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บทที่ 2

ว ิธ ีการค ฯเน ิน การว ิจ ัย

การดฯเนินการวิจัยได้แบ่งออกเนิน 3 ส่วน'ใหญ่ คือ

1, การวิ เคราะห์ทางเคมี
เพ๋ึอหาองค์แระกอฆทาง เคมียองผอมะด้อ แสะผสิตภัผห์น้ฯมะค้อ ‘โดยวิธีต่างๆ

ตังต่อไบน
1.1 การวิเคราะห์หาสารอาหารต่างๆ าดยวิธี Proximate A n alysis
1 .2  การวิเคราะห์หาปริมาผแร่ธาตุบางชนิดด้วย Atomic Absorption  

Spectrophotom eter

Analyzer
1 .3  การวิเคราะห์หาบริมาเ«ของกรดอะมํใน’ในใบรตีนด้วย Amino Acid

I

1 .4  การวิเคราะห์หาบริมาเ«วิตามินต่างๆ าดยวิธีวิเคราะห์ของ O f f ic ia l
method o f a n a ly s is ,  A sso c ia tio n  o f O f f ic ia l  A n a ly tica l Chemists (AOAC)

1 .5  การวิเคราะห์หาปริมาเ«นัฯตาส ใดยวิธีของ Lane and Eynon
1.6  การวิเคราะห์หาปริมาผกรด าดยวิธีไทเทรต
1 .7  การวิเคราะห์พีเอช ด้วยมาตรความเนินกรด-เบส ( pH meter )

2. การเตรียมผสิตภัผท์น้ฯมะค้อสดแสะเข้มสัน
เ พอ เ ตรียมผสิตภัผท์น้ฯมะ ค้อสดแสะ เ ข’มขัน ด้วย เ ทคนิคท่ี เ หมาะ สมสฯหรับชาวบ้าน 

$ง จะ าขัคืกทาการ Iกบรักษาผสิตภัผทน้ฯมะ ค้อต่อไป
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3 . การค ืกพาผสรองการ เย็นผฝึด ภ ัแIห์น้ๆมะค้อสดแสะ เข ้มร ้น ต อ่ปริมา๙ วิตามีน?!

เพ ี่อหาว ิธ ีท ี่เหมาะสม ไนการเสือกเก็บ'รักพาผสิต/)พห์น้ฯมะค้อ ไห ้คงค ุ๗ ททา'!
ไภรนาการ าตยอาต ัยการส ูญ Î สยรองรามาผิวตวิมนซ!ปนัตว่บงีซ ้

1. ทาราเคราะห์ทางเคมี ( CHEMICAL ANALYSIS )

1 .1  วิเคราะห์หาสารอาหารต่างๆ ไนผสมะค้อ ผสิตกัญท์น้ๆมะค้อ ได้แก ่
ความสัน าปรตีน ไรมน กากไย เท้า แสะคาร์าบไฮเดรต ใดยวิธี Proximate A n alysis  
(O sborne,1978; W illia m ,1984)

1 .1 .1  การเตรียมตัวอย่าง นๆผสมะค้อสดมาค้าง เซสอกไห้สะอาด 
จากนั้นแกะเมสดออก นฯเนั้อมะค้อสตที่ได้มาทฯการวิเคราะห์หาสารอาหารต่างๆ

1 .1 .2  การหาปริมาjjgความf น ใดยวิธี Drying
เครองมอ 1. ตูอบไฟฟ้า ( Hot Air Oven, Heraeus Theleo )

2. เด?เกเคเตอว์ รนาดเค้นผ่าศูนย์กสาง 10 น้ิว
3. รวด!!ร''งฟรัอมฝา

วิธีวิเคราะห์
1. อบขวดตัง เซส่าฟร้อมผาไนตู้’อบไฬฟ้า ท่ีอุพหภูมี 100-102 องศา

เซสเตัยส นาน 15 นาที แล้วนๆมาไส่ไนเด?แคเตอร์ ปส่อยทีงไค้'ให้เย็นก่อนนำ'ไซตังหาน้ำหนัก 
ขวดตังเซส่า เสร็จแค้วนฯเร้าตู้อบไหม่ อบร้ๆท่ีอุผหภูมิเดิม แสะซส่อยไห้เย็นก่อนนๆไซตังเรน
คร้ังท่ี 2 ทๆร้ๆเย่นนิ้จนกว่าจะได้น้ๆหนักรวดตังเซส่าคงที่ คือมีนัฯหนักไม่ต่างจากคร้ังก่อน 1-3 
มีลสิกรี'ม จึงจะได้'น้ฯหนักรวดตังท่ีแท้จรีง

2. ตังตัวอย่างประมาญ 5 กรัม ไนรวดตัง แค้วนฯไซอบไนตู้อซไฟฟ้า 
ท่ีอุณหภูมิ 100 -  102 องศาเซสเตัยส นาน 6 ตัวใมง แล้วจึงนๆออกมาไค้ไนเต!แคเตอร์ 
ซส่อยไห้เย็น ตังหาน้ๆหนักตัวอย่างแสะนๆเร้าอบไหม่อีก 1-2 ตัวามง แสะตังไหม่จนกว่าจะได้ 
นัๆหนักตัวอย่างท่ีคงท่ี น้ๆหนักท่ีหายไซเรนปริมาญความสันท้ังหมด สังคๆนวญได้จากสูตรตังต่อไซน้ิ

% ความสัน = ( น้ๆหนักท่ีหายไป/น้ๆหนักตัวอย่าง ) X 100
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1 .1 .3  การหาปริมาณรบ'รตีน รดย K jeldahl method
(W illia m ,1984)

เครื่องมือ 1. เครื่องย่อยและ เครื่องกล่ันแบบ K je ld a h l’s ( K je ltec  
system  1002 ประกอบด้วย D ig estio n  u n it  และ 
D is t i l l in g  u n it 1 T ecator, Sweden )

2. เครื่องเก1h  ค่ีงประกอบด้วย
2 .1  K jeldahl tube ชนาด 100 มิลลิลิตร
2 .2  Erlenmeyer f la sk  ชนาด 250 มืลลิลิตร
2 .3  บิวเรตต์ ชนาด 50 มลลิลิตร
2 .4  กระบอกตวง ชนาค 100 มืลลิลิตร

ลารเคมี 1. กรดห้ลฬุริกเชัมช้น ( E. Merck )
2. เมืด C a ta ly s t ท้ิงประกอบด้วย ไตรซเดียม#ลเฬต 3 .5  กรัม , 

คอบเบอร์#ลเบต 0 .4  กรัม ( K jeltab s C. 3 ,5  .T ecator,
Sweden )

3. สารละลายรชเดียมไฮดรอกไชต์ 40%
4. สารละลายยํ่มตัวยองกรคบอริก
5. กรด#ลฬุริกเย้มขันมาตรฐาน (ประมาณ 0 .1  นอร์แมล )
6. M odified Methyl Red in d ic a to r  เตรียมใดยละลาย methyl 

red 1 .250 กรัม และ methyl b lue 0 .825 กรัม รนเอธานอล 
จฯนวน 1 ลิตร

7. นัฯกลั่นดีปราศจากไนาตรเจน ( Free-ammonia water )
าธีา เคราะห

1. นฯตัวอย่างค่ีอบแห้งแล้ว ล่ังน้ฯหนักอย่างแม่นยๆ 0 .5  กรัม าส์าน 
K jeldahl tube ชนาด 100 มิลลิลิตร

2. เดีม C a ta ly st 1 เม็ต และกรด#ลฬุริกเช้มฃนั 4 มิลลิลิตร ด้งบน
เตาอุณหภูมิ 370-420 องศาเซลเ#ยล เคี่อย่อยตัวอย่าง'ให้กลายเป็นลารละลาย เมื่อลารละลาย 
รสหมดแล้ว ไห้’ย่อยต่ออีกนาน 10-15 นาดี เคี่อไห้ไนรตรเจนานาปรตีนกลายเป็นอนินทรีย์
ไนาดรเจนอย่างสมบูรณ์ แล้วท้ิงไห้เป็นค่ีอุณหภูมิห้อง
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3. นฯสารละลายจากซ้อ 2. มุา เตีมน้ๆกล้นที่ปราศจากไ!!ไตรเจน 15 
มลสิลิตร และสารละลายไซเตียมไฮดรอกไซด์ 40% จฯนวน 15 มิลลิสิตร นๆไปกลนบนเคร่ึองกล่ีน 
K je lte c  system 1002 d i s t i l l i n g  u n it  นาน 4 นาที เพอเปล่ียนอนินทรียไน'โตรเจน'ให้ 
เปีนแอม'โมเนีย ล้บแอมามเนียที่ระเหยออกมาด้วยสารละลายร่มตัวซองกรดบอริก 20 มิลลิลิตร 
ที่เติม M odified Methyl Red อินติเคเตอร้ 5 หยด ทนท่ีสุดสารละลายร่มตัวซองกรดบอริกจะ 
เปลี่ยนจากสิม่วงเ&นสิเยียว

4. นๆสารละลายร่มตัวซองกรดบอริกท่ีได้ไชไทเทรดกับกรดซัลพุริก เซัมซ้น
เซัมซ้นมาตรฐาน 0 .1  นอร์แมล ที่จุคยุติจะเปลี่ยนจากสิเยียวเ&นสินั’ๆ เงน คๆนวผหาค่าไปรตีน
ทนผลมะค้อจากสูตร

% ไปรตีน = [{ 0.014 X N X ( Vg-Vi ) X fa c to r  } / พ ] X 100 
ไดยมีนัจจัยดังต่อไปน๊ึ
0 .014 = ค่าคงท่ี
fa c to r  = 6.25

N = ความเข้มข้นซองกรดซัลฬุริกมาตรฐาน
V1= ปริมาตรซองกรดซัลฬุริกทีาซัทนการทดสอบไร้ลิงตัวอย่าง (Blank) 
v 2= ปริมาตรซองกรดซัลฬุริกที่ไซัไนตัวอย่าง (sam ple)
พ = น้ๆหนัก ( กรัม ) ซองตัวอย่างมะค้อ

1 .1 .4  การวิเคราะห์หาปริมาณไซมัน าดยวิธี S olven t
E xtraction  (O sborne,1978)

เครองมอ 1. G o ld fisch  Fat E xtraction  Apparatus พร้อมด้วย
P orcela in  thim ble 6 ยีน และปีกเกอร์ สๆหรับหาไซมัน ซนาด 
150 มีลลิลิตรอีก 6 ทบ

สารเคมี 1. n-Hexane ( J.T .Baker )
วิธีวิเคราะห์

1 .  ซ ัง ต ัว อ ย ่า ง แ ห ้ง ท ี่บ ด ล ะ เอ ีย ด  ท ี่ม ีป ร ิม า ร ฒ า ก พ อ ท ี่จ ะ บ ร ร จ ุไ ด ้ร า ว  3

