
 
บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณและวิธกีารทดลอง 
 
 
3.1 วัตถุดิบ  
 น้ํามันปาลมดบิจากบริษัท ชุมพรอุตสาหกรรมน้ํามันปาลม จํากัด (มหาชน)  
 
3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ 

− เคร่ืองสกัดแคโรทีนอยดจากนํ้ามันปาลมดิบดวยตัวทําละลายท่ีอุณหภูมิตํ่า ซ่ึงพัฒนาโดย
ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  

− เคร่ืองระเหย (Rotary Evaporator: R-200 model, BUCHI, Switzerland) 

− เคร่ืองโซนิเคเตอร (Sonicator: S30 model, ELMA®, Germany) 

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

− ตูบม (Incubator: BD115 model, BINDER®, Germany) 

− ตูอบลมรอน (Oven: UNE 400 model, Memmert, Germany) 

− เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer: UV WINLAB version 2.85.04, 

PerkinElmerTM, United Kingdom)  
 
3.3 สารเคมี 

− กรดซิตริก (Citric acid: C6H8N7, MERCK, Germany) 

− กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid: H3PO4, MERCK, Germany) 

− เฮกเซน (Hexane: C6H14, commercial grade, Etalmar ,Thailand) 

− เอทานอล (Ethanol: C2H5OH, purity 95%, ethanl 95, Imported denatured ethyl 

alcohol 95%) 
− โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide: NaOH, purity 98%, THASCO 

Chemical, Thailand) 
− น้ํามันดอกทานตะวัน (น้ํามันดอกทานตะวันผานกรรมวิธี 100% ตรากุก, ธนากร

ผลิตภัณฑน้ํามันพืช, ประเทศไทย) 

− กรดอะซิติก (Acetic acid: CH3COOH, glacial AR Grade, MERCK, Germany) 
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− โซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate: CH3COONa, AR Grade, MERCK, Germany) 

− BHA  (Butylated hydroxyanisole: C11H16O2, Sigma-Aldrich, USA) 
− BHT (Butylated hydroxytoluene: C15H24O, Sigma-Aldrich, USA) 
− TBHQ (tert-Butyl hydroquinone: C10H14O2, Sigma-Aldrich, USA) 
− ทวีน 20 (Tween 20: C58H114O26, MERCK, Germany) 

− โพแทสเซียมซอรเบท (Potassium sorbate: C6H7O2K, MERCK, Germany) 

− บีตาแคโรทีนมาตรฐาน (Standard beta-carotene: C40H56, purity ≥95%, HPLC 

grade, Sigma-Aldrich, USA) 
− เตตระไฮโดรฟูแรน (Tetrahydrofuran: C4H8O, purity 99.9% , HPLC grade, 

Fisher Scientific, USA) 
− โพแทสเซียมไอโอไดด (Potassium iodide: KI, AR Grade, MERCK, Germany) 

− คลอโรฟอรม (Chloroform: CHCl3, AR Grade, LAB-SCAN, Ireland) 

− สตารช (Starch soluble: AR Grade, MERCK, Germany) 

− โซเดียมไทโอซัลเฟต (Sodium thiosulphate: Na2S2O3·5H2O, AR Grade, 

Finechem, New Zealand) 
− โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (Potassium hydroxide: KOH, AR Grade, MERCK, 

Germany) 
− ฟนอลฟทาลีน (Phenolphthalein: C20H14O4, AR Grade, MERCK, Germany) 

− น้ํากล่ัน (Distilled, demineralizered, deionized water) 

− เปปโตน (Peptone from casein: MERCK, Germany) 

− อาหารเล้ียงเช้ือ PCA (Plate count agar: MERCK, Germany) 

− อาหารเล้ียงเช้ือ PDA (Potato dextrose agar: MERCK, Germany) 

 
3.4 วิธีการวิจัย 

 
ตอนท่ี 1 การเตรียมตัวอยางสีผสมอาหาร 

 ทําการสกัดแคโรทีนอยดจากน้ํามันปาลมดิบ ดวยเฮกเซนท่ีอุณหภูมิตํ่า โดยเครื่องสกัด    
แคโรทีนอยดจากน้ํามันปาลมดิบดวยตัวทําละลายท่ีอุณหภูมิตํ่า ตามวิธีการสกัดของ พัชรินทร และ
คณะ (2548) (ภาคผนวก ค ขอ ค-1) 
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1. สีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปน้ํามัน เตรียมโดยใชน้ํามันดอกทานตะวันละลาย                
แคโรทีนอยดท่ีไดจากการสกัด จากนั้นเติมสารตานอนุมูลอิสระสังเคราะห ไดแก BHA, BHT 

