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บทคดัย่อ 

จากการศกึษาเสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของอนุพนัธ์เอสเทอรข์องเบต้า -ซโิตสเตอรอล
และกรดไขมนั ซึง่ไดแ้ก่ -sitosteryl hexanoyl ester (Sito-C6:0 ester) -sitosteryl lauroyl ester 
(Sito-C12:0 ester) -sitosteryl palmitoyl ester (Sito-C16:0 ester) และ -sitosteryl oleyl ester 
(Sito-C18:1 ester) เปรยีบเทยีบกบัเบตา้ซโิตสเตอรอลในระบบจ าลองต่าง ๆ โดยไดศ้กึษาผลของการให้
ความร้อนสารบรสิุทธิ ์(60 100 และ 180ซ) ผลของชนิดของสารตวักลาง (เมทรกิซ์ที่เป็นไขมนัและ
ระบบจ าลองอมิลัชนั ที่อุณหภูม ิ55ซ) และการออกซเิดชนัในอาหารประเภทไขมนั (มาการนี; เก็บ
รกัษาที่อุณภูมหิ้อง (25ซ) และในสภาวะเร่ง (55ซ)) โดยได้ติดตามการเปลี่ยนแปลงดชันีในการ
ออกซเิดชนัซึ่งได้แก่ ค่าไฮโดรเพอร์ออกไซด์ (HPV) ค่า TBARS ค่า p-anisidine (p-AV) 7-
ketositosterols ปรมิาณไฟโตสเตอรอลที่หลงเหลอื และสรา้งกราฟจลนพลศาสตร ์(kinetic) ของการเกดิ
ออกซเิดชนั จากการทดลองพบว่า การออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธ์เกดิมากขึน้เมื่อเพิม่
อุณหภมูใินการใหค้วามรอ้น อยา่งไรกต็าม ชนิดของไฟโตสเตอรอลจะตอบสนองต่ออุณหภูมใินรปูแบบที่
แตกต่างกนั โดยอนุพนัธเ์อสเทอรจ์ะเกดิการออกซเิดชนัไดสู้งกว่าในรปูอสิระเมื่อใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ

00  และ  100 ซ แต่ผลดงักล่าวจะตรงกนัขา้มเมื่อให้ความรอ้นที่อุณหภูม ิ180ซ เมื่อพจิารณาผลของ
กรดไขมนัทีม่าเอสเทอรไิฟดต่์อการเกดิออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลเอสเทอร์ พบว่า การเอสเทอรไิฟด์
ดว้ยกรดไขมนัไมอ่ิม่ตวัจะท าใหเ้กดิการออกซเิดชนัไดสู้งกว่าการเอสเทอรไิฟดด์ว้ยกรดไขมนัอิม่ตวัสาย
สัน้ สายกลางและสายยาว ตามล าดบั ส่วนการศกึษาผลของแมทรกิซ์ต่อการออกซเิดชนัของไฟโตสเต
อรอลเอสเทอรใ์นระหว่างการเกบ็รกัษา พบว่า การเปลีย่นแปลงของดชันีการออกซเิดชนั (HPV TBARS 
p-AV และ 7-keto derivatives) มคีวามแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัโครงสรา้งของไฟโตสเตอรอลและชนิดของ
แมทรกิซ์ อนุพนัธ์ชนิดไม่อิม่ตวั (Sito-C18:1) มอีตัราเรว็ในการออกซเิดชนัสูงกว่าอนุพนัธ์ชนิดอิม่ตวั
และเบตา้ซโิตสเตอรอลธรรมชาต ิโดยเฉพาะอย่างยิง่ในระบบอมิลัชนั ส าหรบัการออกซเิดชนัในมาการนี 
พบว่า มาการนีที่มกีารเตมิ sito-C18:1 มอีตัราการออกซเิดชนัสูงที่สุดตลอดช่วงเวลาในการเก็บรกัษา 
ทัง้ในสภาวะการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูมหิ้องและสภาวะเร่ง อย่างไรก็ตาม การเตมิอนุพนัธ์อื่น ๆ  ท าใหผ้ล
ยงัมคีวามแปรปรวน จากการศกึษาจลนพลศาสตรข์องการเกดิออกซเิดชนั พบว่าในทุกระบบจะเป็นการ
เปลี่ยนแปลงแบบปฏกิริยิาอนัดบั 1 และมอีตัราแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิดของอนุพนัธ์ อุณหภูม ิและ
ประเภทของเมทรกิซ ์ 
ค าส าคญั: อนุพนัธเ์อสเทอรข์องเบตา้ -ซโิตสเตอรอล และกรดไขมนั ออกซเิดชนั น ้ามนั อมิลัชนั มาการนี 
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Abstract 

Oxidative instabilities of -sitosterol-fatty acid esters, including -sitosteryl hexanoyl 
ester (Sito-C6:0 ester), -sitosteryl lauroyl ester (Sito-C12:0 ester), -sitosteryl palmitoyl ester 
(Sito-C16:0 ester) and -sitosteryl oleyl ester (Sito-C18:1 ester), were investigated in 
comparison with native -sitosterol in different model systems. Effect of heating pure 
phytosterol and its esters (60, 100 and 180C), effect of lipid matrix (bulk oil and emulsion 
stored at 55C) and oxidation reaction in lipid based food (margarines stored at ambient 
temperature (25C) and accelerated temperature (55C) were monitored. Oxidative indices 
including HPV, TBARS, p-AV, 7-keto derivatives and remaining phytosterol content were 
analyzed together with kinetics plot. The results showed that oxidation of phytosterol and its 
derivatives increased with increasing heating temperature. However, the types of phytostrol or 
phytosteryl ester responded to temperature differently. Phytosterol esters oxidized faster than 
the native form when heated at 100 and 60C but the contradictory result was observed when 
heated at 180C. When considering the type of fatty acids esterified, unsaturated fatty acid 
rendered the ester with higher degree of oxidation when compared with saturated short chain, 
medium chain and long chain fatty acids, respectively. For the effect of lipid matrix on oxidation 
during storage, it was found that changes in oxidative indices (HPV, TBARS, p-AV and 7-keto 
derivatives) differed depending on sterol structure and lipid matrix. Unsaturated ester oxidized 
faster than saturated counterpart and native -sitosterol, especially in emulsion. For the 
oxidation in margarine, it was noted that margarine fortified with sito-C18:1 had the highest rate 
of oxidation throughout the storage at both ambient and accelerated temperatures. However, 
the results were fluctuated when others derivatives were added.   A kinetic evaluation of the loss 
of -sitosterol and its esters throughout the storage was performed. All changes fitted a first 
order kinetic model and the rate of reaction was dependent on sterol structure, temperature and 
lipid matrix. 
Key words: -sitosterol-fatty acid esters, oxidation, bulk oil, emulsion, margarine  
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บทสรปุผูบ้ริหาร  

งานวิจัยนี้มีว ัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของกระบวนการให้ความร้อนที่ระดับต่าง  ๆ ต่อ
เสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนั เพื่อศกึษา
เสถียรภาพจากปฏกิิรยิาออกซเิดชนัของอนุพนัธ์เอสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนัในระบบ
จ าลองอมิลัชนัและระบบตวัท าละลายทีเ่ป็นไขมนั และเพื่อศกึษาเสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของ
อนุพนัธ์เอสเทอร์ของไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนัในระบบอาหารประเภทไขมนั โดยการวิจยัได้
ด าเนินการเสรจ็สิ้นบรรลุวตัถุประสงคท์ัง้หมด จากการวจิยัสามารถสรุปได้ว่าอตัราการออกซเิดชนัของ
ไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธม์คีวามแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิดของอนุพนัธ์ อุณหภูม ิและประเภทของเมท
รกิซ ์โดยทัว่ไปแลว้การออกซเิดชนัจะเกดิขึน้ไดสู้งกว่าในโครงสรา้งทีม่กีารเอสเทอรไิฟดด์ว้ยกรดไขมนั
ชนิดไม่อิ่มตวัเมื่อเปรยีบเทยีบกบักรดไขมนัอิ่มตวัสายสัน้ สายกลาง และสายยาว ตามล าดบั การให้
ความรอ้นทีอุ่ณหภมูสิงูกว่าจะท าใหก้ารออกซเิดชนัเกดิขึน้ไดม้ากกว่า และระบบอมิลัชนัจะท าใหม้โีอกาส
เกดิการออกซเิดชนัไดส้งูกว่าระบบทีเ่ป็นไขมนั 
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และอนุพนัธ ์ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ55ซ 

40 

รปูที ่ 12 รอ้ยละของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีเ่หลอือยู่ในระบบไตรปาลม์
มตินิ (a) และอมิลัชนั (b) ทีเ่ตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์ท าการเกบ็
รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ55ซ 

41 

รปูที ่ 13 ปรมิาณ 7-Ketositosterol ในระบบไตรปาลม์มตินิ (a) และอมิลัชนั (b) 
ทีเ่ตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ55ซ 

43 

รปูที ่ 14 ค่า HPV ของมาการนีทีผ่่านการเตมิ-sitosterol และอนุพนัธ ์แลว้ท า
การเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ25ซ (a) และ 55ซ (b) 

45 

รปูที ่ 15 คา่ TBARS ของมาการนีทีผ่่านการเตมิ-sitosterol และอนุพนัธ ์แลว้
ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ25ซ (a) และ 55ซ (b) 

46 
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 หวัข้อ หน้า 
รปูที ่ 16 คา่ p-AV ของมาการนีทีผ่่านการเตมิ-sitosterol และอนุพนัธ ์แลว้ท า

การเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ25ซ (a) และ 55ซ (b) 
47 

รปูที ่ 17 รอ้ยละของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีเ่หลอือยู่ในมาการนีทีผ่่านการ
เตมิ-sitosterol และอนุพนัธ ์แลว้ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ25ซ 
(a) และ 55ซ (b) 

49 

รปูที ่ 18 ปรมิาณ 7-ketositosterol ในมาการนีทีผ่่านการเตมิ -sitosterol และ
อนุพนัธ ์แลว้ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ25ซ และ 55ซ 

51 
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1. ท่ีมาและความส าคญัของปัญหา 