ทน 4 ซ อ ง ค ว า ม ส ูง ซ อ ง  p o r c e l a i n  t h i m b l e  ล ง ท น  P o r c e l a i n  t h i m b l e  แ ล ้ว เ ต ิม

n - h e x a n e  ช ร ะ ม า ผ  1 0 0  ม ีล ส ิล ิต ร  ไ ส ิท น ร ก เก อ ร ‘ ท อ บ แ ห ้ง แ ล ้ว  ท ี่ง ซ ัง น ัๆ ห น ัก จ น ไ ด ้น ัๆ ห น ัก ค ง ท ี่
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แล้ว จากน้ันงระกอฆ thim ble กับปีกเกอร์ แกะเครื่องควบแน่นของเครื่อ'! G old fisch  Fat 
E xtraction  Apparatus เข้าด้ายกัน

2. เลี่อนเตาไปฟ้าข้างได้ไห้ข้ดปีกเกอร์ เม๋ึอ n-hexane เริ่มเดือด 
ไห้เริ่มจับเวลา และปล่อยไห้การสกัดไยมันดฯเนินไฒระมาณ 6 ข้าามง นๆสารละลายที่ได้นี้มา 
ระเหยเบื่อไล่ n-hexane ออกไห้หมด จะได้ยองเหลวข้นๆ นๆไปอบไนด้อบท่ี 100-102 องศา 
เ ,ชลเข้ยล จนได้น ัฯ ห นักคงท ี่

3. นัฯหนักยองบีกเกอร์ท่ีเบ่ืมข๊ึน เนินนัฯหนักซองายมันท่ีสกัดได้ นๆมา 
คๆนวพบริมาพายมันตามสูตรข้างล่างน้ี

% ไยมัน = ( นัๆหนักยองไยมันท่ีสกัตได้ /  นัๆหนักตัวอย่าง ) X 100

1 .1 .5  การหาปริมาพกากไย ( Crude f ib e r  ) ทดยวิธียอง
Osborne (1978)

เครี่องมือ 1. Crude Fiber Apparatus
2. ปีกเกอร์ สๆหรับหากากไย ยนาด 600 มิลลิลิตร

สารเตมี

3. F luted  Funnel
4. เดข้กเคเตอร์ ยนาดเล้นผ่าศูนย์กลาง 10 น้ีว
5. ตูปีบไปฟ้า ( Heraeus Theleo )
1. สารละลายกรดข้ลปุริก 1 .25 %
2. สารละลายใซเตียมไฮดรอกไชด์ 1.25 %
3. เอทานปีล 95 %

วิธีวิเคราะห์
1. ข้งตัวอย่างที่สกัดเอาไยมันออกแล้วจากข้อ 1 .1 ,3  ประมาพ 2 กรัม 

ไล่ไนบีกเกอร์สๆหรับการย่อยยนาด 600 มิลลิลิตร
2. เติมสารละลายกรด'ข้ลฬุริก 1.25 % จๆนาน 200 มิลลิลิตร ด้งบน 

เตาไปฟ้าไนเครื่องมือ ปล่อยาห้กลนไหลกลับ นาน 30 นาที จึงนๆมากรองผ่านตัวกรอง และ 
ล้างตะกอนด้วยน้ำกลนเดือด จนกว่าจะ เนินกลาง

3. ล้างตะกอนด้ายเอทานอล 95 % นๆตัวกรองน้ันไปอบไนตู้อบาปฟ้า 
100 -  105 องศาเ'ชลเข้ยส นาน 3 ข้าใมง ข้งแล้วอบจนได้นัๆหนักคงท่ี ( M} ) ล้าง
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ก า ก เ ล ้น ไ ย อ อ ก จ า ก ต ัว ก ร อ ง ด ้ว ย น ้ำ ก ล ั่น  แ ล ้ว น ำ ไ ป อ ช จ น ไ ด ้น ้ำ ห น ัก ค ง ท ี่ ( m 2 ) ค ำ น ว ณ ห า ก า ก ไ ย

ต า ม ส ูต ร ด ัง ต ่อ ไ ป น ี้

% ก า ก ไ ย อ า ห า ร  = [ { ( M |  -  M2 ) / พ ้ๆ ห น ัก ต ัว อ ย ่า ง }  X 1 0 0 ]  -  % ป ร ิม า ท น ท ้า

1 .1 .6  การหาปริมารนเท้า ( Ash ) ไดยาซี Ashing ไน M uffle
Furnance

เครองมอ 1. P orcela in  C rucib le ( R osen th a ll ) ทนไป ยนาด 
10 มีลลิลิตร

2. เด?!กเตIตอร์ ฃนาดเล้นผ่าศูนย์กลาง 10 น้ีว
3. Iตาไปล้า ( Hot P la te  )
4. เตาเผ า ( M uffle Furnance , Gallenkarap )

วิธีวิเฅราะ VI
1. ล้าง P orcela in  C rucib le ยนาด 10 มิสลิลิตร ไห้สะอาด แล้ว 

อบไห้แห้งจนได้น้ำหนักคงท่ี ท่ังน้ำหนักบันทึกผสไว้ ( M2 )
2. ทั่งตัวอย่างแห้งประมาณ 5 กรัม ไส่ไน P orcela in  C rucib le  

ท่ีทราบน้ำหนักแล้วตามข้อ 1. ตั้งบนเตาไฬฟ้า เที่อเผาเของด้น จนกระทั่งตัวอย่างเบันลิดำ แล้ว 
ไม่มีดวันออกมา

3. นๆตัวอย่างนี้ไปเผาไห้เบันเท้า ไนเตาเผาท ี่ 550 องศาเชสเข้ยส 
จนกระท่ัง เท้าเบันลิยาว ข ้งจะไข้เวสาเผาไม่ด ่ำกว่า 8 ท่ัวใมง

4. นๆออกมา'ไล้ไนเดโ}เตเตอรั ปส่อยไห้เย็น แล้วท่ังหาน้ๆหนักคงท่ี 
( Mj ) นๆไปคำนวณหาบริมาท!เก้าได้จากสมการตังต่อไปน้ี

% เท้า = [ ( M1 -  M2 ) /  น้ำหนักตัวอย่าง ] X 100

1 .1 .7  การพาปริมาณคาร์,โปไฮเดรต จากการคำนวณ
จากส่วนประกอบยองอาหารตั้งหมดเบัน 100 ส่วน ท้าหกค่า 

รวมยองความêน โปรตีน ไยมัน กากไย แสะเท้า ออกแล้ว ค่าท่ีเหสึอจึง เบันค่ายปึง
คาร์ใฃไฮ เตรต ข้งย่อยด้ายกรดด้วยค่างได้ ตังสมการข้างล่างนี้

% คาร์โบไฮเดรต = 100 -  (%ความน้ีน + %โปรตีน + %ไฃมัน + %กากไย + %เท ้า)
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1.2  วิเคราะห์ปริมาท!ของแร่ธาตุ าซเคียม าทแทอเข้ยม แคลเข้ยม สังกะสี 
ทองแดง เหล็ก และแมงกานฝี ไนเนอมะค้อรดย Atomic A bso rp tio n
S p ec tro p h o to m ete r (W ill ia m ,1984)

เครึ่อ'!มีอ 1. D ig e s tio n  tu b e  ขนาด 100 มิลลิลิตร
2. LUนตต์ ขนาด 2 ,5 ,1 0 ,2 0 , แอะ 25 มิลลิลิตร
3. ขวดปริมาตร ขนาด 100 แอะ 250 มิลลิลิตร
4. Atomic A bso rp tio n  S p ec tro p h o to m ete r ( shim adzu 

AA-650 )

อารเคมิ
5. U l t r a v io l e t  S p ec tro p h o to m ete r ( Unicam SP 1800 )
1. กรดข้ลฬุริกเข้มขัน ( E. Merck )
2. กรดานตริกเข้มข้น ( E. Merck )
3. อารอะอายกรดไฮาดรคฝ็อริก 10 %
4. อารอะอายแอผามเนียเจือจาง
5. าพแทอเข้ยมาดาฮาดรเจนฬอสเฬต ( E. Merck )
6. น้ากลั่น«นิดปราศจากแร่ธาตุ ( กฝืน 3 คร้ัง )
7. V anadate m olybdate com posite  re a g e n t $งเตรียมาดย

อะลาย Ammonium m olybdate 20 กรัม ไนน้'ากสันมิ 50 องศา 
เซลเข้ยอ ปริมาตร 400 มิออิลิตร แล้วเทลงไนฝึารละอาย
Ammonium v an ad a te  1 กรัม ไนน้'ากลันเดือด 300 มิอลิลิตร 
ที่มิกรดานตริกเข้มข้นอยู่ 140 มิอลิลิตร $งทิ้งาว้ไห้เย็นก่อนจะ เท 
รวมกัน แอะคนจนเข้ากันดี จืงบรับปริมาตรเย็น 1 ลิตร

วิธีวิเคราะห์
1. ภาชนะและอุปกรผ์ทุกข้น ก่อนไข้ไห้แข้ไนสารละลายกรดไฮรดรคลอริก 

10 % แล้วล้างด้ายน้ากลั่นชนิดปราศจากแร่ธาตุ หรือน้ากล่ัน 3 คร้ัง จนภาชนะและอุปกร«ทุกข้น 
ปราศจากแร่ธาตุอึ๋นเจือปน

2. ข้งตัวอย่างประมาท! 5 กรัม ไลิไน d ig e s t io n  tube ขนาด 100 
มิอลิลิตร ทาการย่อยาดยวิธี wet d ig e s t io n  (O sb o rn e ,1978) ไข้กรดข้อฬุริกเข้มข้น 10 
มิลลิลิตร และกรดานตริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ต้มท่ีอุท!หภูมิ 250 องศาเซลเข้ยอ จนหมดควัน
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สี เ หลือง «อง ไนตรัสออกไซด์
3. ท้าสาร«ะ สายยัง Iรนสีน้ำตาสเห้มให้หยดกรดไนดริก Iท่มคร้ัง สะ 3-4 

หยด ต้มต่อไปจนกระท่ังได้สารสะลายาสสีเหลืองอ่อน และจนหมดควันของกรดห้ลท่ริก ไห้เวลา 
ท่ังหมดประมาก* 6 ท่ัวไมง

4. เตรียมการทดสอบไร้ลิงตัวอย่าง (b lan k ) ใดย,ไร้ปริมาณฃองกรดท๋ี 
เติมเท่าๆ กัน แต่'ไม่มีต้วอย่าง

5. นำตัวอย่างท่ีย่อยสมบูรณ์แล้ว ออกมาดั้งทั่งไว้ไห้เย็น แล้วก่ายไส์ไน
ขวดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรต้ายน้ำกลั่นท่ีปราศจากแร่ธาตุจนครบ 100
มิลลิลิตร แล้วแบ่งไปให้วิเคราะห์ปริมาก* าซเดียม ใท่แทสเห้ยม แคลเห้ยม ล้งกะลิ ทองแดง 
เหสกและแมงกาน้ส ใดยไห้เครือง Atomic A bso rp tio n  S pec tro p h o to m ete r
( Shimadzu AA-650 )

6. สารละสายอีกลิวนแบ่งไปวิเคราะห์หาปริมาก*ท่อสท่อรัส (Egans แสะ 
คณะ,1981) ใดยทำไห้เกิดสีดวย V anadate m olybdate com posite  re a g e n t

