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บทที ่3 
 

วสัดุ อปุกรณ์และวธีิการ 
 

3.1 วสัดุ 
3.1.1 วตัถุดิบ 

น ้ามนัมะพร้าวบริสุทธ์ิท่ีผลิตดว้ยวธีิการหมกั และการหีบเยน็ ในงานวิจยัไดเ้ตรียมตวัอยา่ง
น ้ ามนัมะพร้าวบริสุทธ์ิจากตวัอย่างมะพร้าว 6 สายพนัธ์ุ คือ มะพร้าวตน้พนัธ์ุ 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 
เวสทแ์อฟริกนัตน้สูง มลายสีูเหลืองตน้เต้ีย และไทยตน้สูง และมะพร้าวลูกผสม 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 
สวลูีกผสม 1 ลูกผสมชุมพร 60 และลูกผสมชุมพร 2 ท่ีปลูกรวบรวมไวท่ี้ศูนยว์จิยัพืชสวนชุมพร 

 
3.1.2 สารเคมี 

- กรดแกลลิก (Gallic acid, C75H52O46) (Sigma-aldrich, ประเทศเยอรมนั) 
- กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid, H2SO4) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid, H3PO4) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- กรดลอริก (Lauric acid, C12:0) (Sigma-aldrich, ประเทศเยอรมนั) 
- กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- กลีเซอรอล (Glycerol) Analytical grade (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- คลอโรฟอร์ม (Chloroform, CHCl3) Analytical grade (Labscan Asia Co. Ltd.,   

ประเทศไทย) 
- โซเดียมซัลเฟต แอนไฮดรัส (Sodium sulfate anhydrous, Na2SO4) (BHD,        

ประเทศองักฤษ) 
- โซเดียมฟอสเฟต (Sodiumphosphate, Na3PO4) (Sigma-aldrich, ประเทศเยอรมนั) 
- โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Na2CO3) (Merck, ประเทศเยอรมนั) 
- DPPH radical (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) (Labscan Asia Co. Ltd., 

ประเทศไทย) 
- โทลูอีน (Toluene, C6H5CH3) Analytical grade (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (Potassium hydroxide, KOH) Analytical grade (Labscan 

Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
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- ฟีนอลฟ์ธาลีน (Phenolphthalein, C20H14O4) (Merck, ประเทศเยอรมนั) 
- ฟอลิน ซิโอแคลตู (Folin-Ciocalteu) (BHD, ประเทศองักฤษ) 
- เมทานอล (Methanol, CH3OH) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- อะซิติลคลอไรด์ (Acetyl chloride, CH3COCl) (Sigma-aldrich, ประเทศเยอรมนั) 
- เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- เอนไซม์ไลเปสจี (Lipase G) จากเช้ือ Penicillium camembertii (Sigma-aldrich, 

ประเทศสิงคโปร์) (EC number: 3.1.1.3 และ activity: 50,000 U/g) 
- เอนไซม์ไลโปไซม์ (Lypozyme) จากเช้ือ Rhizomucor miehei (RM IM lipase) 

(Sigma-aldrich, ประเทศสิงคโปร์) (EC number: 3.1.1.1 และ activity: 30 U/g) 
- เอนไซมไ์ลเปสอาร์ (Lipase R)จากเช้ือ Rhizopus arrhizus (Sigma-aldrich, ประเทศ

สิงคโปร์) (EC number: 3.1.1.3 และ activity: 2 U/g) 
- ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล์ (Isopropyl alcohol, C3H8O) Analytical grade (Labscan 

Asia Co. Ltd., ประเทศไทย)  
- แอมโมเนียมโมลิปเดท (Ammonium molybdate, (NH4)6Mo7O24.4H2O) (Sigma-

aldrich, ประเทศเยอรมนั) 
- แอลฟาโทโคเฟอรอล (Alfa-tocopherol) HPLC grade (Sigma-aldrich, ประเทศ

เยอรมนั) 
- เฮกเซน (Hexane, C6H14) Analytical grade (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 
- เฮปเทน (Heptane, C7H16) Analytical grade (Labscan Asia Co. Ltd., ประเทศไทย) 

