
 
บทที่  3 

อุปกรณ สารเคมี และวธิีการทดลอง 
 
 
3.1  วัตถุดิบ 
 

(1)  น้ํามันปาลมดิบ  จากบริษัท ชุมพรอุตสาหกรรมน้ํามันปาลม จํากดั (มหาชน) 
(2)  นมผง (MILK POWDER LITA 26, MILPRO®, Holland) 

 
3.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 

(1)  เคร่ืองสกัดแคโรทีนอยดจากน้าํมันปาลมดิบดวยตัวทําละลายท่ีอุณหภูมิตํ่า  
(2)  เคร่ืองอบแหงแบบพนฝอย (spray dryer : SDE-50 model, Thailand) 

(3) เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer : UV WINLAB version 

2.85.04, PerkinElmerTM, UK) 
(4) เคร่ืองโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High performance Liquid  

Chromatograph; HPLC : FCV-10ALvp model, SHIMADZU, Japan) 
(5)  เคร่ืองระเหย (rotary evaporator : R-200 model, BUCHI, Switzerland) 

(6)  เคร่ืองปนแบบมือจับ (MR 430 HC model, 300 Watt, BRAUN®, Spain) 

(7) เคร่ืองผสม (vortex mixer : G-560E model, VORTEX-GENIE®, Scientific 
Industries, USA) 

(8)  เคร่ืองปนเหวี่ยง (centrifuge : Z 200A model, HERMLE®, Germany) 

(9)  เคร่ืองอัลตราโซนิค (ultrasonic bath : S30 model, ELMA®, Germany) 

(10)  เคร่ืองวัดสี (color meter : CR-300, MINOLTA®, Japan) 

(11)  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath : WB14 model, Memmert, Germany) 

(12)  ตูบม (incubator : BD115 model, BINDER®, Germany) 

 
3.3 สารเคมี 
 

(1)  กรดซิตริก (citric acid : C6H8N7, MERCK, Germany)  

(2)  กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid : H3PO4, MERCK, Germany)  
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(3 )   น้ํามันดอกทานตะวัน  (น้ํามันดอกทานตะวันผานกรรมวิธี 100%   ตรากุก,  ธนากร 

ผลิตภัณฑน้ํามันพืช, ประเทศไทย) 
(4)  น้ํามันถ่ัวเหลือง (น้ํามันถ่ัวเหลืองผานกรรมวิธี 100%  ตรากุก, ธนากรผลิตภัณฑน้ํามัน 

พืช, ประเทศไทย ) 
 (5)   บีเอชที (butylated hydroxyltoluene ; BHT : C15H24O, Sigma-Aldrich, USA) 

 (6)  ปโตรเลียมอีเทอร (petroleum ether : boiling point 35-60OC, analytical reagent 
grade, J.T.Baker, USA) 

 (7) สารละลายแอมโมเนยี (25% ammonia solution : NH3, analytical reagent 
grade, MERCK, Germany) 

 (8)  อะซิโตน (acetone : (CH3)2CO, purity 99.8%, HPLC grade, J.T.Baker, USA) 

 (9) อะซิโตไนไตรล (acetonitrile : C2H3N, purity 99.9%, HPLC grade, LAB- 
SCAN, Ireland) 

(10) บีตาแคโรทีนมาตรฐาน (standard beta-carotene : C40H56, purity ≥ 95%, HPLC  
grade, Sigma-Aldrich, USA) 

(11) เตตระไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran : C4H8O, purity 99.98%, HPLC grade,  
Fisher Scientific, UK) 

(12) เมทานอล (methanol : CH3OH, purity 99.9% , HPLC grade, LAB-SCAN, 
Ireland) 

(13) เอทานอล (ethanol : C2H5OH, purity 95%, ethanl 95, Imported denatured  
ethyl alcohol 95%) 

(14) เอทานอล (ethanol : purity 99.9%, HPLC grade, MERCK, Germany) 

(15) เอน-เอทิลไดไอโซโพรพิลเอมีน (N-ethyldiisopropylamine : C8H19N, purity ≥ 
98%, MERCK, Germany) 

(16)  เฮกเซน (hexane : C6H14, commercial grade, Etalmar ,Thailand)  

(17)  เฮกเซน (hexane : analytical reagent grade, Fisher Scientific, USA) 

(18)  เฮกเซน (hexane : purity 99..5%,HPLC grade, LAB-SCAN, Ireland) 

