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ภาคผนวก ก

วิธีวิเคราะห์

ก.1 การวัดสิของน้ํามัน (color)
ว ิธ ีข อ ง  A O C S  C e 13 e -9 2  (1998)

อุปกรณ์ เคร่ืองมีอ และสารเคมี
1. เค ร ื่อ ง ว ัด ส ีข อ ง น ํ้า ม ัน พ ืช  (L o v ib o n d  tin to m e te r)  ร ุ่น  P F X  9 9 0 จ า ก ส ห ร า ซ อ า ณ า จ ัก ร

2. ce ll ใ ส ่ต ัว อ ย ่า ง ข น า ด  5 1/4 น ิ้ว

ว ิธ ีว ิเค ราะห ์

1. ก ด ป ม  on บ น เค ร ื่อ ง เพ ื่อ เป ิด เค ร ื่อ ง ว ัด ส ี

2. ก ด ป ม  ce ll p a th  le ng th  บ น เค ร ื่อ ง  เล ื่อ น เค อ ร ์เช อ f ท ี่ห น ้า จ อ ไป ท ี่ f ix  p a th  le ng th  เล ือก  

ce ll ข น า ด  5 y 4 น ิ้ว  กด  s h ift h o m e  เพ ื่อ ก ล ับ ไป ส ่ห น ้า จ อ ป ก ต ิ

3. เท ต ัว อ ย ่า ง น ํ้า ม ัน ท ี่ต ้อ ง ก า ร ว ัด ส ีล ง ใ น  ce ll ข น า ด  5 1/ 4 น ิ้ว  ใ ห ้ร ะ ต ับ น ํ้า ม ัน ต ํ่า ก ว ่า ข อ บ บ น  

ขอ ง ce ll ล ง ม า ป ร ะ ม า ณ  3 m m

4. นำ ce ll ท ี่ใ ส ่ต ัว อ ย ่า ง น ํ้า ม ัน แ ล ้ว ไป ว า ง ใ น ซ ่อ ง ใ ส ่ ce ll ข อ ง เค ร ื่อ ง ว ัด ส ี

5. ก ด ป ุม  re a d  บ น เค ร ื่อ ง  ห น ้า จ อ จ ะ แ ส ด ง ผ ล ก า ร ว ัด ส ีเป ็น ค ่า ค ่า ส ีแ ด ง  (R ) แ ล ะ ส ีเห ล ือ ง  (Y) 

บ ัน ท ึก ค ่า ท ี่อ ่า น ได ้

6. เม ื่อ ต ้อ ง ก า ร เป ล ี่ย น ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ต ้อ ง ก า ร ว ัด ใ ห ม ่ นำ ce ll ท ี่ใ ส ่ต ัว อ ย ่า ง เก ่า อ อ ก จ า ก เค ร ื่อ ง  

ว ัด ส ี เท น ํ้า ม ัน อ อ ก จ า ก  ce ll ล ้า ง  ce ll ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย เฮ ก เซ น ให ้ล ะ อ า ด แ ล ะ ท ิ้ง ไ ว ้ใ ห ้แ ห ้ง  ใส ่ต ัว อ ย ่า ง  

น ํ้า ม ัน ใ ห ม ่ล ง ใ น  ce ll ก ด ป ม  read  บ น เค ร ื่อ ง  ห น ้า จ อ จ ะ แ ล ด ง ผ ล ก า ร ว ัด ส ีเป ็น ค ่า  R แ ล ะ  Y  บ ัน ท ึก  

ค ่า ท ี่อ ่า น ได ้

ก.2 การว ิเคราะห ์ป ร ิม าณ กรดไขม ันอ ิสระ (free fa tty acids)

ว ิธ ีข อ ง  A O C S  C a  5 a -4 0  (1998 )

อ ุป กรณ ์ เครื่องม ี'อ และสารเคม ี

1 . ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่ (E r le n m e y e r fla sk ) ข น าด  250  กาแ
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2. E thy l a lc o h o l 95  %  (จ ะ ต ้อ ง ล ะ เท ิน ก ับ ส า ร ล ะ ล า ย  s o d iu m  h y d ro x id e  (N a O H ) 

ค ว า ม เข ้ม ข ้น 0.1 N โ ด ย ใ ช ้ส า ร ล ะ ล า ย  p h e n o lp h th a le in  เป ็น  in d ic a to r  ส า ร ล ะ ล า ย  e thy l 

a lc o h o l 95  %  จ ะ ต ้อ ง ม ีส ีช ม พ ูถ า ว ร ก ่อ น น ำ ไป ใ ช ้ เห ต ุผ ล ท ี่ต ้อ ง ส ะ เท ิน เพ ื่อ ป ้อ ง ก ัน ไม ่ใ ห ้ผ ล ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ป ร ิม า ณ ก ร ด ไ ข ม ัน อ ิส ร ะ ข อ ง น ํ้า ม ัน ได ้ส ูง ก ว ่า ค ว า ม เป ็น จ ร ิง เน ื่อ ง ม า จ า ก ค ว า ม เป ็น ก ร ด ท ี่อ า จ ม ีอ ย ู่ใ น  

e th y l a lc o h o l 95  % )

3. ส า ร ล ะ ล า ย  p h e n o lp h th a le in  in d ic a to r 1 %  ใน  e th y l a lc o h o l 9 5  %

4. ส า ร ล ะ ล า ย  N a O H  ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0.1 N

ว ิธ ีว ิเค ราะห ์

1. ช ั่ง น ํ้า ห น ัก น ํ้า ม ัน ต า ม ต า ร า ง ท ี่ ก .1 ล ง ใน ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่

2. เต ิม  e th y l a lc o h o l 95  %  ต า ม ป ร ิม า ณ ท ี่ก ำ ห น ด ใน ต า ร า ง ท ี่ ก .1 ล ง ใน ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่

3. เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  p h e n o lp h th a le in  in d ic a to r ล ง ใน ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่ 2 ทาแ

4. ไ ท เท ร ต ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย  N a O H  ค ว า ม เข ้ม ข ้น  0.1 N เข ย ่า ข ว ด อ ย ่า ง แ ร ง จ น ก ร ะ ท ั่ง  

ส ัง เก ต เห ็น ส ีช ม พ ูถ า ว ร เป ็น เว ล า  3 0 ว ิน า ท ี

การคำนวณ

F ree  fa tty  a c id s  as  o le ic  a c id , %  = (ป ร ิม า ต ร ข อ ง  N a O H , m L) X N X 28.2

น ำ ห น ัก ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง

ตารางท ี่ ก .1 น ํ้า ห น ัก ข อ ง ส า ร ต ัว อ ย ่า ง  ป ร ิม า ต ร ข อ ง แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ แ ล ะ ค ่า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  

ส า ร ล ะ ล า ย โซ เด ีย ม ไฮ ด ร อ ก ไซ ด ์ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ป ร ิม า ณ ก ร ด ไข ม ัน อ ิส ร ะ

ช ่ว ง ข อ ง ป ร ิม า ณ  

ก ร ด ไข ม ัน อ ิส ร ะ  (% )

น ํ้า ห น ัก ข อ ง  

ส า รต ัว อ ย ่า ง  (g)

ป ร ิม า ต รข อ ง  

เอ ธ ล แ อ ล ก อ ฮ อ ล

(กาบ

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  

ส า ร ล ะ ล า ย โซ เด ีย ม -  

ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์ (N)

0 -0 .2 5 6 .4 ± 0 . 2 50 0.1

0 .2 -1 .0 2 8 .2 ± 0 . 2 50 0.1

1 .0 -3 0 .0 7 .0 5 ± 0 . 0 5 75 0 .2 5

3 0 .0 -5 0 .0 7 .0 5 ± 0 . 0 5 100 0 . 2 5 ห ร ิอ  1.0

.«ข « ยู่.... a พฺะ. J £ ± 2 .....
เลขทะเบย,น....... เ บ ก ั± 1.........

1 3 ป า .  2557กันเดือนปี
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ก.3 การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมีนชนิดทรานส์ (trans fatty acids)
ว ิธ ีข อ ง  A O C S  C e  1 f-9 6  แ ล ะ  A O C S  C e  2 -6 6  (1998 )

อุปกรณ์ เคร่ืองมือ และสารเคมี
1. G a s  C h ro m a to g ra p h y  (G C )

1.1 เค ร ื่อ ง  G C  ย ี่ห ้อ  H e w le tt P a c ka rd  ร ุ่น  H P  6 8 9 0  ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า

1.2 ค อ ล ัม น ์ : S P 2 3 4 0  (60m  X 0 .2  m m  X 0 .2 5  เแทา) ย าว  6 0  ทา.

1.3 D e te c to r  : f la m e  io n iza tio n  d e te c to r (F ID )

2. G C  s y r in g e

3. ข ว ด ร ูป 'ช ม พ ู่แ บ บ ม ีข ้อ ต ่อ  ข น า ด  125 ทาแ

4. ช ุด  c o n d e n s e r

5. H o t p la te

6. S y r in g e  ข น า ด  10 ทาL

7. C a rr ie r  g a s  (H e, H 2, A ir)

8. ส า ร ล ะ ล า ย  N a O H  0 .5  N ใน  m e th a n o l (9 9 .9  % ) H P L C /s p e c tro s c o p y  g ra d e

9. 14 %  b o ro n  tr if lu o r id e -m e th a n o l c o m p le x  (s y n th e s is  g ra d e ) ผ ส ม ม า ส ำ เร ็จ ร ูป

10. ส า ร ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว  NaC I

11. n -h e p ta n e  (9 9 .0  % ) H P L C  g ra d e

12. S o d iu m  s u lfa te  a n h y d ro u s  (N a 2S 0 4) (99 .0  % ) a n a ly s is  g ra d e

13. สำล ี

วิธีวิเคราะห์
การเตรียมตัวอย่าง
1. ช ั่ง น ํ้า ห น ัก ต ัว อ ย ่า ง  0 .2  ก ร ัม  (ท ศ น ิย ม  4 ต ำ แ ห น ่ง )  ล ง ใ น ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่แ บ บ ม ีข ้อ ต ่อ  

ข น า ด  125 ทาเ_

2. เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  N a O H  เข ้ม ข ้น  0 .5  N ใน  m e th a n o l (9 9 .9  % ) 4 กาแ แ ล ะ ต ่อ ข ว ด  

ร ูป ช ม พ ู่เข ้า ก ับ ช ุด  c o n d e n s e r  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป ใ ห ้ค ว า ม ร ้อ น บ น  h o t p la te  จ น เด ือ ด  (ป ร ะ ม า ณ  5 -10  

น าท ี ห ร ิอ จ น ก ว ่า ส า ร ล ะ ล า ย จ ะ ร ว ม เป ็น เน ื้อ เด ีย ว ก ัน )
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3. เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  14 %  b oron  tr if lu o r id e -m e th a n o l c o m p le x  5 ทาL ล ง ใน ข ว ด ร ูป  

ช ม พ ู่ โด ย ผ ่า น ด ้า น บ น ข อ ง c o n d e n s e r ท ิ้ง ไว ้ให ้เด ือ ด น า น  2 น าท ี จ า ก น ั้น ป ิด  h o t p la te

4. เต ิม  h e p ta n e  (9 9 .0 % ) 10 m L  ล ง ใ น ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่โด ย ผ ่า น ด ้า น บ น ข อ ง  c o n d e n s e r

