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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะห์คุณภาพทางเคม ี

 

ก.  ค่าพเีอช (Amerine and Ough, 1985) 

 

อุปกรณ์และสารเคมี 

  1. เคร่ืองวดัพีเอช ยีห่อ้ Eutech รุ่น pH510 

  2. บีกเกอร์ขนาด  100 และ 250 มิลลิลิตร 

  3. สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด ์(Potassium chloride) 

  4. นํ้ากลัน่  

   

 วธีิการ 

 1. เสียบปลัก๊ไฟ  แลว้กดเปิดเคร่ืองท่ี ON-OFF ท่ีหน้าจอของเคร่ืองจะมีตวัอกัษรและ

ตวัเลขปรากฏข้ึน 

 2. อุ่นเคร่ืองก่อนใช้ประมาณ 15-20 นาที ในระหวา่งน้ีเอาหัววดั ออกจากครอบสีดาํท่ี

บรรจุสารละลาย KCl 3 โมลาร์ แลว้แช่หวัวดั ในนํ้ากลัน่นาน 15-20 นาที 

 3. ทาํการอุ่นเคร่ืองแล้ว  และต้องการวดัค่าพีเอช ให้เช็คหน้าจอว่าแสดงพีเอช 1 ถ้า

หนา้จอไม่แสดงค่าน้ีใหก้ด MODE จนหนา้จอแสดงพีเอช 1 

 4. ล้างหัววดัด้วยนํ้ ากลั่น ซับนํ้ ากลั่นท่ีติดปลายหัววดัด้วยกระดาษทิชชู แล้วจึงนํา  

หวัวดัไปแช่ในสารละลายหรือตวัอยา่งท่ีตอ้งการวดัค่าพีเอช แช่หวัวดัไวจ้นกระทัง่ค่าพีเอชท่ีหนา้จอน่ิง 

จึงเอาหวัวดัออกจากตวัอยา่ง  

 5. ล้างปลายหัววดั ดว้ยนํ้ ากลัน่จนแน่ใจว่าลา้งตวัอย่างหรือสารละลายออกหมด ซับ

กลัน่ท่ีติดท่ีปลายหวัวดั ดว้ยกระดาษซบั แลว้จึงวดัค่าพีเอชในสารละลายหรือตวัอยา่งต่อไป 

 6. ในกรณีท่ีเลิกใชง้าน ใหเ้ก็บหวัวดัท่ีลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่สะอาดแลว้เก็บไวใ้นสารละลาย 

KCl 3 โมลาร์ ท่ีอยู่ในหลอดสีดาํเท่านั้น ห้ามใส่นํ้ ากลัน่ในหลอดสีดาํ หรือแช่หัววดัในนํากลั่นนาน

เกินไป  จะทาํใหเ้กิดคราบเกลือท่ีหวัวดั 

 7. ในระหวา่งการเปิดเคร่ืองวดัพีเอช ท่ียงัไม่ไดว้ดัค่าพีเอช สามารถแช่หัววดัไวใ้นนํ้ า

กลัน่หรือนํ้าประปาได ้แต่ตอ้งไม่นานเกิน 5  ชัว่โมง เพราะจะทาํใหเ้กิดคราบเกลือท่ีหวัวดั 
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ข. ปริมาณกรดทั้งหมด (Zoecklein et al., 1995) 

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1. อุปกรณ์ไตรเตรท 

  2. บีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

  3. สารละลายโซเดีนมไฮดกรอกไซด ์(Sodium hydroxide; NaOH) 

  4. ฟีนอฟธาลีน อิดิเคเตอร์ (Phenolphthalein)  

  

 วธีิการ 

  1. นําตวัอย่าง10 มิลลิลิตร เติมนํ้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร ต้มภายใต้การรีฟลักซ์ (Reflux) 

เป็นเวลา 5 นาที เพื่อไล่คาร์บอนไดออกไซด ์ลา้งคอนเดนเซอร์ดว้ยนํ้ากลัน่ 

  2. ทาํใหเ้ยน็ในนํ้าเยน็ 

  3. ไตเตรทตัวอย่างด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น  0.1 นอร์มอล             

ใชฟี้นอฟธาลีนเป็นอินดิเคเตอร์ หรือใชเ้คร่ืองวดัพีเอชวดัหาจุดยติุเท่ากบั 8.2 

  4. คาํนวณหาปริมาณกรดทั้งหมดในรูปมิลลิสมมูลต่อลิตรของไวน์ตวัอยา่งหรือในรูป

ของกรดซิตริก  

 

ปริมาณกรดทั้งหมด (เทียบกบักรดซิตริก) = (มล. ของ NaOH) (นอร์มอล ของ NaOH) × 0.070 × 1,000 

                                                                ปริมาตรของตวัอยา่ง 

 

ค. ปริมาณแอลกอฮอล์  (Amerine and Ough, 1985)   

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1. เคร่ืองมือวดัแอลกอฮอลแ์บบอีบูลิโอมิเตอร์  

  2. ขวดนํ้ากลัน่ 

 

 วธีิการ 

       1. การหาจุดเดือดของนํ้ า เติมนํ้ ากลัน่ปริมาณ 30 มิลลิลิตร ลงในส่วน boiling chamber 