ไฟโตสเตอรอล (phytosterol หรอื plant sterol) คอืสารประกอบสเตอรอลทีพ่บในพชื ซึง่เป็น
สารที่มีคุณประโยชน์ที่ดีต่อสุขภาพ จึงมกัใช้เติมลงในอาหาร ใช้ในผลิตภัณฑ์ยาและอาหารเสริม 
ผลติภณัฑเ์พื่อสุขภาพ และผลติภณัฑเ์ครื่องส าอางบางชนิด เป็นต้น ไฟโตสเตอรอลพบมากในพชืและ
น ้ามนัพชื โดยไฟโตสเตอรอลทีพ่บในธรรมชาตจิะพบในรปูสารผสมของไฟโตสเตอรอลหลายชนิด ไดแ้ก่ 
เบต้า-ซโิตสเตอรอล (-sitosterol) สตกิมาสเตอรอล (stigmasterol) แคมป์สเตอรอล (campesterol) 
และ บราสซกิาสเตอรอล (brassicasterol) เป็นตน้ โดยเบตา้-ซโิตสเตอรอลเป็นไฟโตสเตอรอลชนิดทีพ่บ
ในปริมาณมากที่สุด คุณประโยชน์ที่ส าคัญของไฟโตสเตอรอลคือ ความสามารถในการลดระดับ
คอเลสเตอรอลในเลอืด เนื่องจากไฟโตสเตอรอลมคีวามสามารถในการยบัยัง้การดูดซมึคอเลสเตอรอล
จากอาหารในบรเิวณล าไสเ้ลก็ (Jones และคณะ, 1999) จากรายงานของ Nissinen และคณะ (2002) 
ระบุว่าหากรบัประทานอาหารที่มไีฟโตสเตอรอลปรมิาณ 2 กรมั เป็นประจ าทุกวนั เป็นปรมิาณที่เพยีง
พอทีจ่ะใหผ้ลในการลดระดบัการดดูซมึคอเลสเตอรอลในร่างกายได ้นอกจากนัน้ Lees และคณะ (1977) 
ได้รายงานว่าการบรโิภคไฟโตสเตอรอลในปรมิาณเล็กน้อย แต่ขึ้นอยู่กบัรูปแบบของไฟโตสเตอรอลที่
รา่งกายไดร้บั สามารถลดการดดูซมึคอเลสเตอรอลในรา่งกายได ้ 
 ไฟโตสเตอรอลทีพ่บในธรรมชาตโิดยทัว่ไปมคีวามสามารถในการละลายน ้าและไขมนัไดน้้อย จงึ
ส่งผลให้ล าไสเ้ลก็ของมนุษยส์ามารถดูดซมึไฟโตสเตอรอลไดใ้นปรมิาณทีต่ ่าตามไปดว้ย โดยทัว่ไปแล้ว
รอ้ยละ 50 ของคอเลสเตอรอลทีไ่ดร้บัจากอาหารจะถูกดดูซมึเขา้ไปในส่วนของล าไสเ้ลก็ ในขณะทีก่ารดูด
ซมึไฟโตสเตอรอลจะเกดิขึน้ในปรมิาณที่ต ่ากว่านี้มาก ส่งผลให้ความเขม้ขน้ของไฟโตสเตอรอลที่ออก
ฤทธิไ์ด ้(effective dose) มคี่าค่อนขา้งสูง กล่าวคอืร่างกายต้องได้รบัในปรมิาณวนัละ 25 กรมั (Hossen 
และ Hernandez, 2004) นอกจากนี้ลกัษณะโครงสรา้งทีเ่ป็นผลกึของไฟโตสเตอรอลและความสามารถใน
การละลายทีต่ ่ายงัส่งผลใหส้ารดงักล่าวมขีอ้จ ากดัในการประยุกต์ใช้ในผลติภณัฑอ์าหาร ในปจัจุบนัได้มี
การพฒันาวธิกีารเพื่อเพิม่ความสามารถในการละลายของไฟโตสเตอรอลทัง้ในระบบทีม่นี ้าและไขมนัเป็น
ตวัท าละลาย โดยวธิกีารหลกัคอื การลดความมขีัว้ของไฟโตสเตอรอลโดยการน าไปเอสเทอรไิฟดก์บักรด
ไขมนัเพื่อปรบัปรุงความสามารถในการละลายในไขมนั ดงัรายงานของ Panpipat และคณะ (2013) ซึง่
ไดส้งัเคราะหอ์นุพนัธ์เอสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนัทีม่โีครงสรา้งต่าง ๆ โดยใชเ้อนไซมไ์ล
เปสจาก Candida antarctica ชนิด A เป็นตวัเร่งปฏกิริยิา ซึง่ใหผ้ลผลติอนุพนัธเ์อสเทอรด์งักล่าวสูงกว่า
รอ้ยละ 95 ภายในระยะเวลาอนัสัน้ นอกจากนี้ยงัได้มกีารสงัเคราะห์ไฟโตสเตอรอลที่มคีวามมขีัว้สูงขึน้ 
ด้วยการเชื่อมต่อไฟโตสเตอรอลกับสารประกอบที่มีข ัว้ เช่น กรดอะมิโน เป็นต้น เพื่อปรับปรุง
ความสามารถในการละลายในน ้าของสารดงักล่าว ซึง่อนุพนัธข์องไฟโตสเตอรอลเหล่านี้มคีวามสามารถ
ในการลดระดบัคอเลสเตอรอลได้ดกีว่าไฟโตสเตอรอลในรูปผลกึที่พบในธรรมชาติ (Miettinen และ 
Vanhanen, 1994) 
 ไฟโตสเตอรอลจดัเป็นไขมนัชนิดหนึ่งจงึมคีวามว่องไวต่อการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัเมื่อผ่าน
การใหค้วามรอ้นหรอืเกบ็รกัษาเป็นเวลานานภายใตส้ภาวะทีไ่มเ่หมาะสม เนื่องจากโครงสรา้งของไฟโตส
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เตอรอลทีค่ารบ์อนต าแหน่งที ่5 และ 6 ของวงแหวน B ประกอบดว้ยพนัธะคู่ โดยทัว่ไปไฟโตสเตอรอล
ทุกชนิดรวมทัง้คอเลสเตอรอลสามารถเกดิการออกซเิดชนัไดด้ว้ยกลไกเช่นเดยีวกบัทีพ่บในกรดไขมนัไม่
อิ่มตัวเชงิเดี่ยว (García-Llatas และ Rodríguez-Estrada, 2011) ไฟโตสเตอรอลสามารถเกิด
ออกซเิดชนัไดผ้ลติภณัฑห์ลายชนิด โดยผลติภณัฑท์ีเ่กดิขึน้ในขัน้ทุตยิภูมจิะมคีวามเป็นพษิต่อร่างกาย
สูง เช่น 7a- และ 7b-hydroxysterols และ 7-ketosterols เป็นต้น (Soupas และคณะ, 2004) นอกจากนี้
ยงัพบว่าในระบบที่ประกอบด้วยไตรเอซิลกลีเซอรอลและสเตอรอลไฮโดรเพอร์ออกไซด์จะท าให้
เกดิปฏกิริยิาอพิอกซเิดชนั (epoxidation) ของพนัธะคู่ต าแหน่งที ่ 5 ในโครงสรา้งของไฟโตสเตอรอลท า
ใหเ้กดิการสรา้งสารประกอบ 5a,6a- และ 5b,6b-epoxysterols ซึง่สามารถเกดิปฏกิริยิาต่อเนื่องไปเป็น
สารประกอบ 3b,5b,6b-triols ซึง่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล ์(Smet และคณะ, 2012) ทัง้นี้ในสภาวะทีม่กีาร
ใหค้วามรอ้นจะเป็นสาเหตุส าคญัทีท่ าใหไ้ฟโตสเตอรอลเกดิการออกซเิดชนั ซึง่มกีารตรวจพบในอาหารที่
ผ่านการปรุงสุกหลายชนิด (Jägerstad และ Skog, 2005) นอกจากนี้ยงัมรีายงานของ Salen และคณะ 
(1985) ซึง่พบว่าผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลหลายชนิดสามารถดูดซมึและสะสมใน
ซรีมั ตบั และเลอืดของหนูทดลอง และสารดงักล่าวมคีวามเป็นพษิต่อเซลลข์องสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม 
 สภาวะที่ใช้ในการแปรรูปอาหารที่ส่งเสรมิให้เกดิการออกซเิดชนัของไขมนัและไฟโตสเตอรอล
ประกอบไปด้วย การใช้อุณหภูมิสูง การสัมผัสกับออกซิเจน แสง ความชื้น และโลหะ นอกจากนี้
กระบวนการแปรรปูอาหารยงัส่งผลใหเ้กดิการกระจายตวัของไขมนัในผลติภณัฑอ์าหาร ซึง่ส่งผลในการ
เพิม่พืน้ทีผ่วิสมัผสัของไขมนัและออกซเิจน รวมทัง้ลดกจิกรรมของสารต้านออกซเิดชนัธรรมชาต ิโดยมี
การตรวจพบออกไซด์ของไฟโตสเตอรอลค่อนขา้งสูงในน ้ามนัทีใ่ช้ทอดมนัฝรัง่แท่ง นอกจากนี้ยงัมกีาร
ตรวจพบผลติภณัฑอ์อกไซด์ของไฟโตสเตรอลในผลติภณัฑท์ี่ใช้ในการทาขนมปงั (Grandgirard และ
คณะ, 2004) โดยระดบัการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลขึ้นอยู่กบัโครงสร้างของอาหาร กล่าวคอื 
ภายใตส้ภาวะอุณหภมูสิงู ไฟโตสเตอรอลจะเกดิออกซเิดชนัไดด้ใีนอาหารทีม่กีรดไขมนัอิม่ตวัสูง ในขณะ
ทีใ่นสภาวะทีม่อุีณหภมูติ ่า ไฟโตสเตอรอลจะเกดิออกซเิดชนัไดด้ใีนอาหารทีม่กีรดไขมนัไม่อิม่ตวัสูง จาก
ที่กล่าวมาข้างต้นทัง้หมดเป็นการศึกษาเกี่ยวกับการออกซิเดชนัของไฟโตสเตอรอลธรรมชาติ โดย
การศึกษาเกี่ยวกับการออกซิเดชนัของอนุพันธ์ไฟโตสเตอรอลมคี่อนข้างน้อย (Yanislieva และ 
Marinova, 1980; Soupas และคณะ, 2005)  

ดงันัน้งานวจิยัน้ีจงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาเสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของอนุพนัธเ์อส
เทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนั ซึง่มคีวามยาวสายโซ่และระดบัความอิม่ตวัทีแ่ตกต่างกนัในระบบ
จ าลองและระบบอาหารประเภทไขมนั ท าใหท้ราบถงึความสมัพนัธร์ะหว่างโครงสร้างและเสถยีรภาพจาก
ปฏกิริยิาออกซเิดชนัของอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนัดงักล่าว 
 

2. วตัถปุระสงคข์องโครงการ  
2.1 เพื่อศึกษาผลของกระบวนการให้ความร้อนที่ระดบัต่าง ๆ ต่อเสถียรภาพจากปฏิกิรยิา

ออกซเิดชนัของอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนั 
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2.2 เพื่อศกึษาเสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและ
กรดไขมนัในระบบจ าลองอมิลัชนัและระบบตวัท าละลายทีเ่ป็นไขมนั 

2.3 เพื่อศกึษาเสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและ
กรดไขมนัในระบบอาหารประเภทไขมนั 
 

3. การทบทวนวรรณกรรม 
3.1 เคมีและประโยชน์ของไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธ์ 
3.1.1 โครงสร้างทางเคมีของไฟโตสเตอรอล 
ไฟโตสเตอรอลเป็นสารประกอบในกลุ่มไตรเทอพนี (triterpene) ทีม่คีารบ์อนจ านวน 28 หรอื 29 

อะตอม ขึน้อยู่กบัชนิดของไฟโตสเตอรอล โครงสรา้งหลกัประกอบดว้ยส่วนของวงแหวนสเตอรอยดท์ี่มี
การเชื่อมโยงของหมู่ไฮดรอกซลิทีค่ารบ์อนต าแหน่งที ่3 ในวงแหวน A และ D (รปูที ่1) โดยทัว่ไปสเต
อรอลเกอืบทุกชนิดมกีารเชื่อมโยงด้วยพนัธะคู่ระหว่างคารบ์อนต าแหน่งที ่5 และ 6 ในขณะที่สตานอล 
(stanol) เป็นสารประกอบทีม่โีครงสรา้งคลา้ยคลงึกนัแต่ไม่มพีนัธะคู่อยู่ในโครงสรา้ง โดยไฟโตสเตอรอล
ชนิดทีพ่บไดท้ัว่ไปในธรรมชาต ิไดแ้ก่ เบตา้-ซโิตสเตอรอล สตกิมาสเตอรอล แคมป์สเตอรอล และ บราส
ซกิาสเตอรอล เป็นต้น โครงสรา้งทางเคมขีองไฟโตสเตอรอลมคีวามคล้ายคลงึกบัคอเลสเตอรอลเป็น
อย่างมาก (รูปที่ 1) โดยเบต้า-ซโิตสเตอรอลมคีวามแตกต่างจากคอเลสเตอรอลเพยีงแค่มหีมู่เอทลิที่
คาร์บอนต าแหน่งที่ 24 ของโซ่ข้าง ในขณะที่แคมป์สเตอรอลมหีมู่เมทิลที่คาร์บอนต าแหน่งดงักล่าว 
อย่างไรกต็ามความแตกต่างของโครงสรา้งเพยีงเลก็น้อยอาจส่งผลใหค้วามสามารถในการดูดซมึไฟโตส
เตอรอลและคอเลสเตอรอลในร่างกายมนุษยม์คีวามแตกต่างกนั โดยไฟโตสเตอรอลจะถูกดูดซมึในส่วน
ของล าไส้เล็กได้ในปรมิาณที่ต ่ากว่าคอเลสเตอรอลเป็นอย่างมาก กล่าวคอืคอเลสเตอรอลที่ได้รบัจาก
อาหารจะถูกดดูซมึเขา้สู่รา่งกายมากกว่ารอ้ยละ 50 ในขณะทีร่่างกายจะดูดซมึไฟโตสเตอรอลจากอาหาร
เพยีงรอ้ยละ 10-15 เท่านัน้ (Salen และคณะ, 1992; Heinemann และคณะ, 1993; Lütjohann และคณะ
, 1995)  

