hO

ปริมาณวิตามินซีที่เติม  (% daily intake)ระยะเวลา
(สัปดาห)

0 10 25 50 100
0 ns 28.56+1.96 28.61+1.67 28.64+1.69 28.91+1.55 28.99+1.61
1 ns 28.71+1.47 28.79+1.44 28.33+1.32 28.74+1.47 29.02+1.31
2 ns 28.73+1.78 28.43+2.04 28.78+1.45 28.77+1.59 29.08+1.68
3 ns 28.34+1.49 28.64+2.72 28.75+1.65 28.81+2.31 29.12+1.31
4 ns 28.72+1.62 28.76+1.53 28.66+1.46 28.84+1.25 29.20+1.58
5 ns 28.63+1.14 28.67+1.43 28.77+1.36 29.17+1.57 29.17+1.36
6 ns 28.69+1.47 28.32+1.23 29.02+2.62 29.41+1.33 29.33+0.56
7 ns 28.75+1.42 28.71+1.46 29.22+1.55 29.33+1.59 29.82+1.89
8 ns 28.67+1.67 28.75+1.24 29.17+1.37 29.77+1.80 29.66+0.30
9 ns 28.82+1.20 28.58+1.67 29.06+2.67 29.84+4.06 30.13+3.59
10 ns 28.57+1.89 28.94+2.35 29.12+1.83 29.09+1.44 30.07+3.33
11 ns 28.41+1.47 29.12+1.86 29.08+1.47 29.16+1.62 30.33+1.69
12 ns 29.46+1.95 29.27+2.66 29.26+1.70 29.59+2.32 30.84+1.90
13 ns 29.68+1.91 29.40+1.89 29.32+2.15 29.74+1.63 30.27+2.35
14 ns 29.84+2.27 29.50+2.03 29.67+2.77 29.87+2.08 30.59+2.33
15 ns 29.99+2.29 29.73+2.17 30.46+1.70 30.09+1.89 30.64+2.75
16 ns 30.26+2.19 29.65+2.87 30.09+2.27 30.67+3.63 30.90+2.64
17 ns 30.45+1.92 30.32+2.38 31.50+2.67 30.88+2.23 30.86+2.57
18 ns 30.30+2.87 30.01+2.20 31.32+2.86 30.10+2.43 30.70+2.36
19 ns 30.47+1.32 31.62+1.90 31.65+1.69 31.60+2.17 32.16+2.24
20 ns 31.40+1.94 31.18+2.27 31.71+1.68 32.17+1.32 32.40+1.64
21 ns 31.47+2.47 31.64+1.69 31.96+1.82 32.38+1.42 32.81+1.01
22 ns 32.34+2.49 32.65+2.46 32.33+2.22 32.97+2.33 32.90+2.79
23 ns 32.47+2.17 32.64+2.04 32.89+3.08 33.27+2.07 33.74+2.62
24 ns 33.19+2.07 34.05+2.34 32.97+2.31 33.37+2.27 33.58+2.75

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.20  คา C*  ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา C*

ปริมาณวิตามินซีที่เติม  (% daily intake)ระยะเวลา
(สัปดาห)

0 10 25 50 100
0 ns 71.80+1.86 71.28+1.48 72.08+1.69 72.36+1.84 71.55+1.52
1 ns 69.54+1.33 70.71+1.21 70.55+1.18 70.71+1.11 70.98+1.00
2 ns 69.75+1.82 69.18+1.05 70.11+1.20 69.82+1.97 70.21+1.89
3 ns 69.29+1.88 69.27+2.64 69.31+1.91 69.54+2.15 69.90+2.78
4 ns 69.69+1.70 69.36+1.30 69.47+0.85 68.97+1.91 70.04+1.29
5 ns 68.93+1.88 68.99+1.35 69.31+1.69 68.71+1.73 68.01+1.51
6 ns 68.51+1.52 68.91+2.01 68.12+2.09 68.23+2.71 68.19+1.34
7 ns 67.43+1.97 67.74+1.95 68.05+1.54 67.91+1.09 67.46+1.94
8 ns 66.64+2.74 66.26+2.85 67.20+1.15 67.00+1.78 66.98+1.57
9 ns 66.24+2.47 65.95+1.84 66.57+2.99 66.07+1.96 66.11+2.46
10 ns 65.20+1.28 65.05+1.82 65.67+2.32 65.76+2.12 65.56+2.87
11 ns 64.90+2.38 64.69+2.04 65.26+1.93 65.19+2.18 64.77+2.85
12 ns 64.05+2.26 64.10+1.78 64.47+2.13 64.29+2.94 64.51+2.97
13 ns 63.91+2.14 63.17+2.27 64.05+2.67 64.32+2.42 64.57+3.74
14 ns 63.29+1.74 63.38+1.67 62.68+1.99 63.11+2.46 63.31+1.61
15 ns 63.47+1.96 62.95+1.67 62.68+2.42 62.65+1.36 62.16+2.40
16 ns 62.51+1.32 62.92+2.49 62.56+1.06 62.21+2.30 61.00+2.36
17 ns 62.27+2.23 61.77+1.59 61.99+2.08 61.10+1.16 60.07+1.19
18 ns 61.98+2.84 61.04+2.11 60.34+2.73 61.20+2.55 60.09+2.56
19 ns 61.85+1.12 60.67+1.77 60.12+1.18 60.61+1.71 60.36+2.22
20 ns 61.62+1.19 60.08+1.45 59.94+1.42 60.03+2.92 59.60+1.40
21 ns 61.15+2.56 60.65+2.44 59.83+2.40 59.89+1.35 59.36+2.66
22 ns 60.69+1.89 59.89+1.05 59.56+2.30 5914+1.88 59.58+2.66
23 ns 60.82+1.36 59.21+1.16 59.46+1.06 59.40+1.58 60.10+1.27
24 ns 60.59+1.86 59.49+2.54 59.15+1.86 59.06+1.06 59.73+1.48

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ 4.21   คา ∆H*  ในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
คา ∆H*

ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)
ระยะเวลา
( สัปดาห )

0 10 25 50 100
0 - - - - -

1 ns 0.76+0.24 0.89+0.19 1.04+0.35 0.81+0.15 0.94+0.23
2 ns 1.19+0.35 1.56+0.48 1.40+0.38 1.18+0.41 1.11+0.21
3 ns 1.25+0.31 1.61+0.44 1.42+0.29 1.34+0.23 1.41+0.26
4 ns 1.70+0.24 1.71+0.32 1.68+0.61 1.82+0.40 1.49+0.35
5 ns 1.79+0.93 2.24+0.35 1.96+0.53 2.19+0.79 2.11+0.48
6 ns 1.91+0.93 2.44+0.94 2.06+0.87 2.59+0.58 2.33+0.39
7 ns 2.60+0.74 3.38+0.35 3.28+0.53 3.03+0.85 3.07+0.18
8 ns 2.86+0.98 3.63+0.93 3.53+0.10 3.38+0.76 3.48+0.41
9 ns 2.92+0.94 3.96+0.35 3.58+0.84 3.83+0.09 4.15+0.97

