
2.1 อุปกรณ์และสารเคมีทใช้ในงานวิจัย

2.1.1 อุปกรณ์การทดลอง

คอล ัม น ์ HPLC(nonrtal phase) silica phase รุ่น shim-pack CLC-SIL ขนาด (ID)

6.0 mm ยาว15 cm ของบริษ ัท Shimadzu ประเทศญ ี่ป ุน

คอล ัม น ์ HPLC(reverse phase) C18 รุ่น spherisorb 5 ODS(2) ขนาด (เอ) 4.6 mm 

ยาว 25 cm ของบริษ ัท Phenomenex ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

คอล ัม น ์ GC (capillary column) รุ่น SE-30 ขนาด (เอ) 0.32 mm ยาว 30 m ของ 

บริษ ัท Alltech ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

เครองกำเนิดคลื่นอุลตราโซนิค (sonicator) รุ่น D200 บริษ ัท D .s .c . group ประเทศ

ไต้หวัน

เครองเขย่าผสม (vortex) รุ่น Vortex-Genie 2 ของบริษ ัท Scientific Industries 

ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

เครืองซ ังแบบละเอ ียด(electronic balance) รุ่นFX-180A ของบริษ ัท A&D ประเทศ

ญ ี่ป ุน
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เครืองช ังแบบหยาบ (electronic balance) รุ่น FX-3000 ของบริษ ัท A&D ประเทศ

ญ ี่ป ่น

เครืองทำให้ระเหยเป็นไอ (rotary evaporator) รุ่น RE 52 ของบริษ ัท Yamato ประเทศ

ณ ี่ป ่น

เครืองบ ีบอ ัดไฮดรอดิก (hydraulic press) รุ่น 10T ของบริษ ัท รอยัล แมชชีนเนอรี่ จำกัด 

ประเทศไทย

เครืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น บV-3100ฑองบ'ริษัท Shimazu 

ประเทศญ ี่ป ุน

เครืองวัดสี Minolta Chroma Meter รุ่น CR-310 และ sample cell ขนาด 10 mm ของ 

บริษ ัทท Minolta ประเทศญ ี่ป ุน

เครื่อง HPLC รุ่น LC-6A ช ุดควบค ุมระบบ SLC-6A และเครื่องว ิเคราะห ์ผล C-R4A 

chromatopac ของบริษ ัท Shimadzu ประเทศญ ีป ่น

เครื่อง GC รุ่น 15-A ของบริษ ัท Shimadzu ประเทศญ ี่ป ุน

เครือง Kjeldahl (digestion unit Buchi รุ่น 425 และ distillation unit Buchi รุ่น 315 ) 

อ ัดจำหน่ายโดยบริษ ัทเบคไทย ประเทศไทย

เครื่อง Pulvis Mini Bed รุ่น GA-22 ของบริษัท Yamato ประเทศญ ี่ป ่น

เครื่อง soxhlet extractor หรือ ช ุดสกัดสาร ( new multipurpose extractor รุ่น 

6.30002 ) ของบริษ ัท Normschliff Geratebau อัดจำหน่ายโดย บริษ ัท ไชแอนติทิเค โปรโมซั่น 

จำกัด
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เครอง spray dryer ของห้อง lab food processing ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร 

คณ ะว ิทยาศาสตร ์ จ ุฬาลงกรณ ์มหาวิทยาลัย

ต ู้อบแห ้งส ุญ ญากาศ (vacuum drying oven) รุ่น DP-41 ของบริษ ัท Yamato ประเทศ

ญ ี่ป ุน

เตาเผารุ่น carbolite control 201 จ ัดจำหน่ายโดยบริษ ัท ไซแอนตินิกโปรโมซั่น จำกัด 

ประเทศไทย

นอกจากนี้ย ังมีอ ุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลองทั่วไป ได้แก่ หลอดทดลอง กรวยแยก กระบอก 

ตวง บ ิก เกอร ์ ป ิเปต บิวเรต หลอดหยด แท่งแก้วคน จุกยาง ขวดรูปชมพู่ กระดาษกรอง 

เทอร ์โมม ิเตอร์ hotplate และ electromental เป ็นต้น
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2.1.2 สารเคมื

สารเคมี
กรดชัลฬุรก

เกรด 1 บริษัทผู้ผลิต
commercial grade 1 ประเทศไทย

กรดอะซ ิต ิก

กรดไฮโดรคลอดิก(37%) 