ไฟโตสเตอรอลจดัเป็นสารในกลุ่ม amphiphilic กล่าวคอืมอีงคป์ระกอบของส่วนที่มขี ัว้และไม่มี
ข ัว้อยู่ในโมเลกุลเดยีวกนั โดยมสีถานะเป็นของแขง็ที่อุณหภูมหิ้อง จุดหลอมเหลวของเบต้า-ซโิตสเต
อรอล แคมป์สเตอรอล และสตกิมาสเตอรอล คอื 140 157-158 และ 170ซ ตามล าดบั ความไม่มขี ัว้
หรอืไม่มปีระจุ (hydrophobicity) ของไฟโตสเตอรอลนัน้จะเกี่ยวขอ้งกบัจ านวนคารบ์อนในส่วนของโซ่
ขา้ง กล่าวคอืหากมจี านวนคารบ์อนทีโ่ซ่ขา้งเพิม่มากขึน้ จะส่งผลใหค้วามไมม่ขี ัว้ของไฟโตสเตอรอลชนิด
นัน้ ๆ เพิ่มสูงขึ้น ดังนัน้ไฟโตสเตอรอลที่มีคาร์บอน 28 หรือ 29 อะตอม จะมีความไม่มีข ัว้สูงกว่า
คอเลสเตอรอลซึง่มจี านวนคารบ์อนทัง้หมด 27 อะตอม (Nes, 1987; Armstrong และ Carey, 1987) 
อย่างไรก็ตามการมีพันธะคู่ในส่วนของโซ่ข้างซึ่งพบในไฟโตสเตอรอลบางชนิดจะท าให้ความมีขัว้ 
(hydrophilic) ของไฟโตสเตอรอลเพิม่สงูขึน้ โดยทัว่ไปไฟโตสเตอรอลในรปูอสิระ (free phytosterol) และ
อนุพนัธเ์อสเทอรจ์ะมคีวามสามารถในการละลายในตวัท าละลายทีไ่ม่มขี ัว้ เช่น เฮกเซน เป็นตน้ 
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รปูท่ี 1 โครงสรา้งทางเคมขีองคอเลสเตอรอลและไฟโตสเตอรอล  
 

3.1.2  คณุประโยชน์ของไฟโตสเตอรอลและการประยกุต์ใช้ในอาหาร 
ไฟโตสเตอรอลมบีทบาทส าคญัในหลายลกัษณะ เช่น ใชใ้นการผลติสเตยีรอยด ์(steroid) ในทาง

เภสชั (Fernandes และ Cabral, 2007) และเป็นสารยบัยัง้การดูดซมึคอเลสเตอรอล โดยใชเ้ตมิลงใน
อาหารเพื่อสุขภาพ นอกจากนี้ยงัมคีุณสมบตัิเป็นสารต้านมะเร็ง ต้านการอักเสบ และต้านการเกิด
ออกซเิดชนั (Niazi, 2003; Okoli และ Akah, 2004; Nashed และคณะ, 2005; Choi และคณะ, 2003; 
Berger และคณะ, 2004; Platt และคณะ, 2004) และใชเ้ป็นสารลดแรงตงึผวิ (surfactant) ในผลติภณัฑ์
เครื่องส าอาง (Folmer, 2003) ส าหรบัในด้านอาหารและโภชนาการนัน้ บทบาททีส่ าคญัของไฟโตสเต
อรอลคอื ท าหน้าทีเ่ป็นสารยบัยัง้การดูดซมึคอเลสเตอรอล จงึไดม้กีารประยุกต์ใช้สารดงักล่าวในอาหาร
และเครื่องดื่มทางการคา้หลายชนิด โดยไฟโตสเตอรอลในรูปบรสิุทธิจ์ะถูกเตมิลงไปในอาหารแลว้บ่งชี้
คุณประโยชน์ในแง่ของการลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืด (Marangoni และ Poli, 2010) Engel และ 
Schubert (2005) รายงานว่านิยมเตมิไฟโตสเตอรอลในผลติภณัฑอ์าหารประเภทอมิลัชนั ทัง้ชนิดทัว่ไป
และชนิดที่มปีรมิาณไขมนัต ่า โดยมาการนีชนิดที่มกีารเติมไฟโตสเตอรอลได้มกีารวางจ าหน่ายเชิง
พานิชย์ในลกัษณะของผลติภณัฑ์มาการนีเพื่อสุขภาพ ซึ่งระบุว่าผลติภณัฑ์ดงักล่าวสามารถลดระดบั
คอเลสเตอรอลทัง้หมดและคอเลสเตอรอลทีร่วมตวักบัลโิพโปรตนีความหนาแน่นต ่าได ้ (cholesterol-low 
density lipoprotein) (Madsen และคณะ, 2007) นอกจากนี้ยงัมกีารเตมิไฟโตสเตอรอลในผลติภณัฑเ์นย 
(Nestel และคณะ, 2001) โยเกริต์ไขมนัต ่า (Madsen และคณะ, 2007) มายองเนส น ้าสลดั ชอ็คโกแลต 
และผลติภณัฑข์นมอบ (Abumweis และคณะ, 2006) นม (Madsen และคณะ, 2007) และเครื่องดื่ม 
(Shin และคณะ, 2003) เป็นต้น Abumweis และคณะ (2006) ระบุว่าการเตมิไฟโตสเตอรอลใน
ผลติภณัฑม์ายองเนส น ้าสลดั นม หรอืโยเกริต์ จะใหผ้ลในการลดระดบัคอเลสเตอรอลได้ดกีว่าการเตมิ
ไฟโตสเตอรอลในผลติภณัฑอ์าหารชนิดอื่น นอกจากนี้จากรายงานของ Clifton และคณะ (2004) ซึง่บ่งชี้
ว่าการบรโิภคนมไขมนัต ่าทีม่กีารเตมิอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนัจะมผีลในการลด
ระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดไดม้ากกว่า 3 เท่า เมื่อเทยีบกบัการบรโิภคขนมปงัทีม่กีารเตมิสารดงักล่าว
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ในรปูอสิระในปรมิาณเท่ากนั โดยองคก์ารอาหารและยาของสหรฐัอเมรกิาและสหภาพยุโรปไดร้ะบุว่าไฟ
โตสเตอรอลมคีวามปลอดภยัส าหรบัใชใ้นอาหาร (Marangoni และ Poli, 2010) 

การมรีะดบัคอเลสเตอรอลทัง้หมดหรอืปรมิาณคอเลสเตอรอลที่รวมตัวกบัลิโพโปรตีนความ
หนาแน่นต ่ าในเลือดสูงนัน้ จดัว่าเป็นสาเหตุส าคญัที่น าไปสู่การเกิดโรคหัวใจ ซึ่งเป็นโรคร้ายแรงที่
ก่อให้เกิดการตายของมนุษย์ทัว่โลก (Fernades และ Cabral, 2007) โดยความเข้มข้นของ
คอเลสเตอรอลที่บ่งชี้ภาวะการมรีะดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดสูงคอื  240 มก./ดล. (Shin และคณะ, 
2003) ดงันัน้วธิกีารทีม่ปีระสทิธภิาพในการป้องกนัการเกดิโรคหวัใจคอืการควบคุมระดบัคอเลสเตอรอล
ในเลอืดไม่ใหม้ปีรมิาณสูงเกนิไป Mel’nikov และคณะ (2004) รายงานว่าการลดปรมิาณคอเลสเตอรอล
ทัง้หมดในเลอืดลงรอ้ยละ 1 จะท าใหส้ามารถลดความเสีย่งของการเกดิโรคหวัใจลงไดป้ระมาณรอ้ยละ 3 
โดยได้เริม่มกีารศกึษาผลของไฟโตสเตอรอลในการลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดตัง้แต่ปี ค.ศ. 1950 
(Marangoni และ Poli, 2010) ซึง่ผลการวจิยัระบุว่าไฟโตสเตอรอลสามารถลดระดบัคอเลสเตอรอลใน
เลอืดไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพโดยทีไ่ม่มผีลคา้งเคยีงใด ๆ (Wilson และ Rudel, 1994) สอดคลอ้งกบั
รายงานของ Lea และ Hepburn (2006) ซึง่ศกึษาความเป็นพษิของไฟโตสเตอรอลในสตัวท์ดลอง พบว่า
ไมพ่บความผดิปกตใิด ๆ ในหนู กระต่าย และสุนขัทีไ่ดร้บัอาหารทีม่กีารเตมิไฟโตสเตอรอลในปรมิาณสูง
อย่างต่อเนื่ องเป็นเวลา 2 ปี นอกจากนี้ย ังไม่พบผลกระทบต่อระดับฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องกับการ
เจรญิเตบิโตในผูห้ญงิทีม่กีารบรโิภคอาหารทีม่กีารเตมิอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและไฟโตสตา
นอล (Lea และ Hepburn, 2006) อย่างไรกต็ามประสทิธภิาพในการลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดของ
ไฟโตสเตอ รอลขึ้นอยู่กับปจัจัยหลายประการ เช่น ปริมาณ (dosage) และระยะเวลาที่ได้ร ับ 
องคป์ระกอบและลกัษณะทางกายภาพ (physical form) ของไฟโตสเตอรอล และการออกแบบการวจิยั 
เป็นต้น (Ling และ Jones, 1995) Miettinen และคณะ (1995) รายงานว่าเบต้า-ซโิตสตานอล (เบต้า-ซิ
โตสเตอรอลชนิดที่ไม่มพีนัธะคู่) สามารถลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดได้ดกีว่าเบต้า-ซโิตสเตอรอล 
เมื่อทดสอบกบัมนุษย ์นอกจากนี้ไฟโตสเตอรอลยงัแสดงผลร่วม (synergism) ทีด่เีมื่อใชร้่วมกบัยาชนิด
ซิมวาสเตติน (simvastatin) ซึ่งเป็นยาที่ใช้ควบคุมปรมิาณคอเลสเตอรอลส าหรบัผู้ป่วยที่มรีะดับ
คอเลสเตอรอลในเลอืดสูง (Gylling และคณะ, 1997) Shin และคณะ (2003) ไดศ้กึษาผลของการบรโิภค
เครือ่งดื่มทีม่กีารเตมิไฟโตสเตอรอลรอ้ยละ 0.8 (มอีงคป์ระกอบของเบต้า-ซโิตสเตอรอลรอ้ยละ 48 สตกิ
มาสเตอรอลร้อยละ 26 และแคมป์สเตอรอลร้อยละ 20) ในผู้ป่วยที่มีระดับไตรเอซิลกลีเซอรอล 
(triacylglycerol) และคอเลสเตอรอลในเลอืดสูง พบว่าการบรโิภคเครื่องดื่มดงักล่าวให้ผลดใีนการลด
ระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดของผู้ป่วย ซึ่งโดยปกตแิล้วผู้ป่วยดงักล่าวจะบรโิภคอาหารที่มปีรมิาณไฟ
โตสเตอรอลต ่า นอกจากน้ียงัพบผลของการลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดอย่างมนีัยส าคญัในผูป้่วยทีม่ ี
การบรโิภคมาการนีไขมนัต ่าร่วมกบันมที่มกีารเตมิไฟโตสเตอรอล (Madsen และคณะ, 2007) โดย
การศกึษาผลของไฟโตสเตอรอลในการลดระดบัคอเลสเตอรอลในผูป้ว่ยและคนปกตแิสดงดงัตารางที ่1  
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ตารางท่ี 1  ผลของไฟโตสเตอรอลในการลดระดบัคอเลสเตอรอลในผูป้ว่ยและคนปกต ิ
Phytosterols Dose Subject Decrease in total 

cholesterol or LDL-
cholesterol (%) 

References 

48% -sitosterol, 
26% stigmasterol 
and 20% 
campesterol 

1.6 g/d 
(8 
weeks) 

Hypercholesterolemia 4.38 (total cholesterol) 
8.28 (LDL-cholesterol) 

Shin และคณะ 
(2003) 

69% -sitosterol, 
15% campesterol 
and 8% 
stigmasterol 

2.3 g/d 
(4 
weeks) 

Moderately 
hypercholesterolemia 

5.5 (total cholesterol) 
7.7 (LDL-cholesterol) 

Madsen และ
คณะ (2007) 

71% sitostanol 
and 29% 
campestanol 

3 g/d 
(4 
weeks) 

Non-
hypercholesterolemia 

13.7 (LDL-cholesterol) Mensink และ
คณะ (2002) 

 
กลไกที่มคีวามเป็นไปได้ของไฟโตสเตอรอลในการลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืดคอื การลด

