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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  Uวัตถุดิบทีใ่ชในการเตรยีมตัวอยางเพื่อวิเคราะหสารระเหยU 

 
 1.1  มะพราวแกอายุประมาณ  9-10 เดอืน จากตลาดอมรพันธ  จ.กรุงเทพมหานคร 
 1.2  ขาวหอมพันธุขาวดอกมะลิ 105 จาก จ.สุรินทร 
 1.3  ขาวเสาไห หรือ ขาวเหลืองประทิว 123  จาก จ.สระบุรี 
 
2.  Uสารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหสารระเหยU 

 
2.1  สารมาตรฐาน (internal standard)  
      - 2-methyl-3-heptanone (Aldrich, WI, สหรัฐอเมริกา)   
      - 6-undecanone (Aldrich, WI, สหรัฐอเมริกา) 
      - 2-ethylbutyric acid (Aldrich, WI, สหรัฐอเมริกา) 
2.2  สารมาตรฐาน n-alkanes series (hydrocarbons, C6-C26) (Aldrich, WI, 

สหรัฐอเมริกา) 
2.3  สารมาตรฐานของสารระเหยใหกล่ิน 
      - ethyl caprylate (Aldrich, Steinheim, เยอรมันน)ี 
      - 2-undecanone (Aldrich, Steinheim, เยอรมันน)ี 
      - delta-decanolactone (Aldrich, Steinheim, เยอรมันนี)  
      - delta-undecalactone (Aldrich, Steinheim, เยอรมันนี) 
2.4  ไดเอทิลอีเทอร HPLC grade (Lab-Scan, Stillorgan, Dublin,ไอรแลนด) 
2.5  เมทานอล HPLC grade (Lab-Scan, Stillorgan, Dublin, ไอรแลนด) 
2.6  โซเดียมคลอไรด (APS, Darmstadt, ออสเตรเลีย) 
2.7  โซเดียมซัลเฟตปราศจากน้ํา (Fisher Chemicals, London, อังกฤษ) 
2.8  กาซฮีเลียม ความบริสุทธิ์รอยละ 99.999 
2.9  กาซไนโตรเจนอุตสาหกรรม 
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3.  Uอุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการเตรียมตัวอยางกะทิและใหความรอนแกกะทUิ 
 

3.1 เครื่องช่ังหยาบ รุน Model 2KS (Ohaus, สหรัฐอเมริกา) 
3.2 อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (Water bath 95 องศาเซลเซยีส) (Memmert, เยอรมันนี) 
3.3 เครื่องบด (Blender) โถสแตนเลส  ขนาด 1 ลิตร รุน 32BL80 (8011) 

(Waring, สหรัฐอเมริกา) 
3.4 ผาขาวบาง 
3.5 ขวดรูปชมพู 
3.6 แทงวัดอุณหภมูิ (Thermometer probe) รุนTQM-500 (Delta Trak, 

สหรัฐอเมริกา) 
3.7 นาฬิกาจับเวลา 
3.8 กระดาษฟอยล 
3.9 เครื่องแกวและอุปกรณอื่นๆ 

 
4.  Uอุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการเตรียมตัวอยางขาวหุงสุกU 

 
 4.1    เครื่องชั่งหยาบ รุน Model 2KS (Ohaus, สหรัฐอเมริกา) 
 4.2    อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ(Water bath 95 องศาเซลเซียส) (Memmert, 
เยอรมันนี) 
 4.3    เครื่องบด (Blender)โถสแตนเลส  ขนาด 1 ลิตร  รุน 32BL80 (8011) 
(Waring, สหรัฐอเมริกา) 

4.4    กระดาษฟอยล 
 4.5    บีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 
 4.6    แทงวัดอุณหภูมิ (Thermometer probe) รุน Model TQM-500 (Delta           
Trak, สหรัฐอเมริกา) 
 4.7    นาฬิกาจับเวลา 
 
5.  Uอุปกรณและเครื่องมือสําหรับวิเคราะหสารระเหย 
 

5.1 เครื่องช่ังชนิดละเอียด 4 ตําแหนง รุน AP 210-0 (Ohaus, สวิตเซอรแลนด) 
5.2 เครื่องกวนแบบแมเหล็ก (electric hotplate stirrer) รุน RCT Basic (Ika Werke, 