6 .1  เตรียมสารละสายมาตรฐานท่อสเท่ต ใดยเตรียมสารสะลาย 
าพแทสเห้ยมไดไฮใดรเจนท่อสเท่ต 3 .834 กรัม/ลิตร ก่อน แล้วนำสารละลายนมา 25 มิสลิลิตร 
เติมน้ำกลั่นใหัเรน 250 มิลลิลิตร จะไต้สารละสายมาตรฐาน ที่มีความเข้มห้นของสารละลาย 
1 มลลิลิตร ท่ีมี 0 .2  มิลลิกรัมของ P20 5

6 .2  เตรียมสารละสายมาตรฐาน ที่มีความเห้มห้แต่างๆ กัน ใดย 
0 เปตสารละสายมาตรฐาน 0 ,2 .5 ,5 ,1 0 ,2 0 ,3 0 ,4 0  และ 50 มิสลิลิตร ตามลำตับ ๆลิไน 
ชวดปริมาตร ขนาด 100 มิสลิลิตร แล้วเติมน้ำกล่ันไห้ไต้ปริมาตรรวม 50-60 มิสลิลิตร 
จึงเติมสารละลายแอมใมเนีย เลือจาง 2-3 หยด ไห้สารละลายเป็นกลาง แล้วเติมกรดไนตริก 
ไห้เรนกรดเล็กน้อย

6 .3  9 Iปตต์สารละลายตัวอย่างที่ไต้จากห้อ 5. มา 1 0 - 2 0  
มิลลิลิตร เติมน้ำกล่ันไห้ไต้ปริมาตรรวม 50-60 มิสลิลิตร แล้วจึงเติมสารละลายแอมใมเนีย
2-3 หยด ไห้สารละลายเรนกลาง แล้วเติมกรดไนตริกไห้เรนกรดเล็กน้อย

6 .4  เติม Vanadate m olybdate com posite  re a g e n t 25 
มิลลิลิตร สงไนสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่เตรียมไว้ไนห้อ 6 .2  แสะ 6 .3  
แล้วปรับปริมาตรไห้ครบ 100 มิลลิลิตร ทั่งไว้ 10 นาที วัดแอบซอร์แบนห้ท่ี 470 นาในเมตร
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ใดฆ'ให้เครึ๋อง U l t r a v io l e t  S p ec tro p h o to m ete r ( IJnicam SP 1800 )
6 .5  คำนวผบริมาท»'เอฝีฬอรัสจากกราฬมาตรฐานห์ได้จากสาร 

สะสายมาตรฐาน ข{นะท่ีทำการทดสองพร้อมกัน

1 .3  วิเคราะห์หาบริมาโ«วิตามินเอ อี บีหน๋ึง บีสอง านอะ$น แสะ$ ตามวิธ A0AC

1 .3 .1 การวิเคราะห์บริมาเ«วิตามินเอ อี ตามวิธีของ De V rie s  และค{«ะ
(1979)

เ ๙!•องมือ 1. E rlenm eyer f l a s k  สีชา ขนาด 125 มิลสิสิตร
2. ขวดปริมาตร สีชา ขนาค 100 มิลสิสิตร
3.

1
เครอง High P re ssu re  L iqu id  Chrom atography ของ 
W atte rs

4. M ic ro sy rin g e  ขนาด 20 ไมใครสิตร
สารเคมี 1. สารมาตรฐาน1รตินอส ( Roche )

2. แอ ftใทน
3. เอทานอล 95 %
4. P y ro g a l l ic  a c id
5. A lpha -  to c o p h e ry l a c e ta te  ( Roche )
6. เอทาแอล ใพแทสเใรยม ไฮดรอกไซด์
7. T e trah y d ro fu ran
8. ก๊าซไนใตรเจน

วิธีวิเคราะห์
1. เตรียมตัวอย่าง

สั่งตัวอย่างผสมะด้อแห้งต่บคละเอียดมา 5 กรัม าสํ e rlen m ey er
f l a s k  สีชา ขนาด 125 มิสลิลิตร เติมน้ำกส่ัน 5 มิลสิสิตร 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน
ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ว ิต า ม ิน เ อ ล ะ ล า ย ส า ร ม า ต ร ฐ า น I  ร ต ิน อ ล
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อารอะอายมาตรรานวิตามินอี อะสาย Alpha - to co p h e ry l 
a c e t a te  35 มิอสิกรัม ในนอ?ใทน 10 มิอสิสิตร ทๆให้เจือจางด้วยเอทานออ 95 % เย็น 
100 มิสสิสิตร จะได้สารละลายที่มิความเข้มข้นของวิตามินอีในรูปของ a lp h a  -  to c o p h e ry l 
a c e ta te  350 ไมใครกรัม/มิอสิสิตร ให้เตรียมใหม่ทุกครั้ง

ผอมอารอะลายมาตรฐานวิตามิน เ อและ อารอะ ลายมาตรฐานวิตามินอี 
อย่างละ 10 มิอสิสิตร แล้วเติมเอทานออ 95 % จฯนวน 20 มิอสิสิตร ผอมเข้าด้วยกันใส่ในฃวด 
ใบหน่ึง และอีกใบหน่ึง ผสมอารอะลายมาตรฐานวิตามินเอ และอารละลายมาตรฐานวิตามินอี
อย่างละ 20 มิอสิสิตร แล้วเติมเอทานออ 95% จฯนวน 10 มิอสิสิตร

3. นฯ อารละลายตัวอย่าง และสารละอายมาตรฐาน มาเติม 
p y r o g a l l ie  a c id  50 มิอสิกรัม จากนั้นเติมเอทานออ 95 % จฯนวน 22 มิลสิสิตร และ 
เอทานออ ใพแทอเ?ยม าฮดรอกไซด์ (0 .2 5  กรัม/มิอสิสิตร) 8 มิอสิสิตร นๆไชกลนไหลกล้บ 
ภายใด้ทา■ เทนใตรเจน นาน 45 นาที แล้วทฯ'ให้เย็นท่ีอุทเหภูมิห้อง

4. ทฯให้เย็นกลางด้วยกรดแอ?ติก ในเอทานขอ 95 % เยย่าเย็นครั้ง 
คราวแล้วถ่ายใส่ขวดปริมาตรสียา ยนาด 100 มิลสิสิตร ปรับปริมาตรด้วย 50 ะ 50 ของ 
te t r a h y d ro fu ra n  ะ เอทานออ 95 % จะทฯให้เกิดการตกตะกอน

5. หาปริมาผยองวิตามิน ใดยกรองสารละลายที่ไตั ผ่านตัวกรองขนาด
0 .45  ไมใครเมตร นๆแต่ส่วนที่ใสมาฉีดเข้าเครื่อง High P re ssu re  L iqu id
Chrom atography ยอง W atte rs  ใดยใข้ 20 ไมใครสิดร ใดยปรับอภาวะของ เครื่องอๆหรับ 
การวิเคราะห์หาวิตามินแต่อะยมิด ตังต่อไปน้ี

5 .1  วิตามินเอ ปรับสภาวะเครื่องตังนี้ 
Column : 10 um L ich ro so rb  RP-18
D e te c to r  ะ V ari-chrom  v a r ia b le  w avelength  d e te c to r

1 0 0  ม ิอ ส ิก ร ัม  ใ น แ อ ? ' โ ท »  1 0  ม ิล ส ิส ิต ร  แ ล ้ว ท ๆ ใ ห ้เ จ ือ จ า ง ด ้ว ย  เอ ท า น อ ล  9 5  % เป ็น

1 0 0  ม ิอ ส ิล ิต ร  จ ะ ไ ด ้ส า ร ล ะ อ า ย ท ี่ม ีค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง เ ร ท ิน อ อ  3 0  ไ ม ใ ค ร ก ร ัม / ม ิอ ส ิส ิต ร  เย ็บ

ใ น ข ว ด ส ีย า  เ ย ็บ ไ ว ้ใ น ต ู้เ ย ็น

(V ariai! P alo  A lto , CA) e x c i ta t io n  w avelength
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328 nm.(20 lira, s l i t  w id th ) em ission  w avelength  
510 nm. (20 nm. s l i t  w id th )

M obile phase : m ethanol + w ater (87 + 13)
Flow r a t e  ะ 1 .5  ml/min
‘ไดย ทราฟ! เรทินอล ทุกตัว จ!;ถูกแยกอยกมาภายทน 12 นาที เซรียบเทียฃกับ 

สารมาตรฐาน คฯนวเ«บุรีมาเ«ท่ีพบจากใครมาใทแกรม

5 .2  วิตามินอี ปรับสภาวะIค4อ'1ตังที
Column
D e te c to r

M obile phase ะ

Flow r a t e

p repacked  re v e rse d  phase Cg 
V ari-chrom  v a r ia b le  w avelength  
(V arian  P alo  A lto , CA) e x c i ta t i o n  
308 nm.(10 lira, s l i t  w id th ) em ission  
330 nm. ( 10 nm. s l i t  w id th  ) 
m ethanol + w ater ( 9 5 + 5 ) ,  pH = 
a c e t i c  a c id  
1 .5  ml/min

d e te c to r
w avelength
w avelength

4 ซรับด้วย

คฯนวฒรีมาเ«ที่พบจากกราฬที่ได้ใดย a lp h a - to c o p h e ro l  จะถูกแยกออกมาภายทน 
10 นาที เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน คฯนวฒรีมาณที่พบจากใครมาาทแกรม

1 .3 .2  การวิเคราะห์บุรีมาเ«วิตามินทีหนึ่ง ตามวิธีทน AOAC (1980) 
เครื่องมือ 1. เครื่องหมุนเหวี่ยง (C e n tr ifu g e )

2. S p e c tro f lu o ro m e te r  ( Kontron SFN 23 B )
3. เครื่องอังน้ฯ (W ater b a th )

สารเคมี

4. ซวดบุรีมาตร ฃนาค 100, 200, 500 และ 1000 มิสลิลิตร 
ตามลฯดับ

1. สารมาตรฐานไทอะมีน ไฮใดรคลอไรค์ ( Roche )
2. เอทานอล 20 %
3. กรดไฮใดรคลอรีก 0 .1  นอร์แมล

0 1 9 0 8 6
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4. Thymol b lu e
5. โซเคียมคลอารด์ หรือ โพแทสเ?ยมคลอไรด์
6. ไชเคียม ไฮดรอกไซด์ 15 %
7. ไอรชบูทาแอล
8. ลารออก?ได?งก เตรียมโดยผสมสารละลายโพนทสเซ้ยมเพอรัริก 

ไซยาไนด์ 1 % จๆแวน 4 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ จนปริมาตรI รน 100 มิลลิลิตร โ#ภาย'ใน 4 ช้ัวโมง

ว ิธ ีว ิ เ ค ร า ะ ด ์
1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน

1.1  สารละลายมูลภัฟเซองาทอะมีน ไฮโดรคลอไรด์ ( S tock
S o lu tio n  )