การดูดซมึคอเลสเตอรอลในทางเดนิอาหาร (Fernades และ Cabral, 2007; Marangoni และ Poli, 
2010) โดยไฟโตสเตอรอลจะแข่งขนักบัคอเลสเตอรอลในการรวมตวักบัน ้าดใีนรูปของไมเซล (micelle) 
(รูปที่ 2) ซึ่งไมเซลดงักล่าวเป็นตวักลางส าคญัในการล าเลยีงสารที่ไม่มขี ัว้ โดยเฉพาะไขมนั ผ่านผนัง
ล าไส้เลก็เขา้สู่เซลล์ ดงัที่ได้กล่าวมาแล้วว่าไฟโตสเตอรอลมคีวามไม่มขี ัว้สูงกว่าคอเลสเตอรอล ดงันัน้
การดูดซบัไฟโตสเตอรอลในไมเซลจงึน่าจะเกดิขึน้ได้ดกีว่า ท าให้คอเลสเตอรอลที่ไม่ถูกล าเลยีงโดยถูก
ขบัถ่ายออกมาพรอ้มกบัของเสยีในร่างกาย อย่างไรกต็ามไฟโตสเตอรอลปรมิาณน้อยจะถูกดูดซมึเขา้สู่
ร่างกาย เนื่องจากผนังเซลล์ของล าไส้เล็กสามารถแยกความแตกต่างระหว่างไฟโตสเตอรอลและ
คอเลสเตอรอลไดเ้ป็นอย่างด ีจงึท าใหไ้ฟโตสเตอรอลส่วนใหญ่ถูกขบัออกจากร่างกายพรอ้มกบัของเสยี
เช่นเดยีวกนั ดงันัน้ผลของไฟโตสเตอรอลในการลดระดบัคอเลสเตอรอลจงึไม่ขึน้อยู่กบัการมอียู่ของไฟ
โตสเตอรอล แต่จะขึน้อยู่กบัความสามารถของไฟโตสเตอรอลแต่ละชนิดในการรวมตวักบัสารชนิดอื่น ๆ 
ในรปูแบบของไมเซล (Rozner และ Garti, 2006) 
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รปูท่ี 2 กลไกของไฟโตสเตอรอลในการลดการดดูซมึคอเลสเตอรอลในรา่งกาย; การรวมตวัใน
รปูแบบไมเซลของคอเลสเตอรอล (a), คอเลสเตอรอลถกูเคลื่อนยา้ยจากไมเซลไปยงัผนงัล าไส้
และกระแสเลอืด (b), การแขง่ขนัระหว่างไฟโตสเตอรอลและคอเลสเตอรอลในการรวมตวักบัสาร
ชนิดอื่นในรปูแบบไมเซล (c), คอเลสเตอรอลและ ไฟโตสเตอรอลทีไ่มถู่กดดูซมึจะถูกขบัออกจาก
รา่งกาย (d)                                                                                                                             
ทีม่า: Rozner และ Garti (2006) 
 
3.2 กลไกการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไฟโตสเตอรอล 
การเกิดออกซิเดชนัของไฟโตสเตอรอลจะเกิดขึ้นคล้ายคลึงกับที่พบในคอเลสเตอรอล โดย

สามารถเกดิขึน้ไดท้ัง้จากวถิทีีใ่ชห้รอืไมใ่ชเ้อนไซม ์(Dutta, 2004) ในวถิทีีไ่ม่ใช่เอนไซมน์ัน้ สามารถแบ่ง
การเกิดออกซิเดชันออกเป็นกลไกที่เกี่ยวข้องกับการเกิดอนุมูลอิสระ เช่น ออโตออกซิเดชัน 
(autooxidation) และ กลไกทีไ่ม่มกีารเกดิอนุมลูอสิระ เช่น โฟโตออกซเิดชนั (photooxidation) (Lercker 
และ Rodriguez-Estrada, 2002) โดยการเกดิปฏกิริยิาออโตออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลจะคลา้ยคลงึ
กบัการเกดิออโตออกซเิดชนัของกรดไขมนั (Porter และคณะ, 1995) กล่าวคอื ในขัน้เริม่ต้น (initiation) 
อะตอมไฮโดรเจนจะถูกดงึออกจากคารบ์อนต าแหน่งที ่7 ท าใหเ้กดิเป็นอนุมลูอสิระของสเตอรอล โดย
กลไกที่เหนี่ยวน าให้เกดิปฏกิริยิาขัน้ต้นยงัไม่เป็นที่เข้าใจอย่างแน่ชดันัก แต่คาดว่าออกซเิจนชนิดที่มี
ความว่องไวสูง (reactive oxygen species) โลหะ และการเพิม่อุณหภูมน่ิาจะเป็นตวัเหนี่ยวน าให้
เกดิปฏกิริยิาขัน้ต้น (Dutta และคณะ, 1996) ส่วนการเกดิปฏกิริยิาขัน้ต่อเนื่อง (propagation) นัน้ เกดิ
จากอนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้จะท าปฏกิริยิากบัโมเลกุลของออกซเิจน (3O2 ) ท าใหเ้กดิอนุมลูเพอรอกซลิ และ
เมื่ออนุมลูอสิระดงักล่าวดงึไฮโดรเจนออกจากไฟโตสเตอรอลโมเลกุลอื่น ท าใหไ้ดผ้ลติภณัฑเ์ป็นไฟโตส
เตอรอลไฮโดรเพอรอกไซด ์(phytosterol hydroperoxide) ทีแ่ตกต่างกนัและท าใหเ้กดิอนุมลูอสิระอย่าง
ต่อเนื่อง โดยผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัขัน้ปฐมภูม ิ(primary products) เหล่านี้ สามารถสลายตวัไป
เป็นผลติภณัฑข์ัน้ทุตยิภูม ิ(secondary products) ได้อย่างหลากหลาย (Dutta และคณะ, 1996) การ
เริม่ต้นของปฏกิิรยิาออโตออกซเิดชนัของสเตอรอลเกี่ยวข้องกบัการเกดิอนุมูลอิสระที่ C-7 จากการ
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เกดิปฏกิริยิา resonance delocalization ซึง่เกดิการยา้ยต าแหน่งของอนุมลูอสิระไปยงัต าแหน่งทีท่ าให้
โมเลกุลมพีลงังานต ่าสุด โดยการยา้ยต าแหน่งของอนุมลูอสิระมายงัต าแหน่งที ่7 เป็นผลมาจากอทิธพิล
ของพนัธะคู่ที่อยู่ระหว่าง C-5 และ C-6 ส่งผลให้เกิดผลติภณัฑ์จากการออกซเิดชนัหลกัคอื 7-
hydroperoxides (Smith, 1987) โดยในระหว่างการให้ความร้อนและการเก็บรักษาพบว่า 7 -
hydroperoxides สามารถสลายตวัไปเป็น epimeric 7-hydroxysterols และ 7-ketosterols (Lercker และ 
Rodriguez-Estrada, 2002) อพิเิมอรข์อง 5, 6-epoxysterols เป็นผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัชนิด
ทุตยิภูมทิีส่ าคญัชนิดหนึ่ง (รปูที่ 3) แต่มกัเกดิขึน้จากอนัตรกรยิาระหว่างไฮโดรเพอรอกไซด์และสเตอ 
รอลทีอ่ยู่ภายในเซลลข์องสิง่มชีวีติ (Lercker และ Rodriguez-Estrada, 2002; Giuffrida, 2004) จาก
รายการวจิยัหลายฉบบัระบุว่า 5,6 epoxysterol มโีอกาสเกดิขึน้ไดม้ากกว่า 5,6 epoxysterol 
เนื่องจากผลของ stearic hindrance ทีม่าจากหมู่ไฮดรอกซลิที ่C-3 (Lercker และ Rodriguez-Estrada, 
2002) แมว้่าการศกึษาการเกดิออกซเิดชนัของสเตอ รอลส่วนใหญ่จะมุ่งเน้นไปที่การตดิตามการเกดิ
ออกซเิดชนัของคอเลสเตอรอล แต่ผลติภณัฑ์จากการออกซเิดชนัขัน้ทุติยภูมจิะเป็นรูปแบบเดยีวกัน 
(Lampi และคณะ, 2002) นอกจากนี้การสูญเสยีอะตอมไฮโดรเจนยงัเกดิขึน้ไดท้ีค่ารบ์อนต าแหน่งที ่3 
(tertiaric carbons) ในโซ่ขา้งของไฟโตสเตอรอล โดยจากการวเิคราะหผ์ลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนั
ของไฟโตสเตอรอลสามารถตรวจพบ 24-hydroxysterols (เช่น (24S)-ethylcholest-5,22-dien-3β,24-
diol) และ 25-hydroxysterols (เช่น (24S)-ethylcholest-5,22-dien-3β,25-diol) (Johnsson และ Dutta, 
2003; Johnsson และคณะ, 2003) ในขณะทีต่รวจพบ 20-hydroxysterols (cholest-5-en-3β, 20-diol) 
and 26-hydroxysterols (cholest-5-en- 3β,26-diol) เมื่อศกึษาการออกซเิดชนัของคอเลสเตอรอล 
(Smith, 1996) การออกซเิดชนัของ brassicasterol และ stigmasterol ทีม่พีนัธะคู่ระหว่าง C-22 และ C-
23 ของโซ่ขา้ง ท าใหเ้กดิผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนั คอื  5,6;22,23-diepoxysterols (Giuffrida และ
คณะ, 2004)  

การเกิดออโตออกซิเดชันของสเตอรอลเอสเทอร์จะเกิดขึ้นด้วยกลไกการเกิดอนุมูลอิสระ
เช่นเดยีวกบัที่พบในไฟโตสเตอรอลอสิระ (Lercker และ Rodriguez-Estrada, 2002)  นอกจากนี้จาก
การศึกษาการเกิดปฏกิิรยิาออกซิเดชนัพบว่าสเตอรอลไฮโดรเพอรอกไซด์ส่วนใหญ่จะเกิดขึ้นที่ C-7 
(Lercker และ Rodriguez-Estrada, 2002) โดยผลติภณัฑห์ลกัทีเ่กดิขึน้จากการสลายตวัของไฮโดรเพอร
อกไซดด์งักล่าว คอื อพิเิมอรข์อง 7-hydroxysterols, 5,6-epoxysterol และ 7-ketosterol รวมทัง้ triol, 
20- hydroxysterols, 25- hydroxysterols และอนุพนัธ์ 3,5-cholestadien-7-one ซึง่ตรวจพบจาก
การศกึษาการออกซเิดชนัของคอเลสเตอรอลเอสเทอร ์(korahani และคณะ, 1982) อย่างไรกต็ามอตัรา
การเกดิออกซเิดชนัในรปูอสิระและรปูเอสเทอรจ์ะแตกต่างกนั กล่าวคอืในสารละลายด่าง คอเลสเตอรอล
อิสระเกิดปฏกิิรยิาออกซไิดส์ได้เรว็กว่าคอเลสเตอรอลเอสเทอร์ แต่ในสภาวะที่มกีารให้ความร้อนใน
สภาวะบรรยากาศหรอืละลายในน ้ามนัพบการออกซไิดส์ของอนุพนัธ์เอสเทอร์ในอตัราที่สูงกว่าในรูป
อสิระ (Smith, 1996) นอกจากนี้อตัราการเกดิออโตออกซเิดชนัของคอเลสเตอรอลอสิระทีอ่ยูใ่นรปูผลกึจะ
เกดิขึน้ได้ชา้กว่าคอเลสเตอรอลเอสเทอรเ์ป็นอย่างมาก แต่เมื่อเกดิการกระจายตวัในน ้า อตัราการเกดิ
ออกซเิดชนัในรปูเอสเทอรจ์ะเกดิขึน้ไดช้า้กว่า (korahani และคณะ, 1982) 
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การเกดิออโตออกซเิดชนัของสเตอรอลเอสเทอรอ์าจเกดิขึน้ไดท้ัง้ในโมเลกุลของคอเลสเตอรอล
และในกรดไขมนั ส่งผลให้เกดิผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัขัน้ปฐมภูมไิด้ 3 ชนิด คอื ชนิดที่โมเลกุล
ของสเตอรอลเกดิการออกซไิดสแ์ต่กรดไขมนัไม่ถูกออกซไิดส ์ชนิดทีส่่วนของสเตอรอลไม่ถูกออกซไิดส์
แต่กรดไขมนัเกิดการออกซิไดส์ และชนิดที่เกิดการออกซิไดส์ทัง้ส่วนของสเตอรอลและกรดไขมนั 
(Smith, 1996) เมื่อพจิารณาโครงสรา้งทางโมเลกุลของสเตอรอลเอสเทอรท์ าให้คาดการณ์ได้ว่าการ
ออกซเิดชนัจะเกดิขึน้ในโมเลกุลของกรดไขมนัก่อนแลว้จงึเหนี่ยวน าใหเ้กิดการออกซเิดชนัของโมเลกุลส
เตอรอลอย่างชา้ๆ (Oehrl และคณะ, 2001) Paniangvait และคณะ (1995) ระบุว่าการเกดิออกซเิดชนั
ของสเตอรอลเอสเทอรอ์าจเกดิขึน้อยา่งต่อเนื่องภายในโมเลกุล กล่าวคอื กรดไขมนัทีถู่กออกซไิดสจ์ะดงึ
อะตอมไฮโดรเจนจากส่วนของสเตอรอลที่อยู่ในโมเลกุลเดยีวกนั ส่งผลให้เกดิการออกซเิดชนัอย่าง
ต่อเนื่อง โดยการศึกษาทางจลนพลศาสตร์แสดงให้เห็นว่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
คอเลสเตอรอลเอสเทอร์ในช่วงเริม่ต้นจะเพิม่ขึ้นตามระดบัความไม่อิ่มตวัของกรดไขมนัที่มาเชื่อมโยง 
อย่างไรก็ตามอตัราการออกซเิดชนัจะลดลงตามเวลา โดยหลงัจากการให้ความรอ้นคอเลสเตอรอลเอส
เทอรเ์ป็นเวลามากกว่า 10 ชัว่โมง พบการออกซไิดส์ของคอเลสเตอรอลเอสเทอรท์ี่เชื่อมโยงกบักรด
ไขมนัอิม่ตวัในอตัราทีสู่งกว่าการออกซไิดส์ของเอสเทอรร์ะหว่างคอเลสเตอรอลและกรดไขมนัไม่อิม่ตวั 
(korahani และคณะ, 1982) แมว้่าในการศกึษาขา้งต้นจะเป็นการศกึษาในคอเลสเตอรอลเอสเทอร ์แต่
เป็นที่ทราบกนัดอียู่แล้วว่าการออกซไิดส์ของไฟโตสเตอรอลเอสเทอร์จะเกดิขึน้ได้ในลกัษณะเดยีวกนั 
Yanislieva และ Maslarova (1980)  ท าการศกึษาจลนพลศาสตรข์องปฏกิริยิาออโตออกซเิดชนัของ
เบต้าซิโตสเตอรอลอิสระและเบต้าซิโตสเตอรอลสเตียเรท พบว่าในช่วงเริ่มต้นของกระบวนการ
ออกซิเดชนันัน้ อนุพนัธ์เอสเทอร์จะเกิดการออกซิไดส์ด้วยอัตราที่สูงกว่าเบต้าซิโตสเตอรอลอิสระ 
อย่างไรก็ตามเมื่อมกีารสะสมของ 7-hydroxysterols และ 7-ketosterols เกิดขึน้ในช่วงหลงัของการ
ออกซเิดชนั พบว่าอตัราการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัของเบต้าซโิตสเตอรอลจะเพิม่สูงขึน้เป็นอย่างมาก 
โดยจากการศกึษาการเกดิออกซเิดชนัทีอุ่ณหภูม ิ100ซ พบว่าอตัราการเกดิออโตออกซเิดชนัของเบต้า
ซิโตสเตอรอลและเบต้าซิโตสเตอรอลสเตียเรท ในช่วงเริ่มต้นเท่ากับ 1.1x10-3 และ 2.1x10-2 
meq/mole·sec ตามล าดับ ในขณะที่อัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงสุด คือ 6.9x10-3 และ 2.2x10-2 
meq/mole·sec ซึง่พบในช่วงหลงัของการเกดิออกซเิดชนั อย่างไรกต็ามขอ้มลูอื่น ๆ ทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการ
เกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลเอสเทอรย์งัมไีมม่ากนกั 
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รปูท่ี 3 กลไกการเกดิออโตออกซเิดชนัของซโิตสเตอรอล 
ท่ีมา: Kmiecik และคณะ (2015)  