 
3.2 อุปกรณ์และเคร่ืองมือวเิคราะห์ 

3.2.1     อุปกรณ์ทีใ่ช้วเิคราะห์ 
- หลอดทดลองชนิดฝาเกลียว (Screw cap tube) 
- ชั้นวางหลอดทดลอง (Rack) 
- บีกเกอร์ (Beaker) 
- หลอดเหวีย่ง (Centrifuge tube) 
- ขวดวดัปริมาตร (Volumetric flask) 
- กระบอกตวง (Measuring cylinder) 
- เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) อุณหภูมิ 0-200 องศาเซลเซียส 
- ขวดใส่สารขนาดเล็ก (Vial) 
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- ไปเปต (Pipette)  
- ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
- หลอดหยด (Dropper) 
- ขวดกน้กลม (Round bottom flask) 
- แท่งแกว้คน (Stirring rod) 
- Cuvette ชนิด Quartz 

 
3.2.2     เคร่ืองมือทีใ่ช้วเิคราะห์ 

- เคร่ือง Heating block รุ่น SHT 100 D ยี่ห้อ Stuart Scientific ประเทศ
เนเธอร์แลนด ์

- คอลมัน์ชนิดคะปิลาร่ี (Capillary column) รุ่น SPTM-2560, 100 m x 0.25 mm 
I.D. x 0.20 um film thickness ยีห่อ้ Supelco ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- คอลมัน์ชนิดคะปิลาร่ี (Capillary column) รุ่น DB-1, 25 m x 32 mm I.D. x     
12 um film thickness ยีห่อ้ Agilent Technologies ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟ (Gas chromatography, GC) รุ่น 6890N              
ยีห่อ้ Agilent Technologies ประเทศสหรัฐอเมริกา  

- เคร่ืองชั่งสารความละเอียด 4 ต าแหน่ง (Analytical balance) รุ่น ED224S        
ยีห่อ้ Sartorius ประเทศเยอรมนี 

- เคร่ืองหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) รุ่น HARRIER 15/80 Bench Top Refrigerated  
Centrifuge ยีห่อ้ Sanyo ประเทศญ่ีปุ่น 

- เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer) รุ่น G560E บริษทั Scientific Industries 
ประเทศสหรัฐอเมริกา  

- เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Genesys 10S UV/Vis 
ยีห่อ้ Thermo fisher sciencetific ประเทศสหราชอาณาจกัร 

- เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น SevenEasy ยี่ห้อ Mettler Toledo 
ประเทศสวสิเซอร์แลนด ์

- เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (Vacuum evaporator) รุ่น R/210 ยี่ห้อ Buchi ประเทศ 
สวสิเซอร์แลนด ์

- ตูเ้ขยา่ (Shaking incubator) รุ่น LSI-5002M ยี่ห้อ Daihan Lab Tech ประเทศ
เกาหลี 
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3.3 วธีิการทดลอง 
มะพร้าวท่ีใช้ในการวิจัย  ขอความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพื ชสวนชุมพร โดยมี                      

พนัธ์ุเวสท์แอฟริกนัตน้สูง (West african tall, WAT) พนัธ์ไทยตน้สูง (Thai tall, THT) และ            
พนัธ์ุมลายสีูเหลืองตน้เต้ีย (Malayan yellow dwarf, MYD) เป็นพนัธ์ุดั้งเดิมท่ีศูนยว์ิจยัพืชสวนชุมพร
ใชใ้นการปรับปรุงสายพนัธ์ุ และมะพร้าวพนัธ์ุลูกผสมท่ีไดห้ลงัการปรับปรุง คือ พนัธ์ุสวีลูกผสม 1 
(WAT x MYD) พนัธ์ุลูกผสมชุมพร 60 (WAT x THT) และพนัธ์ุลูกผสมชุมพร 2 (MYD x THT) 
มะพร้าวทั้ง 6 สายพนัธ์ุ (รูปท่ี 12) น ามาผลิตเป็นน ้ ามนั 2 วิธี คือ การหมกัแบบธรรมชาติ และ             
การหีบเยน็ ขั้นตอนการเตรียมน ้ามนัมะพร้าว แสดงดงัรูปท่ี 13 และ 14 

 

   
 

    
 

       
 