มาเลเซีย) 
5.3 ตูแชเยือกแข็ง -40 องศาเซลเซียส (Freezer) รุน MDF-435 (Sanyo, ญี่ปุน) 
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5.4  ตูอบลมรอน (hot air oven) รุน UM400 (Memmert, สหรัฐอเมริกา) 
5.5 เครื่อง sonicator (Bransonic 32) (Branson Instruments, สหรัฐอเมริกา) 
5.6 เครื่องกล่ันระบบสุญญากาศ (high vacuum distillation) รุน B62426952  

(Edwards, อังกฤษ) 
 5.7   Gas chromatography (GC)  รุน HP 6890 (Agilent Technologies, Palo Alto, 
CA, สหรัฐอเมริกา)  ตอกับ  mass selective dectector (MSD)  รุน HP 5973 (Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA, สหรัฐอเมริกา) 
 5.8   Gas chromatography (GC) รุน HP 5890 Series II Plus (Hewlett Packard, 
สหรัฐอเมริกา ตอกับ olfactometry detector รุน 093500 (SGE, ออสเตรเลีย) 

5.9   เครื่องแกวและอุปกรณอื่นๆ 
 

วิธีการ 
 
1. Uวิธีคั้นกะท ิ
 
 ปอกเปลือกสีน้ําตาลออก  ผาเอาน้ํามะพราวภายในทิ้ง แลวลางทําความสะอาดเนื้อ
มะพราวดวยน้าํประปา  จากนั้นนาํไปเขาเครื่องขูดมะพราว  ผสมมะพราวขูดทีไ่ดกบัน้ํากล่ันใน
อัตราสวน 1 ตอ 1 โดยน้าํหนัก ซึ่งน้าํกล่ันที่ใชจะผานการตมใหเดือดเปนเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือเปน
การกําจัดกลิน่  จากนั้นบรรจุลงใน Waring Blender ชนดิโถ สแตนเลส บดดวยความเร็วสูงสุด 
นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง  กอนบรรจลุงในถุงผาขาวบาง  แลวคัน้เอาเฉพาะสวนน้ํากะทิ  แบง
กะทิที่ไดใสภาชนะบรรจุ โดยสวนหนึ่งสําหรับใชเปนตัวอยางกะทิสด  อีกสวนหนึ่งสําหรับนาํไป
ผานการใหความรอน 
 
2. Uการศึกษาสารระเหยใหกล่ินในกะทิสดและกะทิที่ผานการใหความรอน 
 

2.1 การใหความรอนแกกะท ิ
 
        เทกะทิ 100 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรปูชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ปดดวยกระดาษ 

ฟอยล  แลวแชในอางน้าํรอนควบคุมอุณหภูมิและเวลา  ดังนี ้
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  อุณหภูม ิ    80 ± 1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาท ี
  อุณหภูม ิ    90 ± 1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาท ี
  อุณหภูม ิ  100 ± 1 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 นาท ี
 

2.2 การวิเคราะหสารระเหยใหกล่ินในกะท ิ
  

         2.2.1  การสกัดสารระเหยใหกล่ินจากกะทิดวยตัวทําละลายอินทรีย   
 
                  สําหรับตัวอยางกะทิสด  เติมเกลือโซเดียมคลอไรด 50 กรัม ลงในขวดฝา
เกลียวขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกะทสิดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมไดเอทิลอีเทอร 50 
มิลลิลิตร และสารละลาย internal standard ในเมทานอล  ปริมาณ 10 ไมโครลติรลงในตัวอยาง
กะทิ (internal standard ประกอบดวย 2-methyl-3-heptanone, 6-undecanone และ 2-
ethylbutyric acid เขมขนอยางละ 10.59, 10.05 และ 13.14 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ) 
กวนตัวอยางดวยเครื่องกวนแบบแมเหล็ก ดวยความเร็วรอบต่ํา ณ อณุหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  
แยกสวนตัวทาํละลายสวนบนออกจากตัวอยางดวยหลอดหยดไดเปนสารสกัด  จากนั้นจึงนาํกะทิ
สวนลางไปสกดัซ้ําดวยไดเอทิลอีเทอร ตออีก 2 ครั้ง ครัง้ละ 50 มิลลิลิตร  รวมสวนของตัวทาํสาร
สกัดที่สกัดไดทั้ง 3 ครั้งเพ่ือนําไปทําใหเขมขน 
 
                  สําหรับตัวอยางกะทิที่ผานการใหความรอน  หลังจากใหความรอนดังในขอ 
2.1 จึงนําตัวอยางมาสกัดดวยวิธีเดียวกบัทีใ่ชสกัดสารระเหยจากกะทิสดขางตน  
 