แก๊สไนโตรเจนบริสุทธิ้

analytical grade 1 Maillinckrodt ประเทศสหรัฐอเมร ิกา 

analytical grade 1 J.T. Baker ประเทศสหรัฐอเมร ิกา 

purity 99.99% 1 TIG Co. ประเทศไทย

แก๊สไฮโดรเจนบริสุทธิ้ purity 99.99% 1 TIG Co. ประเทศไทย

คลอโรฟอร์ม 

คอปเปอร์ชี'ลเฟต

analytical grade 1 J.T. Baker ประเทศสหรัฐอเมร ิกา 

analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

คาร์บอนเตตระคลอไรด ์ analytical grade 1 Carlo Erba ประเทศอ ิตาล ี

โซเดียมคลอไรด์ analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

โซเดียมไธโอซัลเฟต analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 

โซลูเบิล สตาร์ท

analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน  

commercial grade 1 ประเทศไทย 

commercial grade 1 ประเทศไทย

ไดเอธ ิลอ ีเทอร์ analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

ป ิโตรเล ียมอ ีเทอร ์ 

โปแตสเชียมช้ลเฟต

analytical grade 1 Maillinckrodt ประเทศสหรัฐอเมร ิกา 

analytical grade 1 Carlo Erba ประเทศอ ิตาล ี

โปแตสเชียมไอโอไดด์ analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

โปแตสเชียมไฮดรอกไซด์ analytical grade 1 Carlo Erba ประเทศอ ิตาล ี

ทีเนอฟทาลีน analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

เมธานอล analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

เมธานอล 

อะซิโตน

เอธ ิลแอลกอฮอล ์95 %

HPLC grade 1 Maillinckrodt ประเทศสหรัฐอเมร ิกา 

commercial grade 1 ประเทศไทย 

commercial grade ประเทศไทย

ไอโอดีน analytical grade 1 Carlo Erba ประเทศอ ิตาล ี

เอกเชน analytical 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

เฮกเซน analytical 1 Maillinckrodt ประเทศสหรัฐอเมร ิกา
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เอกเซน

BF3 -  Methanol 

Wij’s solution

commercial grade 1 ประเทศไทย 

analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน  

. analytical grade 1 Merck ประเทศเยอรม ัน

2.1.3 สารมาตร1ฐาน

สารเคมี เกรด 1 บริษัทผู้ผลิต
กรดไขมันมาตรฐานในรูปเมธ ิลเอสเทอร์6 ชนิด

C15:0 ME analytical grade 1 Sigma ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

( pentadecanoic acid methyl ester )

C16:0 ME analytical grade 1 NU-CHECK-PREP ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

( hexadecanoic acid methyl ester)

C18:0 ME analytical grade 1 NU-CHECK-PREP ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

( octadecanoic acid methyl ester )

C l8:1 ME analytical grade 1 NU-CHECK-PREP ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

( 9 - octadecanoic acid methyl ester)

C18:2 ME analytical grade 1 NU-CHECK-PREP ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

( 9,12 -  octadecanoic acid methyl ester )

C20:0 ME analytical grade 1 Sigma ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

( eicosanoic acid methyl ester )

สาร sesamol analytical grade 1 Sigma ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

สาร y - tocopherol analytical grade 1 Sigma ประเทศสหรัฐอเมร ิกา

ฯ : ^ & . า
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2.2 วิธีดำเนินงาน'วิจัย

2.2.1 การเตรึยมวัตถุดิบ

ทำความสะอาดเมล ็ดงา ที่ใช้ในการทดลอง คือ เมล็ดงาขัดขาว (รูปที่2.1)และ 

เมล ็ดงาดำเกษตร (รูปที่2.2) โดยเอาเมล็ดงาไปร่อนเอาปุน ผง กรวด ทราย เศษใบไม้ และ อื่นๆที่ 

ป ะปนมาออก แล้วนำเมล็ดงาไปบรรจุใส่ถ ุง polyethylene (PE) เก ็บไว้ในห้องเย็นอุณหภูม ิ 4 °c  

สำหรับนำไปทำการทดลองในขั้นตอนต่อๆไป

2.2.2 วิเคราะห์องค์ประกอบของเมล็ดงาท่ีใซในการทดลอง

นำเมล ็ดงาข ัดขาวและเมล ็ดงาดำเกษตรท ี่ใช ้ในการทดลองมาว ิเคราะห ์หาองค ์ 

ประกอบ คือ ความชื้น ไขมัน โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และ เถ้า โดยใช้วิธีตาม experimental 

procedures-estimation of major food constituents (James,1995)

