
 

บทที่ 3 
อุปกรณ์ สารเคมีและวธีิการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณ์  
1. HPLC    (Knauer : EZchrom Germany) 
2. UV/VIS spectrophotometer (PerkinElmer precisely : Lambda 35) 
3. vacuum-system   (Büchi : B-169) 
4. water bath   (Büchi : B-480) 
5. rotavapor   (Büchi : R-124) 
6. incubator 37oC   (Termaks) 
7. incubator 30oC   (Binder : KB 240) 
8. vortex    (Genie 2)      
9. digital thermometer and thermocouple (FLUKE : 52 II series) 
10. shaker    (Heidolph UNIMAX 2010) 
 
3.2 สารเคม ี
1. Ethanol (AR grade (99.8%) : Merck, Germany)        
2. Potassium hydroxide (AR grade (85.0%) : Fisher, Germany) 
3. Diethyl Ether (AR grade (99.5%) : LAB-SCAN, Ireland)  
4. Sodium sulfate anhydrous (AR grade (99.5%) : Ajax, Australia) 
5. Methanol (AR grade (99.9%) : LAB-SCAN, Ireland) 
6. Methanol (HPLC grade (99.9%) : Fisher, Germany) 
7. Acetic acid (AR grade (100.0%) : LAB-SCAN, Ireland) 
8. Standard α-, γ-, δ-Tocopherol (HPLC grade : Sigma-aldrich, Germany) 
9. Chloroform (AR grade (99.8%) : LAB-SCAN, Ireland) 
10. Acetonitrile (AR grade (>99.0%) : LAB-SCAN, Ireland) 
11. Acetonitrile (HPLC grade (>99.9%) : LAB-SCAN, Ireland) 
12. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ((AR grade (> 85%) : Fluka,Germany)                    
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13. di-Potassium hydrogen phosphate (AR grade (99.0%) : Ajax, Australia) 
14. Potassium dihydrogen phosphate (AR grade (99.5%) : Ajax, Australia) 
15. Potassium ferricyanide (AR grade (99.0%) : Ajax, Australia) 
16. Trichroroacetic acid (AR grade (99.5%) : Merck, Germany)        
17. Ferric chloride (Laboratory reagent (98.0%) : Fisher, Germany) 
18. Linoleic acid (GC grade (99.0%) : Fluka, Germany) 
19. Tween 20 (AR grade (99.5%) : Ajax, Australia) 
20. Ethanol (AR grade (99.9%) : Merck, Germany) 
21. Ammonium thiocyanate (AR grade (98.5%) : Ajax, Australia) 
22. Ferrous chloride (Purum grade (99.0%) : Sigma-aldrich, Germany) 
23. Hydrochloric acid (AR grade (37.0%) : LAB-SCAN, Ireland) 
24. 2-Thiobarbituric acid (Purum grade (98.0%) : Fluka, Germany)                 
25. Xanthine oxidase from buttermilk (Biochemika grade (0.07 U/mg) :   
Fluka, Germany ) 
26. BHA (Butylated hydroxyanisole) (AR grade (98.0%) : Sigma-aldrich, Germany)  
27. BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-methyphenol) (AR grade (98.0%)  : Sigma-aldrich, Germany)  
28. TBHQ (2,5-Di-tert-butylhydroquinone) (AR grade (97.0%) : Fluka, Germany)  
29. α-Tocopherol (AR grade : Sigma-aldrich, Germany) 
30. Xanthine (HPLC grade (> 99.0%) : Sigma-aldrich, Germany) 
31. Ethylenediaminetetra acetic acid di-sodium salt (AR grade (99.0%) :  
Ajax, Australia) 
32. Bovine serum albumin (AR grade (96.0%) : Fluka, Germany) 
33. Copper (II) chloride (AR grade (> 98%) : Merck, Germany ) 
34. Nitrotetrazolium blue chloride (AR grade (> 88%) : Fluka, Germany) 
35. ดิสทิลเลตของน ้ ามนัร าขา้วคิง (บริษทัน ้ ามนับริโภคไทย จ  ากดั, ประเทศไทย) ดิสทิลเลตท่ี
ไดจ้ากกระบวนการก าจดักล่ิน (deodorization) ของน ้ ามนัร าขา้ว, Lot No. : 040509 ผลิตวนัท่ี 4 
พฤษภาคม 2552  
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3.3 วธิีการทดลอง 
3.3.1. ศึกษาอัตราส่วนระหว่างดิสทิลเลตกับอะซิโตไนไตรล์  ที่เหมาะสมในการสกัด    