10 ns 3.52+0.84 4.15+0.09 3.60+0.97 4.26+0.31 4.52+0.44
11 ns 4.05+0.50 4.42+0.99 4.15+0.29 4.34+0.95 4.93+0.68
12 ns 4.28+0.31 4.61+0.24 4.56+0.62 4.60+0.77 5.11+0.82
13 ns 4.60+0.82 4.90+0.88 4.86+0.54 4.63+0.97 5.20+0.95
14 ns 4.69+0.21 5.17+0.92 4.95+0.58 4.95+0.70 5.26+0.61
15 ns 4.83+0.58 5.09+0.71 5.56+0.23 4.98+0.69 5.70+0.95
16 ns 4.84+0.87 5.26+0.95 5.78+0.53 5.32+0.76 5.72+0.86
17 ns 4.87+0.86 5.27+0.95 5.85+0.53 5.70+0.79 5.79+0.51
18 ns 5.14+0.82 5.54+0.48 5.95+0.84 5.76+0.63 6.07+0.44
19 ns 5.25+0.73 5.84+0.42 6.00+0.27 5.77+0.49 6.21+0.96
20 ns 5.43+0.94 6.19+0.77 6.48+0.46 5.77+0.91 6.59+0.94
21 ns 5.47+0.85 6.75+0.81 6.60+0.57 6.07+0.95 6.76+0.78
22 ns 6.09+0.88 6.96+0.49 6.92+0.86 6.80+0.53 7.67+0.96
23 ns 6.51+0.97 7.39+0.81 7.08+0.73 7.69+0.96 7.92+0.88
24 ns 7.73+0.70 7.68+0.69 8.74+0.97 8.87+0.89 8.31+0.94

ns  คือ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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จากผลการตรวจสอบปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีในระดับตางๆ
ระหวางการเก็บรักษา    พบวาปริมาณวิตามินซีในน้ําเมามีคาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p
<0.05) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (ตารางที่ 4.22)    โดยในชวงแรกของการเก็บรักษาจะมีการ
ลดลงของปริมาณวิตามินซีที่มากกวาชวงหลังของการเก็บรักษา     ซึ่งคาที่ไดสัมพันธกับปริมาณ
ออกซิเจนคงเหลือในผลิตภัณฑระหวางการเก็บรักษาที่มีการลดลงอยางมีนัยสําคัญ       ทางสถิติ 
(p<0.05)   โดยมีการลดลงในปริมาณที่สูงในชวงแรกของการเก็บรักษาเชนกัน (ตารางที่ 4.23)    
เนื่องจากเกิดปฏิกิริยา oxidation ของวิตามินซีข้ึนในระหวางการเก็บรักษา    ซึ่งตองใชออกซิเจนใน
การทําปฏิกิริยาดวย (Gregory, 1996)    โดยในชวงแรกของการเก็บรักษา  ระบบยังมีวิตามินซีและ
ออกซิเจนอยูสูงทําใหเกิดการ oxidation ของวิตามินซีไดมาก    สงผลใหเกิดการ    สูญเสียของ
วิตามินซีและออกซิเจนในปริมาณที่สูง  ปริมาณวิตามินซีและออกซิเจนในระบบจึง    ลดลงอยาง
รวดเร็ว    เมื่อเก็บรักษาไปไดระยะหนึ่งปริมาณออกซิเจนในระบบจะมีอยูอยางจํากัด   ทําใหเกิด
การ oxidation ของวิตามินซีไดนอยลงอัตราการสูญเสียของวิตามินซีจึงลดลงตามไปดวย

เมื่อนําปริมาณวิตามินซีคงเหลือมาสรางกราฟความสัมพันธระหวางคา natural logarithm 
(ln) ของปริมาณวิตามินซีคงเหลือที่ระยะเวลาการเก็บรักษาตาง ๆ ตอปริมาณวิตามินซีเร่ิมตนใน  
น้ําเมากอนการเก็บรักษากับเวลาการเก็บรักษา (รูปที่ 4.17)    พบวากราฟที่ไดมีความสัมพันธใน
ลักษณะเชิงเสนตรง (linear decrease)  ซ่ึงมีคา R2 ดังแสดงในตารางที่ 4.24    จากความสัมพันธ
ดังกลาวแสดงใหเห็นวาการสลายตัวของวิตามินซีในน้ําเมาเปนแบบ first order   โดยปกติ first 
order reaction จะเกิดในชวงตนของปฏิกิริยา    แตจากคา R2 ที่ไดจึงประมาณอัตราการสลายตัว
ของวิตามินซีตลอดเวลาการเก็บรักษาวาเปนแบบ first order     ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ 
Choi, Kim และ Lee (2002) ที่เติมวิตามินซีในปริมาณ 30 mg/ 100ml ในน้ํา blood orange พบวา
การสลายตัวของวิตามินซีในระหวางการเก็บรักษาผลิตภัณฑเปนแบบ first order
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ตารางที่  4.22  ปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาระหวางการเก็บรักษา
ปริมาณวิตามินซีคงเหลือ (mg/100 ml)
ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)ระยะเวลา

(สัปดาห)
0ns 10 25 50 100

0 0.00+0.00 2.93a+0.10 7.48a+0.45 15.12a+0.21 30.82a+0.29
3 0.00+0.00 2.01b+0.09 6.49b+0.42 13.20b+0.60 28.52b+0.54
6 0.00+0.00 1.37c+0.09 5.02c+0.43 11.87c+0.77 26.61c+1.33
9 0.00+0.00 0.69d+0.06 4.22d+0.14 9.25d+0.38 25.82c+0.35
12 0.00+0.00 0.00e+0.00 3.28e+0.28 7.65e+0.42 23.38d+0.75
15 0.00+0.00 0.00e+0.00 2.33f+0.22 6.94e+0.45 21.83de+1.64
18 0.00+0.00 0.00e+0.00 1.31g+0.27 5.03f+0.27 20.06ef+0.49
21 0.00+0.00 0.00e+0.00 0.37h+0.16 3.01g+0.76 17.85fg+1.22
24 0.00+0.00 0.00e+0.00 0.00h+0.00 1.24h+0.36 16.00g+1.15

  ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
*   ตัวเลขที่มีตัวอักษรกํากับ (a, b, c…) ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(p<0.05)

ตารางที่  4.23  ปริมาณออกซิเจนในน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
ปริมาณออกซิเจน (mg/l)

ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)
ระยะเวลา
(สัปดาห)