                  ระเหยสารสกัดตัวอยางกะทสิดและกะทิทีผ่านการใหความรอนที่มีปริมาตร
รวม 150 มิลลิลิตร ใหเขมขนดวยการเปาดวยกาซไนโตรเจนจนเหลอืปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ทาํ
ใหแหงโดยเตมิ anhydrous sodium sulphate 10 กรัม จากนั้นนําไปกาํจัดไขมันและสารประกอบที่
ไมระเหย อื่นๆ โดยวธิีกล่ันภายใตระบบสญุญากาศ ดวยเครื่องกล่ันสุญญากาศ นําสารสกัดเขมขน
ใสลงในขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร  แลวแชแข็งโดยการจุมในไนโตรเจนเหลว  กล่ัน
ตัวอยาง ที่ระบบสุญญากาศที่ความดนั 10P

-5
P ทอรร โดยชวงแรกกลั่นที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง  

จากนัน้เพิ่มอุณหภูมิเปน 50 องศาเซลเซยีสโดยหลอน้าํอุนทีข่วดกนกลมที่ใสตัวอยาง แลวกลั่นตอ
อีก 1 ชั่วโมง  นําสารที่กล่ันไดในขวดกักเก็บแรก (first trap) ไปทําใหเขมขนโดยการเปากาซ
ไนโตรเจนเบาๆ  จนไดปริมาตร 5 มิลลิลิตร และกรองผานหลอดหยดที่ภายในบรรจุดวยใยแกว 
และ anhydrous sodium sulphate ทําใหตวัอยางเขมขนขึ้นดวยเปากาซไนโตรเจนจนตัวอยางมี
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ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เก็บตัวอยางในขวดสีชาฝาเกลยีวโดยแชตัวอยางในตูแชเยือกแข็งที่
อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส นําตัวอยางที่สกัดไดไปวิเคราะหภายใน 24 ชั่วโมง 
  2.2.2  การวิเคราะหชนิดและปริมาณสารระเหยใหกล่ินในกะท ิ
 
           วิเคราะหตัวอยางที่ไดจากขอ 2.2.1 จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ดวยวิธี Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) ใชการฉีดสารตัวอยางแบบ splitless โดยใช
กาซฮีเลียมบรสุิทธิ์ 99.999% เปนกาซตัวพา (carrier gas) มีอัตราไหลคงที่ ที่ 1.7 มิลลิลิตรตอ
นาที  แยกสารระเหยดวยแคปลารีคอลัมน 2 ชนิด คือ FFAP ความยาว 60 เมตร เสนผานศนูย 
กลาง 250 ไมโครเมตร ชั้นเคลือบหนา 0.25 ไมโครเมตร  รวมกับการใชคอลัมน HP-5 ความ
ยาว 60 เมตร x 250 ไมโครเมตร x 0.25 ไมโครเมตร  โดยตั้งอุณหภูมิเร่ิมตนของตูอบที่ 40 
องศาเซลเซียส คงไวเปนเวลา 5 นาที แลวเพิ่มเปน 60 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 2  องศา-
เซลเซียสตอนาที  เพ่ิมเปน 90 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 20 องศาเซลเซียสตอนาท ีจึงเพ่ิมเปน 
200 องศาเซลเซียส ดวยอัตรา 10 องศาเซลเซียสตอนาที คงไวที่อุณหภูมินี้เปนเวลา  25 นาที 
ระบุชนิดของสารโดยใช MS ที่ใชแหลงกําเนิดไอออนแบบอิเล็กตรอนอิมแพ็คท (Electron-
Impact Ionization, EI) และมีคาพลังงานไอออไนเซชัน 70 อิเล็คตรอนโวลท ชวงในการสแกน 
30-300 m/z ที่ความเร็ว 2.74 สแกน/วินาท ี
 
                  การระบุชนิดของสารใชการเปรียบเทียบขอมูล mass spectrum ของสารแต
ละชนิดกับฐานขอมูล Wiley 275 library  รวมกับการเปรียบเทียบคา retention index (RI) ของ
สารแตละชนดิกับฐานขอมูล ESO 2000 (Essential Oil 2000) (Boelens Aroma Chemical 
Information Service, 1999) และเอกสารอางอิง Rychlik et al. (1998) ที่ใชคอลัมนชนิด
เดียวกัน  ซึ่งคา RI นี้คํานวณไดจากคา retention time (RT) ของสารแตละชนดิกบัคา RT ของ
สารมาตรฐาน n-alkanes (C6-C26) ที่ไดจากการวิเคราะหดวยคอลัมนและสภาวะการวิเคราะห
เดียวกันกับตัวอยาง (Van den Dool and Kratz, 1963) ตามสมการขอ 1 ในภาคผนวกเรื่องการ
วิเคราะหทางเคมี  และยืนยันชนิดสารดวยสารมาตรฐานชนิดนั้น ๆ 
 