มรีายงานทีบ่่งชี้ถงึผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัขัน้ทุตยิภูมอิื่น ๆ ซึ่งเกดิขึน้จากการสลายตวั
ของผลติภณัฑข์ัน้ปฐมภูม ิซึง่ไดแ้ก่ผลติภณัฑท์ีเ่กดิขึน้จากปฏกิริยิาการสูญเสยีน ้า (sterol dehydration 
products)  เช่น สเตียรนี ผลติภัณฑ์จากการสูญเสยีอะตอมไฮโดรเจน (sterol dehydrogenation 
products) เช่น  monooxygenated sterols ทีไ่ม่มหีมู่ไฮดรอกซลิแต่ยงัคงมพีนัธะคู่จ านวน 1 2 หรอื 3 
พนัธะ และผลติภณัฑท์ีเ่กดิจากการรวมตวักนัของสเตอรอล (sterol condensation) เช่น disteryl ethers 
(Lercker และ Rodriguez-Estrada, 2002) สเตอรนี เช่น สเตอราไดอนี เกดิขึน้จากการท าปฏกิริยิาของส
เตอรอลทีไ่ม่ถูกออกซไิดสแ์ละสเตอรอลทีม่พีนัธะคู่ 2 พนัธะทีต่ าแหน่ง 3,5 2,4 หรอื 2,5 ส่วนสเตยีรา
ไตรอนีสามารถเกดิขึน้จากปฏกิริยิาการสูญเสยีน ้า 2 โมเลกุลของอนุพนัธส์เตอรอลไฮดรอกซลิ ส่งผลให้
เกดิผลติภณัฑท์ีม่พีนัธะคู่ 3 พนัธะทีต่ าแหน่ง 3 4 และ 6 (Bortolomeazzi และคณะ, 2000) หรอืเกดิ
ผลติภณัฑท์ีม่พีนัธะคู่ 3 พนัธะทีต่ าแหน่ง 3 4 และ 22 (Dutta และ Savage, 2002) โดยปฏกิริยิาการ
สูญเสียน ้าของอนุพนัธ์ 7-keto ท าให้เกิดการสร้างสเตียราไดอีนที่หมู่คโีต ไดสเตียรลิอีเทอร์เป็น
ผลติภณัฑท์ีเ่กดิขึน้จากปฏกิริยิาการก าจดัน ้าออกจากโมเลกุลของสเตอรอลจ านวน 2 โมเลกุล (Lercker 
และ Rodriguez-Estrada, 2002) นอกจากนี้ย ังตรวจพบผลิตภัณฑ์ขัน้ทุติยภูมิอื่น  ๆ ที่เกิดขึ้น 
นอกเหนือจากสารประกอบในกลุ่มออกไซด์เมื่อศกึษาการออกซเิดชนัของคอเลสเตอรอลและไฟโตสเต
อรอล  Osada และคณะ (1993) ศกึษาผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของคอเลสเตอรอลด้วยการให้
ความรอ้นคอเลสเตอรอลที่อุณหภูม ิ200ซ พบว่ามกีารเกดิสารประกอบออกไซด์ค่อนขา้งต ่า และเมื่อ
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เปลี่ยนมาให้ความรอ้นที่อุณหภูม ิ150ซ จะตรวจพบปรมิาณสารประกอบออกไซด์เพิม่ขึ้นในช่วง 12 
ชัว่โมงแรกของการใหค้วามรอ้น และตรวจพบการลดลงของสารดงักล่าวหลงัจากนัน้ ผลดงักล่าวแสดงให้
เหน็ว่าคอเลสเตอรอลและคอเลสเตอรอลออกไซดเ์กดิการสลายตวัในระหว่างการใหค้วามรอ้น ส่งผลให้
เกดิผลติภณัฑจ์ากการสลายตวัชนิดอื่น ๆ Kim และ Nawar (1993) ศกึษาการเกดิออกซเิดชนัของ
คอเลสเตอรอลทีอุ่ณหภูม ิ110-180ซ เป็นเวลา 80 ชัว่โมง พบว่าผลติภณัฑห์ลกัทีเ่กดิขึน้ไม่ไดส้มัพนัธ์
กบัการออกซไิดสข์องคอเลสเตอรอล ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัรายงานของ Nawar และคณะ (1991) ซึง่
พบว่าคอเลสเตอรอลออกไซดท์ัง้หมดทีเ่กดิขึน้ในระหว่างการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ180ซ เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง เกิดจากการออกซิไดส์ของคอเลสเตอรอลเพียงร้อยละ 30 เท่านัน้ ส่วนที่เหลือมาจากการ
สลายตัวของคอเลสเตอรอลผ่านทางวิถีอื่นมากกว่ามาจากการสลายตัวของผลิตภัณฑ์จากการ
ออกซเิดชนัขัน้ปฐมภูม ิ ผลที่คล้ายคลงึกนันี้พบในการศึกษาการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลโดย 
Oerhk และคณะ (2001) เมื่อใหค้วามรอ้นแก่น ้ามนัพชืที่อุณหภูม ิ100-180ซ เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
พบว่าปรมิาณของไฟโตสเตอรอลออกไซดท์ีต่รวจวดัไดห้ลงัการใหค้วามรอ้นในน ้ามนัทีแ่ตกต่างกนัไม่ได้
สมัพนัธ์กบัปรมิาณไฟโตสเตอรอลที่ถูกออกซไิดส์ ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการรวมตวักนัเป็นพอลเิมอร ์
(polymer formation) อย่างไรก็ตามเมื่อพจิารณาผลการศกึษาเกี่ยวกบัการออกซเิดชนัของสเตอรอล
จนถงึปจัจุบนั ควรต้องมกีารศกึษาเพิม่เตมิเกี่ยวกบัเสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของไฟโตสเต
อรอลและอนุพนัธใ์นระหว่างการใหค้วามรอ้นเป็นระยะเวลานาน 