A ในขณะเดียวกนัเติมนํ้าเยน็ลงไปในส่วนของ condensor D 

  2. นําเทอร์โมมิเตอร์ C ใส่ลงไปในตําแหน่งช่องใส่เทอร์โมมิเตอร์ จุดตะเกียง

แอลกอฮอล ์
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  3. อ่านค่าอุณหภูมิจากเทอร์โมมิเตอร์เม่ือมีค่าคงท่ีประมาณ 15-30 วินาที ซ่ึงเป็นจุด

เดือดของนํ้า ตั้งไวเ้ป็นค่ามาตรฐานบนจานอ่านค่า 

  4. ทิ้งไวใ้หเ้ยน็และลา้งเคร่ืองมือ 

  5. ทาํการทดลองซํ้ าข้อ 1-4 แต่เปล่ียนจากนํ้ ากลัน่เป็นตวัอย่างท่ีต้องการแล้วอ่านค่า

อุณหภูมิท่ีไดเ้ทียบกบัค่าบนจานอ่านค่า  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปผนวกที ่1   เคร่ืองมือวดัแอลกอฮอลแ์บบอีบูลิโอมิเตอร์ 

 

ง. การวเิคราะห์หาปริมาณซัลเฟอร์ไดออกไซด์  (Amerine and Ough, 1985) 

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1. อุปกรณ์ไตรเตรท 

  2. บีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

  3. ขวดปรับปริมาตร 

  4. สารละลายนํ้าแป้งเขม้ขน้ร้อยละ 1 

  5. สารละลายกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ  25 

  6. สารละลายไอโอดีนมาตรฐาน 

  7. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์1 นอร์มอล 

 

 วธีิการ 

  1. การหาปริมาณซัลเฟอร์ไดออกไซด์อสิระ 

  1.1 ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง 25 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูข่นาด 250มิลลิลิตร 

  1.2 เติมนํ้าแป้งเขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเป็นอินดิเคเตอร์เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

  1.3 เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 25 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  เขยา่ใหเ้ขา้กนั   
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  1.4 ไตเตรตกบัสารละลายไอโอดีนมาตรฐาน จนไดจุ้ดยติุเป็นสารละลายสีนํ้าเงิน      

  1.5 บนัทึกปริมาตร คาํนวณหาปริมาณซลัเฟอร์ไดออกไซดอิ์สระ (มิลลิกรัมลิตร) 

 

ปริมาณซลัเฟอร์ไดออกไซด์อิสระ = (มล. ของไอโอดีนท่ีใช ้) (นอร์มอล ของไอโอดีน) x 32 x 1000 

                                                                                    ปริมาตรของตวัอยา่ง (มล.) 
 

(1 มิลลิลิตรของสารละลายไอโอดีน 0.02 นอร์มอล ทาํปฏิกิริยาพอดีกบัซลัเฟอร์ไดออกไซด ์0.0064 กรัม) 

 

  2.การหาปริมาณซัลเฟอร์ไดออกไซด์ทั้งหมด 

  2.1 ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง 25 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร 

  2.2 เติมโซเดียมไฮดรอกไซด ์1 นอร์มอล ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไว ้

10 นาที 

  2.3 เติมนํ้ าแป้งเขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเป็นอินดิเคเตอร์ เขย่าให้เขา้

กนั 

  2.4 เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 25 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั   

  2.5 ไตเตรตกบัสารละลายไอโอดีนมาตรฐาน จนไดส้ารละลายสีนํ้าเงิน      

  2.6 บนัทึกปริมาตรคาํนวณหาปริมาณซลัเฟอร์ไดออกไซดท์ั้งหมด(มิลลิกรัม/ลิตร) 

 

ปริมาณซลัเฟอร์ไดออกไซด์อิสระ = (มล. ของไอโอดีนท่ีใช ้) (นอร์มอล ของไอโอดีน) x 32 x 1000 

                                                                                        ปริมาตรของตวัอยา่ง 

 

(1 มิลลิลิตร ของสารละลายไอโอดีน 0.02 นอร์มอลทาํปฏิกิริยาพอดีกบัซลัเฟอร์ไดออกไซด ์0.0064 

กรัม) 

 

จ. ค่าการดูดกลนืแสง  (Jesco, 1996) 

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1. สเปกโตโฟโตมิเตอร์ (UV-visible Spectrophotometer)  

  2. คิวเวท (Cuvette, length path 1 ซม.) 
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 วธีิการ 

  1. เปิดเคร่ือง และอุ่นเคร่ืองก่อนใชง้าน ประมาณ 30 นาที 

  2. เขา้โปรแกรม Spectra Manager  

  3. กด Environment ห น้ าจอจะ ข้ึ น  V-500 Series initialize รอจน ห น้ าจอ ข้ึ น เม นู 

hardware setting 

  4. กด Execute 

  5. เลือกหลอดกําเนิดแสง Halogen (wavelength 350-1100 nm) กด ตกลง และปิด

หนา้ต่าง  

  6. เลือกโปรแกรม Fixed wave length measurement 

  7. เลือก Measurement เพื่อตั้งค่า Parameter แลว้กด Auto zero 

  8. ใส่นํ้ากลัน่ลงใน Cuvette แลว้วางในช่องตวัอยา่ง S 

  9. กดปุ่ม Blank รอเคร่ืองอ่านค่า หน้าจอจะปรากฏค่าการดูดกลืนแสงจาํนวน 3 ค่า

พร้อมค่าเฉล่ีย 

  10. นาํ Blank ออกจากช่องตวัอยา่ง 

  11. นาํตวัอยา่งใส่ใน Cuvette จากนั้นวางลงในช่องวางตวัอยา่ง 

  12. อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีปรากฏเช่นเดียวกบัขอ้ 9 