รูปที่ 12 มะพร้าวสายพนัธ์ุต่างๆ A: พนัธ์ุเวสทแ์อฟริกนัตน้สูง B: พนัธ์ุไทยตน้สูง C: พนัธ์ุมลาย ู    
สีเหลืองตน้เต้ีย D: พนัธ์ุสวลูีกผสม 1 E: พนัธ์ุลูกผสมชุมพร 60 และ F: พนัธ์ุพนัธ์ุลูกผสมชุมพร 2 

A B 

C D 

E F 
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คดัเลือกมะพร้าวสภาพสมบูรณ์ ไม่งอก และไม่เน่า ผา่ แลว้ขดู 

 

 
เตรียมน ้ากะทิ โดยใชม้ะพร้าวขดู: น ้าสะอาด ในอตัราส่วน 1:1 แลว้คั้นดว้ยมือเอากะทิ  

 

  
ท าการแยกกะทิ โดยตั้งโถครีมกะทิไวใ้นกล่องโฟมท่ีปรับอุณหภูมิภายในดว้ยหมอ้น ้าร้อน 

(70-80 องศาเซลเซียส) จะเกิดการแยกชั้นเม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง 
 

 
ตกัแยกชั้นของน ้ามนัมากรองผา่นผา้ขาวบางพบั 8 ชั้น 

 

  
ระเหยน ้าออกจากน ้ามนัดว้ยการตั้งภาชนะท่ีใส่น ้ามนัในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส 

น ้ามนัท่ีไดจ้ะมีลกัษณะใส บรรจุขวดท่ีแหง้สนิท 
รูปที ่13 การผลิตน ้ามนัมะพร้าวบริสุทธ์ิดว้ยวธีิการหมกัธรรมชาติ 
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คดัเลือกมะพร้าวสภาพสมบูรณ์ไม่งอก และไม่เน่า ผา่ แลว้ขดู 

 

 
อบเน้ือมะพร้าวขดูท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  

เพื่อใหค้วามช้ืนลดลงเหลือประมาณ 15% 
 

 
มะพร้าวอบหีบน ้ามนัดว้ยเคร่ืองบีบอดัแบบสกรู 

 

 
กรองน ้ามนัท่ีไดด้ว้ยผา้ขาวบางพบั 8 ชั้น น ้ามนัท่ีไดจ้ะมีลกัษณะใส  
บรรจุขวดท่ีแหง้สนิทเพื่อน าไปวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี 

 
รูปที ่14 การผลิตน ้ามนัมะพร้าวบริสุทธ์ิดว้ยวธีิการหีบเยน็ 
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3.3.1 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของน า้มันมะพร้าว 6 สายพนัธ์ุ 
3.3.1.1. ชนิดและปริมาณของกรดไขมนั (ดดัแปลงจาก Durmaz et al., 2007) 
ชั่งตวัอย่างน ้ ามนัมะพร้าวปริมาณ 30 มิลลิกรัมใส่ในหลอดทดลองชนิดฝาเกลียว เติม 

Acetyl chloride/CH3OH (1:19, v:v) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง 
Vortex mixer เป็นเวลา 5 นาที ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 0C นาน 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นวางให้เยน็
ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้เติมเฮกเซน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสม
สารละลายให้เขา้กนัอีกคร้ังดว้ยเคร่ือง Vortex mixer เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายสารละลายลงในหลอด
เซ็นตริฟิวจ์ หมุนเหวี่ยงท่ีระดบั 3000 rpm อุณหภูมิ 20 0C นาน 15 นาที เพื่อให้เกิดการแยกชั้น     
ไปเปตสารละลายส่วนบนซ่ึงเป็นส่วนของ Fatty acid methyl ester (FAME) ใส่ในบีกเกอร์ ก าจดัน ้ า
ด้วยโซเดียมซัลเฟต ไปเปต FAME ใส่ในขวดใส่สารขนาดเล็ก (Vial) ฉีดตวัอย่างปริมาตร                
1 ไมโครลิตรเขา้เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ (สภาวะของเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ แสดงในตาราง
ท่ี 8) ค  านวณร้อยละของกรดไขมนัแต่ละชนิดต่อปริมาณกรดไขมนัทั้งหมด  

การค านวณ 
   Fatty acid (%) = (A1/A2) x 100 
 โดย 
  A1 = พื้นท่ีใตก้ราฟของกรดไขมนัท่ีตอ้งการวเิคราะห์ 
  A2 = พื้นท่ีใตก้ราฟของกรดไขมนัทั้งหมด 
 