2.2.2.1 เถ้า

Muffle furnace at 550 ๐c

2.2.2.2 ความชื้น

Evaporation (loss on drying) method : Vacuum oven at 70 ๐c

2.2.2.3 ไขมัน

Gravimetric solvent extraction procedure : Soxhlet extraction

2.2.2.4 โปรตีน

The Kjeldahl method

2.2.2.5 คาร์โบไฮเดรต 

By different :

%Carbohydrates = 100 -  [% Moisture + %Ash + %Fat + %Protein ]
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รูปที่ 2.1 เมล็ดงาขัดขาว
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2.2.3 หาความส้มพันธ์ของการค่ัวเมล็ดงากับปริมาณน้ํามันท่ีสกัดได้จากเมล็ดงา

2.2.3.1 เตรียมนํ้าม ันงา

2.2.3.1.1 ค ั่วเมล ็ดงา

นำเมล ็ดงาท ี่เก ็บไว ้มาค ั่วโดยใช ้กระบวนการค ั่วแบบลมเปา( turbo roasting ) 

ซ ึ่งด ัดแปลงมาจาก เครื่องรpray dryer ความเร็วลม 2.3 - 2.5 เมตรต่อวินาท ี โดยแปรผัน 2 

ป ัจจ ัย คือ อ ุณ หภ ูม ิ 150, 175, และ 200 °c กับเวลา 5, 10,15 และ 20 นาที ทำ 3 ซ้ํา เก ็บเมล ็ด 

งาที่ผ ่านการคั่วไว่ในถุง polypropylene (PP) บรรจ ุแบบส ุญญ ากาศ (vacuum pack)

2.2.3.1.2 บ ีบลก ัดน ํ้าม ันงา

นำเมล ็ดงาท ี่ผ ่านการค ั่วแล ้วมาบ ีบสก ัดน ํ้าม ัน ด ้วยเคร ื่องบ ีบอ ัดน ํ้าม ันแบบ

ไฮดรอลิก โดยใช้แรงอัดอ่านค่าที่เครื่อง 8 ดัน (125.75 ก ิโลกรัมต ่อตารางเซนติเมตร ) นำน ํ้าม ัน 

ท ี่ได ้ไปกรองกำจ ัดเศษกากเมล ็ดงาท ี่ปะปนมา แล้วบรรจุเก็บไว้ในขวดพลาสติก เป่าไนโตรเจน

แก๊สแทนที่อากาศในขวดพลาสต ิก(Nitrogen Flushing) เป็นเวลา 45 - 6 0 ว ินาท ี ป ิด ฝาขวดพัน 
พาราฟ ิล ์ม แล้วนำไปเก็บไว้ในห้องเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2.2.3.2 ว ัดปร ิมาณน ํ้าม ันงา ( %พ/พ ) ท ี่สก ัดออกมาได ้เปร ียบเท ียบก ับปร ิมาณน ํ้าม ันงา

ท ี่สก ัดออกมาได ้จากเมล ็ดงาท ี่ไม ่ผ ่านการค ั่ว และท ี่ผ ่านการค ั่วท ี่อ ุณหภ ูม ิและเวลาต ่างๆ และ 

เปร ียบเท ียบปริมาณน ํ้าม ันระหว่างเมล ็ดงาข ัดขาวและเมล ็ดงาดำเกษตร

2.2.4 วิเคราะห์คุณสมบ้ติ คุณภาพของน้ํามันงาทีเตริยมได้

นำนํ้าม ันงาท ี่สก ัดได ้จากข้อ 2 มาว ิเคราะห ์ เพ ื่อหาสภาวะการค ั่วท ี่เหมาะลมสำหร ับ

สก ัดน ํ้าม ันงา โดยม ีน ํ้าม ันงาท ี่สก ัดได ้จากเมล็ดงาท ี่ไม ่ผ ่านการคั่วเป ็นต ัวเปรียบเท ียบ (blank) ดัง

น้ี

2.2.4.1 ว ิเคราะห ์ล ีของน ํ้าม ันงาต ัวอย่าง

นำน ี้าม ันงาต ัวอย่างมาใส่ในเซลท ี่ใส ่ต ัวอย่างแบบเหลว(sample cell) จนถึงขีดที่ 

บอกไว้ แล ้วนำไปวัดล ีท ี่เครื่องวัดล ี Minolta Chroma Meter CT-310 ตามวิธีการใช้งานของ

เครื่อง
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2.2.4.2 ว ิเคราะห ์ค ุณลมบตทางเคม ีของน ํ้าม ันงาต ัวอย ่าง

2.2.4.2.1 ค ่าความเป ็นกรด (acid va lue, AV)

ชั่งน ํ้ามันตัวอย่าง 0.5 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ทา! เต ิมเอธานอล 