ชั้งสารมาตรฐานไทอะมีน ไฮโดรคลอไรด์ อย่างสะเอียด
าห้ได้น้ฯหนัก'ระหว่าง 50-60 มิลลิกรัม แล้วนฯมาละลายโนเอทานอล 20 % ปรับพีเอซ ให้ได้ 
ระหว่าง 3 .5  -  4 .3  ด้ายกรดไฮโดรคลอริก 0 .1  นอรันมล แล้วเ3อจางด้ายเอทานอลที่ 
ทำให้เก็แกรด ให้ได้ปริมาตร 500 มีลลิลิตร จะได้ความเซ้มซ้นสารละลายมาตรฐานาทอะมีน 
ไฮโดรคลอไรด์ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เก็บไว้ในซวดลิซาท่ีอุเ]เหภูมิ 10 องศาเซลเ?ยล

1 .2  สารละลายมธุยันตรุ ( In te rm e d ia te  S o lu tio n  )
โซ้สารละลายมูสภัผท์ 100 มิลลิลิตร ทำให้เคือจางด้วย

เอทานอล 20 % เป็น 1000 มิสลิลิตร แล้วปรับพีเอ«ให้ได้ระหว่าง 3 .5  -  4 .3  ด้วยกรด 
ไฮโดรคลอริก 0 .1  นอรัแมล เก็บท่ีอุผหภูมิ 10 องศาเซลI?ยล

1 .3  ลารละลายมาตรฐาน ( S tan dard  S o lu tio n  )
ใซ้สารละลายมัธยันตรั 5 มิลลิลิตร เจีอจางเป็น 250 

มิลลิลิตร ด้วยกรดไฮโดรคลอริก 0 .1  นอรัแมล จะได้สารละลายมาตรฐานไทอะมีน
ไฮโดรคลอไรด์ 0 .2  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

2. การเตรียมตัวอย่าง แบ่งเป็น 3 ช้ันตอน คือ 
2 .1  การแยกสลายด้วยน้ำ ( H y d ro ly sis  )

ซ้งผลมะค้อแห้ง ที่บดละเอียดแล้ว ให้มีความเซ้มซ้นซอง
ไทอะมีน ไฮโดรคลอไรด์ ประมาท! 0 .2  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริก 0 .1
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นอร์แผล จำนวน 15 มิลลิลิตรต่อ 1 กรัมซองตัวอย่างตั้งบนเครื่องอังน้ำที่ 95 -  100 องศา 
เซลเข้ยล คนอย่างลม่ฯเลมอ ให้ซองแซงลอยอยู่ในสารแขวนลอยน้ันนาน 30 นาท

2 .2  การสอัด ( E x tr a c t io n  )
แยกเฉพาะสิวนไส มาทดสอบด้วย thymol b lu e  ไห้มีพีเอซ 

ระหว่าง 1 .0 -1 .2  ปรับด้วยกรดไฮใดรคลอริก 0 .1  นอร์แมล ให้ความเข้มข้นสุดท้าย11เน
0 .2  ไมใครกรัม/มิสสิลิตร จากนั้นนำเข้าเครื่องหมุนเหรียง เพ่ีอทำไห้ตัวอย่างข้นบนเรน
สารละลายไส กรองผ่านตัวกรองหรือกระดา«กรองซนิตไม่มีเก้า ( ash  f r e e  p ap e rs  )

2 .3  การออกข้เดข้น ( O x id a tion  )
ข้งาซเดียมาฮดรอกไซด์ หรือ าพแทสเข้ยมไฮดรอกไซด์ 1 .5  

กรัม ไสิไนแต่ละหลอดทดลอง ท่ีงมีต้ังหมด 4 หลอด และ เติมสารละลายไนหลอดต่างๆ ตังน้ั
หลอดท่ี 1 เติมสารละลายตัวอย่างที่เตรียมไว้ไนข้อ 2 (2 .2 )  5 มิลสิลิตร และ

สารออกข้ไคข้งด์ 3 มิลลิลิตร
หลอดท่ี 2 เติมสารละลายตัวอย่างที่เตรียมไว้ไนข้อ 2 (2 .2 )  5 มิลลิลิตร และ

สารละลายาซเดียม ไฮดรอกไซด์ 15 % จำนวน 3 มิลลิลิตร
หลอดท่ี 3 เติมสารละลายมาตรฐานไนข้อ 1 (1 .3 )  5 มิลลิลิตร และ สาร

ออกข้ไดข้งด์ 3 มลลิลิตร
หลอดท่ี 4 เติมสารละลายมาตรฐานไนข้อ 1 (1 .3 )  5 มลลิลิตร และ 

สารละลายใซเดียม ไฮดรอกไซด์ 15 % จำนวน 3 มิลลิลิตร
เซย่าเบาๆ จากนั้นเติม ไอใซบูทานอล 13 มลลิลิตร ท้นที เขย่าใดยไข้เครื่อง 

หมุนเหายง ประผาโน 2 นาที ÛIปตด์สิวนบนของสารละลาย นำไปรัด พลอูอเรสเซนด์ ท่ี 365 
นาในเมตร ควยเครอง S p e c tro f lu o ro m e te r  ( Kontron SFN 23 B ) ไค

ค่าพลูอปึเรสเซนข้ฃองสารละลายตัวอย่าง = 1
ค่าพลูออเรสเซนด์ฃองสารละลายตัวอย่างที่เติมใซเดียม ไฮดรอกไซด์ 15 % จำนวน 

3 มิลลิลิตร = b
ค่าพลูออเรสเซนข้ซองสารละลายมาตรฐาน = ร
ค่าพลูออเรสเซนด์ฃองสารละลายมาตรฐานที่เติมใซเดียม ไฮดรอกไซด์ 15 % จำนวน

3 มลลิลิตร = d
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ค ฯ น ว ๗ ท  ม ิค ล ิก ร ัม  ช อ 'ท ท อ ะ ร น  ไ ฮ ใ ค ร ค ล อ ไ ร ด ์ ทน 5 ม ิค ล ิล ิต ร  ย อ ง ส า ร ? เะ ล า ย

ต ัว อ ย ่า ' )  = ( i - b ) / ( s - d )

1 .3 .3  การวิเคราะห์ปริมา{«วิตามินบีสอง ตามวิgทน AOAC (1980) 
เครื่องมือ 1. ยวดปริมาตร ยนาด 100, 200, 500 แคะ 1000 มิคลิลิตร 

ตามคฯดับ
2. 0เปตต์ «นาด 10, 50 มิคลิลิตร
3. เครื่องอังน้ฯ ( W ater b a th  )

คารเคมื
4. S p e c tro f lu o ro ra e te r  ( K ontron SFN 23 B )
1. สารมาตรฐานไรใฆฬคาริน ( Roche )
2. กรดแอสิดิก 0 .02  นอร์แมค
3. สารละลายใพแทสเ?เยม เชอรแมงกาเนต 4 %
4. สารละลายไฮใดรเจน เบอร์ออกไซด์ 3 %
5. ใซเดียม ไดไทรอเนต

ริธีริเคราะห์
1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน

1 .1  สารละลายมลภัฟพ)องไรใบชลาริน ( S tock R ib o fla v in
s o lu t io n  )

คะลายสารมาตรฐานไรใบศคาริน 50 มิลลิกรัม,ทนกรดแอบีติก
0 .02  นอร์แมค าห้าตับริมาตร 500 มิคลิลิตร ตั้งบนเครื่องอังน้ฯจะ?เวยทห้คะลายเร็วยัน เก็บ 
ภายทตัใทคูอีนท่ี 0 องศาเซลIบียส จะมิความเข้มยันยองไรใฃฬลาริน 100 ไม,ใครกรัม/มิคลิลิตร

1 .2  ลารคะคายมัรยันตรี, ( In te rm e d ia te  s o lu t io n  )
ใข้สารละลายมูลยัฟท)องไรใบชลาริน 100 มิลลิลิตร เจีอ 

จางด้วยกรดแอ?เดัก 0 .02  นอรีแมค ทห้ได้ชริมาตร1รน 1000 มิลลิลิตร เก็บภายทตัรทลูลินร่ 0 
องศาเซลเ?}ยล จะมิความเข้มข้นยองไรใบฬคาริน 10 ไมใครกรัม/มิคลิลิตร

1 .3  สารละลายมาตรฐาน ( S tan d ard  s o lu t io n  )
ทข้สารคะลายมัธยันตรี 10 มิคลิลิตร เจีอจางตัวยนฯกอันทห้าตั 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จะมิความเข้มข้นยองไรใบศลาริน 1 ไมใครกรัม/มิคลิลิตร
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2. การเตรียมสารละรายตัวอย่าง
ท่ังผลมะค้อแห้ง ที่บดละเอียดแล้ว ประมาญ 1 กรัม เติมกรด

าฮาดรคลอริก 0 .1  นอร์แผล 10 มิลลิลิตร ให้ป็าราบปลาวิน 0 .1  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เขย่า 
แล้วนาไปเข้าหม้อที่งอดไอ (a u to c la v e )  ทีอุญหภูม้ 121-123 องศาเซลเทียส นาน 30 นาอี 
ล้าเกิดเป็นล้อนาห้เขย่าแรงๆ ให้กระจายออก ปรับพีเอ«ให้ไต้ 6 .0 -6 .5  ด้วยสารละลาย
ใซ เ ดียม ไฮดรอกไซด์เจึอจาง ก้ามีตะกอนเทิดขนอีกให้เติมสารละลายกรดไฮาดรคลอริก เ จึอจาง 
จนกระท่ังตะกอนหมดไป กรองผ่านกระคาพกรองแล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 ผิลลิลิตร

3. การทาให้เกิดลิ
ทิเบตด์สารละลายตัวอย่างจากข้อ 2. มา 10 ม็ลลิลิตร าลิหลอด 

ทดลอง 4 หลอด ใดย 2 หลอดแรก เติมสารละลายมาตรฐานในข้อ 1 (1 .3 )  จานาน 1 
มิลลิลิตร อีก 2 หลอดหลัง เติมน้ากลน 1 มิลลิลิตร และแต่ละหลอดเติมกรดแอทีติก 1 ผิลลิลิตร 
และสารละลาย'าพแทสเทียม Iปอร์แมงกาเนต 4 % จานวน 0 .5  มิลลิลิตร ตั้งทั่งไว้ 2 นาที
จากนั้นเติมสารละลายไฮาดรเจน เนอร์ออกไซด์ 3 % จานวน 0 .5  มิลลิลิตร ทั่งจะทาลายลิของ 
าพแทสเทียม เปอรัแมงกาเนต กายาน 10 วินาที เขย่าแรงๆ จนกระท่ังออกทีเจนท่ีเกินถูกไล่ 
ออกหมด จงวัดค่าพลูออIรสเซนที ดาย S p e c tro f lu o ro m e te r  ที 440-565 นาในเมตร ได้ 
ค่าพลูขอเรสเซนทีของหลอดสารละลายตัวอย่าง และสารละลายมาตรฐานคู่แรกไค X} และ x2 
เฉลี่ยได้'ค่า X หลอดสารละลายตัวอย่าง และนัากลนคู่หลังได้ B} และ B2 เฉลี่ยได้ค่า B 
แล้วนาหลอดทดลองคู่หลังน๊ึ เติมใซเคียม ไดาทาอเนต* 20 มิลลิกรัม เพี่อทาลายพลูออIรสเซนที 
ของาราบพลาวิน แล้วนามาวัดค่าพลูออเรสเซนที ของหลอดสารละลายตัวอย่าง และน้ากลัน และ 
ใซเดียม ไดาทาอเนต ได้ค่า Cj และ c 2 ได้ค่า เฉล่ีย C นามาคาน'ไพค่าของวิตามินป็สอง
ตามสมการตังนึ๊

rag R ib o fla v in /m l f i n a l  sam ple s o lu t io n  = [ (B -C )/(X -B )]x 0 .10x0.001