แอลฟา-, แกมมา- และเดลตา-โทโคเฟอรอล จากดิสทิลเลตของน า้มนัร าข้าว โดยวธิี winterization  
ท าการสกัดวิตามินอีจากดิสทิลเลตของน ้ ามนัร าข้าวด้วยตัวท าละลายอะซิโตไนไตร์         

(Ko et al., 2008) ด้วยวิธี winterization โดยใช้สารผสมท่ีมีอัตราส่วนของดิสทิลเลตต่อ                    
อะซิโตไนไตรล ์เท่ากบั 1:1, 1:2, 1:3  และ 1:4 (w/v) โดยในแต่ละอตัราส่วนจะใชอ้ะซิโตไนไตรล์ท่ี
อุณหภูม ิ 0 และ -20oC ตามล าดบั แต่ละคร้ังของการสกดัจะสกดัดว้ยตวัท าละลายเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
กวนผสมท่ี 200 รอบต่อนาที น าสารละลายท่ีได้ในแต่ละส่ิงทดลองไปกรองด้วยเคร่ืองกรอง
สุญญากาศ (ใชก้ระดาษกรองเบอร์ 5) ท่ีอุณหภูมิประมาณ  -22 ºC แยกส่วนท่ีไม่ละลายออก น า    
สารสกัดท่ีได้ในแต่ละส่ิงทดลองไประเหยอะซิโตไนไตรล์ออกด้วยการกลัน่ระบบสุญญากาศ 
จากนั้นท าบริสุทธ์ิสารสกัดท่ีได้ในแต่ละส่ิงทดลองด้วยการท าซาพอนิฟิเคชันแบบเย็น (cold 
saponification) (AOCS, 1997) ก่อนน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ  แอลฟา-, แกมมา- และเดลตา-        
โทโคเฟอรอล ดว้ยเทคนิค RP- HPLC (Rangkadilok et al., 2010)       และท าการชัง่น ้ าหนักสารท่ี
สกดัได ้ เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสกดั ค านวณความเขม้ขน้ของวิตามินอีท่ีสกดัได ้ท า
การทดลอง 3 ซ ้ า คดัเลือกอตัราส่วนดิสทิลเลตต่ออะซิโตไนไตรล ์ ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการแยก
วิตามินอีจากดิสทิลเลตของน ้ ามนัร าขา้ว  
 

3.3.2. ศึกษาสมบัติของวิตามินอีที่สกัดจากดิสทิล เลตของน ้ามันร า ข้าวโดยใ ช้                    
อะซิโตไนไตรล์ด้วยวธิี winterization 

3.3.2.1 ศึกษาสมบัติการจับอนุมูลอิสระ (scavenging activity) และสมบัติต้านการเกิด
ออกซิเดชัน (antioxidant activity) ของวิตามินอีที่สกัดจากดิสทิลเลตของน ้ามันร าข้าวโดยใช้       
อะซิโตไนไตรล์ด้วยวธิี winterization เปรียบเทียบกบัสารต้านอนุมูลอสิระสังเคราะห์ 

(1) ศึกษาสมบัติการจับอนุมูลอิสระ (scavenging activity) ของวิตามินอีที่สกัดจาก     
ดิสทิลเลตของน า้มนัร าข้าว 