0 10 25 50 100
0 4.03a+0.78 3.81a+0.52 3.68a+0.44 3.69a+0.10 3.42a+0.16
3 2.08b+0.51 2.16b+0.35 2.10b+0.18 1.99b+0.18 1.81b+0.42
6 2.01b+0.28 1.83b+0.29 1.80bc+0.09 1.71b+0.21 1.68bc+0.38
9 2.00b+0.23 1.83b+0.17 1.69cd+0.02 1.55c+0.04 1.49bcd+0.16
12 1.94b+0.03 1.71b+0.22 1.58de+0.18 1.53c+0.23 1.38def+0.09
15 1.84b+0.09 1.69bc+0.14 1.48def+0.28 1.30c+0.19 1.25ef+0.18
18 1.72b+0.03 1.68bc+0.16 1.50def+0.13 1.19cd+0.26 1.02ef+0.19
21 1.53b+0.04 1.27cd+0.23 1.14ef+0.19 0.97cd+0.21 0.79f+0.07
24 1.47b+0.48 1.09d+0.20 0.99ef+0.24 0.81d+0.12 0.52f+0.09

* ตัวเลขที่มีตัวอักษรกํากับ (a, b, c…) ตางกันในสดมภเดียวกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(p<0.05)
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รูปที่  4.16  ปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC    เมื่อ Vit.C
                    คือปริมาณวิตามินซีในน้ําเมาหลังการเก็บรักษาที่ระยะเวลาตางๆ และ Vit.CO คือ
                    ปริมาณวิตามินซีเร่ิมตนในน้ําเมากอนการเก็บรักษา

ตารางที่ 4.24  สมการการสลายตัวของวิตามินซีในน้ําเมาระหวางการเก็บรักษา
ปริมาณวิตามินซีที่เติม

(% daily intake)
สมการ k (ตอวัน) R2

10 y = -0.1478x 1.48 x 10-1 0.97
25 y = -0.0636x 6.36 x 10-2 0.97
50 y = -0.0577x 5.77 x 10-2 0.98
100 y = -0.0261x 2.61 x 10-2 0.98
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เมื่อนําน้ําเมาที่เติมวิตามินซีในปริมาณตางๆ มาประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส
ระหวางการเก็บรักษา    โดยใชแบบทดสอบแบบ Hedonic score 9  ระดับ ( 9 คะแนน หมายถึง 
ชอบมากที่สุด และ1 คะแนน หมายถึงไมชอบมากที่สุด)     ใหผูทดสอบ  30  คน  ประเมิน       
ความชอบที่มีตอสีแดงและสีโดยรวมของน้ําเมาทุกเดือน        พบวาน้ําเมาที่เติมวิตามินซีใน
ปริมาณตางกันไดรับคะแนนความชอบตอสีแดงและสีโดยรวมไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p>0.05)    โดยไดรับคะแนนความชอบอยูในชวงชอบเล็กนอยถึงชอบปานกลางตลอดระยะ
เวลาการเก็บรักษา 24 สัปดาหในทุกตัวอยาง (ตารางที่ 4.25)    แสดงวาการเติมวิตามินซีในน้ําเมา
ในชวง 0-100% daily intake ไมมีผลตอการยอมรับในดานสีของผูทดสอบซึ่งสัมพันธกับคาสีที่ได
จากการวัดทางกายภาพ  ที่พบวาการเติมวิตามินซีในปริมาณดังกลาวใหคาสีของผลิตภัณฑที่ไม
แตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) (ตารางที่ 4.15 - 4.20)    ทั้งนี้คะแนนทางประสาทสัมผัสที่ไดก็มี
แนวโนมลดลงเมื่อเก็บรักษาน้ําเมาเปนเวลานานขึ้น    เมื่อนําคา a* และคา b* ของตัวอยางที่เวลา
ตางๆ ในระหวางการเก็บรักษามาสรางเปนกราฟความสัมพันธ (รูปที่ 4.18)    พบวากราฟที่ไดมีรูป
แบบคลายคลึงกันในทุกตัวอยาง    ซึ่งชี้ใหเห็นแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของเฉดสีที่สัมพันธกับคา 
hO ที่สูงขึ้น (ตารางที่ 4.19)  และคา C* ที่ลดลง (ตารางที่ 4.20)  เมื่อเก็บรักษาน้ําเมาเปนเวลานาน
ข้ึน

ผลการตรวจวิเคราะหทางจุลชีววิทยาของน้ําเมาที่เติมวิตามินซีในระดับตางๆ ระหวางการ
เก็บรักษาไมพบจุลินทรียทั้งหมด  ยีสตและราตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 24 สัปดาห    แสดงวา
น้ําเมา      ดังกลาวยังไมเกิดการเสื่อมเสียเนื่องจากจุลินทรีย

จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาสามารถเติมวิตามินซีเพื่อเปนการเพิ่มคุณคาทาง
อาหารใหกับน้ําเมาไดถึง 100% ของปริมาณที่แนะนําใหบริโภคตอวัน (31.58 mg/ 100 ml)    โดย
ปริมาณวิตามินซีที่เติมไมมีผลตอคุณภาพของผลิตภัณฑแตอยางใด  เมื่อเทียบกับ control แตจะสง
ผลใหผลิตภัณฑมีวิตามินซีสําหรับผูบริโภค
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ตารางที่  4.25  ระดับความพอใจตอสีแดงและสีโดยรวมดัของน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
ปริมาณวิตามินซีที่เติม (% daily intake)

0 10 25 50 100
ระยะ
เวลา

(เดือน) สีแดงns สีโดยรวมns สีแดงns สีโดยรวมns สีแดงns สีโดยรวมns สีแดงns สีโดยรวมns สีแดงns สีโดยรวมns

0 7.58+1.08 7.21+1.14 6.87+1.41 6.73+1.19 6.72+1.24 6.79+1.71 6.82+1.41 6.65+1.38 6.87+1.31 6.84+1.28
1 7.07+1.20 6.93+1.26 6.27+1.26 6.33+1.21 6.03+1.19 6.27+1.60 6.40+1.35 6.30+1.76 6.30+1.15 6.23+1.14
2 6.23+1.22 6.33+1.21 6.03+1.19 6.27+1.60 6.03+1.27 5.97+1.52 6.17+1.18 6.27+1.41 6.73+1.49 6.60+1.48
3 6.20+1.32 6.17+1.51 7.00+1.50 6.03+1.40 6.23+1.27 6.40+1.22 5.33+1.52 5.67+1.34 6.13+0.82 6.27+1.11
4 5.83+1.46 6.00+1.58 7.33+1.31 6.23+1.30 6.00+1.34 6.23+1.33 5.67+1.47 5.97+1.30 5.90+0.71 6.03+1.07
5 6.03+1.19 6.27+1.60 6.17+1.18 6.03+1.61 6.00+1.39 6.17+1.51 6.23+1.36 6.17+1.46 6.23+0.86 6.20+1.30
6 6.20+1.32 6.17+1.51 7.00+1.37 6.03+1.40 6.23+1.28 6.40+1.22 5.33+1.52 5.67+1.35 6.13+0.82 6.27+1.11

ns  คือ  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)
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รูปที่ 4.17  ความสัมพันธระหวางคา a* และ b* ของน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา
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บทที่ 5