* .ๆซเดียม าพไทาอเนต ล้าเติมมากกว่า 20 ผิลลิกรัม จะไปลดลิของสารอ่ืน ทาให้ 
อ่านค่าผิดพลาดได้
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1 .3 .4  การวิเคราะห์ปริมาททนอา?เน ตามวิธีทน AOAC (1980)
เครึ่องมือ 1. E rlenm eyer f la s k  ขนาด 50, 100 มิอสิลิตร

2 . มิเชตต์ขนาด 2 , 10 , 20 มิอสิลิตร
3. U l t r a v io l e t  S p ec tro p h o to m ete r (Unicam SP 1800)
4. หมอนงอัดไอ ( A utoclave )

สารเคมี 1. สารมาตรฐานไนอารเน ( Roche )
2. เอทานออ 25 %
3 . กรด#ลทุริก 1 นอรีแมล
4. ‘ไชเคียม าฮครอกาชห์ 10 นอร์แมส
5. B rom ocresol g reen
6 . กรดไฮใดรคออริกเจือจาง
7. แอมามเนียเจือจาง
8 . S u l f a n i l i e  a c id  10 % เตรียมจากแอมามเนียม ไฮดรอกไชด์

1 มิอสิลิตร Sul f a n i l i e  a c id  20 กรี'ม และน้ฯกอัน 170 
มิฝือิลิตร เขย่าจนกระทงอะลายหมด ปรับทีเอ»เมิน 4.5 ด้วย
กรดไฮาดรคลอริก (1 :1 )  าดยไท้ B rom ocresol g reen
เมินตัวบอก แล้ว เจือจางเมิน 200 มิลสิลิตรด้วยน้ากลน สารละลาย 
สุดท้ายเกือบจะาม่ม ีส ิ

9. สารละลายไชยาในเจน าบรไมด์ 10 % เตรียมาดยาสิน,ฯอุ่นท่ี 40 
องศาเชลเใ)ยส 370 มิลสิลิตร ทนภา»นะกือน แล้วเตัมไชยาในเจน 
าบรามต 40 กรัม เขย่าแรงๆ จนกระท่ังสะลายหมด ทั่งไท้เย็น 
แล้วเจือจางด้ายน้ฯกสั่นเมิน 400 มิลลิลิตร เก็บทนตู้, เย็น ระรังอย่า 
ทท้ถกผิวหนังและตา

10. แอมามเนียม ท้ลเทด 
วิธีวิเคราะห์

1 . เตรียมสารละลายมาตรฐาน
1 .1  สารละลายมุลภัท๓»องไนอา?เน ( S tock N iacin

S tan d a rd  S o lu tio n  )
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25 % ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร เก็บท่ี 10 องศาเซลเ3ยส จะไต้สารละลายมาตรฐาน 
มูลภัเพทของานอา?เนท่ีมีความเข้มสัน 100 ไมใครกรัม/มิลลิลิตร

1 .2  ลารสะสายมาตรฐาน ( S tan dard  S o lu tio n  )
เจือจางสารละสายมูสfim ของไนอา$น 2 มิลลิลิตร ด้วยนัฯ 

กลนจนไต้ปริมาตรIรน 50 มิลลิลิตร จะไต้สารละลายมาตรฐานที่มีความเสัผสัน 4 ไมใครกรัม 
/มิลลิลิตร

2 . เตรียมสารละลายตัวอย่าง
ข้งผลมะค้อแห้ง ท่ีบดละเอียดแล้วมาประมาเพ 10 กรัม าล้ใน

erlen m ey er f la s k  ขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมกรดข้ลฬุริก 1 นอร์แมล 200 มิลลิลิตร แล้ว 
นฯไปเข้าหม้อน่ึงอัดไอท่ีความดัน 15 ปอนด์ หรือ ท่ีอุเพห.ภูมิ 121 องศาเซลเทียล นาน 30 นาที 
แล้วทฯให้เย็นก่อนปรับทีเอซให้เป็น 4 .5  ด้วยสารละลายใซเตียม ไฮครอกไซด์ 10 นอรีแมล 
ใดยาสั b rom ocreso l g reen  เป็นตัวบอก แล้วทฯให้เจือจางด้วยน้ฯกลั่น าห้ม้ปริมาตร 250
มิลลิลิตร

3. ข้งแอมามเนียมข้ลเฬต 17 กรัม ใล้านขวดปริมาตร ขนาด 50 
มิลลิลิตร 2 ใบ ใบแรกาล้สารละลายตัวอย่าง 40 มิลลิลิตร เจีอจางด้วยน้ฯกลนเป็น 50 
มิลลิลิตร ใบหลังาล้สารละลายมาตรฐาน 40 มิลลิลิตร เจือ'จางด้ายนๆกลนเป็น 50 มิลลิลิตร 
นึ่งจะได้ความเข้มสัน 3.2 ไมใครกรัม/มิลลิลิตร

4. การท'ฯาห้เกิดลิ
0 เปดตสารละลายมาตรฐาน และสารละลายตัวอย่างที่ เติมแอมาผ เนียม 

สัลเฬต และน้ฯกลั่นเรียบร้อยแล้ว (ข้อ 3) อย่างละ 1 มิลลิลิตร ใล้หลอดทตลอง 4 หลอต แล้ว 
เติมสารละ ลายอื่นI ทื่อให้เกิดลิดังนึ่

Standard Blank Sanple Blank
1.0 ml s ta n d a rd  s o lu t io n
5 .0  ml H20
0 .5  ml d il.N H 4OH
2 .0  ml 10 % S u l f a n i l i c  a c id

1.0  ml sam ple s o lu t io n
5 .0  ml H20
0 .5  ml d il.N H 4OH
2 .0  ml 10 % S u l f a n i l i c  a c id

0 .5  ml d i l .  HC1 0 .5  ml d i l .  HC1
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Standard S o lu tio n
1.0  ml s ta n d a rd  s o lu t io n
0 .5  ml d i l .  NH40H
5 .0  ml CNBr
2 .0  ml 10 % S u l f a n i l i c  a c id
0 .5  ml H20

Sample S o lu tio n
1.0  ml sam ple s o lu t io n
0 .5  ml d i l .  NH4OH
5 .0  ml CNBr
2 .0  ml 10 % S u l f a n i l i c  a c id
0 .5  ml H20

วัดแอบซยร์แบนห์ท่ี 430 -  450 นา*เนเมตร ภายาน 30 วินาที หลังจากเติม
อารละสาย s u l f a n i l i c  a c id  ไนหสอดการทดสอบไร้ลังตัวอย่าง (b lan k ) ลัวนานหสอด 
สารสะลาย ลัจะเซ้มสูงสุดกายาน 90 วินาที หลังจากเติมสารละลาย s u l f a n i l i c  a c id  จะ 
อยู่ได้นาน 120 วินาที แล้วลิจะทีดจางลงอย่างร้าๆ จึงควรรีบอ่านค่าแอบซอร์แบนห์ ของสาร 
สะลายมาตรฐาน เมื่อาห s ta n d a rd  b lan k  ผีค่าเรน 0 และอ่านค่าแอบซอร์แบนที ของสาร 
ละลายตัวอย่าง เมื่อาห้ sam ple b lan k  ผีค่าเรน 0 นๆค่าท่ีได้มาคฯนวณหานริมาแ(ของไนอาทีน

เครื่องมือ

สารเคผี

1 .3 .5  การวิ เคราะห์ปริมาททิตาผีนที ตามวิธีาน AOAC (1980)
1. ขวดนรีมาตร ขนาด 50, 200, 1000 มิลลิลิตร
2. E rlenm eyer f la s k  ขนาด 250 ผีลลิลิตร
3. บิแปตต์ ขนาด 1, 5 ผีลลิลิตร
1. สารละลาย M etaphosphoric  a c id  เตรียมใดยละลาย 30

กรัมของ M etaphosphoric  a c id  ในกรดแอทีดิกล้วน 80
ผีลลิลิตรและน้ฯกลน 400 ผีลลิลิตร คนาห้ละลายจนหมด แล้ว
ปรับปริมาตรเรน 1000 ผีลลิลิตร ด้วยน้ฯกลัน กรองสารละลาย
ท้าจ'  ๆI รน

2 . สารสะสายมาตรฐาน Indophenol เตรียมใดยร้ง ใซเดียม
ไบคาร์บอเนต 42 ผีลลิกรัม ละลายานน้ฯกลน 50 ผีลลิลิตร
า ล ัา น ขวดปริมาตร ขนาด 200 ผีลลิลิตร ร้ง 2,6 -  d ic h lo ro  
indophenol 50 ผีลลิกรัม คนาห้ละลายปรับปริมาตรเร น  200
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มิลลิลิตรด้วยน้ฯกล่ัน เก็บ*ณแวดสีชา ควรเตรียมใหม่ทุกครั้ง
3. สารมาตรฐานกรดแอสคอบิก ( Roche )

วิธีวิ เคราะห
1 . เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอป็ก ใดยทีงกรดแอสคอบก

อย่างแม่นยฯ 50 มิสลิกรัม ใส่ทนยาดซรีมาตร ยนาด 50 มีลลิลิตร เจือจางด้วยสารละลาย 
m etaphosphoric  a c id  ปรับปริมาตรจนครบฺ 50 มิลลิลิตร

2 . 9 เบตด์สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก 1.0 มีลลิลิตร ใส่ใน
erlenm eyer f l a s k  ยนาด 250 ม่ลลิลิตร ทฯใหัเจือจางด้วยสารละลาย m etaphosphoric  
a c id  20 มิลลิลิตร น0าไบไทเทรตด้วยสารละลายมาตรฐาน indophenol จุดยุติ'จะเป็นลิ
ยมพูéงจะมีความคงตัวป'ระมาทเ 5 วินาที

3. t u ปตด์ตัวอย่างน้ฯมะค้อมา 5 .0  มิลลิลิตร ใส่ใน erlenm eyer 
f l a s k  ยนาด 250 มิลลิลิตร ทฯให้เจือจางด้วยสารละลาย m etaphosphoric  a c id  
20 มิฝืลิลิตร นฯไปไทเทรตด้วยสารละลายมาตรฐาน indophenol จุดยุตัจะ เป็นลิชมพู ^งจะมี 
ความคงตัาบ'ระมา{น 5 วินาที

การคฯนาทเปริมากทตามีนทีคฯนาททด้ตามสมการดังย่อไปน้็
(a -b )  X  c X  100

ปริมา๙ เตามีนที (มิสลิกรัม/ 100 มีลลิลิตร) = ---------------------------------------------------
(s -b )  X ปริมาทเยองตัวอย่าง(มีลลิลิตร)

ใดยมีฟ้จจัยดังย่อไปมี
a = ปริมากเท่ีใที’ในการไทเทรตยองตัวอย่าง (มิลลิลิตร)
b = ปริมากเทีใที'ในการไทเทรตฃองการทดสอบไร้ลิงตัวอย่าง (B lank) (มิสลิลิตร) 
ร ะะ ปริมาทเท่ีใที'ในการไทเทรตของสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก (มิลลิลิตร) 
c = มิลลิกรัมยองสารมาตรฐานกรดแอสคอบก ท๋ีสมมูลย์กับ 1 .0  มิลลิลิตร ยอง 

สารละลายมาตรฐาน indophenol
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1.4  วิ เคราะห้ซนิดและชรีมาผกรดอะมิโน โดยวิธีของ Meason และ
คณะ (1980)

เครื่องมือ 1 .
2.