ตารางที่ 8 สภาวะในการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดไขมนัในน ้ ามนัมะพร้าวโดยใชเ้ทคนิค

แก๊สโครมาโทกราฟี 
Item Value 
Flow rate of carrier gas (Helium) 2 ml/min 
Injector temperature 250 0C 
Injection volume 1 µl 
Column Capillary column, SPTM-2560,  

100 m x  0.25 µm I.D. x 0.20 mm film thickness 
Temperature Program 60 0C (held for 1 min), then increased to 170 0C  at a rate of 

100C/ min, held at 170 0C for 10 min, then increased at a rate 
of 4 0C/ min to 224 0C and held at 200 0C for 5 min  

Detector  Flame Ionization Detector (FID), 250 0C 
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3.3.1.2. รูปแบบของไตรกลีเซอไรด ์(ดดัแปลงจาก Ulberth and Gaberning, 1997) 
ชั่งตวัอย่างน ้ ามนัมะพร้าวปริมาณ 10 มิลลิกรัมใส่ในหลอดทดลองชนิดฝาเกลียว เติม      

เฮปเทน 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer เป็นเวลา 5 นาที ไปเปต
สารละลายใส่ใน Vial และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 0C เพื่อวิเคราะห์รูปแบบของไตรกลีเซอไรด์ดว้ย
เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ (สภาวะของเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ แสดงในตารางท่ี 9) รูปแบบของ
ไตรกลีเซอไรด์รายงานในค่าของเลขคาร์บอน (Carbon number, CN) โดยเทียบกบั Retention time 
ของไตรกลีเซอไรดม์าตรฐาน (Tricaprin, Trilaurin, Trimyristin และ Tripalmitin) 
 
ตารางที ่9 สภาวะในการวเิคราะห์รูปแบบของไตรกลีเซอไรด์ โดยใชเ้ทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี 
Item Value 
Flow rate of carrier gas (Helium) 2 ml/min 
Injector temperature 320 0C 
Injection volume 1 µl 
Column  Capillary column, DB-1,  

25 m x 32 mm I.D. x 12 µm film thickness 
Temperature Program 280 0C (held for 1 min), then increased to 320 0C  at a rate of 

200C/ min and held at 320 0C for 15 min  
Detector Flame Ionization Detector (FID), 320 0C 
 

3.3.1.3. ค่ากรด (Acid value) (AOCS Official Method Cd 3d-63 revised., 2003)  
ชัง่น ้ามนัมะพร้าวประมาณ 10 กรัม (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง) ใส่ในขวดรูปชมพู่ เติมสารละลาย

ผสมของ Isopropyl alcohol: toluene ท่ีอตัราส่วน 1:1 v/v ปริมาตร 125 มิลลิลิตรลงในตวัอยา่ง หยด 
Phenolphthalein ลงไปในสารละลาย น าไปไทเทรตกบั 0.1 N โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์จนถึง     
จุดยุติ (จุดยุติเป็นสีชมพูนาน 30 วินาที) น าสารละลาย Blank มาไทเทรทกบั 0.1 N โพแทสเซียม 
ไฮดรอกไซด์จนถึงจุดยุติ ค านวณปริมาณกรด และรายงานผลในหน่วยมิลลิกรัมโพแทสเซียม     
ไฮดรอกไซดต่์อน ้าหนกัตวัอยา่ง 1 กรัม (mg KOH/ g oil) ตามสูตรค านวณขา้งล่าง 

 
การค านวณ 
 mg KOH/g of sample =  [(A-B) x N x 56.1] / W 
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โดย 
A = ปริมาตรของ KOH 0.1 N ท่ีใชใ้นการไทเทรทกบัตวัอยา่ง (mL) 
B = ปริมาตรของ KOH 0.1 N ท่ีใชใ้นการไทเทรทกบัสารละลาย Blank (mL) 
N = ความเขม้ขน้ของ KOH (Normality) 
W = น ้าหนกัตวัอยา่งท่ีใช ้(g) ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
56.1 = มวลโมเลกุลของ KOH 