  13. นาํตวัอยา่งอ่ืนๆท่ีตอ้งการวดัมาวางลงในช่องตวัอยา่งเพื่ออ่านค่าเช่นเดียวกบัขอ้ 9 

  14. เม่ือทาํการวดัเสร็จแล้ว ทาํการปิดหลอดกาํเนิดแสง โดยกด Environment แลว้จึง

เลือกเมนูเพื่อปิดหลอด Halogen 

  15. ออกจากโปรแกรม แลว้ปิดสวซิตเ์คร่ือง 

 

ฉ. ปริมาณนํา้ตาล กลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส (ดดัแปลงจาก Agilent Technologies, 2012) 

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1 . เค ร่ื อ ง  High Performance liquid chromatography (HPLC) (Agilent 1200-series, 

Agillent Technology, Germany) 

  2. Fluorescence Detector (FLD) 

  3. ZORBAX Carbohydrate column (4.6mm×150 mm, 5 µm) (Agilent Technology, 

Germany) 

  4. Syringe filter; Nylon 0.45 µm 

  5. Acetonitrile (HPLC grade) 
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  6. นํ้ากลัน่บริสุทธ์ิ (Deionized water; DI)   

  7. Fructose, Glucose, Sucrose  

 

 วธีิการ 

 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพือ่สร้างกราฟมาตรฐาน (Stand curve) 

  1. เตรียมสารละลายผสมของนํ้ าตาล Fructose, Glucose และ Sucrose ท่ีความเขม้ข้น 

0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8% และ 1.0% ตามลาํดบั 

  2. นาํสารละลายมาตรฐานมาเจือจางท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1 ดว้ยสารละลายผสมของ 

ACN (โดยผสมสารละลายมาตรฐาน : สารละลายผสมของ ACN = 1:10) (สารละลายผสม ACN 

หมายถึง ACN : DI = 1:1) 

  3. กรองสารละลายมาตรฐานดว้ย Syringe filter (Nylon 0.45 µm) 

  4. ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน vial เพื่อรอวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

HPLC  

 

 การเตรียมตัวอย่างนํา้เม่าและไวน์ 

  1. นาํตวัอยา่งนํ้าเม่าหรือไวน์เม่ามาเจือจางท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1 ดว้ยสารละลายผสม

ของ ACN (โดยผสมสารละลายมาตรฐาน : สารละลายผสมของ ACN = 1:10) (สารละลายผสม 

ACN หมายถึง ACN : DI = 1:1) 

  2. กรองตวัอยา่งดว้ย Syringe filter (Nylon 0.45µm) 

  3. ปิเปตตวัอยา่งมา 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน vial เพื่อรอวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC  

 

 การวเิคราะห์ปริมาณนํา้ตาลด้วยเคร่ือง HPLC 

  1. ฉีดสารละลายมาตรฐานและตวัอยา่ง ปริมาตร 10 µL โดยใชส้ารละลายผสม ACN : DI = 3:1 

เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  มีอัตราการไหล (flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที  โดยควบคุม

อุณหภูมิของคอลมัน์เท่ากบั 30 0C และอุณหภูมิของ detector 35 0C 

  2. สร้างกราฟสารละลายมาตรฐานโดยใช้โปรแกรม Chemstation (Agilent Technology) และ

ควรใหมี้ค่า Correlation ระหวา่ง 0.9000-1.0000 (http://tldc.siam.edn/class-Research/pdf/09.pdf) 

  3. ค ํานวณความเข้มข้นของ Fructose, Glucose และ Sucrose ของตัวอย่างเปรียบเทียบกับ

สารละลายมาตรฐานโดยใชโ้ปรแกรมสาํเร็จรูป Chemstation (Agilent Technology, Germany) 
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ช. ปริมาณกรดอินทรีย์ (ดดัแปลงจาก Agilent Technologies, 2012) 

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1 . เค ร่ื อ ง  High Performance liquid chromatography (HPLC) (Agilent 1200-series, 

Agillent Technology, Germany) 

  2. Diode Array Detector (DAD) 

  3. ZORBAX SB-Aq (4.6mm×150mm, 5µm) (Agilent Technology, Germany) 

  4. Syring filter; Nylon 0.45 µm 

  5. อะซิโทไนไตท ์(Acetonitrile; ACN  HPLC grade) 

  6. นํ้ากลัน่บริสุทธ์ิ (Deionized water; DI) 

  7. Sodiumdihydrogenphosphate (NaH2PO4) 20mM pH 2 

  8. Malic, Tartaric, Oxalic, Citric, Lactic, Acetic, Succinic และ Ascorbic acids  

 

 วธีิการ 

 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพือ่สร้างกราฟมาตรฐาน (stand curve) 