ท ิ้ง ไว ้ 1 น าท ี

5. น ำ ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่อ อ ก จ า ก  c o n d e n s e r แ ล ะ  ho t p la te  จ า ก น ัน เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย อ ิ่ม ต ัว  

NaCI 5 m l ต ั้ง ท ิ้ง ไว ้ให ้เย ็น  แ ล ะ ท ิ้ง ไว ้ให ้ส า ร ล ะ ล า ย แ ย ก ช ั้น

6. ค ่อ ย ๆ  ร น ส า ร ล ะ ล า ย ใ ส ส ่ว น บ น ล ง ใ น บ ีก เก อ ร ์ข น า ด  10 m L ใ ห ้ไ ด ้ป ! 'ม า ต ร 2 -5  m L

7. เต ร ย ม ก ร ะ บ อ ก ฉ ีด ย า ท ีใ ส ่ส ำ ล ี แ ล ะ  so d iu m  s u lfa te  a n h y d ro u s  ส ูง ป ร ะ ม า ณ  

2 cm . (ร ูป ท ี่ ก .1)

l\la 2S 0 4 ป ร ะ ม า ณ  2 

สำล ี

cm

รูปท่ี ก.1 ก ร ะ บ อ ก ฉ ีด ย า ท ีใ ส ่ส ำ ล ี แ ล ะ  s o d iu m  su lfa te  a n h y d ro u s  ส ูง ป ร ะ ม า ณ  2 cm .

8. เท ส า ร ล ะ ล า ย ใน ข ้อ  6 ผ ่า น ก ร ะ บ อ ก ฉ ีด ย า ท ี่เต ร ีย ม ไว ้ โด ย ใ ช ้ v ia l ร อ ง ร ับ ส า ร ล ะ ล า ย

9. น ำ ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่เต ร ีย ม ได ้ไป ว ิเค ร า ะ ห ์ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  G C

การฉีดสารตัวอย่าง
1 .  ใ ช ้ G C  s y r in g e  ด ูด ต ัว อ ย ่า ง ท ี่ต ้อ ง ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์1 JUL (ร ะ ว ัง อ ย ่า ให ้ม ีฟ อ ง อ า ก า ศ )

2. ก ด ป ม  p re p  run  ท ี่เค ร ื่อ ง  G C  แ ล ะ ร อ จ น ก ร ะ ท ั่ง เค ร ื่อ ง พ ร ้อ ม  โด ย ส ัง เก ต จ า ก ค ำ ว ่า  

re a d y  จ ะ ข ึ้น บ น ห น ้า จ อ

3. ฉ ีด ต ัว อ ย ่า ง  1 JJ.L เข ้าท าง  In le t พ ร ้อ ม ก ับ ก ด ป ุม  s ta r t ท ี่เค ร ื่อ ง  G C

4. ถ ้า ต ้อ ง ก า ร  run ต ัว อ ย ่า ง ให ม ่ให ้รอ จ น  re a d y  แ ล ะ เร ิ่ม ท ำ ต า ม ช ั้น ต อ น ข ้อ  1-3

ภาวะของเครื่อง GC
1. อ ุณ ห ภ ูม ิ in le t ส า รต ัว อ ย ่า ง  200  °c

2. อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ค อ ล ัม น ์ 192 °c



3. อุณหภูมิของ d e te c to r  200 °c
4. S p lit ra tio  1:1
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การแปรผลจากโครมาโตแกรม
โป ร แ ก ร ม ข อ ง เค ร ื่อ ง  G C  จ ะ ค ำ น ว ณ แ ล ะ ร า ย ง า น ผ ล เป ็น เป อ ร ์เซ ็น ต ์ (% ) ข อ ง ป ร ิม า ณ  

ก ร ด ไ ข ม ัน ช น ิด ท ร า น ล ัแ ต ่ล ะ ช น ิด ใ น น ํ้า ม ัน ถ ั่ว เห ล ือ ง  โ ด ย แ ส ด ง ผ ล ใ น ค อ ล ัม น ์ a re a  %  ใ น  

โค ร ม า โต ร แ ก ร ม ข อ ง อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ ข อ ง ก ร ด ไข ม ัน ใ น น ํ้า ม ัน ถ ั่ว เห ล ือ ง  ด ัง แ ส ด ง ใน ภ า ค ผ น ว ก  ร ูป ท ี่ ง .1 

ซ ึ่ง ก า ร ค ำ น ว ณ โด ย โป ร แ ก ร ม ข อ ง เค ร ื่อ ง  G C  จ ะ ต ้อ ง ฉ ีด ส า ร ม า ต ร ฐ า น ข อ ง ก ร ด ไ ข ม ัน  

ช น ิด ซ ิส แ ล ะ ก ร ด ไ ข ม ัน ช น ิด ท ร า น ล ัท ี่ม ีจ ำ น ว น อ ะ ต อ ม ค า ร ์บ อ น ร ะ ห ว ่า ง  8 -2 2  อ ะ ต อ ม  เข ้า ไ ป ใ น  

เค ร ื่อ ง  G C  ก ่อ น  เพ ื่อ ห า ค ่า  re te n tio n  tim e  ข อ ง ก ร า ฟ ข อ ง ก ร ด ไข ม ัน แ ต ่ล ะ ช น ิด แ ล ะ เก ็บ ข ้อ ม ูล ไว ้ใ น  