Bound bottom  f la s k  ขนาด 100 มิลลิลิตร 
เครื่องอังน้ำแข็ง ( Ic e  b a th  )

3. R o ta ry  e v a p o ra to r
4. เครื่องอังทราย ( Sand b a th  )

สารเคมี
5. Amino Acid A nalyzer ( H ita c h i 835-50 )
1 . สารละลายไฮโดรเจน เนอร์ออกไซด์ 30 %
2. กรดบอรีมก 89 %
3. กรดไฮโดรคลอริก 6 นอร์แมล
4. ftนอล
5. L ith ium  lo a d in g  b u f fe r  pH 2 .2
6 . สารผสมเชอรีออกไซด์ เตรียมจากสารสะลายไฮโดรเจน 

เชอร์ออกไซค์ 30 % จำนวน 0 .5  มีลลิลิตร ผสมกับกรดบอรีมิก 
89 % จำนวน 45 มิลลิลิตร และ ftนอล 25 มีลลิกรัม แล้ว 
วางทิ้งไว้ที่อุกÎพภูมิน้องประมาท! 30 องศาเซลเข้ยส นาน 60 นาที 
ทิ้งโห้เย็น แล้ว๗ โนเครื่องอังน้ำแข็ง นาน 15 นาที

วิธีวิเคร.าะห์
1 . อังตัวอย่าง เ นิอมะค้อแห้ง ท่ีบดสะเอียดแล้ว าห้มีชริมารแไนโตรเจน

ชระมาผ 10 มีลลิกรัม ไล่โน round bottom  f la s k  ขนาด 100 มีลลิลิตร
2. เติมสารผสมเชอร6ออกไซด์ 7 มีลลิลิตร ลงโนตัวอย่างข้อ 1 . อย่าง 

ข้าๆ แสะระมัดระวัง คนไห้เข้ากัน แล้ว0ดภาชนะาห้สนิท เ5บแย่ไนย่องแข็งที่ 0 องศาเซลเข้ยล 
นาน 16 อัาโมง แล้วไล่กรดบอรีมิกท่ีเหลือออกโดยไข้ r o ta r y  e v a p o ra to r  ท่ีอุญหภูมิ 40 
องศาเซลเข้ยส

3. นำตัวอย่างที่ถูกออกข้ไดข้แล้ว จากข้อ 2. มากลนไหลกลับ ด้วยกรด 
ไฮโดรคลอริก 6 นอร์แมล 50 มีลลิลิตร และ ทีนอล 50 มิลลิกรัม บนเครื่องอังทราย ท่ีอุผหภูมิ 
145 องศาเซลเข้ยล นาน 24 อัวโมง แล้วระเหยจนตัวอย่างแห้ง

4 . เติมกรดไฮโดรคลอริก 6 นอรีแมล โห้ได้ชริมาตร 100 มิลลิลิตร
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แล้ว0 เปตต์ตัวอย่าง 25 มิลลิลิตร นฯไประ เหยด้วย r o ta r y  e v a p o ra to r  ท่ีอุผหภูมิ 40-50 
องศาเซลเทียส จนกระทั่งตัวอย่างแห้ง

5. นฯตัวอย่างจากข้อ 4. มาทำให้เจือจางด้วย L ith ium  lo ad in g  
b u f fe r  pH 2 .2  จฯนาน 50 มิลลิลิตร บิเปดต์ตัวอย่างมา 5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตร 
เปน 10 มิอสิลิตรดาย L ith ium  lo a d in g  b u f fe r

6. นฯตัวอย่างที่ได้จากข้อ 5. มาฉีดเข้าเครื่อง Amino Acid 
A nalyzer ท่ีงปรับให้มีสภาวะตังต่อไปน้ี

Column ะ 2 .6  X 250 mm ( R esin  # 2619 )
Flow r a t e  ะ 0 .275  ml/min
Sample ะ 5 ท m ol/50 u l
Ammonia f i l t e r  column ะ 4 X  200 mm ( R esin  # 2650 )

7. แปรผลจากใครมาาทแกรมท่ีได้ เปรียบเทียบ«นิดกรคอะมิาน และ 
คำนวผหาปริมาผกรดอะมิใน

เครื่องมือ
1 .5  วิเคราะห์ปริมาผกรด าดยวิธีไทเทรต (R anganna,1977)
1. บิวเรตต์ «นาด 50 มิลลิลิตร
2. E rlenm eyer f l a s k  «นาด 250 มิลสิลิตร
3. กระดาษกรองเบอร์ 4 ( Whatman p ap er )

สารเคมี 1. P h e n o lp h th a le in  TS เตรียมใดยละลาย 1 กรัม«อง 
P h e n o lp h th a le in  ในเอทานอล 100 มิลสิลิตร

2 . สารสะลายใซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1  นอร์แมล
วิธีวิเคราะห์

1 . นำน้ฯมะค้อสด มาทฯให้ใสก่อน ใดยกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 
4 จากนั้นบิเปดต์เอาน้ำมะค้อสด ที่ผ่านการกรองแล้วมา 10 มิลลิลิตร ใลิสงใน erlenm eyer
f la s k  «นาด 250 มิลลิลิตร

2. เติมน้ำ 100 มิลลิลิตร และหยด p h e n o lp h th a le in  TS 3 หยด 
นำไปไทเทรดด้วยสารละลายใซเคียมไฮดรอกไซด์ 0.1  นอร์แมล ใดยมี p h e n o lp h th a le in
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เป็นอินดิเคเตอร์ จุดยุติจะเซสี่ยนจากไม่มีสิเป็นสิชมฟู คานวญหาปริมาณกรดจากสมการดังต่อไปน๊ึ 
1 e q u iv a le n t  w eigh t o f a c id  X  n o rm a lity  o f NaOH X  T i te r  

%ปริมาเพารด = -  X  --------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

10 w eigh t o f  sam ple
E q u iv a le n t w eigh t o f c i t r i c  a c id  (m onohydrate) = 70.0  กรัม

1 .6 วิเคราะห์หาปีเอช ใดยทน้มาตรความเป็นกรด-เบส ( dH m eter)
เครื่องมือ 1. มาตรความเป็นกรด-เบส (pH m eter) ( RADIOMETER 

COPENHAGEN, PHM64 RESEARCH pH METER)
2. ปีกเกอร ชนาด 50 มลสิสิตร

สาร เ คมี 1. สารสะลายมาตรฐานบัฟเฟอร์ ฟีเอช 4 .0
2. สารละลายมาตรฐานบัฟเฟอร์ ปีเอช 7 .0

ûdû <วธาเคราะ ห
1. S ta n d a rd iz e  มาตรความเป็นกรด-เบส ด้วยสารละลายมาตรฐาน

บัฟเฟอร์ mots 7 .0  ก่อน จากน้ันทฯการ S ta n d a rd iz e  มาตรความเป็นกรด-เบส อีกครั้งด้าย 
สารละสายมาตรฐานบัฟเฟอร์ ปีเอ?ร 4 .0

2. นฯน้ฯมะค้อสดมาจานวน 25 มิสลิสิตร ทสิลงทนปีกเกอร์ ?เนาด 50 
มิสสิลิตร แล้ววัดปีเอซ ด้วยมาตรความเป็นกรด-เบส

1 .7  วิเคราะห์ปริมาณน้าตาฝี ทดยวิธี?)อง Lane and Eynon
(R an gan na ,1977)

เครื่องมือ 1. ปีกเกอร์ ขนาด 400 มิลสิสิดร
2. E rlenm eyer f l a s k  ชนาด 250, 1000 มิสสิสิตร
3. ฃวดปริมาตร ชนาต 100, 200 แสะ 250 มิสสิสิตร 

บิวเรตต์ ชนาด 50 มิสสิสิตร4 .
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สาร Iคมี

5. 9 เนตด์ ขนาด 2 มีลสิสิต,ร
6. กระดาษกรอง เบอร์ 4 ( Whatman p aper )
7. กระตาซกรอง เบอร์ 41H ( Whatman p aper )
1. สารสะสายคอบเบอร์'สิ'ลเฬต เต'1ยมๆดยสะลายคอบเบอร์#ลเพต

จำนวน 69.28 กรัม ลง'ในน้ำ และ เจือจางให้มีปริมาตร 1000
มีลลิลิตร

2. สารละลายแอลคาาลทาร์เทรด เตรียมใดยละลายเกลือ R ochelle  
(ใพแทลเสิยมใซเคียมทาร์เทรด, KNaC4H40g . 4H20 )
จำนวน 346 กรัม และาซเคียมไฮดรอกไซด์ 100 กรัม สงในน้ำ 
และทำ'ให้มีบรีมาตรเกิน 1000 มีลลิลิตร

3. F eh lin g  ’ร s o lu t io n  เตรียมใดยผสมสารเคมีในข้อ 1. และ 
ซัอ 2. ที่มีชรีมาตรเท่าๆ กันก่อนจะใข้

4. M ethylene b lu e  อินดิเคเตอร์ เตรียมใดยละลาย M ethylene 
b lu e  1 กรัม ในน้ำ 100 มิลลิลิตร

5. สารละลาย N eu tra l le a d  a c e ta te  45 % เตรียมใดย 
ละลาย N eu tra l lead  a c e t a te ,  (Pb(C2H302)2*3H20) 
จำนวน 225 กรัม ในน้ำ และเจือจางให้มีปริมาตรเกิน 500 
มลลิลิตร

6. สารละลายใพแทสเซีเยมออกซาเลท 22 % เตรียมใดยละลาย 
ใพแทสเซีเยมออกซาเลท (K2C2O4 .H2O) จำนวน 110 กรัม 
ในน้ำ และเจือจางให้มีปริมาตรเกิน 500 มีลลิลิตร ปริมาณ lead  
a c e t a te  ที่มากเกินพอในสารละลายน้ำตาล (su g a r  s o lu t io n )  
จะมีผลทำให้เกิดความผิดพลาดในการไท เทรต