 
3.3.1.4. ปริมาณแอลฟาโทโคฟีรอล (ดดัแปลงจาก Prieto et al., 1999)  
ไปเปตตวัอยา่งน ้ ามนัมะพร้าว 1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลองชนิดฝาเกลียว เติม Isopropyl 

alcohol ปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในตวัอย่าง บ่มสารละลายในเคร่ือง Shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 °C             
เป็นเวลา 30 นาที ไปเปตสารสกดัท่ีไดป้ริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองชนิดฝาเกลียวท่ีมี 
Reagent (0.4 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium molybdate) 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มสารละลายในเคร่ือง Shaker ท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที วดัค่า          
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 695 nm ดว้ยเคร่ือง UV-VIS Spectrophotometer เทียบกบั
สารละลาย Blank ซ่ึงใช ้Isopropyl alcohol แทนตวัอยา่ง 

 
การค านวณ 

Alfa-Tocopherol content (mg/100 g oil) = [(A-Ao) x V x 1000] / (v x m) 
 
โดย 

A = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
Ao = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Blank 
V = ปริมาตรของ Isopropyl alcohol (mL) 
v = ปริมาตรของสารสกดั (μL) 
m = น ้าหนกัตวัอยา่งท่ีใช ้(g) ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
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3.3.1.5. ปริมาณสารประกอบฟีนอล 
ชัง่น ้ ามนัมะพร้าว 10 กรัม ผสมกบัสารละลายเฮกเซนปริมาตร 50 มิลลิลิตร สกดัดว้ย 60% 

เอทานอล น าส่วนใสท่ีไดม้าระเหยดว้ยเคร่ืองระเหยตวัท าละลายแบบหมุน (Rotary evaporator) ท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส น าสารสกดัท่ีไดม้าละลายในเอทานอลท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน 
เพื่อใชใ้นการวเิคราะห์คร้ังต่อไป (ดดัแปลงจาก Nevin and Rajamohan, 2004)  

สารสกดัท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ใส่ในหลอดทดลอง             
ชนิดฝาเกลียว เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 7.5% 
Na2CO3 ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตรลงในตวัอยา่ง ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 725 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-VIS Spectrophotometer เทียบกบัสารละลาย Blank 
ซ่ึงใชน้ ้ ากลัน่แทนสารสกดั หาปริมาณสารประกอบฟีนอลในสารสกดั โดยเปรียบเทียบค่าท่ีวดัได้
กับกราฟมาตรฐานซ่ึงเตรียมจากสารละลายกรดแกลลิก (Gallic acid)  ความเข้มข้น                        
0.1-0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และรายงานผลเป็นมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อน ้ ามนั 100 กรัม 
(mg GAE/ 100 g oil) (ดดัแปลงจาก Marina et al., 2009) 

 
3.3.1.6. การตา้นการเกิดออกซิเดชนั (Antioxidant activity) 
สารสกดัท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนจากขอ้ 3.3.1.5  มาเจือจางดว้ยเอทานอล ให้ได้

สารละลาย 5 ระดบั คือ 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 3.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้เติมสารละลาย 0.2 mM 
DPPH ในเอทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปผสมให้เขา้กนั ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืด ณ อุณหภูมิห้อง           
30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง  UV-VIS 
Spectrophotometer เทียบกับชุดควบคุมซ่ึงใส่เอทานอลแทนสารสกัด น าค่าท่ีได้มาค านวณ                
หาเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูล DPPH (% Inhibition) (ดดัแปลงจาก Marina et al., 2008) 
 

การค านวณ 
% Inhibition = (Abscontrol − Abssample) / Abscontrol × 100 

 
โดย 

Abscontrol = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย Blank  
Abssample = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
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จากนั้น ค านวณหาค่า EC50 จากกราฟระหวา่ง % Inhibition กบัความเขม้ขน้ของสารสกดั 
โดยค่า EC50 คือ ความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีสามารถดกัจบัอนุมูลอิสระ DPPH ได ้50% 
 

3.3.2 การเตรียมโมโนลอริน 
น าน ้ ามนัมะพร้าวจากขอ้ 3.3.1 ท่ีมีปริมาณกรดลอริกมากท่ีสุดมาไฮโดรไลซ์ (Hydrolyze) 

และน าไปผลิตเป็นโมโนลอรินต่อไป 
3.3.2.1. การไฮโดรไลซ์น ้ามนัมะพร้าว (Salimon et al., 2011) 
ชัง่น ้ ามนัมะพร้าว 40 กรัม ใส่ในขวดแกว้ขนาด 500 มิลลิลิตร เติม 2 โมลาร์โพแทสเซียม 