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

5.1  สรุปผลการทดลอง
5.1.1 น้ําคั้นที่ไดจากผลเมามี pH 3.5+0.1 ของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 17.6+0.3 OBrix

แอนโทไซยานินทั้งหมด 17.62+2.23 mg/100 ml   สารประกอบฟนอลลิคทั้งหมด 311+0.36
mg/100 ml    ตรวจพบ PPO ซึ่งมี activity 2,734+446 units/mg protein    และตรวจไมพบ
วิตามินซี

5.1.2  crude PPO ในน้ําเมามี optimum pH ที่ 6.5    เสถียรภาพของเอนไซมต่ําเมื่อบมที่
ชวง pH 3.0-9.0 อุณหภูมิ 0OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง    optimum temperature ที่ 20 OC    และมี
เสถียรภาพตอความรอนดีเมื่อบมที่อุณหภูมิ 0-60OC เปนเวลา 10 นาที   โดยที่อุณหภูมิ 60OC ยังมี
PPO activity เหลืออยูถึง 82.39+1.02%

5.1.3 การเติมวิตามินซีในระหวางการคั้นน้ําเมา    พบวาทุกสิ่งทดลองมี PPO activity        
แอนโทไซยานินทั้งหมด    สารประกอบฟนอลลิคทั้งหมด    กรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด    และคาสีไม
แตกตางจากชุดการทดลองควบคุมซึ่งไมมีการเติมวิตามินซีอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)    
แต PPO activity มีแนวโนมลดลงเมื่อเติมวิตามินซีในปริมาณที่สูงขึ้น   ขณะที่น้ําเมาที่ไดจะมี
วิตามินซีเพิ่มข้ึนเปน 4.01+0.8, 6.08+0.97, 10.40+1.03 และ 13.56+1.93 µg/ml ตามลําดับ

5.1.4  อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการฆาเชื้อน้ําเมา 25% คือ  85OC  10  นาที
5.1.5 การสลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเมา 25% (pH 3.1) ที่บรรจุในขวดแกวใส

ขนาด 300 ml ซึ่งมี headspace 10 ml  แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง (30OC) เปนเวลา 24 สัปดาห    
เปนแบบ first order    โดยมีคาคงที่ของการสลายตัว (k) เทากับ 8.80 x 10-3 ตอวัน   คาครึ่งชีวิต
ของแอนโทไซยานินเทากับ 79 วัน    คา ∆E* และ คา ∆H* ของน้ําเมาเพิ่มข้ึนตลอดเวลาระหวาง
การเก็บรักษา  แสดงวามีการเปลี่ยนแปลงของสีเมื่อเทียบกับตัวอยางเริ่มตน  รวมทั้งเกิด            
การ เปลี่ยนแปลงของเฉดสีในระหวางการเก็บรักษาดวย   ทางดานจุลชีววิทยาตรวจไมพบ                   
จุลินทรียทั้งหมด  ยีสตและรา    และตัวอยางไดรับความชอบในดานสีแดงและ สีโดยรวมอยูในชวง
ชอบเล็กนอยถึงชอบปานกลางตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา

5.1.6  การเติมวิตามินซีลงไปในน้ําเมา 25% ใหมีปริมาณคงเหลือหลังการพาสเจอไรส 0, 
10, 25, 50 และ 100% daily intake ตอขวด(190 ml)    แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 
สัปดาห       ผลการทดลองพบวาสามารถเติมวิตามินซีในน้ําเมาไดถึง 100% daily intake ตอขวด
โดยไมมีผลตอคุณภาพของน้ําเมาในระหวางการเก็บรักษาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)    



การสลายตัวของแอนโทไซยานินในน้ําเมาทุกตัวอยางเปนแบบ first order    ซึ่งมีคา k เทากับ    
8.00 x 10-3, 8.20 x 10-3, 9.30 x 10-3, 1.02 x 10-2 และ 1.09 x 10-2 ตอวันตามลําดับ    และมีคา
คร่ึงชีวิตของแอนโทไซยานินเทากับ 86, 84, 74, 68 และ 63 วันตามลําดับ    แสดงใหเห็นวาการเติม   
วิตามินซีในปริมาณที่สูงขึ้นจะทําใหคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินในผลิตภัณฑยิ่งลดลง    คา ∆
E* และ คา ∆H* ของน้ําเมาเพิ่มข้ึนตลอดเวลาระหวางการเก็บรักษา  แสดงวามีการเปลี่ยนแปลง
ของสีเมื่อเทียบกับตัวอยางเริ่มตน  รวมทั้งเกิดการเปลี่ยนแปลงของเฉดสีในระหวางการเก็บรักษา
ดวย    ทางดานจุลชีววิทยาตรวจไมพบจุลินทรียทั้งหมด  ยีสตและราตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา    
เมื่อนําน้ําเมาดังกลาวไปประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส    พบวาน้ําเมาไดรับความชอบตอสี
แดงและสีโดยรวมอยูในชวงชอบเล็กนอยถึงชอบปานกลางตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาในทุกตัว
อยาง

5.2  ขอเสนอแนะ
จากผลการวิ เคราะหคุณภาพของน้ําเมาที่พบวาน้ําเมามีป ริมาณสารประกอบ                   

ฟนอลิคทั้งหมดอยูถึง 331.00+0.36 mg/100 ml    จึงเปนไปไดวาน้ําเมาจะมีสารที่มีสมบัติเปน             
แอนติออกซิแดนทอยูสูง    ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาคุณสมบัติการเปนแอนติออกซิแดนทตอไป
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ภาคผนวก ก.

ก 1.  การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด   ดัดแปลงจากวิธีการของ Fuleki และ Francis
        (1968a)     

น้ําคั้นจากผลเมา 5 ml    ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ในขวดวัดปริมาตรโดยใชน้ํากลั่น
เพื่อใหคาการดูดกลืนแสง (O.D.) ที่วัดไดอยูในชวง 0.3 - 0.8    เก็บไวในที่มืดนาน 2 ชั่วโมง    เพื่อ
ใหเกิดสมดุลของโครงสราง (forms) ตาง ๆ ของแอนโทไซยานิน   นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดดวยเครื่อง  spectrophotometer

การหาความยาวคลื่นที่ใหคาการดดูกลืนแสงสูงสุดทําโดย    นําน้ําเมาเจือจางที่ผานการ
เก็บไวในที่มืด 2 ชั่วโมงมาแลวขางตน     มา scan ที่ความยาวคลื่น 350 – 700 นาโนเมตร   ผลการ
ทดลองพบวาความยาวคลื่นที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดของน้ําเมาคือ 526 นาโนเมตร
(รูปภาคผนวก  ก 1)

รูปภาคผนวก  ก 1 Absorption spectrum ของแอนโทไซยานินในน้ําเมา
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คํานวณปริมาณแอนโทไซยานิน ในน้ําคั้นที่ไดจากผลเมาตามสูตรที่ (1)