       น าวิตามินอีท่ีสกัดจากดิสทิลเลตของน ้ ามนัร าข้าวโดยใช้อะซิโตไนไตรล์ด้วยวิธี 
winterization ในปัจจยัท่ีคดัเลือกส าหรับวิเคราะห์สมบติัต่างๆ ของวิตามินอี จากขอ้ท่ี 3.3.1 มาศึกษา
สมบติัการจบัอนุมลูอิสระ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) โดยน าวิตามินอีท่ีมีความเขม้ขน้ 
0-10 μg/mL  ปริมาตร 4 mL ละลายในส่วนผสมของคลอโรฟอร์ม และเมทานอลในอตัราส่วน  2:1 
(v/v) และเติมลงไปในสารละลายของ DPPH radical ในเมทานอลเขม้ขน้ 0.2 mM ปริมาตร  1 mL 
น าส่วนผสมไปตั้งท้ิงไวใ้นท่ีมืด ณ อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าไปวิเคราะห์สมบติัการจบั
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อนุมลูอิสระ degree of free radical scavenging activity โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
517 nm หากมีค่าการดูดกลืนแสงต ่า แสดงว่ามีสมบติัตา้นอนุมูลอิสระสูง (Kim, 2005)   และ
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH radical สามารถค านวณไดจ้ากสมการ ดงัแสดงใน
ภาคผนวก ข-1 (ภาคผนวก ข) 

 
(2) ศึกษาสมบัติการจับอนุมูลอิสระ (scavenging activity) ของวิตามินอีที่สกัดจาก     

ดิสทิลเลตของน า้มนัร าข้าว เปรียบเทียบกบัสารต้านอนุมูลอสิระสังเคราะห์ 
       น าวิตามินอีท่ีสกัดจากดิสทิลเลตของน ้ ามนัร าข้าวโดยใช้อะซิโตไนไตรล์ด้วยวิธี 

winterization ในปัจจยัท่ีคดัเลือกส าหรับวิเคราะห์สมบติัต่างๆ ของวิตามินอี จากขอ้ท่ี 3.3.1 มาศึกษา
สมบติัการจบัอนุมูลอิสระ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) โดยน าวิตามินอีและสารตา้น
อนุมูลอิสระสังเคราะห์ (แอลฟา-โทโคเฟอรอล, BHA, BHT และ TBHQ) ท่ีมีความเข้มข้น             
0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 μg/mL  ปริมาตร 4 mL ละลายในส่วนผสมของคลอโรฟอร์ม 
และเมทานอลในอตัราส่วน  2:1 (v/v) และเติมลงไปในสารละลายของ DPPH radical ในเมทานอล
เขม้ขน้ 0.2 mM ปริมาตร  1 mL น าส่วนผสมไปตั้งท้ิงไวใ้นท่ีมืด ณ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที 
ก่อนน าไปวิเคราะห์สมบติัการจบัอนุมลูอิสระ degree of free radical scavenging activity โดยวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517  nm หากมีค่าการดูดกลืนแสงต ่า แสดงว่ามีคุณสมบติัตา้น
อนุมูลอิสระสูง (Kim, 2005)   และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH radical สามารถ
ค านวณไดจ้ากสมการ ดงัแสดงในภาคผนวก ข-1 (ภาคผนวก ข) 

 

(3) การวเิคราะห์ค่า reducing  power ของวติามนิอทีี่สกดัจากดิสทิลเลตของน ้ามันร าข้าว
โดยใช้อะซิโตไนไตรล์ด้วยวธิี winterization  

น าสารละลายตัวอย่างวิต ามินอี ท่ีสกัดจากดิสทิลเลตของน ้ ามันร าข้าวโดยใช ้                     
อะซิโตไนไตรล์ ด้วยวิธี winterization ในปัจจัยท่ีคัดเลือกส าหรับวิเคราะห์สมบัติต่างๆ ของ        
วิตามินอี จากขอ้ท่ี 3.3.1 มาศึกษาสมบติั reducing power โดยน าวิตามินอีท่ีสกดัไดท่ี้มีความเขม้ขน้ 
0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 μg/mL  ปริมาตร 0.1 mL ผสมกบัฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.2  M pH 
6.6 ปริมาตร 0.25 mL และโพแทสเซียมเฟอริคไซยาไนด์ (K3Fe(CN)6)  1%w/v ปริมาตร 0.25 mL 
น าสารละลายผสมไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50oC เป็นเวลา 20 นาที มาเติม 10%v/v  trichloroacetic acid  
0.25 mL น าไปเหวี่ยงแยกท่ี  4500 รอบต่อนาที  ท่ี 25oC เป็นเวลา 10 นาที  น าสารละลายส่วนบนมา 
0.25 mL ผสมกบัน ้ ากลัน่ 0.25 mL และเฟอริคคลอไรด์  (FeCl3) 0.1%w/v ปริมาตร 0.05 mL น าไป
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วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 700 nm ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาท่ีเพ่ิมข้ึนแสดงว่า     
มีค่า  reducing power เพ่ิมข้ึน (Kim, 2005) 