ท ี่ร ้อนจากการอุ่นในพater bath 50 ทา! แล ้วนำลารละลายที่ได ้ไปอุ่นในพลter bath และนำมาไต 

เตรทขณะร้อนกับสารละลาย โปแตสเชียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 M โดยใซ้ฟ ินอฟทาลีนเป็นอิน 

ด ิเคเตอร ์จ ุดย ุต ิด ูจากล ีของลารละลายจาก ไม ่ม ีล ีเป ็นล ีชมพ ู ทำชุดควบคุมโดยไม่ต ้องใช ้น ํ้าม ัน

สูตรการคำนวณ

ค่าความเป็นกรด ะะ ( T - B ) x  ทา X  56.11

พ

กำหนดให้ B คือ ปริมาตรที่ใข้ของโปรแตสเชียมไฮดรอกไซด์ในชุดควบคุม(ทา!)

T คือ ปริมาตรที่ใข้ของโปรแตสเชียมไฮดรอกไซด์ในขวดตัวอย่าง(ทา!)

พ  คือ น ํ้าหนํกของนํ้าม ันต ัวอย่าง(กรัม)

ทา คือ ความเข้มข้นของโปแตลเชียมไฮดรอกไซด์(M)

2.2.4.2.2 ค่าไอโอดีน (iodine value, IV)

ก. การเตรียมโซเดียมไธโอชัลเฟต (Na2S20 3.5H20 ) 0.25 M เตรียมโดย 

ละลายโซเดียมไธโอชัลเฟตหนัก 62.5 กรัม ในน ํ้ากล ั่นท ี่ต ้มเด ือดแล้ว และทำให้เย็นใหม่ๆ เติม 

โซเดียมคาบอเนตหนัก 0.1 กรัมลงไป แล ้วทำให ้ปร ิมาตรสารละลายเป ็น 1 ลิตร เก็บสาร

ละลายน ี้ในขวดลีน ํ้าตาล

ข. การเตรียมนี้าแป้ง เพ ื่อใช้เป ็นอินดิเคเตอร์ โดยนำแป้งท ี่ละลายน ํ้าได ้

(soluble starch) หน ัก1.0 กรัม มาละลายในน ํ้าเล ็กน ้อย คนให้เป ็นแป้งเป ียกในบีกเกอร์ขนาด 

250 ml เทนี้าร ้อนที่เด ือด 100 ml ลงไปแล้วคนให้แป้งละลาย ต ้มสารละลายท ี่ได ้ 1 นาที แล้ว 

ทำสารละลายท ี่ได ้ให ้เย ็น เติมโปแตสเชียมไอโอไดด์ หนัก 2 กรัม คนสารละลายที่ได ้ให ้ผสมกัน 

แล้วเก ็บไวิในขวดที่ม ีจ ุกอุด

ชั่งน ี้ามันตัวอย่าง 0.2 - 0.3 กรัมลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml เติม 

คาร์บอนเตตระคลอไรด ์ 10 ml เต ิมสารละลายว ิจล ้ 25 ml พร้อมท ั้งเขย ่าเบาๆ นำสารละลาย 

ไปเก็บไว้ในที่ม ีดนาน 30 นาที แล ้วนำออกมาเต ิม 10 % โปแตสเชียมไอโอไดด์ 20 ml และ เติม 

น ี้า ก ล ั่น 100 m lเขย่าสารละลายให้เข ้ากัน นำมาไตเตรทกับโซเดียมไธโอชัลเฟตเข้มข้น 0.25 M
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จนสารละลายท ี่ได ้ม ีส ืชาอ ่อน เต ิมน ํ้าแป้ง 2 ml จะได ้สารละลายสีน ํ้าเง ินนำไปไตเตรทต่อจนสิน ํ้า 

เง ินของสารละลายจางหายไป ทำชุดควบคุมโดยไม่ต ้องใช้น ํ้ามัน

สูตรการคำนวณ

ค่าไอโอดีน = ( B - T ) *  0.03175 * 100

พ
กำหนดให้ B คือ ปริมาตรที่ใช้ของโซเดียมไธโอซัลเฟตในชุดควบคุม(๓!)

T คือ ปริมาตรที่ใช้ของโซเดียมไธโอชัลเฟตในขวดตัวอย่าง(๓!)

พ  คือ น ํ้าหม ักของน ํ้าม ันต ัวอย ่าง(กรัม)

-  1๓1 0.25 M thiosulphate solution = 0.03175 กรัม iodine

2.2.4.2.3 ค ่าสปอนนิฟ ิเคช ัน ( saponification va lue, SV)

ชั่งนํ้ ามันต ัวอย่าง 0.75 -  1.25 กรัมใส่ลงในขวดกลั่นก้นแบนขนาด 250 ๓! 