กำหนดปริมาณท่ีแน่นอนของสารละลายใพแทสเข้ยมออกซาเลท เพ่ีอท่ีจะตกตะกอน Pb++ 
จากสารละลาย lea d  a c e ta te  2 มิลลิลิตร ดังน้ี ใข้บีกเบอร์ ขนาด 50 มิลลิลิตร จำนวน 6 
ใบ ๆส์น้ำ 25 มิลลิลิตร และ9 เปตด์ลารละลาย le a d  a c e ta te  จำนวน 2 มีลลิลิตร ลงไป 
ในแต่ละบีกเกอร์เติม 1 .6 , 1 .7 , 1 .8 , 1 .9 , 2 .0  และ 2 .1  มีลลิลิตร ของสารละลาย
ใพแทสเสิยม ตามลำดับ กรองแต่ละบีกเกอร์ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 41H และเกิบที่กรองแล้วใส่
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ไน e rle nm eye r f la s k a w าด 50 มิลลิลิตร ‘ไ!4แต่ละลิวนที่กรองไต้เติมสารละ?ทย!mเทสเสิยม 
ล'] ไป 2-3 หยด ปริมาณท่ีถูกต้องของใพแทสเสิยมออกซาเลทที่ต้องการคือ ปริมาณท่ีน้อยท่ีสุดสิง 
เมื่อเติมฝืารละลาย le a d  a c e ta te  ลงไป 2 มิลลิลิตร จะ,ไห้ผลลบ ลฯหรับ lead  ‘ไนลิวน 
ที่กรองไต้ คือไม่มีการตกตะกอน ปริมาตรท่ีสมดุลย์น้ื,จะบันทึกไว้ท่ีขวด และจะนๆไปไว้เมื่อสาร 
ละลายถูกไว้ไปไนส่างการตรวจวัดปริมาณน'ๆตาล

การ เตรียมสารสะสายน้ๆตาลมาตร5าน ( S tan d a rd  su g a r s o lu t io n  )
ว้งซูไครสปริสุทธิ 9 .5  กรัม นๆไปไลิไนปีกเกอร ยนาด 400 มีลลิลิตร เติมน้  ๆ 100 

มีลลิลิตร และกรดไฮใดรคลอริกเว้มว้น 5 มิลลิลิตร ต้งที่งไว้ 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 20-25 องศา 
เซลเสิยส เพ่ีอที่จะทๆ ไห้เกิดการผกผัน ( in v e rs io n  ) จากน้ันนๆ ไบไลิไนขวด ขนาด 1000 
มิลลิลิตร และทๆ 'ไห้มีปริมาตรเปีน 1000 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเสิยส

ทๆไห้สารละลายน้ๆตาลเปีนกลางาดยการไทเทรตดังนื๊ ปีIปตต้สารละลายมาตรฐาน
หกกลับ 50 มิลลิลิตร ไลิสงไนขวดปริมาตร ขนาด 200 มีลลิลิตร เติมน้ๆลงาป 100 มิลลิลิตร 
ไว้ p h e n o lp h th a le in  เปีนลินติเคเตอร์ เติมสารละลายไซเคืยมไฮดรอกไซด 20% จนกระท่ี'ง 
สารละลายมีสิชมพู เติมกรดาฮใดรคลอริก 1 นอร์แมล ลงาปมีละหยดจนกระบังสิชมพูหายไป เติม 
น้ๆไห้มีปริมาตร 200 มิลลิลิตร นๆไปไทเทรตด้าย 10 มํลลิลิตรของ F e h lin g ’s  s o lu t io n  
วิธีการไท เ ทรตอธิบายไว้ไนหัวข้อการไท เ ทรตวิธีมาตรฐาน

การไทเทรุตวิธีมาตรฐาน ( S tan d a rd  method o f t i t r a t i o n  )
ปีเปตต์ F e h l in g ’s s o lu t io n  10 มีลลิลิตร ไลิลงไปไน erlen m ey er f la s k  

ขนาด 250 มิลลิลิตร จๆนวน 2 ไป เติมสารละลายที่จะไทเทรตลงไปไนบิวเรตต์ ขนาด 50 
มิลลิลิตร และไห้ไหลลงไปไนขวดไนปริมาตรท่ีต้องการท่ีจะไปลด f e h l i n g ’s s o lu t io n
ผสมลิวนผสมไนขวดไห้เข้ากัน นๆไปต้มไห้เดือด ประมาณ 2 นาที และ เติมสารละลาย
m ethylene b lu e  2 หยด ลงไปไดยระวังไม่ไห้ลัมผัสกับต้านว้างของขาดทๆไห้การไทเทรตเปีน 
ไปอย่างสมบูรณ์ภายไน 1 นาที จนกระที่งลิของอินติเคเดอร์หายไปใดยสมบูรณ์ ท่ีจุดยุติของ เหสา 
จะมีสิแดงอิฐของตะกอนคุปรัสออกไซต์ ที่งมีก่อนที่อินติเคเตอร์จะถูกเติมลงไป
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าธ ืาเคราะด ์
1. ข้งตัวอย่างน้ๆมะค้อ ที่ผ่านการกรองด้วยกระดาษกรอง เซอร์ 4 

จฯนวน 15 กรัม เติมน้ฯ 50 มิลลิลิตร แล้วทฯ'ให้เป็นกลาง มืพีเอ«ซ'ระมาญ 7 .5  -  8 .0  ด้วย 
รซเดียมาฮดรอกไซด์ 1 นอร์แมล และนๆไขาส่านขวดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร

2. เติมสารละลาย lea d  a c e ta te  2 มีลลิลิตร เขย ่า,ไห้เข้ากันและ
ต้ังท้ิง ไว้' 10 นาที

3. เติมรพแทสเทียมออกซาเลท ในปริมาณท่ีจๆเป็น ทาให้มีปริมาตรเป็น
100 มิลลิลิตร และนๆไปกรองผ่านกระดาษกรอง เบอร์ 5 ทดสอบสารละลายท่ีกรองด้วย
รพแทสเ ทียมออกซา เ ลท เ ล็กน้อย เ ท่ีอทดสอบให้แน่ใจว่าไม่มีตะ กอนเ กิดข้ิน

4. นๆสารละลายที่กรองได้จากข้อ 2. มาจๆนาน 50 มีลลิลิตร ใส่!ลง 
ใน e rlen m ey er f la s k  ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมกรดทีตริก 5 กรัม ตั้งทิ้งไว้ 1 คืน จากน้ัน 
เติมน้ๆ 50 มิลลิลิตร และตมเบาๆ ประมาณ 10 นาที เพ่ีอท่ีจะหกกลับน้ๆคาลซูรดรส แล้ว 
ทๆให้เย็น เปลี่ยนมาใส่ในขาดปริมาตร ขนาด 250 มิลลิลิตร ทๆ'ให้เป็นกลางรดยใข้
phenolph th a ïe  ill เป็นอินติเคเตอร์

5. เติมสารละลายาซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 % จนสารละลายมีลิซมพู
และ เติมกรดไฮรดรคลอริก 1 นอร์แผล ทีละหยดจนสืซมพูหายไป ถ้ามีสืแดงทีอนอยู่ด้วยท่ี-จุดยุติ
ปรับ,ให้มีพีเอซ 8 .1  รดยใข้มาตรความเป็นกรด-เบส ทๆาห้มีปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร และ 
ไทเทรตรดยวธีมาตรฐาน คๆน-วณหาปริมาณนๆตาลดังสมการติอาปน๊ึ

0.0422 X 100 X d i lu t io n  f a c to r
% ปริมาณนัๆตาล = -------------------------- — ---- — ---------------

ปริมาณสารละ ลายน้ๆตาลที่ใข้ในการไทเ ทรต

2. การเตรียมผลิตภัณ'ท์น้,ๆ มะค้อสดและเข้'มข้น้

2 .1  การเตรียมตัวอย่าง
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ผลผะค้อท่ีเก็บจากต้นมะค้อหลายๆ ต้น ภายไนท้อ'Jที่เตียากัน คือ ท่ีบ้านไนนไม่ง 
ตๆบลติลา อฯเกอเมือง จังหวัดชอนแก่น ไนวันเดียวกัน นๆมารวมกันแล้วบรรจุาลิไนซวดแก้วสิชา 
เก็บไว้ไนตู้เย็นท่ีอุแเหภูมิ 0 องศาเซลเชียส

การแปรรูปผลิตกัญห์น้ๆมะค้อลด และ เซ้มซ้น ใดยดัดแบลงจากการท,าน้ๆผลไม้เสาวรส 
(บระเลริฐ ลายลิทธิ,2531; กัลยาft ตันติธรรม,2531; ผลิตภัญท้เลาวรลหริอกะทกรกผรง,
2530; เครื่องดี่มน้ๆผลไม้ชนิดผงและชนิดเม็ด,2532) ชั้นตอนานการผลิตไต้เชียนเรนแผนผังไว้ 
ตามรูบท่ี 4 และ 5 ตามลฯดับ ลิวนรายละเอียดชองวิธีการผลิต มืดังติอไปน้ั

2 .2  การผลิตนัฯมะค้อลด
2 .2 .1  นๆผลมะค้อมาล้างเปลือกไห้ละอาด จากนั้นแกะเปลือกออกเอา 

เนั้อช้างานผลมะค้อาลิผ้าชาวบาง บีบจนไค้นัฯมะค้อ แยกเอาเมล็ดออก ( ผลมะค้อ 10 กิโลกรัม 
นๆมาค้ันจะาต้น้ฯมะค้อจฯนวนบระมาญ 2 .8  -  3 ลิตร )

2 .2 .2  นๆน้ๆมะค้อท่ีไค้จากซ้อ 2 .2 .1  มาเติมนิ,ๆ เรื่อมร้อยละ 50
2 .2 .3  เติมโซเดียมเบนไซเอท เรนวัตถุกันเสิย ด้ายปริมาณ 0, 0 .5  

และ 1 .0  (กรัม/มิลลิลิตร) ตามลๆตับ การเติมทๆโดยการนๆโซเดียมเบนโซเอท ท่ีช้ังน้ๆหนัก 
แน่นอนแล้วมาละ ลายด้วยน้ๆเ ล็กน้อย เ ติมลงในผลิตกัญm h มะค้อลดแล้วคนไห้ท่ัว

2 .2 .4  นๆผลิตกัญท์น้ๆผะค้อลดท่ีไค้มาวัดความเซ้มซ้น (ปริมาผชองแฃ็ง
ที่ละลายไต้) หาปริมาญองศาปริกชีด้วย Hand B r ix  R efra c to m e te r วัดค่าไค้ 30 องศาบริกชี

2 .2 .5  นๆผลิตกัญชีนัๆมะค้อสดท่ีไค้ มาทๆไห้ร้อน (P a s t e u r iz a t io n ) 
ท่ีอุญหภูมิ 80-90 องศาเซลเชียส นาน 60 นาที คนตลอดเวลาท่ีทๆไห้ร้อน

2 .2 .6  ทๆไห้เย็นลงทันที บรรจุไนภาชนะบรรจุท่ีต้มในน้ๆเดีอตมาแล้ว

2 .3  การผลิตน้ๆมะค้อเซ้มซ้น
2 .3 .1  นๆผลผะค้อมาล้างเปลือกไห้สะอาด จากนั้นแกะเปลือกออกเอา 

เนื้อช้างานผลมะค้อไลิผ้าชาวบาง บีบจนไค้น้ๆมะค้อ แยกเอาเมล็ดออก ( ผลผะค้อ 10 กิโลกรัม 
นๆมาค้ันจะไต้น้ๆมะค้อจๆนวนประมาญ 2 .8  -  3 ลิตร )
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2 .3 .2  นๆน้ๆมะต้อท่ีไต้จากข้อ 2 .3 .1  มาต้มระเหยบนเครื่องอังไอนๆ 
จนเหลีอบริมาตรนัๆมะต้อบระมาพ 1 ไน 3 ยองน้ๆมะด้อเร่ิมต้น