และ TBHQ ปริมาณรอยละ 0.02 ซ่ึงความเขมขนท่ีใชเปนปริมาณท่ีมีการแนะนําใหใชในทาง
การคาและไม เกินมาตรฐานท่ีกฎหมายกําหนด ท้ังนี้ ตัวอยางท่ี เปนชุดควบคุมจะไม เ ติม                
สารตานอนุมูลอิสระ บรรจุตัวอยางลงในขวดสีชาทึบแสง พนแกสไนโตรเจนท่ีผิวหนา และปดฝา
ใหสนิท 

2. สีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปอิมัลชัน เตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร
เขมขน 0.1 โมลาร ท่ีมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.5 เติมทวีน 20 รอยละ 1 ของปริมาณ         
สีผสมอาหารท่ีตองการเตรียมเพื่อเปนอิมัลซิฟายเออร (สีผสมอาหาร 100 กรัมจะใชทวีน 20 

ปริมาณ 1 กรัม) คอยๆ เติมแคโรทีนอยดในน้ํามันดอกทานตะวัน (เตรียมตามวิธีการเตรียม           
สีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปน้ํามันในขอ 1.) ซ่ึงเติมสารตานอนุมูลอิสระสังเคราะห ไดแก BHA, 

BHT และ TBHQ ปริมาณรอยละ 0.02 ของปริมาณสีผสมอาหาร และตัวอยางท่ีเปนชุดควบคุม
จะไมเติมสารตานอนุมูลอิสระ ท้ังนี้ใชอัตราสวนน้ํามันตอสารละลายบัฟเฟอรเปน 1 ตอ 9 โดย  
ในการผสมจะทําในอางน้ําแข็งและใชเคร่ืองโซนิเคเตอรชวยในการผสม (Kiokias and Gordon, 

2003) จะไดสีผสมอาหารท่ีอยูในรูปอิมัลชันท่ีมีสวนของน้ํามันอยูรอยละ 10 นําสีผสมอาหารท่ีเติม
สารตานอนุมูลอิสระสังเคราะหมาแบงออกเปน 2 กลุม กลุมหนึ่งเติมสารกันเช้ือรา ไดแก 
โพแทสเซียมซอรเบทปริมาณรอยละ 0.1 สวนอีกกลุมหนึ่งไมเติมสารกันเช้ือรา แลวบรรจุตัวอยาง
ในขวดสีชาทึบแสง พนแกสไนโตรเจนท่ีผิวหนา และปดฝาใหสนิท 
 
ตอนท่ี 2 การทดสอบผลของสารตานอนุมูลอิสระตออายุการเก็บรักษาของสีผสมอาหารจาก      
แคโรทีนอยด 
 วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) 

วิเคราะหขอมูลโดยใชวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป 
SPSS ท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 

1. สีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปน้ํามัน นําตัวอยางสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปน้ํามันท่ี
เตรียมไดจากตอนท่ี 1 มาทําการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 30±5 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 180 วัน 
และทําการเก็บตัวอยางในวันท่ี 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 และ 180 เพื่อตรวจวัด
ปริมาณบีตาแคโรทีนดวยวิธีสเปกโตรโฟโตเมทรี (AOAC, 2002) ตรวจวัดคากรดและ               
คาเพอรออกไซดตามวิธีมาตรฐาน โดยทําการทดลองเปนจํานวน 3 ซํ้า 
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2. สีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปอิมัลชัน นําตัวอยางสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปอิมัลชัน
ท่ีเตรียมไดจากตอนท่ี 1 มาทําการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 5±2 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 180 วัน 
และทําการเก็บตัวอยางในวันท่ี 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 และ 180 เพื่อตรวจวัด
ปริมาณบีตาแคโรทีนดวยวิธีสเปกโตรโฟโตเมทรี (AOAC, 2002) ตรวจหาปริมาณเช้ือแบคทีเรีย
และ ยีสต รา ตามวิธีมาตรฐาน โดยทําการทดลองเปนจํานวน 3 ซํ้า  
 
