
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาคผนวก ก 
 

การวิเคราะห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
 

 

95 

ภาคผนวก ก-1 
การท าบริสุทธิ์วติามนิอทีี่สกดัจากดิสทิลเลตของน า้มนัร าข้าว 

ด้วยวธิ ีcold saponification (AOCS, 1997) 
 ขั้นตอนการท า cold saponification มีขั้นตอน ดงัน้ี 

(1) ชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอนของตวัอยา่ง  2 g  ใส่ลงใน flat-bottom flask  ขนาด 100 mL แลว้
ละลายตวัอยา่งนั้นดว้ย ethanol 96% ปริมาตร 8 mL โดยการหมุนแกว่งเบาๆ จากนั้นเติม pyrogallol 
100 mg และหมนุแกว่งเบาๆ ใหล้ะลาย แลว้พ่นแก๊สไนโตรเจน (N2) เขา้ไปแทนท่ีอากาศ จากนั้น
เติมสารละลาย KOH 60% (w/w) 4 mL แลว้พ่นแก๊สไนโตรเจนไล่อากาศอีกคร้ังก่อนปิดดว้ยจุกแกว้ 
น า flask ไปแช่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 26oC เป็นเวลา 10 นาที โดยมกีารเขยา่ตลอดเวลา ซ่ึง
ขั้นตอนต่างๆ จะตอ้งกระท าโดยไม่ใหถ้กูแสงแดดโดยตรง อาจใชข้วดสีชาหรือหุม้ดว้ย aluminum 
foil 

    (2) เติม deionized water 50 mL และถ่ายตวัอยา่งใส่ลงใน separating funnel ขนาด 250 mL 
ลา้ง flask ดว้ย diethyl ether 50 mL [Diethyl ether – peroxide free ท่ีเติม 0.1% (w/w) pyrogallol]   
เทใส่รวมกนัใน separating funnel แลว้เขยา่สกดัเป็นเวลา 1 นาที ใหเ้ปิดวาลว์ไล่ความดนัท่ีเกิดข้ึน
ดว้ย จากนั้นตั้งท้ิงไวใ้หเ้กิดการแยกชั้น ไขเอาสารละลายส่วนล่าง (aqueous layer) ใส่ separating 
funnel อนัใหม่ และสกดัซ ้าดว้ย diethyl ether 30 mL อีก 4 คร้ัง แลว้จึงรวมส่วนของ ether extracts 

    (3)  ลา้งส่วนของ diethyl ether extracts ท่ีรวมไดด้ว้ย deionized water 50 mL (เขยา่ดว้ย
ความระมดัระวงัเพื่อป้องกนัการเกิดอิมลัชนั) จากนั้นเติม hydrochloric acid 0.01 M 30 mL และเติม 
sodium sulphate anhydrous 3 g ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ เพ่ือช่วยดูดซบัน ้ า จากนั้นแยกส่วน diethyl 
ether ออกจากส่วนท่ีเป็นน ้ า เก็บสารท่ีไดใ้น round bottom flask สีชาท่ีใชส้ าหรับ rotary evaporator 

    (4) น าไประเหยไล่ diethyl ether ออกภายใตส้ภาวะลดความดนัโดยใช ้ rotary film 
evaporator ท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 40oC และความดนั 330  mbar ถา้ยงัมีส่วนของเหลวเหลืออยูใ่น round 
bottom flask ใหเ้ติม ethanol 99% และน าไประเหยซ ้าอีกคร้ังท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 40oC และความดนั 
72 mbar จากนั้นลา้งส่วนท่ีเหลือดว้ยอะซิโตไนไตรล ์ แลว้ถ่ายสารละลายใส่ใน volumetric flask 
ขนาด 50 mL พร้อมปรับปริมาตรดว้ยอะซิโตไนไตรล ์และเก็บไวใ้นตูแ้ช่แข็งอุณหภูมิต  ่ากว่า -20oC 
ก่อนวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของวิตามินอีเคร่ือง HPLC  
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ภาคผนวก ก-2 
การวเิคราะห์ปริมาณแอลฟา-, แกมมา-, เดลตา-โทโคเฟอรอล  

ด้วยเทคนิค RP- HPLC (Rangkadilok  et al, 2010) 
 วิเคราะห์หาปริมาณวิตามินอีโดยใชเ้คร่ือง  HPLC ยีห่อ้ Knauer : EZchrom Germany ใช้
คอลมัน์ชนิด reversed C18, YMC-Pack ODS-A, S-5 12 µm, 12 nm, 50×4.6 mm โดยมีส่วนของ Guard 
column ชนิดเดียวกบัคอลมัน์ และฉีดสารตวัอยา่งเขา้สู่คอลมัน์แบบ Manual injection ตรวจวดั
ปริมาณสารตวัอยา่งดว้ย diode array detector (DAD- detector) max 295 nm  
 

สภาวะของเคร่ือง HPLC ที่ใช้ในการวเิคราะห์ 
 Column type            : reversed C18, YMC-Pack ODS-A, S-5 12 µm, 12 nm, 50×4.6 mm 
 Mobile phase            : 5% น ้ าปราศจากไอออน (ultrapure  water) : 10% เมทานอล  

           (methanol) : 85% อะซิโตไนไตรล ์(acetonitrile)  
Isocratic condition : 5:10:85 

 Flow rate     : 1.0 mL/min 
 Detector   : diode array detector (DAD- detector) max 295 nm 
 Injection volumn  : 20 µL 
 Analysis time  : 30 นาที 
 Column temperature : 30oC 
 Calibration  : External standard calibration  
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ภาคผนวก ข-1 
ความสามารถในการจบัอนุมูลอสิระ DPPH radical 

 ความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ DPPH radical  สามารถค านวณโดยวิธีท่ีอา้งอิง จาก 
Kim (2005) 

DPPH scavenging effect (%) = [(AO-A1) / (AO) ×100] 

AO = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 nm ของปฏิกิริยาควบคุม (สารละลาย blank ท่ี
ไม่มีการเติมวิตามินอี) 

A1 = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 nm ของสารละลายตัวอย่างท่ีมีการเติม      
วิตามินอี 

 
ภาคผนวก ข-2 

การยบัยั้งการเกดิปฏกิริิยาออกซิเดชันของกรดลโินเลอกิ (%) 

การยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก (%) สามารถค านวณโดยวิธีท่ี
อา้งอิง จาก Kim (2005)  

% inhibition = 100-[( A1 / AO) ×100] 

AO = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 nm ของปฏิกิริยาควบคุม (สารละลาย blank ท่ี
ไม่มีการเติมวิตามินอี) 

A1 = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 nm ของสารละลายตัวอย่างท่ีมีการเติม       
วิตามินอี 
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