โป ร แ ก ร ม ข อ ง เค ร ื่อ ง  G C  ห ล ัง จ า ก น ั้น จ ึง ฉ ีด ต ัว อ ย ่า ง น ํ้า ม ัน ถ ั่ว เห ล ือ ง ท ี่เต ร ีย ม ใ ห ้อ ย ู่ใ น ร ูป  m e th y l 

e s te r  ข อ ง ก ร ด ไ ข ม ัน แ ล ้ว เข ้า ไ ป โป ร แ ก ร ม ข อ ง เค ร ื่อ ง  G C  จ ะ ค ำ น ว ณ %  ข อ ง ก ร ด ไข ม ัน แ ต ่ล ะ ช น ิด  

จ า ก พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ  (a re a ) ข อ ง ก ร ด ไ ข ม ัน แ ต ่ล ะ ช น ิด ต ่อ พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ ข อ ง ก ร ด ไ ข ม ัน ท ั้ง ห ม ด

โด ย ท ั่ว ไป จ ะ ค ำ น ว ณ ต า ม ล ม ก า ร

X = A y X 100 

A,

X  = %  ข อ ง ก รด ไข ม ัน แ ต ่ล ะ ช น ิด

A x = พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ ข อ ง ก ร ด ไข ม ัน แ ต ่ล ะ ช น ิด

A; = พ ื้น ท ี่ใ ต ้ก ร า ฟ ข อ ง ก ร ด ไข ม ัน ท ุก ช น ิด ใน โค ร ม า โต  แก รม  รวม  ก ัน

ก.4 การวิเคราะห์ปริมาณโทโคทีเรอลฑงหมด (total tocopherol)
ว ิธ ีข อ ง  A O C S  C e  8 -8 9 (1 9 9 8 )

อุปกรณ์ เคร่ืองมีอ และสารเคมี
1. เค ร ื่อ ง  H P L C  ย ี่ห ้อ  P e rk in  E lm e r ร ุ่น  S e rie s  200  ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า  ป ระ ก อ บ ด ้ว ย

1.1 H ig h  p re s s u re  p u m p

1.2 S a m p le  In je c to r

1.3 F lu o re s c e n c e  d e te c to r  ร ุ่น  LC  240
%/

1.4 C o lu m n : s ilic a  ยาว 25 cm . ช น ิด  n o rm a l p h a se  (s ta tio n a ry  p h a s e  ม ีฃ ัว )
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2. Mobile phase: สารละลาย hexane (95 %) HPLC grade 99.5 % v/v ผสมกับ 
สารละลาย isopropanol (99.8 %) HPLC grade 0.5 % v/v

3. Syringe ขนาด 30 JLLL
4. ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 mL 25 กาแ และ 100 กาแ
5. Vial ขนาด 2 mL
6. ปิเปตขนาด 1 mL
7. n-hexane (95 %) HPLC grade

วิธีวิเคราะห์
การสราง standard curve ข'องสารละลายมาตรฐานโทโคทีเร'อล
- วิธีการเตรียมสารละลาย stock solution ของสารมาตรฐานโทโคทีเรอล
1. สำหรับสารมาตรฐานผสมระหว่าง แอลฟา-โทโคที!รอล (A-Toco) แกมมา- 

โทโคที!รอล (G-Toco) และ เดลตา-โทโคที!รอล (D-Toco) เป็นของเหลวหนืดสีเหลือง สามารถ 
เตรียมสารละลายมาตรฐาน stock solution ได้ดังต่อไปน้ี

1.1 ช่ังสารมาตรฐานของโทโคที!รอลผสม 10 mg ใส่ลงในขวด vial ขนาด 2 mL
1.2 เติม n-hexane (95%) เพื่อละลายสารมาตรฐานผสมให้ละลายทั้งหมด
1.3 ถ่ายสารละลายในข้อ 1.2 ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 mL โดยใช้ 

n-hexane (95 %) ล้างใน vial เพื่อถ่ายลงในขวดวัดปริมาตรหลายๆ คร้ัง เพื่อให้มั่นใจว่าไม่มีสาร 
มาตรฐานของโทโคที!รอลผสมเหลืออยู่ใน vial

1.4 เติม n-hexane (95 %) ลงในขวดวัดปริมาตรจนถึงขีดวัดปริมาตร
สารละลาย stock solution ของสารมาตรฐานโทโคที!รอลผสมของ แอลฟา- 

โทโคที!รอล แกมมา-โทโคที!รอล และ เดลตา-โทโคที!รอล มีความเข้มข้นอยู่ท่ี 100 |Ug/mL
2. สำหรับสารมาตรฐาน บีตา-โทโคที!รอล (B-Toco) เป็นสารละลายที่มีความเข้มข้น 

50 mg/mL ใน n-hexane (95 %) สามารถเตรียมสารละลายมาตรฐาน stock solution ได้ 
ดังต่อไปน้ี

2.1 ปิเปตต์สารละลายมาตรฐาน บีตา-โทโคที)รอล 50 เแเ ลงใน vial ขนาด 50 ml
2.2 เติม n-hexane (95 %) ลงในขวดวัดปริมาตรจนถึงขีดวัดปริมาตร
สารละลาย stock solution ของสารมาตรฐานบีตา-โทโคที!รอล มีความเข้มข้นอยู่

ทิ 50  | ig /m L
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- วิธีการเตรียมสารละลายมาตรฐานของโทโคทีเรอลที่ความเข้มข้นต่าง ๆ
1. ใช้ไมโครปิเปตต์ดูดสารละลาย Stock solution ของสารมาตรฐานโทโคที!รอล 

ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 กาแ โดยใช้ปริมาตรของสารละลาย stock solution ของสาร 
มาตรฐานโทโคที!รอลแต่ละชนิด ตามตารางท่ี ก.2

2. เติม n-hexane (95 %) ลงในขวดวัดปรมาตรจนถึงขีดวัดปริมาตร
3. นำสารละลายมาตรฐานของโทโคที!รอลชุดที่ 1-4 ที่เตรียมได้ฉีดเช้าเครอง HPLC 