                  หาพ้ืนทีใ่ตพคีของสารดวย Chemstation Software B.02.05 (Copyright 
1987-1997, Hewlett Packard)  แลวคาํนวณหาปริมาณสาร โดยการเปรียบเทียบพื้นที่ใตพีค
ของสารแตละชนิดกับพืน้ที่ใตพีคของ internal standard (2-methyl-3-heptanone สําหรับสารใน
กลุมคีโทน, 6-undecanone สําหรับสารในกลุมแลกโทน และ 2-ethylbutyric acid สําหรับกรด)  
แลวรายงานเปนความเขมขนสัมพัทธของสารชนดินัน้ ๆ ในตัวอยางกะทิและขาวมนั (นาโนกรัม
กรัม/กรัม หรือ ppb) 
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3.  Uการศึกษาสารระเหยใหกล่ินในขาวมันที่หุงสุกดวยกะทUิ 

 
3.1 การเตรียมตัวอยางขาวหุงสุก 
 
       เตรียมวัตถุดบิดังนี้ ชั่งขาวสาร (ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 และขาวพนัธุเสาไห) 

น้ําหนัก  25 กรัมลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้าํกล่ันที่ผานการตมขจดักลิ่น
เปนเวลา 2 ชั่วโมง ในอตัราสวน 1:1.5 โดยน้ําหนักขาว: น้ํา  ปดปากบีกเกอรดวยกระดาษฟอยล 
นึ่งดวยไอน้ํารอนจนสุกใชเวลา  30 นาท ี 

   
        ถายตัวอยางขาวหุงสุกดวยวิธีดั้งเดิมที่ไดจากการหงุขาวทั้ง 2 พันธุ ตัวอยางละ 55 
กรัม ลงในขวดฝาเกลียวขนาด 500 มิลลิลิตร  ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 20 กรัมบรรจุอยู 
 

3.2 การเตรียมตัวอยางขาวมนัหุงสุกดวยกะทิ 
 
       เตรียมวัตถุดบิดังนี้ ชั่งขาวสาร (ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 และขาวพนัธุเสาไห) 

น้ําหนัก  25 กรัมลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกะทิ (จากขอ 1) ในอตัราสวน 
1:1.5 ( ขาว : กะท,ิ w/w)  ปดปากบีกเกอรดวยกระดาษฟอยล  นึ่งดวยไอน้าํรอนจนสุกใชเวลา  
30 นาท ี 
  
        ถายตัวอยางขาวมนัที่ไดจากการหุงขาวทั้ง 2 พันธุ ตัวอยางละ 55 กรัม ลงในขวดฝา
เกลียวขนาด 500 มิลลิลิตร  ที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 20 กรัมบรรจุอยู 
 
 3.3  การวิเคราะหสารระเหยใหกล่ินในขาวหุงสุกและขาวมนั 
 
       3.3.1  การสกัดสารระเหยใหกล่ินจากขาวหุงสุก 
 
                    นาํตัวอยางขาวหุงสุกทั้ง 4 ตัวอยางมาเติม internal standard ในเมทานอล  
(internal standard ประกอบ ดวย 2-methyl-3-heptanone, 6-undecanone และ 2-
ethylbutyric acid เขมขนอยางละ 10.59, 10.05 และ 13.14 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ)  
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และสกัดดวยตัวทําละลายไดเอทิลอีเทอร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  โดย
นําไปสกัดบนเครื่องกวนแบบแมเหล็ก ดวยความเร็วรอบต่าํ ณ อณุหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที  
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แยกตัวทําละลายสวนบนออกจากตัวอยางดวยหลอดหยดไดเปนสวนของสารสกัด  นําขาวหุงสุก
สวนลางไปสกดัซ้ําดวยไดเอทิลอีเทอร ตออีก 2 ครั้ง  รวมสวนของตัวทําละลายที่สกัดไดทั้ง 3 ครั้ง
เพ่ือนําไปทําใหเขมขน 
  
                    ระเหยสารสกัดตัวอยางขาวหุงสุกที่มีปริมาตรรวม 300 มิลลิลิตร ให
เขมขนดวยการเปาดวยกาซไนโตรเจนจนเหลือปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ทําใหแหงโดยเติม 
anhydrous sodium sulphate 10 กรัม จากนั้นนาํไปกําจดัไขมันและสารประกอบที่ไมระเหย (non 
volatile compounds) อื่นๆ โดยวิธีกล่ันภายใตระบบสุญญากาศ โดยนาํสารสกัดเขมขนใสลงใน
ขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร  แลวแชแข็งโดยการจุมในไนโตรเจนเหลว  กล่ันตัวอยางที่ระบบ
สุญญากาศทีค่วามดัน 10P