เต ิมเศษกระเบ ื้องเล ็กน ้อย เติมโปแตสเชียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.5 M 25 ml นำขวดกลั่นก้น

แบนไปรีฟลักช์นาน 30 นาที นำสารละลายที่ได ้ขณะร้อนไปไตเตรทแบบย้อนกลับด้วยกรดไฮโดร 

คลอลิกเข ้มข ้น 0.5 M โดยใช้ทีเนอฟทาสีนเป็นอินดิเคเตอร์ ( ไตเตรทโดยเร็ว ) จ ุดย ุต ิด ูจากสีของ 

สารละลายจากส ีชมพ ูเป ็นไม ่ม ีส ี ทำชุดควบคุมโดยไม่ต้องใช้นํ้ามัน

สูตรการคำนวณ

ค่าสปอนนิทีแคชั่น =  ( T - B ) x  ๓  X 56.11

พ
กำหนดให้ B คือ ปริมาตรที่ใช้ของกรดไฮโดรคลอริกในชุดควบคุม(๓!)

T คือ ปริมาตรที่ใช้ของกรดไฮโดรคลอริกในขวดตัวอย่าง(๓!)

พ  คือ น ํ้าหมักของนํ้าม ันต ัวอย่าง(กรัม)

๓  คือ ความเข้มข้นของโปแตสเชียมไฮดรอกไซด์ (M)

2.2.4.2.4 ค ่าเปอร์ออกไซด์(peroxide value 1 PV )

ชั่งน ํ้ามันตัวอย่าง 2 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ 250 ๓1 เต ิมสารละลายกรดอะ 

ซิติก : คลอโรฟอร์ม ( 3:2 ) 30 ๓1 คนสารละลายให้เข ้ากัน เต ิมสารละลายโปแตสเช ียมไอโอไดด์
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อิ่มต ัว 0.5 ml เขย่าสารละลายให้!,ข ้าก ันประมาณ 1 นาที เต ิมน ํ้ากล ั่น 30 ml นำสารละลายท ี่ได ้ 

มาไตเตรทกับโซเดียมไธโอซัลเฟตเข้มข้น 0.01 M จนสารละลายท ี่ได ้ม ีส ีชาอ ่อนเต ิมน ํ้าแป ้ง 2 ml 

จะได ้สารละลายส ีน ํ้าเง ินนำไปไตเตรทต ่อจนกระท ั่งส ีน ํ้าเง ินของสารละลายจางหายไปเป ็นไม ่ม ีส ี 

ทำชุดควบคุมโดยไม่ต ้องใช ้น ํ้าม ัน

สูตรการคำนวณ

ค่าเปอร์ออกไซด์ ะ= ( B - T  ) X m X 100

พ

กำหนดให้ B คือ ปรมาตรที่ใช้ของโซเดียมไธโอชัลเฟตในชุดควบคุม(ml)

T คือ ปริมาตรที่ใช้ของโซเดียมไธโอซัลเฟตในขวดตัวอย่าง(ml)

พ  คือ น ํ้าหนักของนํ้าม ันต ัวอย ่าง(กรัม) 

m คือ ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไธโอชัลเฟต (M)

2.2.4.3 ว ิเคราะห์กรดไขมันในนํ้าม ันงาตัวอย่าง

2.2.4.3.1 นำกรดไขมันมาตรฐานที่ม ีรายงานว่าม ีในนํ้าม ันงาตามตารางท ี่ 1-3 ในบทที่1 

มี palmitic acid(C16:0) 1 stearic acid(C18:0), oleic acid(C18:1), linoleic acid(C18:2) และ 

arachidic acid(C20:0) ในรูปเมธิลเอสเทอร์ซ ึ่งล ั่งซ ื้อจากบริษ ัท Sigma และ บริษ ัท NU- 

CHECK-PREP นำมาฉีดวิเคราะห์ท ี่เครอง GC ใช้สภาวะตามข้อ 2.2.4.3.3 เพ ื่ออาศ ัยเปรียบ 

เท ียบเวลาชะ (retention time) ก ับกรดไขมันที่ม ีในนํ้าม ันงาตัวอย่าง

2.2.4.3.2 หาปริมาณกรดไขมัน(เปอร์เซ ็นต์)ในนํ้ามันงา โดยการเตรียมอน ุพ ันธ์เมธ ิลเอล 