2 .3 .3  เติมไชเคียมเนนไซเอท เป็น'วัตกุค้นเลีย ด้วยบริผาพ 0, 0 .5  
และ 1 .0  (กรัม/มลลิลิตร) ตามลฯค้บ การเติมทๆไตยการนๆไชเคียมเบนไชเอท ท่ีข้งนัๆหนัก 
แน่นอนแล้วมาละลายด้วยนัฯเล็กนัอย เติมลงไนผลิตภัพทัน้ๆมะค้อ เข้มข้นแล้วคนไห้ท่ีว

2 .3 .4  นๆผลิตภัพ,พ์โๆมะต้อเข้มข้นท่ีได้มาวัดความเข้มข้น (ขริมาผยองแข็ง 
ที่ละลายได้ ) หาบริมาพองคาบริกข้ด้วย Hand B rix  R e fra c to ra e te r  วัดค่าได้ 55 องศาบริกข้

2 . 3 . 5  นๆผลิตภัพ,ท์น้ๆมะต ้อ เข้มข้นท่ีไต้ มาท'ๆ'ไห้'วอน (P a s te u r iz a t io n )  

ท่ีอุพหภูมิ 80-90 องศาเลเข ้ยล นาน 60 นาที คนตลอดเวลาที่ทๆไห้ร้อน
2 .3 .6  ทๆไห้เย็นลงทันที บรรจุไนภาชนะบรรจุท่ีต้มไนน้ๆเคีอตมาแล้ว
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รูปท่ี 4 แผนผังการผลิฅนัฯมะค้อฝืด
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รูปท่ี 5 แผนผังการผสิตน้ฯมะค้อเชัมชัน
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3. การดักบาผุลของการเก็บผลิตภัพห์ใใ,1าผะ ค้อสดแสะ เข้มขันต่อบริมาพวิตามินสิ

การดักพาผุลฃอ'!การIก็บผลิต/เพห์น้ฯมะค้อ ไดยการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินสิ 
ท่ีคง เหคือไนผลิตภัพ71 สฯหรับเนินเคร่ืองบ่งสิ

3 .1  การดัก บา ผุ?)ยองการเก็บผลิตกัญ,พน,ฯมะค้อสด

3 .1 .1  ทดลอง เก็บผลิตภัทท่mฯมะค้อสต ท่ีอุณหภูมิห้อง (30-40 องศา 
Iซล เ สิยส ) ไดยบรรจุผลิตภัพข์น้ฯมะ ค้อสดทน

ก) ขวดแก้วลิ«า
ข ) ขวดแก้วไสไม่มีสื
ค ) ขวดพลาสติก«นิดาพลิI อทธิสีนสืขาวขุ่น«นิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาณวิตามินสิ เมึ่อระยะ เวสาผ่านไบ
0, 15, 30, 45, 60, 75 แสะ 90 วัน ตามลฯตับ

3 .1 .2  ทดลองเก็บผลิตภัพท์นัฯมะค้อสด ที่เติมไซเคียมเบนไซเอท 1 
กรัม ต่อน้ฯมะค้อ 1 ลิตร ท่ีอุญหภูมิห้อง (30-40 องศาเซลเสิยส) ไคยบรรจุผลิตภัพท์น้ฯมะค้อสด 
ไน

ก) ขวดแก้วลิ«า
ข) ขวดแก้ว,ไสาม่มีสื
ค ) ขวดพลาสติก«นิดาพลีI อทธิลีนลิขาวขุ่น«นิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาณวิตามินสิ เมื่อระยะเวลาผ่านาบ
0, 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลฯดับ

3 .1 .3  ทดลอง เก็บผลิตภัพท์น้ฯมะค้อสด ที่เติมไซเคียมเบนไซเอท 0 .5  
กรัม ต่อน้ฯมะค้อ 1 ลิตร ท่ีอุณหภูมิห้อง (30-40 องศาเซลเสิยส) ใดยบรรจุผลิตภัพท์น้ฯมะค้อสด 
ไน

ก) ขวดแก้วลิซา
ข) ขวดแก้วไสาม่มิลิ
ค ) ขวดพลาสติก«นิดไพสี I อทธิลีนลิขาวขุ่น«นิดแข็ง
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วิเคราะห์หาบวิมาททตามิน? เมื่อระยะ ทสาผ่านไซ
0, 15, 30, 45, 60, 75 แสะ 90 วัน ตามสฯดับ

3 .1 .4  ทดสองเทบผลิตกัญ'ท์นฯมะค้อสด ศ่อุญหภูมิค้เย็น (2-8  องศา 
เซสI?ยส) าดยบรรจุผลิตกัญห์นัฯมะค้อสตไน

ก) แวดแก้วสี?ท
ข ) แวดแก้วไสไม่มีสิ
ค ) แวดพสาสติก«นิดาพสี I อทธิสีนสีแาวขุ่น«นิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมา๙วิตามินสิ เมื่อระยะIวสาผ่านไซ
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 แสะ 180 วัน ตามสฯดับ

3 .1 .5  ทดสองเก็บผสิตภัทrท์น้ฯผะค้อสด ที่เติมาซเดียผเบนาซเอท 1 
กรัม ต่อน’ฯมะค้อ 1 สิตร ท่ีอุญหภูมิตู้เย็น (2 -8  องศาเซลเ?ยส)ใดยบรรจุผลิตกัญท์น้ฯมะค้อสดไน

ก ) แวดแก้วสิซา
ฃ) ขวดแก้วไสาม่มีสี
ค ) แวดพสาสติกซนิดาพลีI อทธิสีนสีแาวขุ่น«นิดแข็ง

วิเคราะห์หาบวิมาญวิตามิน? เมื่อระยะIวสาผ่านไซ
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 แสะ 180 วัน ตามลฯดับ

3 .1 .6  ทดลองเก็บผลิตก้ทเฟ้น,าผะค้อสด ที่เติมาซเดียมเบนาซเอท 0 .5  
กรัม ต่อน้ฯมะค้อ 1 ลิตร ท่ีอุญหภูมิตู้เย็น (2 -8  องศาเซลเ?ยส) าดยบรรจุผลิตกัญท์น้ฯมะค้อสด 
ไน

ก) แวดแก้วสิซา
ข ) แวดแก้วไสไม่มีสี
ค ) แวดพสาสติกซนิดาพลี เ อทธิสีนสีแาวขุ่นซนิดแข็ง

วิเคราะห์หาบวิมาญวิตามิน? เมื่อระยะเวลาผ่านาบ
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 แสะ 180 วัน ตามลฯดับ

I 1 ๆ-1 I  ^  4 ร t
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3 .2  การดีกบาผลชองการเก็บผลิตกัญห์น้ฯมะค้อเข้มสันต่อปริมาญวิตามินf

3 .2 .1  ทดลองเก็บผลิตกัญท์น้ฯผะค้อเข้มสัน ท่ีอุเฒภูมิห้อง(30-40 องศา 
เชอ i f ยก) โดยบรรจุผลิตกัญท์น้ฯมะค้อเข้มข้นใน

ก) ชวดแก้วลิชา
ช ) ชวดแก้วไสไม่มีลิ
ค ) ขวดพสาสติก«นิดใพลิ I อทธิลินลิขาวขุ่นชนิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาผวิตามินf  เมึ๋อระยะเวลาผ่านาบ
0, 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลฯดับ

3 .2 .2  ทดลอง เก็บผลิตกัญพ์วัามะค้อเข้มข้น ที่เติมโซเดียมเบนโซเอท 1
กรัม ต่อน’ฯมะค้อ 1 ลิตร ท่ีอุญหภูมิห้อง (30-40 องศาเซลเข้ยล) โดยบรรจุผลิตกัญซ์น้ฯมะค้อ
เ ขมสันใน

ก) ชวดแก้วลิชา
ข ) ชวดแก้วใลไม่มีลิ
ค ) ชวดพลาสติกชนิดโพลิ I อทธิสืนลิขาวขุ่นชนิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาญวิตามินข้ เมื่อระยะเวลาผ่านไป
0, 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลฯดับ

3 .2 .3  ทดลองเก็บผลิตกัญข้น้ฯมะค้อเข้มข้น ที่เติมโซเดียมเบนโซเอท
0 .5  กรัม ต่อน้ฯมะค้อ 1 ลิตร ท่ีอุญหภูมิV(อง (30-40 องศาเซลเข้ยล)โดยบรรจุผลิตภัผท์น้ฯมะค้อ 
เข้มสันใน

ก) ชวดแก้วลิชา
ช ) ชวดแก้วไสาม่มีลิ
ค ) ขวดพลาสติก«นิดาพลิ I อทธิลินลิชาวขุ่นชนิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาญวิตามินข้ เมื่อระยะเวลาผ่านไป
0, 15, 30, 45, 60, 75 และ 90 วัน ตามลฯดับ

3 .2 .4  ทดลองเก็บผลิตกัญท์น้ฯมะค้อเข้มสัน ท่ีอุญหภูมิตู้เย็น (2-8  องศา 
เซลเข้ยล) โดยบรรจุผลิตกัญท์นฯมะค้อเข้มข้นใน
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ก) ชวดแก้วสีชา
ช ) ชวดแก้วาสาม่มีสี
ค ) ขวดพลาสติกชนิดาพสีI อทธิสีนสีชาวขุ่น«นิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาพวิดามิฟ? เมื่อระยะ เวลาผ่านไป
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วัน ตามลฯดับ

3 .2 .5  ทดลอง I ย็บผล ิด ภัเนทน้ฯมะ ค้อ เ ฃ้มข้น  ท่ี เ ติมาช เ ดียม เ บนโซ I อท 
1 กรัม ต่อน้ฯมะค้อ 1 ลิตร ท่ีอุผห ภูมิตู้เ ย ็น  (2 -8  องศาเซลเข้ยส) โดยบรรจุผลิตm ท์น้ฯมะค้อ 
เ ข'มขนโน

ก) ชวดแก้วสีชา
ข ) ขวดแก้วโสาม่มีสี
ค ) ชวดพสาสติกชนิดโทสี I อทธิลีนสีชาวขุ่นชนิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาผาตามินข้ เมื่อระยะเวลาผ่านไป
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วัน ตามลฯดับ

3 .2 .6  ทดลอง เ ก็บผลิตภัผท์น้ฯมะ ค้อ เ ช้มฃ้น ท่ี I ติมาซ เ ดียม เ บนโซ เ อท
0 .5  กรัม ต่อนิ,ฯมะค้อ 1 ลิตร ท่ีอุผหภูมิตู้เย็น (2 -8  องศาเซลเข้ยส)โดยบรรจุผลิตramน้ฯมะค้อ 
เข้มข้นโน

ก) ขวดแก้วสีชา
ช ) ชวดแก้วาสไม่ผีสี
ค ) ขวดพลาสติกชนิดาพลีI อทธิลีนสีชาวขุ่นชนิดแข็ง

วิเคราะห์หาปริมาผวิตามินข้ เมื่อระยะเวลาผ่านไป
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 วัน ตามลฯดับ
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