(19) แอมโมเนียมอะซิเตต (ammonium acetate : CH3COONH4, purity ≥ 98%,  
analytical reagent grade, MERCK, Germany) 

(20) ไดเอทิลอีเทอร (diethyl ether : (C2H5)2O, purity 99.5% , analytical reagent  
grade, LAB-SCAN, Ireland)  

(21) ไซโคลเฮกเซน (cyclohexane : C6H12, purity 99%, analytical reagent grade,  
UNIVAR, Australia) 

(22) ไพโรแกลลอล (pyrogallol : C6H6O3, pulity ≥ 98%, HPLC grade, Fluka, France) 

(23) 2-โพรพานอล (2-propanol : C3H8O, purity 99.8%, HPLC grade, LAB-SCAN,  
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Ireland) 
(24) โซเดียมคลอไรด (sodium chloride : NaCl, purity 99%, analytical reagent  

grade, LAB-SCAN, Ireland) 
(25) โซเดียมซัลเฟต (sodium sulfate; anhydrous : Na2SO4, purity ≥ 99%, MERCK,  

Germany) 
(26) โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide : NaOH, purity 98%, THASCO  

Chemical, Thailand)  
(27) โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (potassium hydroxide  : KOH, purity ≥ 85%,  

analytical reagent grade, MERCK, Germany) 
(28)  น้ํากล่ัน (distilled, demineralizered, deionized water) 

(29)  อาหารเล้ียงเช้ือ PCA (plate count agar : MERCK, Darmstadt, Germany) 

(30)  เปปโตน (peptone from casein : MERCK, Darmstadt, Germany) 

 
3.4 วิธีการทดลอง 
 

3.4.1 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเสริมบีตาแคโรทีนท่ีสกัดไดจากนํ้ามันปาลมดิบในน้าํนมท่ี
ทําเปนผงโดยวิธีการอบแหงแบบพนฝอย 

 
ก.  กระบวนการสกัดแคโรทีนอยดจากน้ํามันปาลมดิบโดยใชเฮกเซนเปนตัวทําละลายท่ี 

อุณหภูมิต่ํา 
 

กรรมวิธีการกาํจัดกัม (degumming) 

1. นําน้ํามันปาลมดิบใสภาชนะต้ังไฟ  เติมกรดซิตริกความเขมขนรอยละ 20 ในปริมาณ 
รอยละ 0.02 ของน้ํามันปาลมดิบ  และกรดฟอสฟอริกความเขมขนรอยละ 75 ในปริมาณรอยละ 

0.08  ของน้ํามันปาลมดิบ ใหความรอนจนถึงอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที กวน 
ใหเขากนัตลอดเวลา ต้ังท้ิงไวใหอุณหภูมิลดลงเหลือ  60 องศาเซลเซียส 
  2 . กรองดวยระบบสูญญากาศ ใชกระดาษกรอง W h a t m a n  เบอร 4  ขนาด 1 1  

เซนติเมตร โดยวางสําลีไวดานบนกระดาษกรอง เพื่อปองกันการอุดตันของกระดาษกรอง 
  3. นําน้ํามันท่ีกรองไดใสบีกเกอร  แลวนําไปหลอเย็น 
  4.ใสขวดพลาสติก เก็บในท่ีมืด  เพื่อนําไปสกัดในข้ันตอนตอไป 
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กรรมวิธีการสกัดแคโรทีนอยด 
1. นําน้ํามันปาลมท่ีผานการกําจัดกัมและโลหะหนักเขาเคร่ืองสกัดแคโรทีนอยด  โดยใช 

อัตราสวนน้ํามันปาลมดิบตอเฮกเซนเปน 1 ตอ 3 และใชเฮกเซนท่ีอุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส กวน 

ผสมใหเขากันตลอดเวลาท่ีอัตราเร็วใบกวน 2 5 0  รอบตอนาที และจับเวลาในการสกัด 5  นาที  

จากนั้นนําสารละลายท่ีได กรองดวยกระดาษกรองเพ่ือแยกสวนท่ีไมละลายออก และนําสารสกดั   
แคโรทีนอยดท่ีไดไประเหยเฮกเซนออกดวยระบบสูญญากาศ  