3.3 เสถียรภาพจากการออกซิเดชนัของอาหารท่ีมีไฟโตสเตอรอลและไฟโตสเตอรอลเอส
เทอร ์ 

มกีารตรวจพบผลติภณัฑ์จากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลในอาหารในช่วงต้นปี ค.ศ. 
1960 โดยตรวจพบทัง้ผลติภณัฑ์จากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลและสารประกอบสเตอรอล
ไฮโดรคาร์บอนในระหว่างกระบวนการท าน ้ามนัพชืให้บรสิุทธิ ์(Soupas และคณะ, 2004) การเกิด
ออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลเกิดขึ้นจากกลไกของการเกิดอนุมูลอิสระเป็นส่วนใหญ่ดงัที่ได้กล่าว
มาแล้ว ดงันัน้ปจัจยัที่ส่งเสรมิการเกดิออโตออกซเิดชนัในระหว่างการแปรรูปและการเก็บรกัษาอาหาร 
เช่น แสง ความร้อน อากาศ น ้า และอิออนของเหล็กจะมสี่วนช่วยเหนี่ยวน าให้เกิดออโตออกซเิดชนั
ของสเตอรอล (Finocchiaro และ Richardson, 1983; Maerker, 1987) โดยการเกดิออกซเิดชนัของไฟ
โตสเตอรอลในอาหารจะค่อนขา้งซบัซอ้น เนื่องจากในอาหารมอีงคป์ระกอบหลายชนิดจงึท าใหก้ารตรวจ
ตดิตามท าไดย้าก ดงันัน้การศกึษาการเกดิออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลส่วนใหญ่จงึท าในระบบจ าลอง
ทีศ่กึษาในรปูไฟโตสเตอรอล บรสิุทธิม์ากกว่าการทดลองในระบบอาหารจรงิ ซึง่อย่างไรกต็ามผลทีไ่ดจ้ะ
แตกต่างจากที่เกิดขึ้นในอาหารเนื่องจากอาหารมอีงค์ประกอบของไขมนัชนิดอื่น ๆ น ้า โปรตีน และ
องคป์ระกอบอื่นซึง่อาจมผีลต่อการเกดิออกซเิดชนัของสเตอ รอล (Chien และคณะ, 1998) นอกจากนี้
การเกดิออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลยงัขึน้อยู่กบัระบบทีใ่ชใ้นการศกึษา เช่น อุณหภูม ิเวลาทีเ่กดิการ
ออกซเิดชนั และพเีอช เป็นตน้ (Kim และ Nawar, 1993)  
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Blekas และ Boskou (1989) ศกึษาการใหค้วามรอ้นสตกิมาสเตอรอล (รอ้ยละ 5) ในระบบไตร
เอซลิกลเีซอรอลผสมทีอุ่ณหภูม ิ180ซ พบผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของสตกิมาสเตอรอลจ านวน 
11 ชนิด เช่น 7-hydroxides, 5,6-epoxides และสเตอรอลไฮโดรคารบ์อน เช่น stismasta-3,5,22-triene, 
stismasta-3,5,22-triene-7-one และ stismasta-4,22-dien-3-one ผลติภณัฑท์ีค่ลา้ยคลงึกนันี้พบในการ
ให้ความร้อนเบต้าซิโตสเตอรอล (ร้อยละ5) ที่อยู่ในระบบไตรสเตียริน น ้ ามนัหมู และน ้ ามนัเมล็ด
ทานตะวนัที่อุณหภูม ิ120ซ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง โดยอตัราการออกซเิดชนัของเบต้าซโิตสเตอรอลจะ
เพิม่ขึน้ตามการเพิม่ขึน้ของระดบัความไม่อิม่ตวัของกรดไขมนัในน ้ามนัทีใ่ช้ในการศกึษา อย่างไรก็ตาม
หากเบตา้ซโิตสเตอรอลอยู่ในระบบของน ้ามนัทีม่คีวามอิม่ตวัสูง  เบต้าซโิตสเตอรอลจะมคีวามว่องไวต่อ
การเกิดออโตออกซิเดชันสูงกว่าไตรเอซิลกลีเซอรอล (Yanishlieva-Maslarova และ Marinova-
Tasheva, 1986) เมื่อพิจารณาการสูญเสียไฟโตสเตอรอลจากปฏิกิรยิาออกซิเดชนัแล้ว พบว่า
เสถียรภาพต่อการออกซิเดชนัของไฟโตสเตอรอลจะขึ้นอยู่กบัระดบัความอิ่มตวัของโครงสร้างในวง
แหวนสเตอรอล กล่าวคอื เบตา้ซโิตสตานอลซึง่ไมม่พีนัธะคู่ภายในวงแหวนจะมคีวามเสถยีรภาพจากการ
เกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัสงูสุด ในขณะที ่ergosterol ทีม่พีนัธะคู่ 2 พนัธะอยู่ภายในโครงสรา้งวงแหวนจะ
มเีสถยีรภาพต ่าทีสุ่ดในระบบทีม่คีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 ใน mineral oil หรอืน ้ามนัเรพซดีแลว้ใหค้วาม
รอ้นทีอุ่ณหภมู ิ180ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูมสิูงนี้จะท าใหเ้กดิการสูญเสยี
ไฟโตสเตอรอลในอตัราทีเ่พิม่ขึน้ตามระดบัของความอิม่ตวัของน ้ามนัทีใ่ช ้(Lampi และคณะ, 1999) ผลที่
คลา้ยคลงึกนัพบในรายงานของ Lampi และคณะ (2000) เมื่อไฟโตสเตอรอลถูกให้ความรอ้นในระบบ
ของไตรปาลม์ตินิและน ้ามนัเรพซดีทีอุ่ณหภูม ิ180ซ โดยการใหค้วามรอ้นในระบบของไตรปาลม์ตินิจะ
พบการลดลงของไฟโตสเตอรอลน้อยกว่ารอ้ยละ 10 หลงัจากใหค้วามรอ้นเป็นเวลา 9 ชัว่โมง ในขณะที่
พบการสูญเสยีไฟโตสเตอรอลประมาณรอ้ยละ 80 เมื่ออยู่ในน ้ามนัเรพซดีหลงัจากการให้ความรอ้นใน
ระยะเวลาเท่ากนั โดยพบทัง้การสูญเสยีไฟโตสเตอรอลและการสะสมของสเตอรอลออกไซดใ์นน ้ามนัคา
โนล่า น ้ามนัมะพรา้ว น ้ามนัถัว่ลสิง และน ้ามนัถัว่เหลอืงทีผ่่านการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ100 150 และ 
180ซ เป็นเวลา 20 ชัว่โมง ในการศกึษาปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซดท์ีเ่กดิขึน้ในระบบทีม่กีารเตมิ
เบต้า-ซโิตสเตอรอลความเขม้ขน้ 90 มลิลกิรมั/100 กรมั ของน ้ามนั แล้วจงึน าไปใหค้วามรอ้น พบว่า
ปรมิาณไฟโตสเตอรอลจะลดลงเมื่อเพิม่อุณหภูมใินการใหค้วามรอ้น แสดงใหเ้หน็ว่ามกีารเกดิไฟโตสเต
อรอลออกไซด์เพิ่มสูงขึ้น โดยการให้ความร้อนน ้ามนัคาโนล่าที่อุณหภูม ิ 100ซ พบการลดลงของ
ปรมิาณเบต้า-ซโิตสเตอรอลและแคมป์สเตอรอล รอ้ยละ 32 และ 33 และเมื่อใหค้วามรอ้นที่อุณหภูม ิ
150ซ จะเกิดการสูญเสยี เบต้า-ซโิตสเตอรอลและแคมป์สเตอรอลร้อยละ 94 และ 95 ตามล าดบั 
นอกจากนี้การสูญเสยีไฟโตสเตอรอลยงัพบได้สูงในน ้ามนัคาโนล่าและน ้ามนัถัว่เหลอืงเมื่อเทยีบกบัใน
น ้ามนัที่มคีวามอิม่ตวัสูง เช่น เมื่อให้ความรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ100ซ จะเกดิการสูญเสยีแคมป์สเตอรอลใน
น ้ามนัถัว่เหลอืงรอ้ยละ 56 ในขณะทีใ่นน ้ามนัมะพรา้วจะเกดิการสญูเสยีแคมป์สเตอรอลไปเพยีงรอ้ยละ 8 
และสูญเสยีเบต้า-ซโิตสเตอรอลรอ้ยละ16 อย่างไรกต็ามเมื่อใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ180ซ จะเกดิการ
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สญูเสยีเบตา้-ซโิตสเตอรอลในน ้ามนัมะพรา้วเพิม่ขึน้เป็นรอ้ยละ 98 และสูญเสยีแคมป์สเตอรอลไปรอ้ยละ 
97 (Oehrl และคณะ, 2001)  

การศกึษาการเกดิออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลและไฟโตสเตอรอลเอสเทอรใ์นระบบอาหาร
และผลจากกระบวนการแปรรูปและกระบวนการเก็บรกัษาต่อการเกดิออกซเิดชนัของสารดงักล่าวยงัมี
ค่อนขา้งน้อย โดยการศกึษาส่วนใหญ่จะเน้นศึกษาผลของกระบวนการท าบรสิุทธิน์ ้ามนัต่อปรมิาณไฟ
โตสเตอรอลในน ้ามนั การสูญเสยีไฟโตสเตอ รอลบางส่วนเป็นผลมาจากขัน้ตอนในการท าบรสิุทธิน์ ้ามนั 
กล่าวคอืการสูญเสยีไฟโตสเตอรอลเนื่องจากจากปฏกิริยิาออโตออกซเิดชนัไม่ได้มคีวามส าคญัมากนัก 
(Piironen และคณะ, 2000) จากรายงานของ Nourooz-Zadeh และ Appelqvist (1992) ระบุว่าไม่พบ
การเพิม่ขึน้ของไฟโตสเตอรอลออกไซด์ในน ้ามนัถัว่เหลอืงที่ผ่านการท าบรสิุทธิเ์มื่อเทยีบกบัน ้ามนัดบิ 
และจากการศกึษาปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซดใ์นน ้ามนัเรพซดีทีม่ ีกรดไขมนัอรีสูกิต ่า พบปรมิาณไฟ
โตสเตอรอลออกไซดท์ัง้หมด 70 ไมโครกรมั/กรมั ภายหลงัจากน าน ้ามนัดงักล่าวไปผ่านการท าบรสิุทธิ ์
บางส่วน และเมื่อผ่านกระบวนการก าจดักลิน่จะตรวจพบปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซด์ในช่วง 69-74 
ไมโครกรมั/กรมั ขึน้อยู่กบัอุณหภูมทิีใ่ช ้(Lambelet และคณะ, 2003) โดยสารประกอบออกไซดท์ีเ่กดิขึน้
นี้มาจากการออกซไิดสท์ี ่C-7 เป็นหลกั (Lambelet และคณะ, 2003) นอกจากนี้ในการศกึษาปรมิาณไฟ
โตสเตอรอลออกไซด์ในน ้ามนัถัว่ลสิง น ้ามนัเมลด็ทานตะวนั น ้ามนัขา้วโพด และน ้ามนัมะกอกที่ยงัไม่
ผ่านการท าบรสิุทธิจ์ะมปีรมิาณไฟโตสเตอรอลลออกไซด ์2.6-9.6 ไมโครกรมั/กรมั 4.5-67.5 ไมโครกรมั/
กรมั 4.1-60.2 ไมโครกรมั/กรมั และ 1.5-5.5 ไมโครกรมั/กรมั ตามล าดบั (Bortolomeazzi และคณะ, 
2003) ซึ่งประกอบด้วย 7-hydroxysterols และ 7-ketosterols เป็นหลกั โดยกระบวนการฟอกสมีผีล
อย่างยิง่ต่อการลดลงของปรมิาณ 7-hydroxysterols แต่จะพบการเพิม่ขึน้ของสเตอรอลไฮโดรคารบ์อน 
(เช่น steratrienes) โดยภายหลงัจากกระบวนการก าจดักลิน่จะไม่พบการเปลีย่นแปลงของปรมิาณไฟ
โตสเตอรอลออกไซด์และผลติภณัฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏกิริยิาการสูญเสยีน ้า (Bortolomeazzi และคณะ, 
2003) ในการศกึษาปรมิาณไฟโตสเตอ รอลออกไซดใ์นน ้ามนัพชืทีผ่่านการใชง้านแลว้ ผลทีไ่ดจ้ะมคีวาม
แปรปรวนสูงเนื่องจากมกีารใช้วธิใีนการให้ความรอ้นที่แตกต่างกนั โดยอตัราส่วนพื้นที่ผวิต่อปรมิาตร
ของน ้ามนัในระหว่างการใหค้วามรอ้นแต่ละวธิอีาจเป็นปจัจยัส าคญัทีส่่งต่อการเกดิออกซเิดชนัของไฟโส
เตอรอลในน ้ามนั Lampi และคณะ (2002) ไดศ้กึษาการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัของเบต้า-ซโิตสเตอรอล
และแคมป์สเตอรอลในน ้ามนัเรพซดี โดยใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ180ซ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าการ
เกดิออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลดงักล่าวจะเกดิขึน้ได้ช้ากว่าสตกิมาสเตอรอลในรูปบรสิุทธิเ์มื่อผ่าน
การใหค้วามรอ้นในสภาวะเดยีวกนั โดยปรมิาณสารประกอบออกไซดท์ัง้หมดและสารประกอบออกไซด์
แต่ละชนิดจะมปีรมิาณเพิม่ขึ้นอย่างต่อเนื่องตลอดช่วงเวลาของการให้ความรอ้น และหลงัจากการให้
ความรอ้นเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะตรวจพบปรมิาณออกไซดข์องเบต้าซโิตสเตอรอลและแคมป์สเตอรอล 
(7-hydroxysterols, 5,6-epoxysterols, 7-ketosterols และ 25-hydroxysterols) ในปรมิาณ 646 
ไมโครกรมั/กรมั และ 452 ไมโครกรมั/กรมั น ้ามนั ตามล าดบั และเมื่อใหค้วามรอ้นน ้ามนัเมลด็ทานตะวนั
และน ้ามนัมะกอกทีอุ่ณหภูม ิ150 และ 200ซ เป็นเวลา 60 นาท ีจะตรวจพบปรมิาณเบต้าซโิตสเตอรอ
ลออกไซด ์(7-hydroxysterols, 5,6-epoxysterols, 7-ketosterols และ triol) เท่ากบั 241 ไมโครกรมั/กรมั 
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และ 815 ไมโครกรมั/กรมั ในน ้ามนัเมลด็ดอกทานตะวนั และ 37 ไมโครกรมั/กรมั และ 365 ไมโครกรมั/
กรมั ในน ้ามนัมะกอก ตามล าดบั ซึง่ผลติภณัฑห์ลกัทีเ่กดิขึน้จากการออกซเิดชนัตลอดช่วงเวลาของการ
ใหค้วามรอ้นน ้ามนั คอื 7-ketositosterols (Zhang และคณะ, 2005) ในการศกึษาอื่น ๆ ทีม่กีารใหค้วาม
รอ้นน ้ามนัถัว่เหลอืง น ้ามนัมะกอก น ้ามนัขา้วโพด และน ้ามนัถัว่ลสิง ทีอุ่ณหภูม ิ180ซ เป็นเวลาต่าง ๆ 
พบว่าปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซดท์ัง้หมดหลงัการใหค้วามรอ้นเป็นเวลา 60 นาท ีเท่ากบั 24 32 77 
และ 77 ไมโครกรมั/กรมั น ้ามนั ตามล าดบั (Dutta และ Svage, 2002) นอกจากนี้ Dutta (1997) ไดท้ า
การตรวจสอบปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซดใ์นน ้ามนัผสมระหว่างน ้ามนัเรพซดีและน ้ามนัปาลม์ น ้ามนั
เมลด็ทานตะวนั และน ้ามนัเมลด็ทานตะวนัทีม่กีรดโอเลอกิสูง ทัง้ก่อนและหลงัการใชท้อด      เฟรนชฟ์
รายด์เป็นเวลา 2 วนั พบผลติภณัฑจ์ากการออกซไิดส์ของเบต้าซโิตสเตอรอล เช่น 7-hydroxy 5,6-
epoxy 7-keto และ อนุพนัธ ์triol ของเบต้าซโิตสเตอรอลเป็นหลกั รวมทัง้พบสารประกอบออกไซดข์อง 
แคมป์สเตอรอล และ สตกิมาสเตอรอล ในปรมิาณเลก็น้อย โดยชนิดของสารประกอบออกไซดห์ลกัที่
เกดิขึน้จะแตกต่างกนัตามชนิดของน ้ามนั โดยสารประกอบออกไซดช์นิดหลกัทีต่รวจพบในน ้ามนัทุกชนิด 
คอื 5,6-epoxysterols 7-ketosterols หรอื 7α-hydroxysterols โดยพบการเพิม่ขึน้เลก็น้อยของปรมิาณ
สารประกอบออกไซด์ในระหว่างการเก็บรกัษาน ้ามนัผสมระหว่างเรพซดีและน ้ามนัปาล์ม น ้ามนัเมล็ด
ทานตะวนั และน ้ามนัเมลด็ทานตะวนัทีม่กีรดโอเลอกิเป็นเวลา 2 วนั โดยมปีรมิาณสารประกอบออกไซด์
หลงัการเกบ็รกัษาในปรมิาณ 59 57 และ 56 ไมโครกรมั/กรมั ตามล าดบั (Dutta, 1997) เมื่อเกบ็รกัษา
น ้ามนัถัว่เหลอืงที่ผ่านการท าบรสิุทธิท์ี่อุณหภูม ิ4ซ เป็นเวลา 1 ปี จะไม่พบการเปลี่ยนแปลงปรมิาณ 
เบต้า-ซิโตสเตอรอลออกไซด์อย่างมนีัยส าคญัทางสถิติเมื่อเทียบกับระยะเวลาเริ่มต้น โดยปริมาณ
สารประกอบออกไซด์ในน ้ามนัมคี่าต ่ากว่า 0.2 ไมโครกรมั/กรมั ตลอดระยะเวลาของการเก็บรกัษา 
(Nourooz-Zadeh และ Appelqvist, 1992) อย่างไรกต็ามการเกบ็รกัษาน ้ามนัเมลด็ทานตะวนัไวใ้นขวด
โปร่งแสงเป็นเวลา 40 ปี จะมรีะดบัการออกซเิดชนัเช่นเดยีวกบัทีพ่บในน ้ามนัทีผ่่านการใหค้วามรอ้นที่
อุณหภูม ิ100ซ เป็นเวลา 13 ชัว่โมง โดยพบการเกิดออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลสูงกว่าในกรด
ไขมนั (Yanishlieva และ Schillar, 1983) ได้มกีารศกึษาการเกิดออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลใน
อาหารบางชนิดทีม่กีารเตมิไฟโตสเตอรอลเอสเทอร ์เช่น  ไขมนัทีใ่ชใ้นการปาดทา กาแฟ แป้งสาล ีนม
ส าหรบัทารก เฟรนชฟ์รายด ์และมนัฝรัง่แผ่น Johnsson และ Dutta (2006) ตรวจพบปรมิาณไฟโตสเต
อรอลออกไซด์ในผลิตภณัฑ์ไขมนัที่ใช้ในการปาดทามคี่าเท่ากับ 12 ไมโครกรมั/กรมั ในขณะที ่
Grandgirard และคณะ (2004) พบปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซดใ์นผลติภณัฑด์งักล่าว 68 ไมโครกรมั/
กรมั สารประกอบออกไซดท์ีแ่ยกไดจ้ากผลติภณัฑไ์ขมนัประเภทปาดทาประกอบดว้ย 7-hydroxysterols 
5,6-epoxystreols 7-ketosterols และ triol (Grandgirard และคณะ, 2004; Conchillo และคณะ, 2005; 
Johnsson และ Dutta, 2006) 24-hydroxystreols (Johnsson และ Dutta, 2006) 6-hydroxysterols และ 
6-ketosterols (Grandgirard และคณะ, 2004) ปรมิาณสารประกอบออกไซดข์องเบต้า-ซโิตสเตอรอลและ
แคมป์สเตอรอลในมนัฝรงัแผ่นที่ผ่านการทอดในน ้ามนัปาล์ม น ้ามนัเมลด็ทานตะวนั และในน ้ามนัเมลด็
ทานตะวนัทีม่กีรดโอเลอกิสูง ซึง่ผ่านการเกบ็รกัษาเป็นเวลา 0-25 สปัดาห ์ในทีม่ดืที่อุณหภูมหิ้อง โดย
ปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซดใ์นมนัฝรัง่แผ่นเริม่ต้น คอื 5 46 และ 35 ไมโครกรมั/กรมั ของไขมนั 
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ตามล าดบั โดยพบปรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซดส์ูงทีสุ่ดในมนัฝรัง่แผ่นทีผ่่านการทอดดว้ยน ้ามนัเมลด็
ทานตะวนัทีม่กีรดโอเลอกิสูงที่เกบ็รกัษาเป็นเวลา 25 สปัดาห ์ซึง่มปีรมิาณไฟโตสเตอรอลออกไซด ์59 
ไมโครกรมั/กรมัไขมนั (19 ไมโครกรมั/กรมัของมนัฝรัง่) ซึง่ประกอบดว้ยอนุพนัธ ์7-hydroxy- 5,6-epoxy 
7-keto และ triol ของ เบต้า-ซโิตสเตอ รอลและแคมป์สเตอรอล (Dutta และ Appelqvist, 1997) 
นอกจากนี้ Lee และคณะ (1985) ไดร้ายงานผลการตดิตามปรมิาณสารประกอบออกไซด์ในมนัฝรัง่ที่
ผ่านการทอดด้วยน ้ามนัเมล็ดฝ้ายแล้วท าการเก็บรกัษาที่อุณหภูม ิ40ซ โดยตรวจพบไฟโตสเตอรอ
ลออกไซด์หลงัจากเกบ็รกัษาเป็นเวลา 95 วนั ซึ่งมผีลติภณัฑห์ลกั คอื 7α-hydroxysitosterols (13 
ไมโครกรมั/กรมัไขมนั) 7β-hydroxysitosterols (9 ไมโครกรมั/กรมัไขมนั) และ 5,6 epoxysitosteros (6 
ไมโครกรมั/กรมัไขมนั) ในขณะทีก่ารศกึษาปรมิาณสารประกอบออกไซดใ์นผลติภณัฑเ์มื่อท าการเก็บ
รกัษาที่อุณหภูมติ ่า (23ซ) นัน้ จะไม่สามารถตรวจพบสารประกอบออกไซดใ์นผลติภณัฑแ์มว้่าจะเก็บ
รกัษาเป็นเวลา 150 วนักต็าม  