เพ่ือหาพ้ืนท่ีใต้กราฟ
4. นำข้อมูลที่ได้มาสร้าง standard curve ระหว่างความเข้มข้น (ppm) ของ 

โทโคที!รอลแต่ละชนิด (แกน X) กับพ้ืนท่ีใต้กราฟ (แกน y)

ตารางท่ี ก.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานของโทโคทีเรอล

ชนิดของ 
โทโคที!รอล

สารละลาย 
มาตรฐานชุดท่ี 1 

(JLLI)

สารละลาย 
มาตรฐานชุดท่ี 2

(แเ)

สารละลาย 
มาตรฐานชุดท่ี 3

(เแI)

สารละลาย 
มาตรฐานชุดท่ี 4

(เแI)
A-Toco 500 400 300 200
B-Toco 1,000 800 600 400
G-Toco 500 400 300 200
D-Toco 500 400 300 200

ความเข้มข้น 5 4 3 2
ของโทโคที!รอล 

แต่ละชนิด 
ในสารละลาย 

มาตรฐาน 
(ppm)



75

การเตรียมตัว'อย่าง
1. ชั่งนํ้าหนักตัวอย่างนํ้ามันที่แน่นอนประมาณ 2.5 g (ทศนิยม 4 ตำแหน่ง) ลงใน 

ขวดวัด!]รมาตรขนาด 25 ทาเ_
2. เติม hexane (95 %) ลงครึ่งหนึ่งของขวดวัดปริมาตร เขย่าให้ตัวอย่างนํ้ามันและ 

hexane (95 %) เข้ากัน เติม hexane (95 %) จนถึงขีดวัดปริมาตรและเขย่าอีกครั้ง
3. ดูดลารละลายในข้อ 2 ด้วยปิเปต ปริมาตร 1 ทาแ ถ่ายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 

10 ml เติม hexane (95 %) จนถึงขีดบอกระดับ เขย่าให้เข้ากัน

การฉีดสารตัวอย่าง
1. ใช้ syringe ดูดสารตัวอย่างที่เตรียมไว้20 jLXL (ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ)
2. ฉีดตัวอย่าง 20 เแแ เข้าทาง sample ejector หลังจากนั้นหมุนปม ejector ท่ี 

เคร่ี'อง HPLC เพื่อให้เครื่องเริ่มทำการวิเคราะห์

ภาวะของเคร่ือง HPLC
1. อัตราการไหลของสารละลาย mobile phase 1.0 กาแ/ทาin.
2. อุณหภูมิของคอลัมน์ 30 °c
3. Fluorescence detector

3.1 Excitation wavelength 299 ทกา
3.2 Emission wavelength 330 nm

การแปรผลจากโครมาโตแกรม
โปรแกรมของเครื่อง HPLC จะคำนวณและรายงานผลปริมาณโทโคที!รอลแต่ละชนิด 

ในนํ้ามันถั่วเหลืองเป็นเปอร์เซ็นต์ (%) และ part per million (ppm) โดยแสดงผลในในคอลัมน์ 
Toco-Content % และคอลัมน์Toco-Content (ppm) ในโครมาโตรแกรมของโทโคที!รอลแต่ละ 
ชนิดในนํ้ามันถั่วเหลือง ตังแสดงในภาคผนวก รูปท่ี ง.2

ซึ่งการคำนวณโดยโปรแกรมของเครื่อง HPLC จะคำนวณปริมาณของโทโคที!รอลแต่ 
ละชนิดเป็น % และ ppm โดยทั่วไปจะคำนวณจาก standard curve ระหว่างความเข้มข้น (ppm) 
ของลารมาตรฐานโทโคที!รอลแต่ละชนิดกับพ้ืนท่ีใต้กราฟของโทโคที!รอลแต่ละชนิด63
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ก.5 การวิเคราะห์ความสันและสารที่ระเหยได้ (moisture and volatile matter)
วิธีของ AOCS Ca 2C-25 (1998)

อุปกรณ์ เคร่ืองมือ และสารเคมี
1. ตู้อบลมร้อน ย่ีห้อ Binder รุ่น FD115 ประเทศเยอรมัน
2. Aluminum moisture dishes ขนาดประมาณ 50x20 mm. มีฝาปิดแน่นหนา
3. Desiccator บรรจุด้วยเม็ด silica gel

วิธีวิเคราะห์
1 . ชั่งตัวอย่าง5 g (ทศนิยม4 ตำแหน่ง) ลงใน moisture dish ที่ถูกทำให้แห้งและเย็นใน 

desiccator แล้ว
2. นำเข้า air oven ที่อุณหภูมิ 130+1 °c เป็นเวลา 1 ชั่วโมง นำออกมาทิ้งไว้ให้เย็นที่ 

อุณหภูมิห้องใน desiccator แล้วนำไปช่ังนำหนัก

การคำนวณ
Moisture and volatile matter, % = นำหนักทีสญหายไป (g) X 100

นํ้าหนักของตัวอย่าง (g)

ก.6 การวิเคราะห์ค่าเพอร์ออกไชด้ (peroxide value)
วิธีของ AOCS Cd 8-53 (1998)

อุปกรณ์ เคร่ืองมือ และสารเคมี
1. ปิเปตต์ขนาด 0.5 กาแ หรือเครื่องมืออื่นๆ ที่เหมาะลมที่ลามารถปิเปตต์0.5 กาL ของ 

สารละลาย potassium iodide (Kl) อิมตัวได้อย่างละเอียด
2. ขวดรูปชมพู่ซึ่งมีฝาจุกแก้วปิด ขนาด 250 ทาL
3. บิวเรตต์ขนาด 10 ml_ หรือขนาดอื่นๆ ซึ่งควรมีขีดบอกปริมาตรอย่างละเอียดได้ถึงขีดละ