ไฮดรอกไซด์ในเอทานอล ปริมาตร 240 มิลลิลิตร ปิดฝาขวดและบ่มสารละลายในเคร่ือง Shaker    
ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.5 ชัว่โมง เติมน ้ ากลัน่ ปริมาตร   
200 มิลลิลิตร กวนสารละลายด้วยเคร่ืองกวนสารละลายอย่างต่อเน่ือง ค่อยๆ เติม 2 นอร์มอล             
กรดไฮโดรคลอริกลงไปในสารละลาย ปรับค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายเท่ากบั 2 จากนั้น
เติมเฮกเซน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และถ่ายสารละลายลงในกรวยแยก เติมน ้ ากลั่นลงไปใน
สารละลายจนกระทัง่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7 สารละลายจะแยกเป็น 2 ส่วน ถ่ายสารละลาย
ส่วนล่างทิ้ง สารละลายส่วนบนซ่ึงเป็นส่วนของเฮกเซนถ่ายลงในบีกเกอร์ กรดไขมนัท่ีสกดัได ้     
จะละลายอยู่ในเฮกเซน ก าจดัน ้ าด้วยโซเดียมซัลเฟต จากนั้นน าไประเหยเฮกเซนออกด้วยเคร่ือง
ระเหยตวัท าละลายแบบหมุน (Rotary evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ไปเปตกรดไขมนั  
ท่ีสกดัไดใ้ส่ขวดสีชาเพื่อใชใ้นเตรียมโมโนลอรินต่อไป 
 

3.3.2.2. การเตรียมโมโนลอริน 
เปรียบเทียบเอนไซมท่ี์ใชใ้นการผลิตโมโนลอริน 3 ชนิด คือ เอนไซมไ์ลเปสจี (Lipase G) 

จากเช้ือ Penicillium camembertii เอนไซมไ์ลโปไซม ์(Lypozyme®) จากเช้ือ Rhizomucor miehei 
และเอนไซมไ์ลเปสอาร์ (Lipase R) จากเช้ือ Rhizopus arrhizus  

3.3.2.2.1. สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโมโนลอรินดว้ยเอนไซมไ์ลเปสจี (Lipase G) 
น ้ ามนัมะพร้าวจากขอ้ 3.3.2.1 มาผลิตโมโนลอริน ผสมน ้ ามนัมะพร้าว กลีเซอรอล และ

เอนไซม ์Lipase G แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลาต่างๆ (รายละเอียดวิธีการเตรียม
โมโนลอรินอยู่ในภาคผนวก ข) วางแผนการทดลองแบบ CCD (Central Composite Design) 
อัตราส่วนระหว่างกลีเซอรอลกับกรดลอริก ความเข้มข้นของเอนไซม์ และระยะเวลาท่ีใช ้             
ในการผลิตโมโนลอริน แสดงรายละเอียดในตารางท่ี 10-11 (ดดัแปลงจาก Fureby et al., 1997 และ 
Freitas et al., 2010)  
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ตารางที่ 10 รหัสและสัดส่วนของค่าจริงของปัจจยัท่ีใช้ในการเตรียมโมโนลอรินด้วยเอนไซม ์      
Lipase G 

Design factor -1.682 -1 0 1 1.682 

X1: Molar ratio* 1.0 1.5 3.0 4.5 6.0 
X2: Enzyme (%w/w) ** 0.1 0.8 1.6 2.3 3.0 
X3: Time (h) 8.0 11.2 16 21.2 24.0 
*= อตัราส่วนโดยโมลของกลีเซอรอลกบักรดลอริก 
**= ความเขม้ขน้ของเอนไซมโ์ดยน ้าหนกัต่อกรดลอริก 
 
ตารางที ่11 รายละเอียดชุดการทดลองท่ีใชใ้นการเตรียมโมโนลอรินดว้ยเอนไซม ์Lipase G 

Design point X1: Molar ratio* X2: Enzyme (%w/w)** X3: Time (h) 
1 4.5 2.3 21.2 
2 4.5 2.3 11.2 
3 4.5 0.8 21.2 
4 4.5 0.8 11.2 
5 1.5 2.3 21.2 
6 1.5 2.3 11.2 
7 1.5 0.8 21.2 
8 1.5 0.8 11.2 
9 6.0 1.6 16.0 