2 .  นําสารสกัดแคโรทีนอยดท่ีไดมาทําใหบริสุทธ์ิและเขมขน โดยกระบวนการสะปอนิฟ 
เคชัน (saponification) ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 25 ในเอทานอลเปนเวลา 12 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใชอัตราสวนสารสกัดแคโรทีนอยด 1 สวนตอโซเดียมไฮดรอกไซด
รอยละ 25 ในเอทานอล 1 สวน (ประยุกตจาก Kimura et al., 1990) ทําการแยกสวนผสมของ                
แคโรทีนอยดท่ีไมทําปฏิกิริยาสะปอนิฟเคชันออก จะไดสวนของผสมแคโรทีนอยดและสบู แลวจึง
ทําการแยกสวนของผสมแคโรทีนอยดจากสบูดวยการเติมเฮกเซน 50 มิลลิลิตร และกรองแยกสบู
ออกดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 และลางดางสวนเกินดวยน้ําท่ีกําจัดไอออน (deionized 

water) 50 มิลลิลิตร 2 คร้ัง หรือจนกวาสวนท่ีละลายในเฮกเซนจะใส  จากนั้นนําสวนดังกลาวไป
ระเหยเฮกเซนท่ีความดัน 230 มิลลิบาร อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส  และนําไปทําการวิเคราะห
ตอไป 

 
ข. การวิเคราะหแคโรทีนอยดท่ีสกัดไดจากน้ํามันปาลมดิบ 

การสรางกราฟมาตรฐานบีตาแคโรทีน 
       สรางกราฟมาตรฐานบีตาแคโรทีน ตามวิธีท่ีดัดแปลงจาก AOAC  (2002) 
วิธีการ 

1. ช่ังบีตาแคโรทีนมาตรฐาน 0 . 0 1 0 0  กรัม  ลงในบีกเกอร 5 0  มิลลิลิตร ละลายสาร 

มาตรฐานดวยเฮกเซน และปรับปริมาตรสารละลายใหครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตรดวย 

เฮกเซน 

2.  ปเปตสารละลายในขอ 1. มา 10 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว 

ปรับปริมาตรจนครบ 50 มิลลิลิตร ดวยเฮกเซน 

3.   ปเปตสารละลายในขอ 2. มา 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร  
25 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรใหครบดวยเฮกเซน  

4. นําสารละลายในขอ 3. มาวัดคาการดดูกลืนแสง (absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 450  

นาโนเมตร ดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรจากความเขมขนนอยไปมาก โดยใชเฮกเซนเปน blank  



 

 

36 

5. นําคาท่ีไดมาเขียนกราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางความเขมขนของบีตาแคโรทีน 
(ไมโครกรัมตอกรัม) กับคาการดูดกลืนแสง 
 

การวิเคราะหหาปริมาณแคโรทีนอยดท่ีสกัดไดจากน้ํามันปาลมดิบ  
 เตรียมแคโรทนีอยดท่ีสกดัไดจากน้าํมันปาลมดิบใหอยูในรูปของน้ํามัน โดยทําการศึกษา 

น้ํามันท่ีใชเปนตัวละลาย 2 ชนิด คือ น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันถ่ัวเหลือง (Sachindra and  
Mahendrakar, 2005) 

 
วิธีการ 

1. นําแคโรทีนอยดท่ีผานกระบวนการสะปอนิฟเคชันและระเหยเฮกเซนดวยระบบสูญญากาศ   
แลว มาเติมน้าํมันดอกทานตะวัน และน้ํามันถ่ัวเหลืองปริมาณ 1 กรัม 

2 .  ช่ังแคโรทีนอยดท่ีเตรียมในรูปของน้ํามันมา 0 . 1 0 0 0  กรัม  (จดมวลที่แนนอน  
ทศนิยม 4  ตําแหนง) ลงในขวดปรับปริมาตร  ละลายแคโรทีนอยดดวยเฮกเซน และปรับปริมาตร 

สารละลายใหครบ 50 มิลลิลิตรดวยเฮกเซน 

3.   ปเปตสารละลายในขอ 2. มา 1 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวปรับ 

ปริมาตรจนครบ 50 มิลลิลิตร ดวยเฮกเซน  

4 .  นําสารละลายขอ 3.  มาหาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดวย 

เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร โดยใชเฮกเซนเปน blank  

5. ในกรณีคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดมีคามากกวากราฟมาตรฐาน  ใหทําการปเปตสารขอ 3. 