 
(4) ศึกษาสมบัติต้านการเกิดออกซิเดชัน (antioxidant activity) ของวิตามินอีที่สกัด

จากดิสทิลเลตของน ้ามันร าข้าวโดยใช้อะซิโตไนไตรล์ด้วยวิธี  winterization โดย ferric 
thiocyanate method. 

น าวิตามินอีท่ีสกัดจากดิสทิลเลตของน ้ ามันร าข้าวโดยใช้อะซิโตไนไตรล์ด้วยวิ ธี 
winterization ในขอ้ท่ี 3.3.1 ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.10 μg/mL  
มาศึกษาสมบัติการต้านการเกิดออกซิเดชัน ในปฏิกิ ริยาการยบัย ั้ งการเกิดออกซิเดชันของ             
กรดลิโนเลอิก โดยเติมสารอิมลัชันของกรดลิโนเลอิก 0.02 M pH 7.0 ซ่ึงเตรียมโดยการผสม              
กรดลิโนเลอิก 0.2804 g กบั tween 20 จ  านวน 0.2804 g ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ปริมาตร 50  mL ใช้
สารอิมลัชนัของกรดลิโนเลอิกปริมาตร 2.5 mL และฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 0.2 M  pH  7.0 ปริมาตร 2 
mL ลงไปในสารละลาย 0.5 mL ของวิตามินอีท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37oC 
เป็นเวลา 5 วนั ท าการวดัทุก ๆ 24 ชัว่โมงโดยน าส่วนผสม ปริมาตร 0.1 mL มาเติมเอทานอล 75% 
ปริมาตร 4.7 mL แอมโมเนียมไทโอไซยาเนต 30% ปริมาตร 0.1 mL และ 0.2  M เฟอรัสคลอไรด ์ 
ในสารละลายไฮโดรคลอริก  3.5% ปริมาตร 0.1 mL น ามาวดัค่าเปอร์ออกไซด์ (peroxide value) 
เพื่อหาค่า degree of oxidation ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 500 nm (Kim, 2005) 
และการยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของกรดลิโนเลอิก (%) สามารถค านวณไดจ้ากสมการดงั
แสดงในภาคผนวก ข-2 (ภาคผนวก ข)  

 
(5) การวเิคราะห์ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์ โดยวธิี thiobarbituric acid  
เตรียมสารละลายตวัอยา่งวิตามินอีตามวิธีของ ferric thiocyanate method  ดงัขอ้ (4) และน า

สารละลายตวัอยา่งวิตามินอีท่ีผา่นการบ่มแลว้เป็นเวลา 5 วนั มาวิเคราะห์ดว้ยวิธี thiobarbituric acid 
test  โดยน าสารละลายตวัอยา่งวิตามินอี 1 mL ผสมกบัสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก 20%v/v 
ปริมาตร 2 mL และสารละลายกรดไทโอบาบิทิวริก  ปริมาตร 2 mL จากนั้นน าไปตม้ให้เดือด และ
ท าใหเ้ยน็ น าไปเหวี่ยงแยกท่ี  4500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสของสารละลายท่ีไดไ้ป
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 532 nm (Kim, 2005) 
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(6) ศึกษาสมบัติต้านการเกิดออกซิเดชัน (antioxidant activity) ของวิตามินอีที่สกัด
จากดิสทิลเลตของน ้ามันร าข้าวโดยใช้อะซิโตไนไตรล์ด้วยวิธี  winterization โดย ferric 
thiocyanate method.และวิเคราะห์ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์ โดยวิธี thiobarbituric acid 
เปรียบเทียบกบัสารต้านอนุมูลอสิระสังเคราะห์ 