                                TAcy  =  O.D. x 100  x       1        x 100                                              (1)                  
                                                           SV      E1%

1cm/10
    โดยที่
      TAcy      คือ  ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (มิลลิกรัมแอนโทไซยานินตอน้ําเมา  100  มิลลิลิตร)
      O.D.       คือ  คาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากสารละลายสกัดที่เจือจางแลว
      SV        คือ  ปริมาตรของน้ําเมาที่ใชกอนปรับใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันหนวยเปน

                                     มิลลิลิตร
      E1%

1cm    คือ  คา Extinction coefficient  ซึ่งในการทดลองนี้ใชคา E1%
1cm  ของผลแครนเบอรี่ซึ่งมีคา

เทากับ
                                     982 (Fuleki และ Francis, 1968a)

ก  2.  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดดวยวิธี  Folin–Ciocalteu  (Folin  และ
         Ciocalteu, 1927)

ใสตัวอยางน้ําเมา 0.1 ml ลงในขวดวัดปริมาตรที่มี deionized  water อยู 60 – 75 ml
แกวงขวดวัดปริมาตรเพื่อใหเกิดการผสมกัน    เติม Folin–Ciocalteu reagent ลงไป 5 ml    แกวง
ขวดวัดปริมาตรเพื่อผสมกันอีกครั้ง    ภายใน 1 - 8 นาที เติมสารละลาย sodium  carbonate ความ
เขมขน  20% w/v ลงไป 15 ml    ผสมใหเขากันกอนปรับปริมาตรใหครบ 100 ml  ดวย deionized
water     ผสมอีกครั้งกอนเก็บไว  2 ชั่วโมงเพื่อใหเกิดสี (เร่ิมตนจับเวลาทันทีที่เติมสารละลาย
sodium carbonate)    วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตรดวยเครื่อง
spectrophotometer     คํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดที่วิเคราะหได    โดยใชกราฟ
มาตรฐานที่เตรียมจาก gallic acid ซึ่งทราบความเขมขนที่แนนอน  (รูปภาคผนวก  ก   2)

ก  3.    การวิเคราะหปริมาณวิตามินซีดวยเครื่อง HPLC ตามวิธีการของ นิภาภรณ   ลักษณสมยา
          (2541)

ตัวอยางน้ําเมา 5 ml    ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวยสารละลาย 3% m–phosphoric
acid ในขวดวัดปริมาตร    กรองสารละลายตัวอยางเจือจางที่ไดดวย membrane filter ขนาด 0.45
ไมครอน    นําไปวิเคราะหปริมาณวิตามินซีดวยเครื่อง  HPLC    โดยใช column 5 µm Lichrocard
Lichrospher 100 RP18 (Merck) ขนาด  125 x 4  มิลลิเมตร    ที่มี potassium hydrogen
phatate ความเขมขน 0.3 mM    ในสารละลาย o–phosphoric acid ความเขมขน 0.35 v/v    เปน
mobile phase     อัตราการไหล 0.5  มิลลิลิตรตอนาที    และใช UV detector ที่ความยาวคลื่น
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248 นาโนเมตร    นําพื้นที่ใตกราฟ (peak  area) ที่ไดมาคํานวณปริมาณวิตามินซี    โดยใชกราฟ
มาตรฐานที่เตรียมจากสารละลายวิตามินซีที่ทราบความเขมขนแนนอน (รูปภาคผนวก  ก  3)

y = 1.2688x
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รูปภาคผนวก  ก  2  กราฟมาตรฐานการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด
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รูปภาคผนวก  ก  3  กราฟมาตรฐานการวิเคราะหปริมาณวิตามินซี
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ก  4.    การเตรียม crude enzyme
นําสวนใสที่ไดจากการสกัดน้ําเมาโดยใชผลเมา 100 กรัม    มาตกตะกอนโปรตีนดวย

ammonium sulphate ที่ 80% saturation (ใช ammonium sulphate 516 กรัมตอน้ําเมา 1 ลิตร)
(Scopes, 1994)    ที่อุณหภูมิ 0OC    นําไปปนเหวี่ยงใน refrigerated centrifuge (อุณหภูมิ 4OC)
ความเร็ว 10,000 x g  เปนเวลา 10 นาที     นําตะกอน (pellet) ที่ไดมาละลายดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.2 M  pH 7.0 จํานวน 2 มิลลิลิตร    เก็บ crude enzyme ที่
อุณหภูมิ 0OC     กอนนําไปวิเคราะห PPO activity ตอไป

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.2 โมลาร  pH 7.0    สําหรับละลายตะกอน
โปรตีนในการเตรียม crude enzyme    เตรียมจากละลาย potassium dihydrogen  phosphate
ความเขมขน 0.2 โมลาร  และสารละลาย dipotassium hydrogen phosphate ความเขมขน 0.2
โมลาร    ปรับใหมี pH เทากับ 7.0

ก  5.    การวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธี modified Lowry (Peterson, 1977)
เตรียมสารละลาย reagent A    ดวยการผสมสารละลาย copper tartrate  carbonate

(CTC) (เตรียมโดยคอย ๆ เติมสารละลาย sodium carbonate ความเขมขน 20% w/v    ลงใน
สารละลาย copper sulphate-tartrate  ขณะที่คนตลอดเวลา   ใหสารละลายสุดทายที่ไดมี copper
sulphate pentahydrate  ความเขมขน 0.1% w/v    potassium tartrate ความเขมขน 0.2% w/v     
และ sodium carbonate ความเขมขน 10% w/v), sodium dodecyl sulphate  (ความเขมขน
10% w/v), sodium hydroxide (ความเขมขน 0.8 N) และน้ํากลั่นในปริมาตรที่     เทากัน    จากนั้น
เตรียมสารละลาย  reagent B      โดยการเจือจางสารละลาย  Folin-Ciocalteu phenol reagent
(ความเขมขน 2.0 N) ดวยน้ํากลั่น    ในอัตราสวน 1 ตอ 5

ปเปต crude enzyme จํานวน 50 µl    ใสลงใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml    ปรับ
ปริมาตรใหครบ 1 ml ดวยน้ํากลั่น    เติมสารละลาย sodium deoxycholate (DOC) ความเขมขน
0.15% w/v จํานวน 100 µl    ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer    ทิ้งไว 10 นาทีที่อุณหภูมิหอง
เติมสารละลาย trichloroacetic acid  72% w/v จํานวน 100 µl    ผสมใหเขากันอีกครั้งกอนนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 x g เปนเวลา 30 นาที    เทสวนใส (supernatant) ทิ้ง    เติม
สารละลาย reagent A 1 ml ลงใน  Eppendorf tube ที่มีตะกอนโปรตีนอยู    ผสมใหเขากันกอน
ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที    เติมสารละลาย reagent B จํานวน 0.5 ml    ผสมใหเขากัน
อีกครั้ง กอนทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาทีเพื่อใหเกิดสี    นําสารละลายที่ไดมาวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร    คํานวณปริมาณโปรตีนโดยใชกราฟมาตรฐานที่
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เตรียมไดจากสารละลาย bovin serum albumin (BSA) ที่ทราบความเขมขนแนนอน (รูปภาคผนวก
ก  4)

y = 0.0119x
R2 = 0.9849
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รูปภาคผนวก  ก  4  กราฟมาตรฐานการวิเคราะหปริมาณโปรตีน