 
4. ระเบียบวิธีการวิจยั  
4.1 การสงัเคราะหอ์นุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนัทีเ่ร่งด้วยเอนไซม์

ไลเปส 

ท าการสงัเคราะหอ์นุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนั โดยใชเ้บต้า-ซโิตสเตอรอล 
(-sitosterol) ซึ่งเป็นไฟโตสเตอรอลชนิดที่พบมากที่สุด ท าปฏกิริยิากบักรดไขมนัอิม่ตวัชนิดสายสัน้ 
(hexanoic acid) สายกลาง (lauric acid) และสายยาว (palmitic acid) รวมทัง้กรดไขมนัไม่อิม่ตวั
เชงิเดีย่ว (oleic acid) ตามล าดบั (รปูที ่4) ตามวธิขีอง Panpipat และคณะ (2013) โดยใชไ้ลเปสจากเชือ้ 
Candida antarctica ชนิด A เป็นตวัเร่งปฏกิริยิา ท าปฏกิริยิาเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ท าการแยก
บรสิุทธิอ์นุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนัทีเ่กดิขึน้ในแต่ละชุดการทดลองดว้ยการก าจดั
กรดไขมนัที่ไม่ท าปฏกิริยิา การก าจดัสเตอรอลอสิระด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟฟี และการท าอนุพนัธ์
เอสเทอรใ์ห้เขม้ขน้ (รายละเอยีดตามขอ้ 2) เก็บตวัอย่างอนุพนัธ์เอสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรด
ไขมนับรสิุทธิแ์ต่ละชนิดไวท้ีอุ่ณหภมู ิ-20ซ ส าหรบัใชใ้นการทดลองในขัน้ตอนต่อไป 
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รปูที ่4 โครงสรา้งของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีใ่ชใ้นการทดลอง 

4.2 การแยกบริสทุธิเ์บต้า-ซิโตสเตอรอลเอสเทอร ์ 
4.2.1 การก าจดักรดไขมนัที่ไม่ท าปฏกิิรยิา โดยน าสารผสมหลงัการท าปฏกิิรยิาในข้อ 4.1 

ปรมิาณ 1 กรมั มาละลายในไดเอทธลิอเีทอรป์รมิาตร 10 มล. จากนัน้เตมิสารละลายโซเดยีมคารบ์อเนต
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 2 ปรมิาตร 6 มล. ตามด้วยการแยกสกดัด้วยน ้า เพื่อก าจดักรดไขมนัที่ไม่ท า
ปฏกิริยิาในรปูเกลอืโซเดยีม ท าการเกบ็ส่วนของไดเอทธลิอเีทอร ์แลว้น าไประเหยตวัท าละลายออกดว้ย
เครือ่งระเหยสุญญากาศทีอุ่ณหภมู ิ40ซ 

4.2.2 การก าจดัไฟโตสเตอรอลอสิระ โดยน าตวัอยา่งปรมิาณ 0.5 กรมัจากขอ้ 4.2.1 มาละลาย
ในสารผสมระหว่างเฮกเซน: ไดเอทธลิอเีทอร ์อตัราส่วน 9:1 (v/v) ปรมิาตร 5 มล. จากนัน้ท าบรสิุทธิ ์
ตวัอย่างด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟฟีที่แพคด้วยซลิกิาเจล และใช้สารผสมระหว่างเฮกเซน:ไดเอทธลิ
อเีทอร ์(95:5 v/v) ปรมิาตร 30 มล. เป็นสารชะ (mobile phase) 

4.2.3 การท าเบต้า-ซโิตสเตอรอลเอสเทอรใ์หเ้ขม้ขน้ โดยน าตวัอย่างทีแ่ยกไดจ้ากคอลมัน์โคร
มาโทกราฟฟีปรมิาณ 130 มก. มาละลายในอะซโิตนปรมิาตร 2 มล. ทีอุ่ณหภูม ิ50ซ จากนัน้เตมิน ้า
ปรมิาตร 0.2 มล. ทลีะหยดลงในตวัอย่างทีม่กีารกวนตลอดเวลา หลงัจากท าใหเ้ยน็ถงึ 7ซ แลว้ จงึน า
สารผสมไปป ัน่เหวีย่งที ่7000 รอบ/นาท ี เป็นเวลา 10 นาท ีน าตะกอนทีไ่ดม้าเตมิอะซโิตนปรมิาตร 2 
มล. ท าการสกดัซ ้าดว้ยกระบวนการเดมิจ านวน 4 รอบ น าตะกอนที่ได้จากการตกตะกอนดว้ยอะซโิตน
ไประเหยตวัท าละลายจนหมด แลว้จงึเกบ็ตะกอนไวท้ีอุ่ณหภูม ิ-20ซ ในขวดทีม่กีารพ่นแก๊สไนโตรเจน
จนกว่าจะน าไปใชใ้นการทดลองขัน้ต่อไป 

4.3  การศึกษาผลของกระบวนการให้ความร้อนทีร่ะดับต่างๆ ต่อเสถียรภาพจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนั 
 น าอนุพนัธเ์อสเทอรข์องเบตา้-ซโิตสเตอรอลและกรดไขมนับรสิุทธิช์นิดต่างๆ ทีเ่ตรยีมไดจ้ากขอ้ 
4.1 ปรมิาณ 25 มก. มาบรรจุลงในหลอดทดลอง จากนัน้น าไปให้ความร้อนที่อุณหภูม ิ60 100 และ 
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180ซ ซึ่งอุณหภูมดิงักล่าวแสดงถึงการพาสเจอไรซ์ สเตอรไิลซ์ และการทอด ตามล าดบั ท าการสุ่ม
ตัวอย่างในแต่ละช่วงเวลาของการให้ความร้อน แล้วน ามาวิเคราะห์ค่าไฮโดรเพอร์ออกไซด ์ 
(hydroperoxide) p–anisidine ผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอล (7-คโีตซโิตสเตอรอล)  
และไฟโตสเตอรอลที่ไม่ถูกออกซไิดส์ (non-oxidized phytosterol) โดยใช้เบต้า-ซโิตสเตอรอล เป็น
ตวัอย่างควบคุม จากนัน้ท าการสรา้งกราฟจลนพลศาสตร ์(kinetic) ของการเกดิออกซเิดชนัของเบต้า-ซิ
โตสเตอรอลและอนุพนัธเ์อสเทอรข์องเบตา้-ซโิตสเตอรอลและกรดไขมนัชนิดต่างๆ  
 
 4.4 การศึกษาเสถียรภาพจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนุพนัธ์เอสเทอรข์องไฟโตสเต
อรอลและกรดไขมนัในระบบตวัท าละลายทีเ่ป็นไขมนัและระบบจ าลองอิมลัชนั 