มา 1 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรจนครบ 50 มิลลิลิตร ดวย     
เฮกเซน และทําตามขอ 4. จะไดคาความเขมขนของบีตาแคโรทีน (ไมโครกรัมตอกรัม) แลวนําไป 

คํานวณหาคาความเขมขนเปนรอยละ 
 

การคํานวณหาปริมาณแคโรทีนอยด 
ปริมาณบีตาแคโรทีน คํานวณโดยดัดแปลงจากวิธีของ AOAC (2002) 
คาความเขมขนท่ีวัดไดจากการเจือจางดวยเฮกเซน 50 มิลลิลิตรคร้ังท่ี 2  (ขอ 5) 

สารละลาย 1 มิลลิลิตร มีบีตาแคโรทีน  x  ไมโครกรัม    
สารละลาย 50 มิลลิลิตร มีบีตาแคโรทีน  (x) × 50 ไมโครกรัม   

ดังนั้น  สารละลาย 1 มิลลิลิตร มีบีตาแคโรทีน  (x) × 50 ไมโครกรัม   
สารละลาย 50 มิลลิลิตร มีบีตาแคโรทีน  (x) × 50 × 50 ไมโครกรัม   

                เทากับ  y  ไมโครกรัม 
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ปริมาณบีตาแคโรทีนมาจากตัวอยางแคโรทีนอยด    z    มิลลิกรัม  
(มวลที่แนนอนของแคโรทีนอยดท่ีช่ังมาเปนกรัม ใหเปล่ียนเปนมิลลิกรัม) 
 แคโรทีนอยด  z  มิลลิกรัม  มีบีตาแคโรทีน  y/1000  มิลลิกรัม    
 แคโรทีนอยด  100  มิลลิกรัม  จะมีบีตาแคโรทีน      A  มิลลิกรัม   
 
หมายเหตุ  ในการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร กับแคโรทีนอยดท่ีสกัดได 
เปนคาดูดกลืนแสงสูงสุดของบีตาแคโรทีนมาตรฐานในเฮกเซน ดังนั้นแคโรทีนอยดจากน้ํามัน
ปาลมดิบจะดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนนี้ แตไมใชคาดูดกลืนแสงสูงสุด จึงไมสามารถรายงานเปน
ปริมาณของบีตาแคโรทีนได  ดังนั้นคาท่ีไดจึงเปนคาของแคโรทีนอยด 
 

การวิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยดในน้ํามันปาลมดบิดวยเทคนิค HPLC 

วิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยดท่ีสกัดไดจากนํ้ามันปาลมดิบ ซ่ึงเตรียมใหอยูในรูปของ 
น้ํามันดอกทานตะวัน และน้าํมันถ่ัวเหลือง (ประยกุตจาก Pérez-Gálvez et al., 2005) 

 
การเตรียมตัวอยาง 
1. ช่ังตัวอยาง 0.03 กรัม ละลายดวยไดเอทิลอีเทอร 100 มิลลิลิตร ในขวดกนกลมสีชา 

ขนาด 100 มิลลิลิตร 

2. เทสารละลายใสในกรวยแยกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมโพแทสเซียมไฮดรอกไซดรอย 

ละ 10 ในเมทานอล 50 มิลลิลิตร  เขยาใหสารละลายผสมกัน และตั้งท้ิงไว   
3. หลังการทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภมิูหอง 1 ช่ัวโมง เติมโซเดียมคลอไรดรอยละ 10 ในน้ํา  

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร สารละลายจะถูกแยกเปน 2 สวน ใหทําการแยกสวนท่ีเปนน้ําออก แลวนํา
สวนท่ีอยูในตัวทําละลายอินทรียลางดวยน้าํปริมาตร 200 มิลลิลิตร จนกระท่ังไดสารละลายใสและ 

เติมโซเดียมซัลเฟต 3 กรัม เพื่อชวยดูดซับน้ําในสารละลาย 

4. นําไปทําการระเหยตัวทําละลายออกดวยระบบสูญญากาศ  ท่ีความดัน 250 มิลลิบาร  
อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส  และเติมเอทานอลปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการระเหยตอท่ีความดัน  
72 มิลลิบาร อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เพื่อกําจัดน้ําท่ีเหลือออก 

5. นําสวนท่ีเหลือไปละลายดวยอะซิโตน ปรับปริมาตรใหได 1 0 มิลลิลิตร  กรองผาน   

filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  เก็บในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และนําไปทําการ 

วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC ตอไป 
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ค. วิเคราะหสมบัติของนมท่ีใชเปนวัตถุดิบ 
- ปริมาณกรดท้ังหมดท่ีสามารถไทเทรตได (total titratable acidity; TA : %acidity)  

โดยการไทเทรตตามวิธีของ AOAC (2000) 
-  คาความเปนกรด- ดาง (pH) โดยใชพเีอชมิเตอร (pH meter) 

-   วัดความช้ืน (AOAC, 2000) 
-  วัดคาสี  ระบบฮันเตอร (Hunter : L  a* b*) โดยใชเคร่ืองวัดสี (Color meter) 

 
ง. กระบวนการผลิตนมผงดวยวิธีการทําแหงแบบพนฝอย  

กระบวนการเสริมบีตาแคโรทีนในนมผง โดยทําการเติมบีตาแคโรทีนในรูปของน้ํามัน 
(oily form)  ทําการศึกษาทิศทางการพน 2 แบบ คือ แบบตามกระแสลมรอน และแบบสวน
กระแสลมรอน (ดัดแปลงจากวิธีของ Murphy, 2001; Johnson, 1996; Ottaway, 1993) 

 
วิธีทํา 
1. นํานมผงวัตถุดิบทําใหเขมขน โดยการนําไปละลายนํ้าใหไดปริมาณของแข็งท้ังหมด  

รอยละ 40  แลวใหความรอนอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส  เติมบีตาแคโรทีนในรูปของน้ํามัน
ปริมาณ 3000, 4000 และ 5000 IU/qt ในนมบางสวนกอนแลวผสมลงในถังพัก ใชเคร่ืองปนแบบ
มือจับ (BRAUN® : MR 430 HC model, 300 Watt, Spain) ปนใหสวนผสมเขากัน 5 นาที 
หรือจนสังเกตวาของผสมเขากันดีแลว 

2. ทําการเดินเคร่ืองอบแหงแบบพนฝอย โดยใชอุณหภูมิลมรอนขาเขา 175 องศาเซลเซียส  
หัวฉีดพนชนิดใชแรงดันสูง (pressure atomizer) เบอร 1.5 (Spray drying Systems Co., 

USA) ความดันปมของเหลว 15 บาร ความเร็วในการพนของเหลว 35 รอบตอวินาที  ความเร็วปม
ลม 25 รอบตอวินาที ทิศทางการพนแบบตามกระแสลมรอน และแบบสวนกระแสลมรอนในแตละ
กรณีศึกษา 

3. นมผงท่ีไดเก็บใสถุงอะลูมิเนียมฟอยล เพื่อปองกันการออกซิเดชันดวยแสง ปดผนึกดวย
ระบบสูญญากาศ (vacuum seal)  และเก็บในภาชนะท่ีมีฝาปดสนิท 
 
หมายเหตุ  ในกระบวนการผลิตจะทําการผลิตนมผงท่ีเปนตัวควบคุม โดยไมมีการเติมบีตาแคโรทีน 
และใชสภาวะในการผลิตเชนเดียวกับตัวอยางท่ีทําการศึกษา 

 

 

 



 

 

39 

3.4.2  การศึกษาความคงตัวของบีตาแคโรทีนในนมผง 

 
ก.  การวิเคราะหปริมาณบีตาแคโรทีนท่ีเสริมในนมผง 

ทําการวิเคราะหปริมาณบีตาแคโรทีนท่ีเหลืออยูในนมผง ดวยเทคนคิโครมาโทกราฟแบบ
ของเหลวสมรรถนะสูงโดยเก็บตัวอยางเพือ่ทําการวัดปริมาณของบีตาแคโรทีนในนมผงในวันท่ี  0, 

20, 40, 60, 80 และ 100 (ดดัแปลงจาก Hulshof et al, 2006; Szpylka and Devries,  

2005)   
วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (Completely Randomized Design,CRD)  

วิเคราะหขอมูลโดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป 
SPSS 

การเตรียมตัวอยาง  
1. ช่ังตัวอยางนมผง 1 กรัม (จดมวลท่ีแนนอน ทศนิยม 3 ตําแหนง) ใสในหลอดทดลองท่ีมี

ฝาปด ปเปตน้ํากล่ัน 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหละลายจนเขากันดี  จากนั้นเติมสารละลายแอมโมเนียรอย
ละ 25 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร  และเอทานอลรอยละ 96 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