  1. เตรียมสารละลายผสมของกรดอินทรีย์ Malic, Tartaric, Oxalic, Citric, Lactic, 

Acetic, Succinic และ Ascorbic acids ท่ีความเขม้ขน้ 0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8% และ 1.0% ตามลาํดบั 

  2. กรองสารละลายมาตรฐานดว้ย Syringe filter (Nylon 0.45 µm) 

  3. ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน vial เพื่อรอวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

HPLC  

  

 การเตรียมตัวอย่างนํา้เม่าและไวน์ 

  1. นาํตวัอยา่งนํ้าเม่าและไวน์เม่ามา กรองตวัอยา่งดว้ย Syringe filter (Nylon 0.45 µm) 

  3. ปิเปตไวน์เม่า 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน vial เพื่อรอวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC  

 

 การวเิคราะห์ปริมาณกรดด้วยเคร่ือง HPLC 

  1. ฉี ด ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น แ ล ะ ตั ว อ ย่ า ง  ป ริ ม า ต ร  1 0  µ L โ ด ย ใ ช้

Sodiumdihydrogenphosphate (NaH2PO4) 20mM pH 2 แล ะนํ้ า  ท่ี อัตราส่ วน เท่ ากับ  99:1 เป็ น เฟ ส

เคล่ือนท่ี  อรัาการไหล (flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที และควบคุมอุณหภูมิของ

คอลมัน์ท่ี 35 0C 
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  2. ส ร้ าง ก ราฟ ส าร ล ะ ล าย ม าต ร ฐ าน โด ย ใช้ โป รแ ก ร ม  Chemstation (Agilent 

Technology) แ ล ะ ค ว ร ใ ห้ มี ค่ า  correlation ร ะ ห ว่ า ง  0.9000-1.0000 (http://tldc.siam.edn/class-

Research/pdf/09.pdf) 

  3. ค ํานวณความเข้มข้นของ Malic, Tartaric, Oxalic, Citric, Lactic, Acetic, Succinic 

และ Ascorbic acids ของตัวอย่างเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานโดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูป 

Chemstation (Agillent Technology, Germany) 

 

ซ. ปริมาณของแข็งทีล่ะลายได้ทั้งหมด (วนัเพญ็, 2541) 

 

 อุปกรณ์ 

  1. เคร่ืองวดัปริมาณของแขง็ท่ีละลายไดแ้บบพกพา (Handrefractometer) 0-28 องศา 

บริกซ์ 

  2. หลอดหยด 

  4. ขวดนํ้ากลัน่ 

 

 วธีิการ 

  1. เปิดแผ่นทบัปริซ่ึม หยดนํ้ ากลัน่เล็กน้อยบริเวณผิวหน้าปริซึมและปิดแผน่ทบั  ส่อง

ตรงเลนส์ตาดูแถบสีฟ้าเพื่อปรับ (Calibrate) ใหต้รงเลข 0 

  2. เช็ดนํ้ากลัน่ดว้ยกระดาษซบั  แลว้ใชห้ลอดหยดดูดตวัอยา่ง หยดลงผิวหนา้ปริซึม ปิด

แผน่ทบัส่องเลนตต์าอ่านค่าตรงแถบสีฟ้า บนัทึกค่าท่ีได ้

  หมายเหตุ : ค่าท่ีได้เป็นค่าของของแข็งหรือร้อยละของนํ้ าตาลข้ึนอยู่กับชนิดของ

ตวัอยา่ง  ควรระมดัระวงัผิวหนา้ของปริซึม ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่หรือแอลกอฮอร์  เช็ดให้สะอาดและปิดแผน่

ทบัปริซึมทุกคร้ังท่ีเลิกใชง้านแลว้เพื่อป้องกนัฝุ่ นละอองและสกปรก เพราะจะทาํใหค้่าท่ีอ่านไดจ้ากรีแฟ

รกโตมิเตอร์ผดิพลาดได ้

 

ฌ. อะเซทาดีไฮด์  (Acetaldehyde) 

 

 อุปกรณ์และสารเคม ี

  1. โพแทสเซียมไดฟอสเฟต (Potassium diphosphate, K4P2O7) 

  2. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) 

  3. นิโคทินาไมดอ์ะดินินไดนิวคลีโอไทด ์(Nicotinamide-adenine dinucleotide, NAD) 
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  4. อะเซทาดีไฮดดี์ไฮโดรจิเนส (Aldehyde dehydrogenase, AI-DH) 

  5. อะเซทาดีไฮด ์(Acetaldehyde) 

  6. สเปกโตโฟโตมิเตอร์ (UV-visible Spectrophotometer)  

  7. คิวเวท (Cuvette)  length path 1 เซนติเมตร 

  

 การเตรียมสารเคมี 

  1. Potassium diphosphate 0.3 โมล/ลิตร พีเอช 9.0 

   ละลาย Potassium diphosphate 5.0 กรัม  ในนํ้ ากลัน่ 40 มิลลิลิตร และปรับพีเอช 9.0 

ดว้ย Hydrochloric acid 1 โมล/ลิตร หลงัจากนั้นปรับปริมาตรใหค้รบ 50 มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ 