ก  6.   การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร (ชวง pH 3.0 – 9.0) สําหรับการศึกษา  optimum  pH   และ
          pH stability ของ crude PPO ในน้ําเมา

6.1    สารละลายบัฟเฟอรชวง pH 3.0 – 6.5
ใชสารละลาย citric acid – Na2HPO4 buffer    ที่เตรียมจากสารละลาย  citric acid

ความเขมขน 0.1 โมลาร  และสารละลาย disodium hydrogen phosphate ความเขมขน 0.2     
โมลาร    ปรับใหมี pH ตามตองการ

6.2    สารละลายบัฟเฟอรชวง pH 6.5 – 8.0
ใชสารละลาย  phosphate buffer  ความเขมขน 0.2 โมลาร   ที่เตรียมจากสารละลาย

disodium hydrogen phosphate ความเขมขน 0.2 โมลาร    และสารละลาย  sodium 
dihydrogen phosphate ความเขมขน 0.2 โมลาร    ปรับใหมี pH ตามตองการ
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6.3  สารละลายบัฟเฟอรชวง pH 8.0 – 9.0
        ใชสารละลายบัฟเฟอร Clark และ Lubs solution pH 8.0 – 10.2    ความเขมขน   

0.1 M ที่เตรียมจากสารละลายผสมระหวาง potassium chloride และ boric acid ความเขมขน 
0.1 M    และสารละลาย sodium hydroxide ความเขมขน 0.1 M    ปรับใหมี pH ตามตองการ

ก  7.    การคํานวณคาของการเปลี่ยนแปลงสี  คา Hue angle  คา Chroma และ
           คา Hue difference ตามวิธีการของ Hunt (1998)

7.1  คํานวณคาการเปลี่ยนแปลงสีตามสูตรที่ (2)

               ∆ E*      =       [ (∆ L*)2  + ( ∆ a * )2   +  ( ∆ b * ) 2 ]  1/2                (2)
        โดยที่
         ∆ L*    =   คา L* ของน้ําเมา 25% หลังการพาสเจอรไรส  -  คา L*  ของน้ําเมา 25% กอนการพาสเจอรไรส
         ∆ a*    =   คา a* ของน้ําเมา 25% หลังการพาสเจอรไรส  -  คา a*  ของน้ําเมา 25% กอนการพาสเจอรไรส
         ∆ b*    =   คา b* ของน้ําเมา 25% หลังการพาสเจอรไรส  -  คา b* ของน้ําเมา 25% กอนการพาสเจอรไรส

7.2  คํานวณคา Hue angle ตามสูตรที่ (3)

                                  hO  =  tan- 1(b*/a*)                                                                            (3)

7.3  คํานวณคา Chroma ตามสูตรที่ (4)

                                 C*  =  [(a*)2 + (b*)2]1/2                                                                       (4)

7.4  คํานวณคา Hue difference ตามสูตรที่ 5
                                 ∆H* = [(∆E*)2 – (∆L*)2 – (∆C*)2]1/2                                                 (5)

ก  8.  การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดดวยวิธี pH differential (Fuleki และ Francis,
        1968b)
            เตรียมสารละลายน้ําเมาเจือจางที่มีน้ําเมา  5  มิลลิลิตรปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร
ในขวดวัดปริมาตร    โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่มี pH 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ
5.0     เก็บไวในที่มืด 2 ชั่วโมง   นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ใหคาการดูดกลืนแสง
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สูงสุดดวยเครื่อง spectrophotometer     สรางกราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและ
pH ที่ใช (รูปภาคผนวก  ก  5)   เลือก pH ที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงที่สุดและต่ําที่สุด (ในการ
ทดลองนี้เลือกใชคา pH 1.0 และ 4.5)    เพื่อนําไปใชในการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมด    คํานวณปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดตามสูตรที่ (6)

                                      TAcy   =   △O.D.  x  10  x 100                                                   (6)
                                                               Avg.E1%

cm
โดยที่
TAcy       =    ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ําเมา (มิลลิกรัมตอ 100 มิลลิลิตร)

 △O.D.  =    TO.D.(pH ที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุด) – TO.D.(pH ที่ใหคาการดูดกลืนแสงต่ําสุด)
                     TO.D.   =    O.D. x  (100 / SV)
                     SV คือ ปริมาตรน้ําเมาที่ใชกอนปรับใหครบ 100 มิลลิลิตรดวยสารละลายบัฟเฟอร

                                                        (มิลลิลิตร)
Avg.E1%

cm  คือ  คาเฉลี่ยของคา  Extinction coefficient ของแอนโทไซยานิน    ซ่ึงการทดลอง

                                                   นี้ใชคา  Avg.E1%
cm ของผลแครนเบอรี่ที่มีคาเทากับ 982 (Fuleki และ

                                                   Francis, 1968a)

สารละลายบัฟเฟอร  pH 1.0, 1.5  และ 2.0    ใชสารละลายบัฟเฟอร  Clark  และ

Lubs (pH 1.0-2.2)    ความเขมขน 0.1 โมลาร     ซึ่งเตรียมจากสารละลายโปตัสเซียมคลอไรด  
ความเขมขน 0.2 โมลาร     และสารละลายกรดไฮโดรคลอริค  ความเขมขน 0.2 โมลาร    ปรับใหมี  
pH  ตามตองการ

สารละลายบัฟเฟอร pH 2.5, 3.0  และ 3.5     ใชสารละลายบัฟเฟอร  Clark  และ

Lubs (pH 2.2-4.0)    ความเขมขน 0.1 โมลาร    ซึ่งเตรียมจากสารละลาย potassium hydrogen
phthalate  ความเขมขน 0.1 โมลาร    และสารละลายกรดไฮโดรคลอริค  ความเขมขน 0.1 โมลาร
ปรับใหมี pH ตามตองการ

สารละลายบัฟเฟอร pH 4.0, 4.5 และ 5.0     ใชสารละลาย acetic acid-sodium

acetate buffer  ความเขมขน 0.2 โมลาร     ซึ่งเตรียมจากสารละลายกรดอะซีติกความเขมขน 0.2
โมลาร     และสารละลายโซเดียมอะซีเตตความเขมขน 0.2 โมลาร     ปรับใหมี pH ตามตองการ

ก  9.    การวิเคราะหดัชนีการสลายตัวของแอนโทไซยานินตามวิธีการของ   Fuleki  และ  Francis