0 .0 2  m l

4. บีกเกอร์ขนาด 250 ทาL
5. นาบิกาจับเวลา
6. แท่งแก้วสำหรับคน
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7. สารละลาย acetic acid-chioroform 3:2 volume/volume เตรียมได้โดยผสม glacial 
acetic acid ชนิด reagent grade 3 ส่วนโดยปริมาตร (3 volume เซ่น 300 mL) กับ chloroform 
ชนิด reagent grade 2 ส่วนโดยปริมาตร (2 volume เซ่น 200 mL)

8. สารละลาย saturated potassium iodide (Kl) อิมตัว จัดเก็บในขวดสีชา
9. สารละลาย sodium thiosulfate (Na2S20 3.5H20) 0.1 N ที standardized แล้วเทือหา 

ความเข้มข้นอย่างละเอียดด้วย potassium dichromate primary standard
9.1 ละลาย sodium thiosulfate จำนวน 24.9 g ในนํ้ากลั่นจนได้ปริมาตร 1 ลิตร
9.2 เตรียมสาร potassium dichromate primary standard โดยนำ potassium 

dichromate (K2Cr20 7) ที่เป็นผงละเอียดไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 105 °c เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 
และทิงให้เย็นใน desiccator ชังนำหนัก potassium dichromate ให้ได้ 0.16-0.22 g ใส่ลงใน 
flask ขนาด 500 mL จากนันเติมนำกลั่น 25 mL และเติม concentrated hydrochloric acid 5 ml 
เติมสารละลาย potassium iodide อ่ิมตัว 20 mL และกวนผสมเพื่อให้เข้ากัน เมื่อละลายเข้ากันดี 
แล้วให้ทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที จากนั้นเติมนํ้ากลั่น 100 mL แล้วนำไปไทเทรตกับสารละลาย 
sodium thiosulfate (ใส่ไว้ในบิวเรตต์) โดยการเขย่าตลอดเวลา จนกระทั่งสีเหลืองจางหายไปเกือบ 
หมด เติมนํ้าแป้งเป็น indicator ลงไป 1 ถึง 2 mL และไทเทรตต่อไปโดยเติมสารละลาย sodium 
thiosulfate อย่างช้าๆ จนกระทั่งสีนํ้าเงินจางหายไป และค่าความเข้มข้นสารละลาย sodium 
thiosulfate จะแสดงในรูปของค่า normality ตังนี

Normality of Na2S20 3 solution = 20.394 X นำหนักของ K2Cr20 7 ทีชังได้ ( g )
mL ของสารละลาย sodium thiosulfate

10. สารละลาย sodium thiosulfate 0.01 N (ใช้ในกรณีที่นํ้ามันมีค่า PV ต่ํา ไม่เกิน 2.0 
meq/kg ) เตรียมได้โดยปิเปตสารละลาย sodium thiosulfate 0.1 N ที standardized จนทราบ 
ความเข้มข้นที่แน่นอนแล้วปริมาณ100 mL ใส่ลงใน volumetric flask ขนาด 1,000 mL 
และทำให้เจือจางโดยนํ้ากลั่นที่ผ่านการต้ม (เพื่อไล่ออกซิเจนออก) และทำให้เย็นแล้วจนได้ 
ปริมาตร 1,000 mL

11. สารละลายนํ้าแป้ง (starch indicator 1 %)



78

เตรียมโดยซังแป้ง potato starch iodometry 1 g ลงในบีกเกอร์ขนาด 250 กาL และ 
เติมนํ้ากลั่นเย็นปริมาณเล็กน้อยผสมให้เข้ากัน เติมนํ้ากลั่นที่ต้มเดือด 100 ทาL และต้มต่อนาน 
2-3 วินาที จากนั้นนำลงจากเตาทันทีและทำให้เย็น

วิธีวิเคราะห์
สำหรับไขมันและนํ้ามัน
1. ชั่งนํ้าหนักของตัวอย่าง 5.00 ± 0.05 g (ทศนิยม 4 ตำแหน่ง) ลงในขวดรูปชมพู่ชนิดมี 

ฝาจุกแก้วปิดสนิท ขนาด 250 ทา!
2. เติมสารละลาย acetic acid-chloroform 3:2 ปริมาณ 30 ทาL ปิดฝาจุกแก้วแล้วเขย่าเพ่ือ 

ละลายตัวอย่าง
3. ปิเปตสารละลาย KI อ่ิมตัว ปริมาณ 0.5 mL เติมลงไปในขวดรูปชมพู่ ปิดฝาจุกแก้วเขย่า 

สารละลายในขวดรูปชมพู่อย่างแรง (ฝาจุกปิดอยู่) เป็นเวลา 1 นาที เมื่อเขย่าครบ 1 นาทีให้เติมนำ 
กล่ัน 30 mL ลงไปในขวดทันที

4. เติมสารละลายนํ้าแป้งประมาณ 2.0 mL (ถ้าใช้หลอดหยดประมาณ 3-5 หยด) ลงใน 
สารละลายในขวดรูปชมพู่ สารละลายในขวดจะมีสีนํ้าเงินหรีอสีดำเกิดขึ้น (ในกรณีที่นํ้ามันมีค่า 
PV เท่ากับ 0 จะพบว่าสารละลายที่ได้จะมีสีขาว ในกรณีที่นํ้ามันมีค่า PV มากกว่า 0 สารละลายจะ 
เปลี่ยนเป็นสีนํ้าเงินหรีอสีดำเกิดขึ้น) นำไปไทเทรตกับสารละลาย sodium thiosulfate 0.01 N 
(ซึ่งใส่ไว้ในบิวเรตต์ที่มีฃีดบอกปริมาตรละเอียดถึงขีดละ 0.02 mL) โดยค่อยๆ เติมสารละลาย 
sodium thiosulfate ทีละน้อยอย่างคงที่ และเขย่าขวดรูปชมพู่แรงอย่างคงที่ จนกระทั่งสีนํ้าเงิน 
หรือสีดำใกล้จะหายไปสารละลายเกือบจะเป็นสีขาว (เข้าใกล้จุด end point) ให้เติมสารละลาย 
sodium thiosulfate ทีละหยดและเขย่าจนกระทั่งสีนํ้าเงินหรือสีดำหายไปเปลี่ยนเป็นสีขาวทันที 
ปันทึกปริมาตรสารละลาย sodium thiosulfate ท่ีใช้ในการ'ไทเทรต1ไว้