  2. Nicotinamide-adenine dinucleotide 25 มิลลิโมล/ลิตร   

   ละลาย Nicotinamide-adenine dinucleotide 100 มิลลิกรัม ในนํ้ากลัน่ 6 มิลลิลิตร 

  3. Aldehyde dehydrogenase 40 ยนิูต/มิลลิลิตร  

   ละลาย AI-DH 60 ยนิูต ในนํ้ากลัน่ 1.5 มิลลิลิตร 

  4. สารละลายมาตรฐาน Acetaldehyde 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร      

  ชั่ง  AI-DH 100 มิลลิกรัม  (130 ไมโครลิตร) ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 

มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร ด้วยนํ้ ากลั่น  และก่อนนํามาใช้ในงาน เจือจาง

สารละลายในอตัราส่วน 1:10  

 

 วธีิการ 

เติมสารลงในหลอดคิวเวท แบลงค ์(มล.) ตวัอยา่ง (มล.) ความเขม้ขน้ 

Buffer (I) 1.00 1.00 K4P2O7 90 มิลลิโมล/ลิตร 

NAD (II) 0.20 0.20  NAD 1.5 มิลลิโมล/ลิตร 

Redist  water 2.00 1.80   

sample or standard - 0.20  ปรับความเขม้ขน้ 140 

ไมโครโมล/ลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนั หลงัจากนั้นประมาณ 2-3 นาที นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 nm  (A1) 

AI-DH (III) 0.05  0.05  ประมาณ 6×102 ยนิูต/ลิตร 

ผสมให้เขา้กนั จนกระทัง่ทาํปฏิกิริยากนัอยา่งสมบูรณ์ (3-4 นาที) แลว้นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 

nm (A2) 
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กาํหนดความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสง A2-A1 นาํไปคาํนวณดงัน้ี 

  C (มิลลิกรัม/ลิตร) =  
𝑉𝑉 ×𝑀𝑀𝑀𝑀 
𝜀𝜀×𝑑𝑑×𝑣𝑣

 × ΔA 

 กาํหนดให้ 

  V =  ปริมาตรสุดทา้ย 

  v =  ปริมาตรตวัอยา่ง 

  MV =  มวลโมเลกุล 

  d =  ขนาดคิวเวท 

  ε =  ค่าสัมประสิทธ์ิการดูดกลืนแสงของ NADH  

  ΔA =  ΔAsample – Δablank 

 

ญ. แอลฟาคีโทกลูทาเรท  (α-Ketoglutaric acid) 

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1. ไ ด โซ เดี ย ม ไ ฮ โด รเจ น อ อ โธ ฟ อ ส เฟ ต  (Disodium hydrogen orthophosphste, 

Na2HPO4•12H2O) 

  2. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate, KH2PO4) 

  3. แ อ ม โ ม เนี ย ม ไ ด ไ ฮ โ ด ร เจ น ฟ อ ส เฟ ต  (Ammonium dihydrogen phosphate, 

NH4H2PO4) 

  4. เอทธีลินไดเอมีนเตตระอซีเตรท (Ethylenediamine-tetraacetate, EDTA Na2H2) 

  5. รีดิวซ์นิโคทินาไมด์อะดินีนไดนิวคลีโอไทด์  (Reduced nicotinamide-adenine 

dinucleotide, NADH-Na2) 

  6. โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (Sodium hydrogen carbonate, NaHCO3) 

  7. กลูตาเมทดีไฮโดรจิเนส (Glutamate dehydrogenase, GIDH) 

  8. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide) 

  9. สเปกโตโฟโตมิเตอร์ (UV-visible Spectrophotometer)  

  10. คิวเวท (Cuvette)  length path 1 ซม. 

 

 การเตรียมสารเคมี 

  1.บฟัเฟอร์ 

   ล ะ ล า ย  Disodium hydrogen orthophosphste 58.4 ก รั ม ,  Potassium dihydrogen 

phosphate 3.8 กรัม, Ammonium dihydrogen phosphate 11.5 กรัม และ Ethylenediamine-tetraacetate 
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7.4 กรัม ในนํ้ากลัน่ ปรับพีเอช 7.6 ดว้ย Sodium hydroxide และปรับปริมาตรใหค้รบ 1000 มิลลิลิตรดว้ย

นํ้ากลัน่ 

  2. Reduced nicotinamide-adenine dinucleotide 6 มิลลิโมล/ลิตร   

   ล ะ ล า ย  Reduced nicotinamide-adenine dinucleotide 30 มิ ล ลิ ก รั ม  แ ล ะ  Sodium 

hydrogen carbonate 60 มิลลิกรัม ในนํ้ากลัน่ 6 มิลลิลิตร 

  3. Glutamate dehydrogenase 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

   ละลาย  Glutamate dehydrogenase 10 มิลลิกรัมในนํ้ ากลั่น  0.5 มิลลิลิตร และเติม 

Ammonium dihydrogen phosphate 3 มิลลิโมลาร์  4.5 มิลลิลิตร 

 

 วธีิการ 

เติมสารลงในหลอดคิวเวท แบลงค ์(มล.) ตวัอยา่ง (มล.) 