10 1.0 1.6 16.0 
11 3.0 3.0 16.0 
12 3.0 0.1 16.0 
13 3.0 1.6 24.0 
14 3.0 1.6 8.0 
15 3.0 1.6 16.0 
16 3.0 1.6 16.0 

*= อตัราส่วนโดยโมลของกลีเซอรอลกบักรดลอริก 
**= ความเขม้ขน้ของเอนไซมโ์ดยน ้าหนกัต่อกรดลอริก 
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ผลึกโมโนลอรินท่ีเตรียมไดม้าละลายในเฮกเซนท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนเพื่อใช้ใน
การวิเคราะห์คร้ังต่อไป โมโนลอรินท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ใส่ใน
หลอดทดลองชนิดฝาเกลียว เติมสารละลายผสมของ Hexane: athyl acetate ในอตัราส่วน 1:1 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer เป็นเวลา 2 นาที ไปเปต
สารละลายใส่ใน Vial และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 0C เพื่อวิเคราะห์ปริมาณของโมโนลอรินดว้ยเคร่ือง
แก๊สโครมาโทกราฟ (สภาวะของเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ แสดงในตารางท่ี 12)  

 
ตารางที ่12 สภาวะในการวเิคราะห์ปริมาณของโมโนลอรินโดยใชเ้ทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี 
Item Value 
Flow rate of carrier gas (Helium) 2 ml/min 
Injector temperature 320 0C 
Injection volume 1 µl 
Column  Capillary column, DB-1,  

25 m x 32 mm I.D. x 12 µm film thickness 
Temperature Program 90 0C (held for 0.3 min), then increased to 320 0C  at a rate of 

300C/ min and held at 320 0C for 2 min  
Detector Flame Ionization Detector (FID), 320 0C 
 
 

3.3.2.2.2. สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโมโนลอรินดว้ยเอนไซม ์Lypozyme®  
น ้ ามนัมะพร้าวจากขอ้ 3.3.2.1 มาผลิตโมโนลอริน ผสมน ้ ามนัมะพร้าว กลีเซอรอล และ

เอนไซม ์ Lypozyme® แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลาต่างๆ (รายละเอียดวิธีการ
เตรียมโมโนลอรินอยูใ่นภาคผนวก ข) วางแผนการทดลองแบบ CCD (Central Composite Design) 
อัตราส่วนระหว่างกลีเซอรอลกับกรดลอริก ความเข้มข้นของเอนไซม์ และระยะเวลาท่ีใช ้            
ในการผลิตโมโนลอริน แสดงรายละเอียดในตารางท่ี 13-14 (ดดัแปลงจาก Fureby et al., 1997 และ 
Pereira et al., 2004) 
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ตารางที่ 13 รหัสและสัดส่วนของค่าจริงของปัจจยัท่ีใช้ในการเตรียมโมโนลอรินด้วยเอนไซม ์      
Lypozyme® 

Design factor -1.682 -1 0 1 1.682 

X1: Molar ratio* 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 
X 2: Enzyme(%w/w) ** 0.1 0.8 1.6 2.3 3.0 
X 3: Time (h) 8.0 11.2 16 21.2 24.0 
*= อตัราส่วนโดยโมลของกลีเซอรอลกบักรดลอริก 
**= ความเขม้ขน้ของเอนไซมโ์ดยน ้าหนกัต่อกรดลอริก 
 
ตารางที ่14 รายละเอียดชุดการทดลองท่ีใชใ้นการเตรียมโมโนลอรินดว้ยเอนไซม ์Lypozyme® 

Design point X1: Molar ratio* X2: Enzyme (%w/w)** X3: Time (h) 
1 2.5 2.3 21.2 
2 2.5 2.3 11.2 
3 2.5 0.8 21.2 
4 2.5 0.8 11.2 
5 1.5 2.3 21.2 
6 1.5 2.3 11.2 
7 1.5 0.8 21.2 
8 1.5 0.8 11.2 
9 3.0 1.6 16.0 

10 1.0 1.6 16.0 
11 2.0 3.0 16.0 
12 2.0 0.1 16.0 
13 2.0 1.6 24.0 
14 2.0 1.6 8.0 
15 2.0 1.6 16.0 
16 2.0 1.6 16.0 