2. ทําการสกัดไขมันดวยไดเอทิลอีเทอรท่ีมีบีเอชทีรอยละ 0.0025 (มวลตอปริมาตร) 2 
มิลลิลิตร และปโตรเลียมอีเทอร 2 มิลลิลิตร จํานวน 2 คร้ัง แลวผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสม 
(vortex mixer)  นําไปปนเหวี่ยงท่ี 3500g เปนเวลา 3 นาที  และนําสวนบนใสในหลอดทดลองไป
ระเหยในอางควบคุมอุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส 

3. นําสวนท่ีเหลือไปทําใหบริสุทธ์ิโดยกระบวนการสะปอนิฟเคชันดวยโพแทสเซียม      
ไฮดรอกไซด (รอยละ 5 มวลตอปริมาตร ในเอทานอลรอยละ 96 ปริมาตรตอปริมาตร) ท่ีมีไพโร   
แกลลอลรอยละ 0.2 (มวลตอปริมาตร) 1.5 มิลลิลิตร  จากนั้นเติมแกสไนโตรเจน ปดฝาใหสนิท 
เก็บในท่ีมืดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง ในระหวางนี้ใหนํามาผสมดวยเคร่ืองผสม ทุกๆ 30 นาที 

4. หลังจากนั้นเติมน้ํากล่ัน 1.5 มิลลิลิตร และทําการสกัดดวยเฮกเซน 3 มิลลิลิตร จํานวน 2 
คร้ัง  นําสวนท่ีละลายในเฮกเซนรวมกัน แลวนําไประเหยในอางควบคุมอุณหภูมิ 70-80 องศา
เซลเซียส 

5. นําสวนท่ีเหลือไปละลายในเมทานอลตอเตตระไฮโดรฟูแรน (3 : 1 ปริมาตรตอ
ปริมาตร) 2 มิลลิลิตร และกรองผาน filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บในขวดสีชา แลวนําไป
วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  

หมายเหตุ ในข้ันตอนการสกัดทําการทดลอง 2 ซํ้า 
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การวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  
การวิเคราะหปริมาณบีตาแคโรทีนดวยเทคนิค HPLC ดัดแปลงจากวีธีของ Sypylka and 

Devries (2005) 
 
การวัดคาความบริสุทธ์ิของสารมาตรฐาน 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานบีตาแคโรทีน 3 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  โดยช่ังบีตา          

แคโรทีนมาตรฐาน 0.00600  กรัม ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายดวยเตตระ
ไฮโดรฟูแรนประมาณ 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองอัลตราโซนิค 30 วินาที แลวปรับ
ปริมาตรดวยเตตระไฮโดรฟูแรน จะไดความเขมขน 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (standard stock 

solution) และปเปตสารละลายท่ีเตรียมได ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร 2 ขวดๆ ละ 5 
มิลลิลิตร โดยขวดแรกใหปรับปริมาตรดวยไซโคลเฮกเซน (standard measuring solution)  และ
ขวดท่ีสองใหปเปตเตตระไฮโดรฟูแรน 5 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยเอทานอล (standard 

working solution) เก็บสารละลายท้ังหมดท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส และสามารถใชไดใน 1 วัน 

2. การวัดคาความบริสุทธ์ิดวยวิธีสเปคโตรโฟโตเมทรี (spectrophotometric purity; SP) 
โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของ standard measuring solution ท่ีความยาวคล่ืน 457 นาโนเมตร 
แลวคํานวณคาการดูดกลืนแสงและคาความบริสุทธ์ิของสารละลายมาตรฐาน  ตามสูตร 

 
 

Eapp(1%, 1 cm)  =  A × 2/W × 10 000/B 
 

โดยท่ี  Eapp =  apparent absorbance constant 

A   =  คาการดูดกลืนแสงสูงสุด 
 2    =  dilution factor (L) 
 W  =  มวลของสารมาตรฐาน (mg) 

 10 000 =  คาการคํานวณกลับจากรอยละเปน mg/L 

 B  =  ความยาวของเซลล (cm) 
 

          SP  =  Eapp(1%, 1 cm) / 2505 
 
โดยท่ี 2505 =  คา Eapp(1%, 1 cm)  ของ all-trans-β-carotene ในไซโคลเฮกเซน 

 
2. การวัดคาความบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทกราฟ (chromatographic purity; CP)     