Buffer (I) 3.00  2.90 

NADH (II) 0.10  0.10 

ตวัอยา่ง  - 0.10 

ผสมใหเ้ขา้กนั หลงัจากนั้นประมาณ 2-3 นาที นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 nm  (A1) 

GIDH (III) 0.10  0.10 

ผสมให้เขา้กนั จนกระทัง่ทาํปฏิกิริยากนัอยา่งสมบูรณ์ (5-6 นาที) แลว้นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 

nm (A2) 

  

กาํหนดความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสง A1-A2 นาํไปคาํนวณดงัน้ี 

  C (มิลลิกรัม/ลิตร) =  
𝑉𝑉 ×𝑀𝑀𝑀𝑀 
𝜀𝜀×𝑑𝑑×𝑣𝑣

 × ΔA 

 กาํหนดให้ 

  V =  ปริมาตรสุดทา้ย 

  v =  ปริมาตรตวัอยา่ง 

  MV =  มวลโมเลกุล 

  d =  ขนาดคิวเวท 

  ε =  ค่าสัมประสิทธ์ิการดูดกลืนแสงของ NADH  

  ΔA =  ΔAsample – ΔAblank 
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ฎ. ไพรูเวท  (Pyruvic acid) 

 

 อุปกรณ์และสารเคมี 

  1. ไตรเอทธาโนลามีนไฮโดรคลอไรด ์(Triethanolamine hydrochloride) 

  2. เอทธีลีนไดเอมีนเตตระอะซิเตรท (Ethylenediamine-tetraacetate, EDTA Na2H2) 

  3. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH 5 mol/L) 

  4. รีดิวซ์นิโคทินาไมด์อะดินีนไดนิวคลีโอไทด์ (Reduced nicotinamide-adenine 

dinucleotide, NADH-Na2) 

  5. โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (Sodium hydrogen carbonate, NaHCO3) 

  6. แอล-แลคเตทดีไฮโดรจีเนส (L-Lactate dehydrogenase, L-LDH) 

  7. ไพรูเวทโซเดียมซอลต ์(Pyruvate sodium salt) 

  8. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide) 

  9. สเปกโตโฟโตมิเตอร์ (UV-visible Spectrophotometer)  

  10. คิวเวท (Cuvette)  length path 1 ซม. 

 

 การเตรียมสารเคมี 

 1. บฟัเฟอร์ 

  ล ะ ล าย  Triethanolamine hydrochloride 14 ก รัม  แ ล ะ  Ethylenediamine-tetraacetate 

0.28 กรัม ในนํ้ ากลั่น  80 มิลลิลิตร  ปรับพี เอช 7.6 ด้วย  Sodium hydroxide 5 โมล/ลิตร  และปรับ

ปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ 

 2. Reduced nicotinamide-adenine dinucleotide 6 มิลลิโมล/ลิตร   

  ล ะ ล า ย  Reduced nicotinamide-adenine dinucleotide 30 มิ ล ลิ ก รั ม  แ ล ะ  Sodium 

hydrogen carbonate 60 มิลลิกรัม ในนํ้ากลัน่ 6 มิลลิลิตร 

 3. L-Lactate dehydrogenase 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   

  ละลาย L-Lactate dehydrogenase 5 มิลลิกรัม ในนํ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร 

 4. สารละลายมาตรฐาน Pyruvate sodium salt  0.5 กรัม/ลิตร 

  ละลาย Pyruvate sodium salt 63 มิลลิกรัม ในนํ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 

 

 

 

 



159 
 

 วธีิการ 

เติมสารลงในหลอดคิวเวท แบลงค ์(มล.) ตวัอยา่ง(มล.) ความเขม้ขน้ 

Buffer (I) 1.00  1.00 triethanolamine 0.24 มิลลิโมล/ลิตร 

NADH (II) 0.10 0.10 NADH  0.19 มิลลิโมล/ลิตร 

ตัว อ ย่ าง ห รื อ ส าร ล ะ ล า ย

มาตรฐาน 

- 0.10 ปรับความเขม้ขน้ 180 ไมโคร

โมล/ลิตร 

นํ้ากลัน่ 2.00 1.90 - 

ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 nm  (A1) 

L-LDH (III) 0.02  0.02  17.6×103 ยนิูต/ลิตร 

ผสมให้เขา้กนั จนกระทัง่ทาํปฏิกิริยากนัอยา่งสมบูรณ์ (5-6 นาที) แลว้นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 

nm (A2) 

  

กาํหนดความแตกต่างของค่าการดูดกลืนแสง A1-A2  นาํไปคาํนวณดงัน้ี 

  C (มิลลิกรัม/ลิตร) =  
𝑉𝑉 ×𝑀𝑀𝑀𝑀 
𝜀𝜀×𝑑𝑑×𝑣𝑣

 × ΔA 

 กาํหนดให้ 

  V =  ปริมาตรสุดทา้ย 

  v =  ปริมาตรตวัอยา่ง 

  MV =  มวลโมเลกุล 

  d =  ขนาดคิวเวท 

  ε =  ค่าสัมประสิทธ์ิการดูดกลืนแสงของ NADH  

  ΔA =  ΔAsample – ΔAblank 

 

ฏ. การวเิคราะห์หาอนุพนัธ์ของแอนโธไซยานินโดยใช้  LC/MS (ดดัแปลงจาก Duan et al., 2007) 

 

 อุปกรณ์และสารเคม ี

  1. เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography Agilent, 1200 

  2. คอลมัน์ชนิด Zorbax SB C18 (ขนาดอนุภาค 5 ไมครอน 4.6 x 150 มิลลิเมตร) 