*= อตัราส่วนโดยโมลของกลีเซอรอลกบักรดลอริก 
**= ความเขม้ขน้ของเอนไซมโ์ดยน ้าหนกัต่อกรดลอริก 
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ผลึกโมโนลอรินท่ีเตรียมไดม้าละลายในเฮกเซนท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนเพื่อใช้ใน
การวิเคราะห์คร้ังต่อไป โมโนลอรินท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ใส่ใน
หลอดทดลองชนิดฝาเกลียว เติมสารละลายผสมของ Hexane: athyl acetate ในอตัราส่วน 1:1 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer เป็นเวลา 2 นาที ไปเปต
สารละลายใส่ใน Vial และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 0C เพื่อวิเคราะห์ปริมาณของโมโนลอรินดว้ยเคร่ือง
แก๊สโครมาโทกราฟ (สภาวะของเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ แสดงในตารางท่ี 12)  
 

3.3.2.2.3. สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตโมโนลอรินดว้ยเอนไซม ์Lipase R 
น าน ้ ามนัมะพร้าวจากขอ้ 3.3.2.1 มาผลิตโมโนลอริน ผสมน ้ ามนัมะพร้าว กลีเซอรอล และ

เอนไซม ์Lipase R แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลาต่างๆ (รายละเอียดวิธีการเตรียม
โมโนลอรินอยู่ในภาคผนวก ข) วางแผนการทดลองแบบ CCD (Central Composite Design) 
อัตราส่วนระหว่างกลีเซอรอลกับกรดลอริก ความเข้มข้นของเอนไซม์ และระยะเวลาท่ีใช ้            
ในการผลิตโมโนลอริน แสดงรายละเอียดในตารางท่ี 15-16 (ดดัแปลงจาก Fureby et al., 1997 และ 
Gancet, 1990) 
 
ตารางที่ 15 รหัสและสัดส่วนของค่าจริงของปัจจยัท่ีใช้ในการเตรียมโมโนลอรินด้วยเอนไซม ์      

Lipase R 
Design factor -1.682 -1 0 1 1.682 

X1: Molar ratio* 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 
X 2: Enzyme (%w/w) ** 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 
X 3: Time (h) 8.0 11.2 16 21.2 24.0 
*= อตัราส่วนโดยโมลของกลีเซอรอลกบักรดลอริก 
**= ความเขม้ขน้ของเอนไซมโ์ดยน ้าหนกัต่อกรดลอริก 
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ตารางที ่16 รายละเอียดชุดการทดลองใชใ้นการเตรียมโมโนลอรินดว้ยเอนไซม ์Lipase R 

Design point X1: Molar ratio* X2: Enzyme (%w/w) ** X3: Time (h) 
1 2.5 4.0 21.2 

2 2.5 4.0 11.2 

3 2.5 2.0 21.2 

4 2.5 2.0 11.2 

5 1.5 4.0 21.2 

6 1.5 4.0 11.2 

7 1.5 2.0 21.2 

8 1.5 2.0 11.2 

9 3.0 3.0 16.0 

10 1.0 3.0 16.0 

11 2.0 5.0 16.0 

12 2.0 1.0 16.0 

13 2.0 3.0 24.0 

14 2.0 3.0 8.0 

15 2.0 3.0 16.0 

16 2.0 3.0 16.0 

*= อตัราส่วนโดยโมลของกลีเซอรอลกบักรดลอริก 
**= ความเขม้ขน้ของเอนไซมโ์ดยน ้าหนกัต่อกรดลอริก 
 

ผลึกโมโนลอรินท่ีเตรียมไดม้าละลายในเฮกเซนท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนเพื่อใช้ใน
การวิเคราะห์คร้ังต่อไป โมโนลอรินท่ีทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน (1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ใส่ใน
หลอดทดลองชนิดฝาเกลียว เติมสารละลายผสมของ Hexane: athyl acetate ในอตัราส่วน 1:1 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง Vortex mixer เป็นเวลา 2 นาที ไปเปต
สารละลายใส่ใน Vial และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 0C เพื่อวิเคราะห์ปริมาณของโมโนลอรินดว้ยเคร่ือง
แก๊สโครมาโทกราฟ (สภาวะของเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ แสดงในตารางท่ี 12)  
 