ตอนท่ี 3 การทดสอบความคงตัวตอความรอนของสีผสมอาหารจากแคโรทีนอยด 

1. ความคงตัวตอความรอนของสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปน้ํามัน ศึกษาท่ีอุณหภูมิ 
140, 145, 150, 155 และ 160 องศาเซลเซียส โดยนําตัวอยางสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปน้ํามัน
ท่ีเตรียมไดจากตอนท่ี 1 บรรจุลงในขวดสีชาทึบแสงขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร สูง 3 

เซนติเมตร ปริมาณขวดละ 1 มิลลิลิตร พนแกสไนโตรเจนท่ีผิวหนา ปดปากขวดแลวนําไปให
ความรอนจนกระท่ังสีผสมอาหารมีอุณหภูมิตามตองการ จึงเร่ิมจับเวลาและทําการเก็บตัวอยาง      
ท่ีระยะเวลาตางๆ จนกระท่ังปริมาณบีตาแคโรทีนในตัวอยางลดลงมากกวารอยละ 80 ท้ังนี้ชวง
ระยะเวลาที่ทําการเก็บตัวอยางของแตละระดับอุณหภูมิจะแตกตางกันตามลักษณะการลดลงของ
ปริมาณบีตาแคโรทีน ทําการตรวจวัดการเปล่ียนแปลงของปริมาณบีตาแคโรทีนดวยวิ ธี            
สเปกโตรโฟโตเมทรี (AOAC, 2002) ทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า แลวนําผลที่ไดไปวิเคราะห
ขอมูลทางจลนพลศาสตร เพื่อหาคา D และ z  

2. ความคงตัวตอความรอนของสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปอิมัลชัน ศึกษาที่อุณหภูมิ 
90.0, 92.5, 95.0, 97.5 และ 100.0 องศาเซลเซียส โดยนําสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปอิมัลชัน
กลุมท่ีไมเติมสารกันเช้ือรา ท่ีเตรียมไดจากตอนท่ี 1 บรรจุลงในขวดสีชาทึบแสงขนาด
เสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร สูง 3 เซนติเมตร ปริมาณขวดละ 1 มิลลิลิตร ปดฝาขวดใหสนิท 
นําไปใหความรอนจนกระท่ังสีผสมอาหารมีอุณหภูมิตามตองการ จึงเร่ิมจับเวลาและทําการเก็บ
ตัวอยางท่ีระยะเวลาตางๆ จนกระท่ังปริมาณบีตาแคโรทีนในตัวอยางลดลงมากกวารอยละ 80 ท้ังนี้
ชวงระยะเวลาท่ีทําการเก็บตัวอยางของแตละระดับอุณหภูมิจะแตกตางกันตามลักษณะการลดลง
ของปริมาณบีตาแคโรทีน ทําการตรวจวัดการเปล่ียนแปลงของปริมาณบีตาแคโรทีนดวยวิธี     
สเปกโตรโฟโตเมทรี (AOAC, 2002) ทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า แลวนําผลท่ีไดไปวิเคราะห
ขอมูลทางจลนพลศาสตร เพื่อหาคา D และ z 
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ตอนท่ี 4 การทดสอบผลของการพนแกสไนโตรเจนท่ีผิวหนาตอการสลายตัวของบตีาแคโรทีน 

 นําตัวอยางสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปอิมัลชันกลุมท่ีไมเติมสารกันเช้ือรา ท่ีเตรียมไดจาก
ตอนท่ี 1 บรรจุลงในขวดสีชาทึบแสงขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร สูง 3 เซนติเมตร 
ปริมาณขวดละ 1 มิลลิลิตร พนแกสไนโตรเจนท่ีผิวหนา และปดฝาใหสนิท นําไปใหความรอน
จนกระท่ังสีผสมอาหารมีอุณหภูมิ 100.0 องศาเซลเซียส จึงเร่ิมจับเวลาและทําการเก็บตัวอยาง     
ในช่ัวโมงท่ี 0, 5, 10, 15 และ 20 ทําการตรวจวัดการเปล่ียนแปลงของปริมาณบีตาแคโรทีนดวย      
วิธีสเปกโตรโฟโตเมทรี (AOAC, 2002) โดยทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า นําไปเปรียบเทียบกับ 
ผลการศึกษาความคงตัวตอความรอนของสีผสมอาหารชนิดท่ีอยูในรูปอิมัลชันท่ีอุณหภูมิ 100.0 