  3. การ์ดคอลมัน์ชนิด Phenomenex USA. C18 (ขนาด 4 x 3.0 มิลลิเมตร) 

  4. เคร่ือง Mass detector (MS) Agilent, G1956B 

  5. อะซีโตไนไตท ์(Acetonitile) 

  6. ไตรฟลูโอโรอะซิติคแอซิด (Trifluoroacetic acid) 
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 วธีิการ 

  1. ฉีดสารละลายมาตรฐานและตวัอยา่ง ปริมาตร 10 µL ใชส้ารละลาย Acetonitrile (A) 

และ 0.1 % TFA (B) เป็นเฟสเคล่ือนท่ี โดยใชก้ารไหลของสาร A เท่ากบั 7 % และเพิ่มเป็น 20 % ภายใน

เวลา 60 นาที ท่ีอตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวดัสัญญาณท่ี 500 และ 520 นาโนเมตร  

  2. กาํหนดสภาวะ Mass detector (MS) ดงัน้ี 

   Ionization mode    :  API-ES 

   Polarity    :  Positive 

   Gas temperature   :  320 ºC 

   Drying gas    :  N2 13 L/min. 

   Nebulizer pressure  :  40 psi 

   Quadrupole temperature   :  100 ºC 

   Volt capillary positive   :  4000 V 

   Volt capillary negative   :  3500 V 

   Scan mode    :  100 – 1000 m/z 

 

ฐ. การวเิคราะห์หาปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมด  (ดดัแปลงจาก Suh et al., 2003) 

 

 อุปกรณ์และสารเคม ี

  1. โพแทสเซียมคลอไรด ์(Potassium chloride) 

  2. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) 

  3. โซเดียมอะซิเตรท (Sodium acetrate) 

  4. สเปกโตโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 

 

 การเตรียมสารเคมี 

  1. สารละลายบฟัเฟอร์พีเอช 1.0 (ผสม Potassium chloride ความเข้มข้น 0.2 นอร์มลั 

จาํนวน 125 มิลลิลิตร และ Hydrochloric acid ความเข้มข้น 0.2 นอร์มัล จํานวน 385 มิลลิลิตร เข้า

ดว้ยกนั  ปรับพีเอชเป็น 1.0 แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 1 ลิตรดว้ยนํ้ากลัน่) 

  2. สารละลายบฟัเฟอร์พีเอช 4.5 (ผสม Sodium acetrate ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ จาํนวน 

400 มิลลิลิตร และ Hydrochloric acid ความเขม้ขน้ 1 นอร์มลั จาํนวน 240 มิลลิลิตร เขา้ดว้ยกนั ปรับพี

เอช 4.5 แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 1 ลิตรดว้ยนํ้ากลัน่) 
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 วธีิการ 

  1. แบ่งสารละลายตวัอย่างเป็น 2 ส่วน  (โดยใช้ปริมาตรท่ีแตกต่างกันไปข้ึนอยู่กับ

ปริมาณสารกลุ่มแอนโธไซยานินท่ีมีอยูใ่นเม่าแต่ละสายพนัธ์ุ)  

  2. เจือจางดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์พีเอช 1.0  ใหค้รบ 1 มิลลิลิตร   

  3. เจือจางสารละลายตวัอยา่งดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์พีเอช 4.5 ใหค้รบ 1 มิลลิลิตร  

  4. เก็บสารละลายทั้งสองไวน้าน 2 ชัว่โมง  

  5. นําไปวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 520 

และ 690 nm โดยใชน้ํ้ากลัน่เป็นแบลงค ์ 

  6. คาํนวณปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมดไดจ้ากสูตร โดยเปรียบเทียบกบั ไซยานิดิน-

3-กลูโคไซด ์(cyaniding-3-glucoside) 

 

 แอนโธไซยานิน =     (A1 – A2)  x MW x DF x 1000 

        EL 

     E  =  29600    

    L  =  ขนาดคิวเวท     

  DF =  Dilution factor 

  MW =  484.5 (มวลโมเลกุลของไซยานิดิน-3-กลูโคไซด ์

  A1  =  ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีความยาวคล่ืน 520 - 690 นาโนเมตร ของ

สารละลายบฟัเฟอร์พีเอช 1.0  

  A2  = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งท่ีความยาวคล่ืน 520 - 690 นาโนเมตร ของ

สารละลายบฟัเฟอร์พีเอช 4.5 

 

ฑ. การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอล (ดดัแปลงจาก Mauricio et al., 2007) 

 

 อุปกรณ์และสารเคม ี

  1. สเปกโตโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 

  2. ฟอลินซิโอแคลตูรีเอเจนต ์(Folin-Ciocalteu reagent) 

  3. โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate) 

  4. กรดแกลลิก (Gallic acid) 
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 วธีิการ 

  1. ปรับปริมาตรตวัอย่าง (แตกต่างกนัไปข้ึนอยู่กบัปริมาณสารฟีนอลท่ีมีอยู่ในแต่ละ

สายพนัธ์ุ) โดยใชน้ํ้ากลัน่ใหค้รบ 3 มิลลิลิตร  

  2. เติม Folin-Ciocalteu reagent 100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้5 นาที  

  3. เติมสารละลายอ่ิมตวัของ Sodium carbonate 300 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้2 ชัว่โมง   