5 ทดลองหา blank ของสารที่ใช้ในการทดลอง (โดยทำเหมือนข้อ 1-4 ทุกอย่างยกเว้นไม่ 
ต้องเติมตัวอย่างนํ้ามัน) ซ่ึงต้องทำ blank ใหม่ทุกกัน โดยการไทเทรต blank จะต้องใช้สารละลาย 
sodium thiosulfate 0.01 N ในการไทเทรตไม่เกิน 1.0 mL

การคำนวณ
Peroxide value (milliequivalents peroxide/1000 g sample) = (S-B) X N X 1000

น้าหนักของตัวอย่าง (g)
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ร = ปริมาตร (เทL) ของสารละลาย sodium thiosulfate 0.01 N ท่ีใช้ในการไทเทรตตัวอย่าง 
น้ํามัน

B = ปริมาตร (ทาน ของสารละลาย sodium thiosulfate 0.01 N ท่ีใช้ในการ'ไทเทรต blank 
N = ค่า normality ของสารละลาย sodium thiosulfate (ถ้าใช้ 0.01 N ในการไทเทรต 

ค่า N จะมีค่าเท่ากับ 0.01)

ก.7 การตรวจสอบค่าดัชนีความเสถียรของนามันต่อการเกิดปฏิกิริยา,อ'อก?เดชัน 
(Oil Stability Index; OSI)
วิธีของ AOCS Cd 12b-92 (1998)

อุปกรณ์ เคร่ืองมีอ และสารเคมี
1. เครือง rancimat model 679 (supplier : Metrohm) ประเทศสวิสเซอร์แลนด์
2. ท่อ connector และท่อ transfer
3. Air distributing manifold และ flow meter, ท่อ air inlet และ ring seal
4. Reaction vessel และ measuring vessel
5. Distilled water (conductivity น้อยกว่า 5 เแ S-cm 1)
6. Double platinum conductivity cell

วิธีวิเคราะห์
1. กดปมเปิดเครือง rancimat
2. กดปม user method เลือก method 1 แล้วกดปม yes
3. กดปมเปิด heater
4. ชั่งตัวอย่างนํ้ามัน 2.5 g (ความละเอียด 4 ตำแหน่ง) ลงใน reaction vessel
5. ป้อนข้อมูลนํ้าหนักตัวอย่างนํ้ามันในแต่ละ reaction vessel (มีสูงสุด 6 vessel) ลงใน 

เครือง rancimat
6. ประกอบ reaction vessel โดยนำท่อ air inlet ทีทำด้วยแก้วลอดลงบนฝาของ reaction 

vessel ที่รูด้านขวามือให้ปลายท่อจมอยู่ในนํ้ามัน จากน้ันใส่ ring seal ที่ท่อด้านบน air inlet
7. ใส่ connector ลงบนรูของฝา rancimat vessel อีกด้าน
8. ประกอบ measuring vessel โดยนำท่อพลาสติกใส่ลงบนฝาของ measuring vessel 

จากน้ันใส่ connector ท่ีรูด้านบนของท่อพลาสติก
9. เติมนำกลัน 80 กาแ ลงใน measuring vessel และปิดฝา measuring vessel
10. นำ reaction vessel และ measuring vessel มาประกอบเข้ากับเครือง rancimat
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11. ประกอบท่อ connecting เชือมระหว่าง flow meter และ reaction vessel
12. ประกอบท่อ transfer เชื่อมระหว่าง reaction vessel และ measuring vessel ที 

ตำแหน่งด้าน connector
13. ประกอบท่อ transfer เชือมระหว่าง measuring vessel และ waste air outlet ที 

ตำแหน่งด้าน connector
14. นำ double platinum conductivity cell ใส่ลงใน measuring vessel นำ connector 

ของ double platinum conductivity cell เสียบลงทีเครือง rancimat
15. เมื่อประกอบส่วนต่างๆ ครบ รอให้ pre-heat ตัวอย่างนํ้ามันใน reaction vessel ท่ี 

อุณหภูมิ 120°c ครบ 10 นาที สัญญาณไฟท่ีตำแหน่ง temp reached จะข้ึนสีแดง
16. กดปม go เพื่อเริ่มการวิเคราะห์
17. ปรับ flow meter ที air regulating screw ให้ได้ 20 L/hr เพือเป่าอากาศลงในนำมัน
18. เครื่องจะรายงานค่าเป็นจำนวนชั่วโมง (h) ที่นํ้ามันมีความเสถียรต่อการเกิดปฏิกิริยา 

ออกซิเดชัน
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ภาคผนวก ข

รูปท่ี ข.1 ลักษณะเตาทอดที่ใช้ทอดมันฝรั่งเส์น

ตารางท่ี ข.1 การคำนวณเวลาในการกำจัดกลิ่นจากกำลังการผลิตนำมันของหอกำจัดกลิ่น

กำลังการผลิต 
ของหอกำจัดกล่ิน 

(ตันต่อวัน)

อัตราการไหลของนามัน 
(ตันต่อช่ัวโมง)