องศาเซลเซียส ท่ีไดจากตอนท่ี 3 ซ่ึงไมมีการพนแกสไนโตรเจนท่ีผิวหนากอนปดฝา 
 
ตอนท่ี 5 การวิเคราะหปริมาณแคโรทีนอยดดวยวิธีสเปกโตรโฟโตเมทรี 

วิธีการที่ใชดดัแปลงจากวิธีของ AOAC (2002) 

1. การสรางกราฟมาตรฐานของบีตาแคโรทีน 
ก. ช่ังสารบีตาแคโรทีนมาตรฐาน 0.00600 กรัม ละลายดวยเตตระไฮโดรฟูแรน 100 

มิลลิลิตรในขวดปรับปริมาตร จะได Stock A ท่ีมีความเขมขนบีตาแคโรทีน 60 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ข. ปเปตสารละลายในขอ ก. ปริมาตร 0.40, 1.20, 2.00, 3.20, 4.00, 4.80, 5.60, 

6.40, 7.20 และ 8.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวปรับ
ปริมาตรดวยเตตระไฮโดรฟูแรน จะไดสารละลายบีตาแคโรทีนมาตรฐานในเตตระไฮโดร
ฟูแรนท่ีมีความเขมขน 0.24, 0.72, 1.20, 1.92, 2.40, 2.88, 3.36, 3.84, 4.32 และ 
4.80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

ค. นําสารละลายบีตาแคโรทีนมาตรฐานจากขอ ข. มาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร โดยเร่ิมวัดจากสารละลายท่ีมี
ความเขมขนนอยแลวจึงเพิ่มความเขมขนข้ึนเร่ือยๆ ท้ังนี้จะใชเตตระไฮโดรฟูแรนเปน 
Blank แลวบันทึกคาท่ีวัดได 

ง. นํ าค า ท่ี วั ด ได ม า เ ขี ยนกร าฟมาตรฐ านแสดงคว ามสั มพั นธ  ระหว า ง                        
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร กับคาความเขมขนของบีตาแคโรทีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  
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2. การตรวจวัดปริมาณแคโรทีนอยดของสีผสมอาหารจากแคโรทีนอยด 
ก. ช่ังสีผสมอาหารประมาณ 0.0500 กรัม (บันทึกน้ําหนักท่ีแนนอนทศนิยม 4 

ตําแหนง) ใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ละลายแคโรทีนอยดและ        
ปรับปริมาตรดวยเตตระไฮโดรฟูแรน 

ข. นําสารละลายท่ีเตรียมไดจากขอ ก. มาตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
450 นาโนเมตร ดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร โดยใชเตตระไฮโดรฟูแรนเปน Blank 

บันทึกคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดได 
ค. กรณีคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดมีคามากกวากราฟมาตรฐาน ใหทําการปเปต

สารละลายในขอ ก. มา 1 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร แลว      
ปรับปริมาตรดวยเตตระไฮโดรฟูแรน และทําตามขอ ข. (ทําซํ้าจนกวาคาการดูดกลืนแสงท่ี
วัดไดจะอยูในชวงของกราฟมาตรฐาน) 

ง. นําคาการดูดกลืนแสงท่ีบันทึกไดมาคํานวณดวยสมการท่ีไดจากกราฟมาตรฐาน 
จะไดคาความเขมขนของบีตาแคโรทีน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) แลวนําไปคํานวณหาคา
ความเขมขนของบีตาแคโรทีนในสีผสมอาหาร (ไมโครกรัมตอกรัม) 
3. การคํานวณปริมาณแคโรทีนอยด 

คาความเขมขนท่ีวัดไดจากการเจือจางดวยเตตระไฮโดรฟูแรน 25 มิลลิลิตร คร้ังท่ี 2 

(ขอ ค.) เปน x ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
จาก  ในสารละลาย 1 มิลลิลิตร  มีบีตาแคโรทีน x ไมโครกรัม 

ในสารละลาย 25 มิลลิลิตร มีบีตาแคโรทีน 25x ไมโครกรัม  
ดังนั้น  ในสารละลาย 1 มิลลิลิตร มีบีตาแคโรทีน 25x ไมโครกรัม  