ทําการวิเคราะหทันทีท่ีเตรียมสารละลาย s t a n d a r d  w o r k i n g เสร็จ โดยฉีดในปริมาณ 2 0 
ไมโครลิตร อยางนอย 6 คร้ัง ในระบบ HPLC  แลวคํานวณคาบริสุทธ์ิของ all-trans-β-carotene 
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จากองคประกอบท้ังหมดของโครมาโตแกรม ยกเวนพื้นท่ีของตัวทําละลายหรือพื้นท่ีของตัวทํา 
ละลายท่ีเปน blank และใชคาเฉล่ียของคาความบริสุทธ์ิ จากการฉีดในระบบ HPLC ท้ัง 6 คร้ัง 
 
  CP  =  พื้นท่ีของ all-trans-β-carotene / ผลรวมของพื้นท่ีท้ังหมด 
 
 4.  คาความบริสุทธ์ิของสารละลายมาตรฐาน (reference standard purity; P) จาก 
    

P (%)  =  SP × CP × 100 
 
 การวัดคาในระบบ HPLC 

1. คํานวณความเขมขนของ all-trans-β-carotene จากสารละลาย standard working  
 

C (μg/ml) =  W × P/200 
 
โดยท่ี W  =  มวลของตัวอยาง (mg) 

P   =  คาความบริสุทธ์ิ (%) 

200  =  คาการเจือจาง 2000 มิลลิลิตร (คํานวณกลับจากมิลลิกรัมเปนไมโครกรัมและ       
      รอยละของความบริสุทธ์ิ) 
 

2. คํานวณคา response factor (RF) ของ all-trans-β-carotene 
    

RF [AU × L/mg]  =  Astd /C 
 

โดยท่ี  RF  =  response ของ all-trans-β-carotene 

 Astd      =  คาเฉล่ียของพื้นท่ีกราฟท้ังหมดจากโครมาโตแกรมของ all-trans-β- 
       carotene (Area Unit, AU) 
   
พื้นท่ีกราฟของ all-trans-β-carotene ตองมากกวารอยละ 95 ของพื้นท่ีกราฟท้ังหมด 
  

สภาวะสําหรับการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC 
Column  Suplex pKb-100, Supelco, 5 μm, 250×4.6 mm. 

 Column temperature   30oC 

 Flow rate  0.6 mL/min 

 Injection volume   20 μL 

 Detection  448 nm 
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 Mobile phase ละลายบีเอชที 50 มิลลิกรัม ใน 2-โพรพานอล 20 มิลลิลิตร ในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร และเติมเอน-เอทิลไดไอโซโพรพิลเอมีน 0.2 มิลลิลิตร  สารละลาย
แอมโมเนียมอะซิเตตรอยละ 0.2  ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (แอมโมเนียมอะซิเตต 0.50 กรัม ละลาย
ดวยน้ํากล่ัน 250 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ไดนาน 1 เดือน) จากน้ันเติมอะซิโตไน
ไตรล 4 5 5  มิลลิลิตร และเมทานอลประมาณ 4 5 0 มิลลิลิตร ซ่ึงสวนผสมจะเยน็ใหท้ิงไวจนได 
อุณหภูมิหอง แลวปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตรดวยเมทานอล และใชภายใน 2 วัน 
  

การคํานวณ 

คํานวณปริมาณของ all-trans-β-carotene และบีตาแคโรทีนท้ังหมดในตัวอยาง  ตามสูตรตอไปนี้ 
 
  
Ctot (mg/g)   =  [(Atrans+ A9cis+ A13cis×1.2 + A15cis×1.4 + Axcis)×V] / (RFtrans× m) 
  
 
Ctrans (mg/g) =  (Atrans×V) / (RFtrans× m) 
 
 
โดยท่ี  Ctot  =  ปริมาณบีตาแคโรทีนท้ังหมด (mg/g) 
 Ctrans  =  ปริมาณ all-trans-β-carotene (mg/g) 
 Atrans  =  พื้นท่ีกราฟของ all-trans-β-carotene (Area units = AU) 
 A9cis  =  พื้นท่ีกราฟของ 9-cis-β-carotene (AU) 
 A13cis  =  พื้นท่ีกราฟของ 13-cis-β-carotene (AU) 

 A15cis  =  พื้นท่ีกราฟของ 15-cis-β-carotene (AU) 

 Axcis  =  ผลรวมของพื้นท่ีกราฟของ cis-isomers อ่ืนของบีตาแคโรทีน (AU) 
1.2, 1.4 =   relative response factors ซ่ึงเปนคา correction factor ท่ีใชปรับคาการ 