  4. นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765 nm เปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานของ 

Gallic acid 

 

ฒ. การวเิคราะห์ฤทธ์ิต้านปฏิกริิยาออกซิเดชันของสารต้านอนุมูลอสิระ (ดดัแปลงจาก Adedapo et al.,  

     2009) 

 

 อุปกรณ์และสารเคม ี

 1. เ อ บี ที เ อ ส  ( 2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt; 

ABTS) 

 2. โทรลอกซ์  ((±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid; Trolox) 

 3. สารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (Potassium persulfate solution) 

 4. สเปกโตโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) 

 

 วธีิการ 

  1. เตรียมสารละลาย ABTS โดยผสมสารละลาย ABTS ความเขม้ขน้ 7 มิลลิโมลาร์ กบั 

Potassium persulfate solution ความเขม้ขน้ 2.45 มิลลิโมลาร์ ในอตัราส่วน 1:0.5 (โมล/โมล) แลว้ตั้งทิ้ง

ไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมงเพื่อใหเ้กิดปฏิกิริยาไดอ้ยา่งสมบูรณ์   

  2. เจือจางสารละลาย ABTS ดว้ยนํ้ ากลัน่จนวดัค่าการดูดกลืนแสงให้อยูใ่นช่วง 0.9-1.0 

ท่ีความยาวคล่ืน 734 nm  

  3. นาํตวัอย่างท่ีเตรียมไว ้(โดยใช้ปริมาตรท่ีแตกต่างกนัไปข้ึนอยู่กบัปริมาณสารตา้น

อนุมลูอิสระท่ีมีอยูใ่นเม่าแต่ละพนัธ์ุ) ปรับใหมี้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่  

  4. เติมสารละลาย ABTS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้5 นาที  

  5. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 734 nm เปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานของ Trolox 
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ณ. การวเิคราะห์ชนิดของสารให้กลิ่นระเหย (ดดัแปลงจาก Bonino et al., 2003) 

 

 อุปกรณ์และสารเคม ี

  1. Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (Agilent; Hewlett-Packard, 7890A) 

  2. Headspace solid phase micro extraction (HS-SPME); Supelco, Bellefonte PA, 

USA 

  4. Polydimethylsiloxane (PDMS) 

  3. คอลมัน์ชนิด DB5ms (0.25 มิลลิเมตร x 30 เมตร x 0.25 ไมโครเมตร) 

  4. ดีเทคเตอร์ (detector) ชนิด Mass Selective Detector, 5975C 

 

 วธีิการ 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพือ่สร้างกราฟมาตรฐาน (Stand curve) 

  เตรียมสารละลายผสมของสารให้กล่ินมาตรฐาน 16 ชนิด ไดแ้ก่  Butanoic acid ethyl 

ester , Hexanoic acid ethyl ester, Nonanoic acid ethyl ester,  Tetradecanoic acid ethyl ester, Phthalic 

acid diisobutyl ester,  Cyclohexanepropanoic acid ethyl ester,  Hexadecanoic acid ethyl ester, 

Limonene,  Beta.-myrcene,  2-Methyl-l butanol,  Phenethyl alcohol,  2,3-Butanediol,  Acetic acid , 

Octanoic acid, Eicosane  และ Butylated hydroxytoluene (BHT) ท่ีความเขม้ขน้ 2, 4, 6, 8 และ 10 ppm 

ตามลาํดบั 

  การเตรียมตัวอย่างนํา้เม่าและไวน์ 

เตรียมตวัอยา่ง 10 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อนท่ี 85 องศาเซลเซียสในขวด Head space ใช ้ 

SPME และ PDMS ดูดซบัสารใหก้ล่ินท่ีระเหยออกมาจากตวัอยา่งเป็นเวลา 30 นาที 

 

  วธีิการวเิคราะห์ 

  1. ฉีดตวัอยา่งเขา้เคร่ือง Gas Chromatography โดยใช ้SPME  

2. วเิคราะห์หาชนิดของสารให้กล่ินระเหยโดยใชค้อลมัน์ชนิด DB5ms (0.25 มิลลิเมตร 

x 30 เมตร x 0.25 ไมโครเมตร) ใช้แก๊สฮีเลียมเป็น Mobile phase อตัราการเคล่ือนท่ี 1 มิลลิลิตร/นาที 

อุณหภูมิขาเขา้ (Inlet temperature) 200 oซ อุณหภูมิส่วนตูอ้บ (Oven temperature) 35 oซ นาน    20 นาที 

จากนั้ นเพิ่มอุณหภูมิจนถึง 250 oซ ในอัตรา 25 oซ ต่อนาที เป็นเวลานาน 15 นาที ใช้ดีเทคเตอร์ 

(Detector) ชนิด Mass Selective Detector อุณหภูมิ Quadrupole 250 oซ อุณหภูมิของ MS source 150 oซ 

เปรียบเทียบโครมาโตแกรม ของตวัอยา่งท่ีนาํมาวิเคราะห์โดยใช้ Libraries search ของ W8N05ST และ 
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NIST08 (Agilent Technologies, 2007) รายงานผลสารให้กล่ินเป็นกลุ่ม  เช่น Acids, Esters, Higher 

alcohols และ Terpene เป็นตน้ 

 

 

 

 

 