เทอร์(methy ester derivatives) ของกรดไขมันในนํ้ามันงาตัวอย่าง

ชั่งน ํ้าม ันต ัวอย่าง 1 กรัม ลงในขวดกลั่นก้นกลมขนาด 25 ml เติม โซเดียม 

ไอดรอกไซด์เข้มข้น 0.5 M 4 ml ใส ่เศษกระเบ ื้อง 2 -  3 ชิ้น นำไปรีฟลักซ์นาน 15 นาที แล้ว 

เติม BF3 -Methanol reagent 4 ml เติมขณะรีฟลักซ์แล้วรีฟลักซ์ต ่ออีก 3 นาที แล้วเต ิมเอกเชน 

1 ml ร ีฟล ักซ ์ต ่อ 1 นาที ยกออกจากเตาให ้ความร้อนรอจนสารละลายอุ่น นำมาเต ิมโซเด ียมคลอ 

ไรด์ท ี่อ ิ่มต ัวจนถึงคอขวด ดูดชั้นของเอกเชน(ซนบน) ซ ึ่งค ือเมธิลเอสเทอร์ของกรดไขมันออกมา

เก ็บในหลอดทดลองป ิดไว ้เตร ียมฉ ีดว ิเคราะห ์GC ตามสภาวะในข้อ 2.2.4.3.3



2.2.4.3.3 การวิเคราะห์ด้วยเครอง GC

นำอนุพ ันธ ์ฌธิลเอสเทอร์ท ี่เตรียมได้จากข้อ 2.2.4.3.1 และ 2.2.4.3.2 

ว ิเคราะห ์ด ้วยGC โดยใช้สภาวะการทดลองดังน ี้

สภาวะที่ใชโนการวิเคราะห์กรดไขมันในนํ้ามันงา

คอล ัมน ์ : SE -  30 (capillary column)

ขนาด (ID) 0.32 mm ยาว 30 m

การตรวจวัด 

อ ุณ หภ ูม ิคอล ัมน ์

อ ุณ หภ ูม ิอ ิน เจคเตอร ์ 

อ ุณ หภ ูม ิด ีเทคเตอร ์ 

แก๊สตัวพาไนโตรเจน 

ความดันไฮโดรเจน 

ความด ันอากาศ 

ปริมาตรในการวิเคราะห ์ 

สารตัวอย่าง

: Flame Ionization Detector (FID)

: โปรแกรมเทมเพอร์เรเจอร์ 

อ ุณหภ ูม ิเรมต ้น = 150 ° c  เป ็นเวลา 1 นาที 

อ ัตราการเพิ่ม = 150 - 175 ° c  อ ัตราเพ ิ่ม 1.5 ° c  / นาที 

= 175-200 ° c  อ ัต รา เพ ิ่ม 1 ° c / นาที  

= 200 - 235 ° c  อ ัตราเพ ิ่ม 1.5 ° c  / นาที 

อ ุณหภ ูม ิส ุดท ้าย = 235 ° c  

ะ 2 5 0 ° c  

: 2 5 0 ° c

: ความด ัน 1.0 กิโลกรัม / ล ูกบาศก์เซนต ิเมตร 

: 0 .5 ก ิโลกร ัม /ล ูกบาศก ์เซนต ิเมตร 

: 0.5 ก ิโลกร ัม /ล ูกบาศก ์เซนต ิเมตร 

: 1 ไมโครลิตร

: เตร ียมน ํ้าม ันงาเป ็นเมธ ิลเอสเทอร์

: C15 :0internal standard
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2.2.4.4.1 สร้างกราฟมาตรฐานของสารกันหืน (antioxidants) ใน,นํ้ามันงา ซึ่งมีสาร 
sesam ol, sesam in, sesamolin และ y -tocopherol โดย standard sesam ol และ standard 
y -tocopherol ชือจากบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา ส่วน standard sesamin และ 
standard sesamolin สกัดจากนํ้ามันงาตามวิธีของ Haslem และ Haworth ในป ีค.ศ.1955 ซ่ึง 
แสดงขั้นตอนไว้ตังรูปที่ 2.3 นำสารที่สกัดได้มาตรวจสอบความบริสุทธึ๋โดยใช้วิธีทินเสเยอร์โครมา 
โทกรวฟิ(thin layer chromatography: TLC ) ให ้ n-hexane : ethyl acetate (2:1)เป็น solvent 
จากมันนำไปตรวจสอบโครงสร้างสารท ีสกัดได้ด้วยเครืองท น clear magnetic resonance(NMR) 
นำ standard antioxidants ทังหมดมาทำ absorption spectrum ด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer) เพือสแกนหาความยาวคลืน(maximun wavelength :Xmax)ที่จะใชในการ 
ตรวจวิเคราะห์ที่เครื่อง HPLC