ศึกษาสมบัติการต้านการเกิดออกซิเดชัน (antioxidant activity) ของวิตามินอีท่ีสกัด
จากดิสทิลเลตของน ้ ามนัร าขา้วโดยใชอ้ะซิโตไนไตรลด์ว้ยวิธี winterization ในขอ้ท่ี 3.3.1โดยศึกษา
ท่ีความเข้มข้นของวิตามินอีเท่ากับ 0.1 μg/mL ในการยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ           
กรดลิโนเลอิกเปรียบเทียบกบัแอลฟา-โทโคเฟอรอลสงัเคราะห์ และสารตา้นอนุมลูอิสระสังเคราะห์ 
(BHA, BHT และ TBHQ) โดยท าตามวิธีในขอ้ (4) และ (5) (Kim, 2005) ท าการทดลอง 3 ซ ้ า และ
วดัค่า 2 คร้ังในแต่ละซ ้า วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomize Design หาค่าเฉล่ีย และ
วิเคราะห์ความแปรปรวนขอ้มลูโดยใช ้ANOVA (analysis of variance) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียใน
แต่ละส่ิงทดลองโดยวิธี Duncan’s New multiple Range Test. 
 

 (7) สมบัตกิารจบัอนุมูลอสิระซูเปอร์ออกไซด์ (superoxide radical scavenging activity) 
ศึกษาสมบติัการจบัอนุมูลอิสระซูเปอร์ออกไซด์ของวิตามินอีท่ีสกดัจากดิสทิลเลตของ

น ้ ามนัร าขา้วโดยใชอ้ะซิโตไนไตรลด์ว้ยวิธี winterization ในขอ้ท่ี  3.3.1 โดยศึกษาท่ีความเขม้ขน้
ของวิตามินอีท่ีมีค่า reducing power สูง และค่าการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันท่ีวดัโดย  ferric 
thiocyanate method และ thiobarbituric acid test ท่ีมีค่าสูงสุด  เปรียบเทียบกับ แอลฟา -                 
โทโคเฟอรอลสังเคราะห์ และสารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ ไดแ้ก่ butylated hydroxyanisole 
(BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) และ tert-butylhydroquinone (TBHQ) ในระบบสาร
อิมลัชนัของกรดลิโนเลอิก (เตรียมดงัวิธี ขอ้ (4)) โดยส่วนผสมของการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ย 
โซเดียมคาร์บอเนตบฟัเฟอร์ 0.05 M pH 10.5 ปริมาตร 1.2 mL แซนทีน 3 mM ปริมาตร 0.1 mL 
เกลือเอธิลีน ไดอะมีนเตตระอะซีติคแอซิดไดโซเดียม (EDTA2Na) 3 mM ปริมาตร 0.1 mL โบวีน
ซีรัมอลับูมิน 0.15% ปริมาตร 0.1 mL  nitroblue tetrazolium salt (NBT) 0.75 mM ปริมาตร 0.1 mL 
และสารละลายตวัอย่างวิตามินอีอิมลัชัน 0.1 mL ผสมส่วนผสมดงักล่าว และตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ  
25oC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเร่ิมปฏิกิริยาโดยการเติม 6 mU ของ แซนทีนออกซิเดส (xanthine 
oxidase : XOD) และตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิ 25oC เป็นเวลา 10  นาที หยดุปฏิกิริยาโดยการเติมคอปเปอร์
คลอไรด์ (CuCl2) 6 mM ปริมาตร 0.1 mL     วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 560 nm และ
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อตัราการยบัย ั้งสามารถค านวณโดยการวดัปริมาณของฟอร์มาแซน (formazan) ท่ีเกิดข้ึนจาก NBT 
ในปฏิกิริยาท่ีมีซูเปอร์ออกไซด ์(Senevirathne et al., 2006; Kim, 2005; และ Nagai et al., 2003) 

 
 