เวลาในการกำจัดกลิน (นาที) 
(คำนวณจากปริมาณนํ้ามันที่อยู่ใน 
ถาดกำจัดกลิ่นเท่ากับ 21.56 ตัน)

200 8.33 155
250 10.42 124
300 12.50 103
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ภาคผนวก ค

ตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน

ตารางท่ี ค.1 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของ กรดไขมันอิสระ ค่าเพอร์ออกไซด์ ความขืน 
และสารที่ระเหยได้ สีเหลือง และสีแดงของน้ํามัน DSO

Source df MSns

กรดไขมัน­
อสระ

ค่าเพอร- 
ออกไซด์

ความช้ืน 
และสารท่ี 
ระเหยได้

สีเหลือง
(Y)

สีแดง
(R)

เวลาในการ 
กำจัดกล่ิน (A)

2 1.111x10 5 0 0 0.778 4.444x10 3

อุณหภูมิในการ 
กำจัดกล่ิน (B)

2 4.444x10 s 0 0 0.111 0

A*B 4 5.556x10'6 0 0 5.556x10'2 1.111x10 3

ERROR 18 1.852x10"5 0 3.333x10'5 0.222 1.481 x10 3
ทร ค่าในตารางทุกค่าแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05)
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ตารางที่ ค.2 ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ค ว า ม แ ป ร ป ร ว น ข อ ง ก ล ิ่น แ ล ะ ร ส ช า ต ิ ก ร ด ไ ข ม ัน ช น ิด ท ร า น ส ์’

โ ท โ ค ท ี! ร อ ล ท ั้ง ห ม ด  แ ล ะ ด ัช น ีค ว า ม เ ส ถ ีย ร ข อ ง น ํ้า ม ัน  D S O

Source df MS

กล่ินและ 
รสชาติ

กรดไขมัน 
ชนิดทรานส์'

โทโคที!รอล 
ท้ังหมด

ดัชนีความ- 
เสถียรของ 

น้ํามัน (OSI)

เวลาในการ 
กำจัดกล่ิน (A)

2 0 0.659* 24,187.309* 0.086*

อุณหภูมิในการ 
กำจัดกล่ิน (B)

2 0 1.826* 61,653.193* 0.071*

A*B 4 0 1.078x10'2* 576.428 0.004

ERROR 18 0 1.852x10‘4 292.381 0.003
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)
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ภาคผนวก ง

F(D1 A. {130606\0แ00006.0)
pA 
' 40  -

120

100
60

60

40

20...0.....................$
Area Precenî Report 

Signal Description : Flวา A.Peak RT Type Width Area Area % Name# (mini
0 00 0 00 0 00 0 00 C8:02 อ00 0.00 0.00 0.00 C10:02 0.00 0.00 0.00 0.00 C12:C4 0.00 0.00 0.00 0.00 C14:0R 12.02 BB 0,07 809.90 1047 C16.06 0.0Ü 0.00 0.00 0.00 016:1 (t)7 12.94 BV 0.08 7.20 0.09 016:18 13.16 VB 0.08 9.51 0.129 14.71 BB 0.09 350.19 4.53 C18:010 0.00 0.00 0.00 0,00 018:1 (t)11 16.09 BV 0.12 1755.74 22.69 C18:112 0.00 0.00 0.00 0.00 C18113 0.00 0.00 0.00 0.00 C18.2(น)14 17.66 PV 0.11 11,96 0.15 C18:2(ct)15 17.87 พ  0.11 9.23 0.12 C18:2(tc)16 18.45 VB 0.15 4049.45 52.34 C18.217 19.13 BB 0.10 26.12 0.34 C20.018 0.00 0,00 0.00 0.00 C18:3(ttt+ttc+tct)19 20.31 BB 0.11 27.47 0.36 C18:3(ctt+cct)20 20.99 BV 0.16 37.02 0.48 C18:3(ctc)21 0.00 0.00 0.00 0.00 C18:3(tcc)22 21.49 VB 0.12 614.79 7.95 C18:323 26.55 BB 0.12 28.45 0.37 C22:0

รปท่ี ง.1 ใครมาโตรแกรมขององค์ประกอบของกรดไขมันในนํ้ามันถั่วเหลืองที่ใช้เวลาในการ
กำจัดกล่ิน นาน 103 นาที และใช้อุณหภูมิในการกำจัดกล่ินที่ 235 °c
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แ ! 10 [1. Il
Il  II ! [ T j n n ;  I

TOCOPHEROL

รูปท่ี ง.2 โครมาโตรแกรมของโทโคฟืรอลแต่ละชนิดในน้ํามันถ่ัวเหลืองท่ีใช้เวลาในการกำจัดกล่ิน 
นาน 103 นาที และใช้อุณหภมิในการกำจัดกล่ินท่ี 235 °c
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ประวิติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นางลาววรรธณี สีลม เกิดเมื่อวันที่ 7 กุมภาพันธ์พ.ศ. 2514 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สำเร ็จการส ืกษาระด ับปร ิญ ญ าตรี หล ักส ูตรว ิทยาศาลตรบ ัณ ฑ ิต สาขาว ิชาเคม ี จาก 
คณะวิทยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการสืกษา 2536 และเข้าสืกษ'าต่อ'ในระดับ 
ปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาลตรมหาบัณฑิต ลาขาวิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการสืกษา 2547 โดยขณะสืกษ,ๆ ต่อ'ในระดับปริญญาโทนใต้'ทำงาน 
อยู่ที่บริษัทธนากรผลิตภัณฑ์นํ้ามันพืช จำกัด ในตำแหน่งผู้ช่วยผู้จัดการแผนกกลั่นนํ้ามันพืช 
ฝ่ายผลิต
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