2.2.4.4 วิเคราะห์สารกันหืนในน้ํามันงาตัวอย่าง

เตรียมสารละลายมาตรฐานให้มีความเข้มข้นต่างๆ ฉีดสารละลายมาตรฐาน 
แต่ละความเข้มข้นเข้าเครื่อง HPLC ตามสภาวะที่ใช้'ของแต่ละสาร'ไน'ข้อ2.2.4.4.3 แล้วนำพื้นที่ใต้ 
พีคโครมาโตแกรม(peak area) ที่ได้มาทำกราฟมาตรฐานของสาร เพื่อใช้คำนวณหาปริมาณสาร 
กันหืนในนํ้ามันงาตัวอย่าง

2.2.4.4.2 หาปริมาณสารกันหืนในนํ้ามันงา โดยเตรียมสารละลายตัวอย่างนํ้าม ันงา ช่ัง 
นํ้าม ันงาตัวอย่าง 1 กรัม เติมนอร์มอลเฮกเซนปรับปริมาตรให้เป็น 5 มิลลลิตร กรองด้วยกระดาษ 
กรอง PTFE แล้วนำไปฉีดที่เครื่อง HPLC ตามสภาวะในข้อ 2 .2 A 4 .3  นำพื้นที่ใต้พีคโครมาโท
แกรมไปคำนวณกับกราฟมาตรฐานแต่ละสารจากข้อ 2.2.4.4.1
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นํ้ามันงา ( 200 ml )

\|/
ละลาอในอะซิโตน ( 1500 ml )

\|/
แซ่เยินใน acetone saturated with solid carbondioxide (-50 °C) 1 คืน

\[/
กรองที่อุณหภุมิ -20 ๐c

ส่วน filtrate 

ระเหย acetone ออก 

สปอนนิrJเคซนด้วย

5 % alcoholic potassium hydroxide 

(50 ml) 1 ช่ัวโมง

\j/
เติมนํ้ากลั่น 200 ml 

เกิดเป็น soap solution

^  ะสกัดด้วย diethy ether 120 ml 3 ครัง

nI'
ระเหย diethy ether ออก

I
filtrate

ละลายใน chloroform 1 ml

J /
เติม light petroleum ether (bp 90-120 C) 

จนกระทั่งเกิดความขุ่น

สกัดด้วย ethanol

\|/
เอาชัน ethanol solution

^
ระเหย ethanol ออก

glyceride crystals - ^ .  ทิง

ต้ังท้ิงใว้ 1 คืน

'i/
sesamin crystals

yellow resin

'i/
ละลายใน diethyl ether 10 ml 

ท้ิงไว้ 1 คน

4
sesamin crystals (more yield)

Sesamolin crystals ( white solid)

รูปที 2.3 ขันตอนการสกัดสาร sesamin และ sesamolin ( Haslem and Haworth 11955 )
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นำสารละลายที่เตริยมได้จากข้อ 2.2.4.4.1 และ 2.2.4.4.2 ไปวิเคราะห์ด้วย 
HPLC โดยใช้สภาวะการทดลองดังนี้

2.2.4.4.3 การวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC

สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ลารกันหืนในนํ้ามันงา (sesam ol 1 sesamin และ sesamolin) 
คอลัมน์ : คอลัมน์สำหรับวิเคราะห์( analytical column)

reverse phase ( (ว.18 :spherisorb 5 ODS(2) ) 
ขนาด (ID) 4.6 mm ยาว 25 cm

สารละลายดัวพา 
สารละลายตัวล้าง 
อัตราการไหล 
อุณหภูมิคอลัมน์

: 75 % เมธานอลในนี้าที่ขจัดไอออนทวีคูณ 
: 80 % เมธานอลในนี้าที่ขจัดไอออนทวีคูณ 
: 0.8 ม ิลล ิล ิตร/นาท ี 
: อุณหภูมิห้อง

ความยาวคลื่นการตรวจวัด 
ตัวทำละลายมาตรฐาน  
ตัวทำละลายนํ้ามันงาตัวอย่าง 
สารตัวอย่าง
ปริมาตรในการวิเคราะห์

: คลื่นอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 298 นาโนเมตร 
: 75 % เมธานอลในนํ้าที่ขจัดไอออนทวีคูณ 
: นอร์มอลเฮกเชน
: นี้ามันงา 1 กรัมในเฮกเชนปริมาตรรวม 5 ml 
: 5 ไมโครลิตร

สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์สารกันหืนในนี้ามันงา ( y-tocopherol)
คอลัมน์ : คอลัมน์สำหรับวิเคราะห์( analytical column)

normal phase ( silica phase : CLC-SIL ) 
ขนาด (เอ) 6.0 mm ยาว 15 cm

สารละลายตัวพา ะ นอร์มอลเฮกเชน : ไอโชโพรพานอล ะ เอธานอล

สารละลายตัวล้าง 
อัตราการไหล

( 100 : 0.3 : 0.2 )
: นอร์มอลเฮกเซน 
: 0.8 ม ิลล ิล ิตร/นาท ี
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อุณหภูมิคอลัมน์ 
ความยาวคลื่นการตรวจวัด 
ตัวทำละลายสารมาตรฐาน

ตัวทำละลายน์าม้'นงาตัวอย่าง 
สารตัวอย่าง
ปริมาตรในการวิเคราะห์

: อุณหภูมิห้อง
: คลื่นอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 295 ททา 
: นอร์มอลเฮกเซน : ไอโซโพรพานอล : เอธานอล 

( 100 : 0.3 : 0.2 )
: นอร์มอลเอกเซน
: นํ้ามันงา 1 กรัมในเอกเชนปริมาตรรวม 5 กา!
: 5 ไมโครลิตร

-  2.2.4.5 ทดสอบทางประสาทลัมผัส (sensory test)
ใช้ผู้ทดสอบที่ไม่ผ่านการ'ฝึกฝนมากกว่า 20 คน มาทำแบบทดสอบ ตามข้อ

2.2.4.5.1 และ 2.2.4.5.2 ( ภาคผนวก ข )
2.2.4.5.1 ทดสอบ triangle test เพื่อคัดเลือกผู้ทดสอบที่จะสามารถนำข้อมูลของผู้ 

ทดสอบในข้อ 2.2.4.5.2 ไปใช้วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติได้
2 .2.4.5.2 ทดสอบ hedonic scale 9 points เพื่อพิจารณาการยอมรับสี กลิ่นรส และ 

ความชอบโดยรวมของผู้ทดสอบต่อผลิตภัณฑ์นํ้ามันงาตัวอย่าง

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้ analysis of variance (ANOVA) และ Turkey’s 
test หา least significant difference (LSD) เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลที่ระคับ 
ความเชื่อมั่น 95 %

2.2.4.6 ประเมินข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์คุณสมปติ และคุณภาพของนํ้ามันงาตัวอย่าง 
ตามข้อ 2.2.4 ทั้งหมดเพื่อคัดเลือกอุณหภูมิและเวลาการคั่วเมล็ดงาทั้งสองชนิดให้ได้คุณสมปต  ิ
และคุณภาพนํ้ามันงาที่เหมาะสม
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2.2.5 ความสัมพันธ์ของวิธืการบึบสกัด'นามันงา กับปริมาณ'นามันที่บึบสกัดได้และ 

คุณสมบัติ คุณภาพของนามันงาตัวอย่าง

2.2.5.1 นำเมล็ดงาขัดขาวและเมล็ดงาดำเกษตรมาคั่วที่อ ุณหภูมิและเวลาที่ประเมินได้ 
จากข้อ 2.2.3 และ ข้อ 2.2.4 แล้วนำมาสกัด,นํ้ามันงาแบ่งเป็น 3 วิธี แต่ละวิธีทำการทดลอง 3 ซ้ํา

2.2.5.1.1 ใช้เครื่องบีบอัดไอดรอลิกตามข้อ 2.2.3.1.2
2.2.5.1.2 ใช้ตัวทำละลายสกัดนํ้ามันงาจากเมล็ดงาคั่วด้วยเครื่อง soxhlet extraction 

โดยตัวทำละลายคือ นอร์มอลเอกเชนและใช้เวลาในการสกัด 6 ชั่วโมง
2.2.5.1.3 ใช้เครื่องบีบอัดไอดรอลิกร่วมกับใช้ตัวทำละลายสกัดโดยบีบสกัดนํ้ามันงาจาก 

เมล็ดงาคั่วด้วยเครื่องบีบอัดไอดรอลิกตามข้อ 2.2.5.1.1 แล้วนำกากที่ได้ไปสกัดนํ้ามันด้วยตัวทำ 
ละลาย(นอร์มอลเอกเชน) ตามข้อ 2.2.5.1.2

2.2.5.2 นำ'นามันงาที่ได้จากการสกัดแต่ละวิธีมาวัดปริมาณนํ้ามันตังเช่นข้อ 2.2.3 และ 
วิเคราะห์คุณสมบ้ติ ค ุณภาพตังเช่นข้อ2.2.4 เปรียบเทียบค่าที่ได้ กับวิธีสกัด'คั่ง3 วิธี
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