ดูดกลืนแสงของ 13-cis และ 15-cis-β-carotene เม่ือเปรียบเทียบกับคาการดดูกลืนแสงของ     
all-trans-β-carotene ท่ีความยาวคล่ืนเดียวกัน 
 m =  ปริมาณตัอยาง (g) 
 RFtrans  =  response facter ของ  all-trans-β-carotene (AU*L/mg) 

 V =  ปริมาตรท่ีใชละลายตัวอยาง (L) 
 

การวัดคาความคงตัวของบีตาแคโรทีนในนมผง 
1. นําตัวอยางนมผงท่ีทําการสกัดบีตาแคโรทีนเพื่อทําการวิเคราะหความคงตัว มาฉีดเขา 

ระบบ  HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยใชสภาวะเดยีวกันกับการวัดคาความบริสุทธ์ิของสาร      
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มาตรฐาน  ทําการฉีดเขาระบบ 2 ซํ้า ตอตัวอยางท่ีทําการสกัด 1 ซํ้า 
2. นําพื้นท่ีกราฟมาคํานวณปริมาณของ all-trans-β-carotene และบีตาแคโรทีนท้ังหมด 

ในตัวอยางนมผงตามสูตรดังกลาวขางตน 
 
ข.  การวิเคราะหสมบัติของนมผง 

-   วัดคาสี ระบบฮันเตอร (Hunter : L a* b*) โดยใชเคร่ืองวัดสี (Color meter)   
-   วัดความช้ืน  (AOAC, 2000) 

-   ตรวจแบคทีเรียท่ัวไป  ดวยวิธีนับจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด (Total Plate Count)   

ตามวิธีของ AOAC (2002)  

 
3.4.3 การศึกษาสมบัติทางประสาทสัมผัสของนมผง   

 

 การทดสอบความชอบหรือการยอมรับรวมของผูบริโภคตอนมผงท่ีเสริมบีตาแคโรทีน  
โดยใชแบบทดสอบ Hedonic 9 scale ใชผูทดสอบชิมท้ังหมด 50 คน ใหคะแนนตามความชอบ
จาก 1 ถึง 9  โดยท่ี 9 เปนคะแนนท่ีชอบมากท่ีสุดตามลําดับไปจนถึง 1 เปนคะแนนท่ีชอบนอยท่ีสุด 
โดยใชนมท่ีไมไดเสริมบีตาแคโรทีนและนมผงตามทองตลาดเปนตัวควบคุม (ประยุกตจาก        
เพ็ญขวัญ, 2536; Lloyd et al., 2004)  ทําการทดสอบโดยคัดเลือกหนวยการทดลองท่ีมีปริมาณ
บีตาแคโรทีนมากท่ีสุด  จากการวิเคราะหปริมาณบีตาแคโรทีน ซ่ึงไดใชปริมาณบีตาแคโรทีน 1500 

IU  ซ่ึงเปนปริมาณวิตามินเอที่แนะนําใหบริโภคตอวันในการทดสอบ 
 

วางแผนการทดลองแบบบล็อกสมบูรณ (Randomized Complete Block Design, 

RCBD) (อิศรพงษ, 2545) โดยใหผูทดสอบเปนบล็อก วิเคราะหขอมูลโดยวิธีวิเคราะหความ
แปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 
 

 การเตรียมตัวอยาง  (เพ็ญขวัญ, 2536; วรรณาและวิบูลยศักดิ์, 2531) 
1. นมผง 13 กรัม เติมน้ําอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส  ใหครบ 100 กรัม คนใหละลาย 

จนเขากนัดี (นมผงเสริมและไมไดเสริมบีตาแคโรทีน)  
2. นมผงจากทองตลาด (DUMEX dugro 1 plusTM, บริษัท ดูเม็กซ จํากัด, ประเทศ 

ไทย) 38 กรัม ผสมในนํ้าสุกอุน 180 มิลลิลิตร คนใหละลาย 
3. ตวงน้ํานมท่ีเตรียมไดใสภาชนะปริมาตร 20-30  มิลลิลิตร  สําหรับเสิรฟใหผูทดสอบ   
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โดยทําการสุมรหัสตัวเลข 3 ตัวในแตละตัวอยาง และใหผูทดสอบใชน้ําบวนปากระหวางการ 

ทดสอบตัวอยาง 