           (1986b) และ Chulkyoon  และ Hettiarachchy (1991)
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น้ําเมา 25% 5 ml ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml    ดวยสารละลายบัฟเฟอรที่มี pH ตามที่
เลือกไวในขอ ก 8     เก็บไวในที่มืด 2 ชั่วโมง    กอนนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่
ใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดดวยเครื่อง spectrophotometer    คํานวณปริมาณแอนโทไซยานิน
ทั้งหมดดวยวิธี single pH ตามสูตรที่ (1)     โดยใชคาการดูดกลืนแสงของสารละลายน้ําเมาเจือจาง
ในสารละลายบัฟเฟอรที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุด    คํานวณปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดดวย
วิธี pH differential ตามสูตรที่ (6)      คํานวณดัชนีการสลายตวัของแอนโทไซยานินตามสูตรที่ (7)

Degradation  Index    =      TAcy  by  the  single  pH  method                 (7)

                                                                   TAcy  by  the  pH  differential  method

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 1 2 3 4 5 6

pH

O.
D.

 52
6 n

m

รูปภาคผนวก  ก  5  คาการดูดกลืนแสงของน้ําเมา 25% ที่ความยาวคลื่น 526 nm

                                           ในชวง pH 1.0 – 5.0



95

ก  10.    การวิเคราะหความเขมสีทั้งหมดตามวิธีการของ Somers (1971) และ Spayd และคณะ
            (1984)      
เจือจางน้ําเมา 25% ดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1 ตอ 5      เก็บไวในที่มืด 2 ชั่วโมง    กอนนํา
มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420, 520 และ 700 นาโนเมตร     คํานวณความเขมสี
ทั้งหมดตามสูตรที่ (8)

          Total Color Density (O.D. units)  =  [(O.D.420 + O.D.520) – 2(O.D.700)]                     (8)

ก  11.    การวิเคราะหปริมาณสีพอลิเมอริคตามวิธีการของ Somers (1971) และ  Spaydและคณะ
            (1984)     
 นําน้ําเมา 25% มาทําปฏิกิริยากับสารละลายโปตัสเซียมเมตาไบซัลไฟตความเขมขน 20%
w/v ในอัตราสวน 1 ตอ 1     เก็บไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง    กอนนํามาวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 420, 520  และ  700 นาโนเมตร     คํานวณปริมาณสีพอลิเมอริค ตามสูตรที่
(9)

Polymeric  Color (O.D. units) =  [(O.D. 420 + O.D.520) – 2(O.D.700)]                     (9)

ก  12.   การวิเคราะหคาคงที่ของการสลายตัวของแอนโทไซยานิน    ตามวิธีการของ Roos (1995)
คํานวณหาคาคงที่ของการสลายตัวของแอนโทไซยานิน   ตามสูตรที่ (10)     

                    ln (TAcy / TAcy0)       =     - kt                                                   (10)
           โดยที่

                       TAcy0   คือ    ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ําเมา 25% กอนการเก็บรักษา

       TAcy     คือ    ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ําเมา 25% หลังการเก็บรักษาไว

                             เปนเวลา   t  ที่อุณหภูมิหอง

       k           คือ    คาคงที่ของการสลายตัวของแอนโทไซยานิน (ตอหนวยเวลา)
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ก  13.    การวิเคราะหคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน    ตามวิธีการของ Roos (1995)

นําคา k ที่ไดจากขอ ก 12  มาคํานวณคาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานินตามสูตรที่  (11)

                                   
                          t1/2      =     ln 0.5  / k                                                           (11)

            โดยที่

                      t1/2      คือ     คาครึ่งชีวิตของแอนโทไซยานิน (หนวยเวลา)

ก  14.    การหาปริมาณวิตามินซีที่ตองเติมในน้ําเมา 25% หลังการพาสเจอไรส    เพื่อใหมีปริมาณ

             วิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาตามที่ตองการ

เตรียมน้ําเมา 25%     พาสเจอไรสที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส 10 นาที    เติมวิตามินซีใน
ปริมาณ 0 – 350 mg/l ทันทีหลังการพาสเจอไรส   ทิ้งไว 30 นาที    นําไปวิเคราะหปริมาณวิตามินซี
คงเหลือตามวิธีการในขอ ก  3    คํานวณปริมาณวิตามินซีที่ตองเติม    จากกราฟความสัมพันธ
ระหวางปริมาณวิตามินซทีี่เติม  และปริมาณวิตามินซีคงเหลือ (รูปภาคผนวก  ก  6)

y = 0.0873x

R2 = 0.9658
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รูปภาคผนวก  ก  6  กราฟความสัมพันธระหวางปริมาณวิตามินซีที่เติม  และปริมาณวิตามินซี

                                คงเหลือหลังการพาสเจอไรสในน้ําเมา 25%
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ภาคผนวก  ข

ตารางภาคผนวก ข 1  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมดในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 1.89 x 10-2

Error 10 4.23 x 10-2

ตารางภาคผนวก ข 2  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมดในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 2.18 x 10-3

Error 10 2.61 x 10-3

ตารางภาคผนวก ข 3  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 2.59
Error 10 1.97

ตารางภาคผนวก ข 4  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอ PPO activity ในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 183,614.08
Error 10 72,958.04

ตารางภาคผนวก ข 5  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 79.09
Error 10 1.30
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ตารางภาคผนวก ข 6  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอคา L* ในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 9.21 X 10-2

Error 10 7.74 X 10-2

ตารางภาคผนวก ข 7  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอคา a* ในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 8.46
Error 10 7.92

ตารางภาคผนวก ข 8  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของการเติมวิตามินซีเพื่อยับยั้ง PPO
                                   activity ตอคา b* ในน้ําเมา

Source of variance df MS
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 7.53 x 10-2

Error 10 5.91 x 10-2

ตารางภาคผนวก ข 9  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                    ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 1.32
เวลา 2 0.72
อุณหภูมิ x เวลา 4 0.72
Error 18 0.44
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ตารางภาคผนวก ข 10  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                      ปริมาณยีสต และราของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 0.00
เวลา 2 0.00
อุณหภูมิ x เวลา 4 0.00
Error 18 0.00

ตารางภาคผนวก ข 11  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                      PPO activity ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 1,333.10
เวลา 2 742.72
อุณหภูมิ x เวลา 4 742.72
Error 18 7.92

ตารางภาคผนวก ข 12  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                    ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 190.19
เวลา 2 11.12
อุณหภูมิ x เวลา 4 1.37
Error 18 6.74

ตารางภาคผนวก ข 13  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                    คา DI ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 9.96 x 10-3

เวลา 2 1.49 x 10-3

อุณหภูมิ x เวลา 4 4.59 x 10-4

Error 18 2.92 x 10-3
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ตารางภาคผนวก ข 14  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                     คา TCD ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 2.02 x 10-3