-5
P ทอรร โดยชวงแรกกลั่นที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง  จากนั้นเพิ่ม

อุณหภูมิเปน 50 องศาเซลเซียสโดยหลอน้ําอุนทีข่วดกนกลมที่ใสตัวอยาง แลวกลั่นตออีก 1 
ชั่วโมง  นําสารท่ีกล่ันไดในขวดกักเก็บแรก (first trap) ไปทําใหเขมขนโดยการเปากาซไนโตรเจน
เบาๆ  จนไดปริมาตร 5 มิลลิลิตร และกรองผานหลอดหยดที่ภายในบรรจุดวยใยแกว และ 
anhydrous sodium sulphate ทําใหตัวอยางเขมขนขึน้ดวยเปากาซไนโตรเจนจนตัวอยางมีปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร เก็บตัวอยางในขวดสีชาฝาเกลียวโดยแชตวัอยางในตูแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -40 
องศาเซลเซียส นําตัวอยางที่สกัดไดไปวิเคราะหภายใน 24 ชั่วโมง 
 
  3.3.2  การวิเคราะหชนิดและปริมาณสารระเหยใหกล่ินในขาวมัน 
  

  ทําการวิเคราหเชนเดียวกับขอ 2.2.2 
 
4.  การวิเคราะหสารใหกล่ินที่สําคัญในกะทิและขาวมัน 
 

วิเคราะหสารใหกล่ินที่สําคัญ (aroma active compounds) ในกะทแิละขาวมันดวยวิธ ี
AEDA โดยนาํสารสกัดจากขอ 2.2.1 และ 3.3.1 มาเจือจางดวยตัวทาํละลายไดเอทิลอีเทอร ใน
อัตราสวนระหวางสารสกัดตอตัวอยางที่เจอืจางแลวเทากับ 1:3, 1:9, 1:27, 1:81 ไปเรื่อยๆ เปน
ลําดบั แลวใหผูทดสอบทีผ่านการคดัเลือกและฝกฝนจํานวน 2 คน ทดสอบลักษณะกล่ินของสาร
ระเหยในกะทแิละขาวมันแตละชนดิดวยวิธี GC-O ซึ่งปลายของคอลัมนแยกเปนสองสวน (1:1) 
เพ่ือใหสารที่แยกไดไปที ่Flame Ionization Detector (FID) ที่อุณหภูม ิ200 องศาเซลเซียส กับ 
sniffing port  โดยใชสภาวะของเครื่อง GC เชนเดียวกับขอ 2.2.2  กําหนดเปน splitless mode 
และแยกสารระเหยโดยใชแคปลารีคอลัมน FFAP ขนาด 60 เมตร × 0.25 มิลลิเมตร × 0.25 
ไมโครเมตร 
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ผูทดสอบจะดมกลิ่นของสารระเหยที่ sniffing port โดยสุมลําดบัการดม (ไมเรียงลําดับ
การเจือจาง) เพ่ือปองกันอคต ิ  แลวเปรียบเทียบคา RI ของสารที่ใหกล่ินกับคา RI ที่ได  เพ่ือ
ระบุชนิดของสารที่ใหกล่ิน   แลวรายงานเปน FD factor ของสารแตละชนิด  ซึ่งคานี้เปนระดับที่
เจือจางมากทีสุ่ดที่ผูทดสอบยังคงไดกล่ิน 
 
5.  การวิเคราะหทางสถิต ิ
 

ทุกการทดลองทํา 3 ซ้ํา (triplicates)   โดยการทดลองขอ 2 และ 3 วางแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD)  ที่วัดคาซ้ํา  2 ครั้ง ในแตละการทําซ้ํา (n = 6) 

 
วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของการทดลองเปรียบเทียบผลของความรอนที่

ใหแกกะทิตอชนิดและปริมาณสารระเหย  ดวยโปรแกรม SPSS (version 11.0)  ถามีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% จะนาํมาเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 
6.  สถานที่ทาํการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร  คณะอุตสาหกรรมเกษตร  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
7.  ระยะเวลาในการทดลอง 
 

การทดลองเริ่มตั้งแตเดือนเมษายน พ.ศ. 2547  ส้ินสุดเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2549 
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