ในสารละลาย 25 มิลลิลิตร มีบีตาแคโรทีน 625x ไมโครกรัม  
เนื่องจากช่ังสีผสมอาหารมาปริมาณ y กรัม 
นั่นคือ ในตัวอยาง y กรัม  มีบีตาแคโรทีน 625x ไมโครกรัม 

   ในตัวอยาง 1 กรัม  มีบีตาแคโรทีน 
y

x625  ไมโครกรัม 

หมายเหตุ: ในการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ของสารละลาย
แคโร ทีนอยด เ ข มขน  เปนค าการดูดก ลืนแสง สูง สุดของ บีตาแคโร ทีนมาตรฐานใน                          
เตตระไฮโดรฟูแรน ดังนั้นแคโรทีนอยดจากน้ํามันปาลมดิบจะดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนนี้ แต
ไมใชคาการดูดกลืนแสงสูงสุด จึงไมสามารถรายงานเปนปริมาณของบีตาแคโรทีนไดดังนั้นคาท่ีได
จึงเปนคาของแคโรทีนอยด 
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ตอนท่ี 6 การวิเคราะหขอมูลทางจลนพลศาสตร 
 วิธีการวิเคราะหขอมูลทางจลนพลศาสตรประยุกตจากวิธีของ Dhuique-Mayer et al. 

(2007) โดยพบวาถาการสลายตัวของบีตาแคโรทีนมีลักษณะเปนไปตามปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง จะมี
สมการความสัมพันธดังนี้   

    kt
C
C

−=⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛

0

ln      (3.1) 

 
โดยท่ี  C0 เปนคาความเขมขนของบีตาแคโรทีนเร่ิมตน (ไมโครกรัมตอกรัม) 

  C เปนคาความเขมขนของบีตาแคโรทีนท่ีเวลา t ใดๆ (ไมโครกรัมตอกรัม) 

  k เปนคาคงท่ีอัตราท่ีอุณหภูมิหนึ่ง (ตอช่ัวโมง) 
  t เปนระยะเวลาท่ีใหความรอน (ช่ัวโมง) 
 จากสมการ (3.1) เม่ือใชโปรแกรมสําเร็จรูป Excel สรางกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวาง ln (C/C0) กับเวลา และเพ่ิมเสนแนวโนมแบบเชิงเสนจะไดกราฟเปนเสนตรงซ่ึงมีคา 
ความชันเทากับ -k ท่ีอุณหภูมิหนึ่ง จากคา k ท่ีหาไดจากคาความชันจากสมการของเสนแนวโนม 
สามารถนําไปหาคา Ea และคา D ไดดังนี ้
 จากสมการอารรีเนียส  
 

    ⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛−

= RT
Ea

ekk 0
     (3.2) 

 
โดยท่ี k เปนคาคงท่ีอัตราท่ีอุณหภูมิ T  

  k0 เปนคา pre-exponential factor 

  Ea เปนพลังงานกอกัมมันต (กิโลจูลตอโมล) 

  R เปนคาคงท่ีแกสเทากับ 8.314 จูลตอโมล เคลวิน 
  T  เปนอุณหภูมิสัมบูรณ (เคลวนิ) 

 จากสมการ (3.2) เม่ือใชโปรแกรมสําเร็จรูป Excel สรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง 
ln k กับ 1/T และเพิ่มเสนแนวโนมแบบเชิงเสนจะไดกราฟเปนเสนตรงซ่ึงมีคาความชันเทากับ      
-Ea/R โดยสามารถคํานวณหาคา Ea ไดจากคาความชันจากสมการของเสนแนวโนม 
 จากสมการท่ีใชในกระบวนการทางอาหารท่ัวไป 
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     (3.3) 
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 ดังนั้น   
( )

kk
D 303.210ln

==     (3.4) 

 
 โดยท่ี D เปนคา decimal reduction time ท่ีอุณหภูมิหนึ่ง 

และจากสมการแสดงความสัมพันธระหวางคา D และ คา z ท่ีอุณหภูมิใดๆ  
 

    ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛−

= z
T

oDD 10      (3.5) 

 
 เม่ือใชโปรแกรมสําเร็จรูป Excel สรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง log D กับ
อุณหภูมิ และเพิ่มเสนแนวโนมแบบเชิงเสนจะไดกราฟเปนเสนตรงท่ีมีคาความชันเทากับ -1/z ซ่ึง
สามารถคํานวณหาคา z ไดจากคาความชันท่ีไดจากสมการของเสนแนวโนมนั่นเอง 
 
 