เวลา 2 1.26 x 10-3

อุณหภูมิ x เวลา 4 6.96 x 10-5

Error 18 1.47 x 10-3

ตารางภาคผนวก ข 15  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                     คา PC ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 4.68 x 10-3

เวลา 2 1.21 x 10-3

อุณหภูมิ x เวลา 4 4.59 x 10-4

Error 18 6.45 x 10-5

ตารางภาคผนวก ข 16  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                    คา  L* ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 10.44
เวลา 2 2.43
อุณหภูมิ x เวลา 4 0.18
Error 18 0.87

ตารางภาคผนวก ข 17  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                   คา a* ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 9.07
เวลา 2 1.05
อุณหภูมิ x เวลา 4 7.59 x 10-2

Error 18 5.76
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ตารางภาคผนวก ข 18  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                    คา b* ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 28.10
เวลา 2 7.00
อุณหภูมิ x เวลา 4 0.43
Error 18 3.07

ตารางภาคผนวก ข 19  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                    คา hO ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 8.53
เวลา 2 2.78
อุณหภูมิ x เวลา 4 0.26
Error 18 1.50

ตารางภาคผนวก ข 20  การวิเคราะหความแปรปรวนผลของอุณหภูมิและเวลาในการฆาเชื้อตอ
                                    คา C* ของน้ําเมา 25%

Source of variance df MS
อุณหภูมิ 2 24.70
เวลา 2 4.15
อุณหภูมิ x เวลา 4 0.19
Error 18 6.76

ตารางภาคผนวก ข 21  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณแอนโทไซยานินคงเหลือในน้ําเมาที่
                                    บรรจุในขวดแกวใสระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 1,655.17
Error 50 192.82
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ตารางภาคผนวก ข 22  การวิเคราะหความแปปรรวนคา DI ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 2.83
Error 50 0.19

ตารางภาคผนวก ข 23  การวิเคราะหความแปรปรวนคา TCD ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 0.39
Error 50 0.38

ตารางภาคผนวก ข 24  การวิเคราะหความแปรปรวนคา PC ในน้ําเมาที่บรรจุในวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 2.62
Error 50 0.20

ตารางภาคผนวก ข 25  การวิเคราะหความแปรปรวนคา L* ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 10.35
Error 50 9.96

ตารางภาคผนวก ข 26  การวิเคราะหความแปรปรวนคา a* ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 38.97
Error 50 3.48
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ตารางภาคผนวก ข 27  การวิเคราะหความแปรปรวนคา b* ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 15.27
Error 50 5.93

ตารางภาคผนวก ข 28  การวิเคราะหความแปรปรวนคา hO ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 5.68
Error 50 2.06

ตารางภาคผนวก ข 29  การวิเคราะหความแปรปรวนคา C* ในน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใส
                                      ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 24 35.43
Error 50 0.59

ตารางภาคผนวก ข 30  การวิเคราะหความแปรปวนคุณภาพทางประสาทสัมผัสในดานสีแดง
                                     ของน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใสระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
ผูทดสอบ 29 1.82
เดือน 6 5.36
Error 174 4.05

ตารางภาคผนวก ข 31  การวิเคราะหความแปรปรวนคุณภาพทางประสาทสัมผัสในดาน
                                      สีโดยรวมของน้ําเมาที่บรรจุในขวดแกวใสระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
ผูทดสอบ 29 1.97
เดือน 6 1.71
Error 174 2.03
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ตารางภาคผนวก ข 32  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 10% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 3.57
Error 18 3.13 x 10-3

ตารางภาคผนวก ข 33  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 25% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 20.91
Error 18 8.99 x 10-2

ตารางภาคผนวก ข 34  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 50% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 65.55
Error 18 0.29

ตารางภาคผนวก ข 35  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณวิตามินซีคงเหลือในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 100% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 71.59
Error 18 1.07

ตารางภาคผนวก ข 36  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณออกซิเจนในน้ําเมาที่ไมเติม
                                      วิตามินซี (control) ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 1.76
Error 18 0.16
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ตารางภาคผนวก ข 37  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณออกซิเจนในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 10% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 1.84
Error 18 7.89 x 10-2

ตารางภาคผนวก ข 38  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณออกซิเจนในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 25% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 1.80
Error 18 5.11 x 10-2

ตารางภาคผนวก ข 39  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณออกซิเจนในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 50% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 1.86
Error 18 3.42 x 10-2

ตารางภาคผนวก ข 40  การวิเคราะหความแปรปรวนปริมาณออกซิเจนในน้ําเมาที่เติม
                                      วิตามินซี 100% daily intake ระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
เวลา 8 1.29
Error 18 5.19 x 10-2

ตารางภาคผนวก ข 41  การวิเคราะหความแปรรปวนคุณภาพทางประสาทสัมผัสในดานสีแดง
                                   ของน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
ผูทดสอบ 29 12.37
เดือน 6 1.97
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 15.03
เดือน x ปริมาณวิตามินซีที่เติม 24 5.96
Error 986 7.21
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ตารางภาคผนวก ข 42  การวิเคราะหความแปรรปวนคุณภาพทางประสาทสัมผัสในดาน
                                     สีโดยรวมของน้ําเมาที่เติมวิตามินซีระหวางการเก็บรักษา

Source of variance df MS
ผูทดสอบ 29 6.13
เดือน 6 2.95
ปริมาณวิตามินซีที่เติม 4 2.81
เดือน x ปริมาณวิตามินซีที่เติม 20 1.54
Error 986 1.72
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ภาคผนวก ค

ชื่อผูทดสอบ_________________________วันที่________________________________
คําชี้แจง  กรุณาประเมินคุณภาพทางดานสีของตัวอยางน้ําผลไม (น้ําเมา) ตอไปนี้    โดยระบุความ
ชอบของทานที่มีตอสีแดงและลักษณะของสีโดยรวม    โดยใชเกณฑการใหคะแนนดังนี้

9  =  ชอบมากที่สุด
                                                 8  =  ชอบมาก
                                                 7  =  ชอบปานกลาง

                                           6  =  ชอบเล็กนอย
                                           5  =  รูสึกเฉยๆ

                                                 4  =  ไมชอบเล็กนอย
                                           3  =  ไมชอบปานกลาง
                                           2  =  ไมชอบมาก

1 =  ไมชอบมากที่สุด

ตัวอยาง สีแดง ลักษณะของสีโดยรวม

ขอเสนอแนะ
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________
_______________________________________________________________________



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นายเสกสรร  วงศศิริ   เกิดวันที่ 28 กันยายน 2516  ที่จังหวัดลําพูน  สําเร็จการศึกษาระดับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร  คณะเกษตรศาสตร
สถาบันเทคโนโลยีราชมงคล วิทยาเขตลําปาง  เมื่อปการศึกษา 2538  และเขารับราชการในสังกัด
สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตรสกลนคร  ในปเดียวกัน
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