 4.4.1 การศกึษาในระบบทีม่ไีขมนัเป็นตวัท าละลาย 
 ท าการละลายเบต้า-ซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์เอสเทอรข์องเบต้า-ซโิตสเตอรอลและกรดไขมนั
ชนิดต่างๆ ให้มปีรมิาณร้อยละ 1 ใน tripalmitin (ความบรสิุทธิอ์ย่างน้อยร้อยละ 85) จากนัน้บรรจุ
ตวัอย่างแต่ละชนิดที่เตรยีมไว้ปรมิาณ 5 กรมั ลงในหลอดทดลอง แล้วน าไปเก็บรกัษาทีอุ่ณหภูม ิ55ซ 
ในช่วงเวลาต่างๆ น าตวัอย่างทีสุ่่มไดใ้นแต่ละช่วงเวลามาวเิคราะหค์่าไฮโดรเพอรอ์อกไซด์ TBARS p-
anisidine TBARS ผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอล (7-คโีตซโิตสเตอรอล) และไฟโตส
เตอรอลทีไ่มถู่กออกซไิดส ์ 

4.4.2 การศกึษาในระบบอมิลัชนัชนิดไขมนัในน ้า 
 ท าการเตรยีมอิมลัชนัด้วยการป ัน่ผสม tripalmitin รอ้ยละ 15 กบัสารละลาย polyoxyethylene 
23 lauryl ether (Brij35; รอ้ยละ 1.5 ใน 10 mM acetate–imidazole buffer, pH 7.0) โดยท าการแทนที่
ไขมนัด้วยเบต้า-ซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์เอสเทอรข์องเบต้า-ซโิตสเตอรอลและกรดไขมนัชนิดต่างๆ 
ปรมิาณรอ้ยละ 5 ของไขมนัทัง้หมด น าของผสมที่ได้ไปโฮโมจไีนส์ที่ความเรว็สูงสุดเป็นเวลา 5 นาท ี
จากนัน้บรรจตุวัอยา่งในหลอดทดลอง หลอดละ 5 กรมั เกบ็รกัษาในตู้ควบคุมอุณหภูม ิทีอุ่ณหภูม ิ55ซ 
ในช่วงเวลาต่างๆ น าตวัอย่างทีสุ่่มไดใ้นแต่ละช่วงเวลามาวเิคราะหค์่าไฮโดรเพอรอ์อกไซด ์p–anisidine 
ผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอล (7-คโีตซโิตสเตอรอล) และไฟโตสเตอรอลทีไ่ม่ถูกออก
ซไิดส ์ 
 

4.5 การศึกษาเสถียรภาพจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนุพนัธ์เอสเทอรข์องไฟโตสเต
อรอลและกรดไขมนัในระบบอาหารประเภทไขมนั 
 ท าการผลติมาการนีที่มกีารเติมเบต้า-ซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์เอสเทอร์ของเบต้า-ซโิตสเต
อรอลและกรดไขมนัชนิดต่างๆ ปรมิาณ 1.7 กรมั/มาการนี 100 กรมั โดยส่วนของเฟสไขมนั ซึง่คดิเป็น
รอ้ยละ 80 ขององค์ประกอบของมาการนีทัง้หมด ประกอบไปด้วย ไขมนัและน ้ามนัร้อยละ 79.3 และ 
Dimodan ซึง่ใชเ้ป็นอมิลัซไิฟเออร ์รอ้ยละ 0.7 ในส่วนเฟสทีล่ะลายในน ้าประกอบดว้ย เกลอืแกงรอ้ยละ 
1 และกรดซติรกิรอ้ยละ 0.05 การผลติมาการนีเริม่ต้นจากการหลอมเหลวส่วนของไขมนัทีอุ่ณหภูม ิ70 
องศาเซลเซียส แล้วท าการละลายอิมลัซไิฟเออร์ในไขมนัที่ผ่านการหลอมเหลวแล้วปรมิาณเล็กน้อย 
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จากนัน้จงึน าอมิลัซไิฟเออรม์าผสมกบัส่วนของไขมนัเหลวในอ่างผสม ในส่วนของเฟสทีล่ะลายในน ้านัน้ 
ท าการแยกเตรยีมสารละลายเกลอืแกงและกรดซติรกิในน ้ารอ้นทีอุ่ณหภูม ิ70ซ จากนัน้ค่อยๆ เตมิเฟส
ทีล่ะลายน ้าลงในเฟสของไขมนัในสภาวะทีม่กีารป ัน่ผสมอย่างต่อเน่ือง ท าการเกบ็รกัษามาการนีทีเ่ตรยีม
ไดใ้นกล่องพลาสตกิทีอุ่ณหภูม ิ25 และ 55ซ แลว้ท าการสุ่มตวัอย่างในช่วงเวลาต่างๆ ตลอดระยะเวลา
การเกบ็รกัษาเป็นเวลา 20 วนั เพื่อน ามาวเิคราะห์ค่าไฮโดรเพอรอ์อกไซด ์p–anisidine ผลติภณัฑจ์าก
การออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอล (7-คโีตซโิตสเตอรอล) และไฟโตสเตอรอลทีไ่มถู่กออกซไิดส ์ 
 
 4.6 วิธีการวิเคราะห ์
 4.6.1 การวเิคราะหค์่าไฮโดรเพอรอ์อกไซด ์(hydroperoxide value, HPV) ท าการวเิคราะหค์่า
ไฮโดรเพอรอ์อกไซดต์ามวธิทีีด่ดัแปลงจาก Shantha และ Decker (1994) 
 4.6.2 การวเิคราะหผ์ลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอล (7-คโีตซโิตสเตอรอล)ตาม
วธิขีอง Soupas และคณะ (2004) ดว้ยเครือ่ง gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 
 4.6.3 การวเิคราะหป์รมิาณไฟโตสเตอรอลที่ไม่ผ่านการออกซไิดส ์ท าการวเิคราะหป์ริมาณไฟ
โตสเตอรอลทีไ่มผ่่านการออกซไิดสด์ว้ยวธิ ีhot saponification ซึง่พฒันาโดย Lampi และคณะ (2002) 
 4.6.4) การวเิคราะหค์่า p-anisidine (p-AV) ตามวธิขีอง IUPAC (1987)  
 4.6.5) การวเิคราะหค์่า thiobarbitutic reactive substance (TBARS) ตามวธิขีอง Ke และ 
Woyewoda (1979) 
 
 4.7 การวิเคราะหผ์ลทางสถิติ  

ท าการวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถติ ิโดยใชต้าราง Analysis of Variance (ANOVA) และ
เปรยีบเทยีบความแตกต่างโดยวธิ ีDuncan’ Multiple Range Test (DMRT) ดว้ยโปรแกรมส าเรจ็รูป 
SPSS (SPSS for window) 

 

5. ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  

5.1 การศึกษาผลของกระบวนการให้ความร้อนท่ีระดบัต่างๆ ต่อเสถียรภาพจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของอนุพนัธเ์อสเทอรข์องไฟโตสเตอรอลและกรดไขมนั 

ไฮโดรเพอรอ์อกไซด์เป็นผลติภณัฑข์ัน้ต้นที่เกดิขึน้จากการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลและ
อนุพนัธ ์โดยการออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลจะเริม่ต้นจากอะตอมไฮโดรเจนถูกดงึออกจากคารบ์อน
ต าแหน่งที่ 7 ท าใหเ้กดิเป็นอนุมลูอสิระของสเตอรอล โดยออกซเิจนชนิดทีม่คีวามว่องไวสูง (reactive 
oxygen species) โลหะ และอุณหภูมใินระดบัทีสู่ง สามารถเหนี่ยวน าใหเ้กดิปฏกิริยิาขัน้ต้นได ้(Dutta 
และคณะ, 1996) ส่งผลใหเ้กดิผลติภณัฑ์จากการออกซเิดชนัหลกั คอื 7-hydroperoxides (Smith, 1987) 
จากปฏกิริยิา resonance delocalization ซึง่เกดิการยา้ยต าแหน่งของอนุมลูอสิระไปยงัต าแหน่งทีท่ าให้
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โมเลกุลมพีลงังานต ่าสุด นอกจากนี้จากการศกึษาการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนั พบว่าสเตอรอลไฮโดร  
เพอรอกไซดส์่วนใหญ่จะเกดิขึน้ที ่C-7 (Lercker และ Rodriguez-Estrada, 2002) ผลติภณัฑจ์ากการ
ออกซเิดชนัขัน้ปฐมภูม ิ(primary products) เหล่านี้ สามารถสลายตวัไปเป็นผลติภณัฑข์ัน้ทุติยภูม ิ
(secondary products) ไดอ้ย่างหลากหลาย (Dutta และคณะ, 1996) ดงันัน้การตดิตามค่าไฮโดรเพอร์
ออกไซดจ์งึสามารถใชเ้ป็นดชันีบ่งชีก้ารเกดิออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธไ์ด ้จากการศกึษา
ผลของอุณหภูมต่ิอการเกดิออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธ์ โดยการใหค้วามรอ้นที่อุณหภูม ิ
60 100 และ 180ซ เพื่อแสดงถึงการให้ความร้อนในระดับพาสเจอไรซ์ สเตอริไลส์ และการทอด 
ตามล าดบั เมื่อท าการตดิตามค่า HPV ทีเ่วลาการใหค้วามรอ้นต่าง ๆ ผลการทดลองแสดงดงัรปูที ่5 ซึง่
พบว่าทีอุ่ณหภมู ิ60ซ (รปูที ่1a) และ 100ซ (รปูที ่1b) ซโิตสเตอรอลเอสเทอรจ์ะออกซไิดสไ์ดสู้งกว่า
ซโิตสเตอรอลในรูปอสิระตลอดระยะเวลาของการให้ความรอ้น ทัง้นี้อาจเป็นผลเนื่องจากที่อุณหภูมใิน
ระดบัดงักล่าวซโิตสเตอรอลอสิระมสีถานะเป็นผลกึของแขง็ เนื่องจากมจีุดหลอมเหลวสูง (134.1ซ) ซึง่
ผลกึดงักล่าวจะมเีสถยีรภาพต่อการเกดิออกซเิดชนัเนื่องจากเกดิการสมัผสักบัออกซเิจนไดน้้อยกว่าใน
รูปที่เป็นของเหลว ในขณะที่ซิโตสเตอรอลเอสเทอร์แต่ละชนิดจะมีลักษณะเป็นของเหลวหรอืเป็น
ของเหลวบางส่วน ส่งผลใหท้ีร่ะดบัอุณหภมูดิง้กล่าวซโิตสเตอรอลในรปูอสิระเกดิการออกซไิดสไ์ด้ต ่ากว่า
ในรปูเอสเทอร ์ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัรายงานของ Lehtonen และคณะ (2011) และ Lehtonen และ
คณะ (2012) ซึง่ระบุว่าการเอสเทอรไิซดข์องกรดไขมนัมผีลใหค้อเลสเตอรอลเอสเทอรเ์กดิการออกซิไดส์
ไดส้งูกว่าในรปูอสิระเมือ่ใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ100ซ เมื่อเปรยีบเทยีบระหว่างซโิตสเตอรอลเอสเทอร์
แต่ละชนิด พบว่า sito-C18:1 เกดิการออกซเิดชนัไดสู้งสุด รองลงมาคอื sito-C6 > sito-C12 > sito-C16 
(ที่อุณหภูม ิ60 และ 100ซ) ทัง้อาจเป็นผลเนื่องจากความไม่อิ่มตัวของกรดโอเลอิกที่เชื่อมโยงใน
โมเลกุลของ sito-C18:1 ส่งผลใหเ้กดิการออกซเิดชนัในอตัราทีสู่ง ส่วน sito-C6 นัน้ จะมจีุดหลอมเหลว
ต ่ากว่าเอสเทอรท์ีเ่หลอื ดงันัน้ทีอุ่ณหภูมดิงักล่าวจงึท าให ้sito-C6 อยู่ในสถานะทีเ่ป็นของเหลวมากทีสุ่ด
เมื่อเปรยีบเทยีบกบั sito-C12 และ sito-C16 จงึท าให้ออกซเิจนสามารถเขา้ไปท าปฏกิริยิาไดง้่าย โดย 
Panpipat และคณะ (2013) รายงานจดุหลอมเหลวของ sito-C6 sito-C12 และ sito-C16 เท่ากบั 67.7ซ 
79.5ซ และ 89.6ซ ตามล าดบั ดงันัน้ทีอุ่ณหภูม ิ60 และ 100ซ sito-C6 จะมลีกัษณะเป็นของเหลว
มากที่สุด รองลงมาคอื sito-C12 และ sito-C16 ตามล าดบั อย่างไรก็ตามเมื่อให้ความรอ้นที่อุณหภูม ิ
60ซ เป็นเวลาไม่เกิน 30 นาท ีค่า HPV ของซโิตสเตอรอลเอสเทอร์ทุกชนิดมอีตัราการเพิม่ขึน้ไม่
แตกต่างกนัอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p>0.05) แต่เมื่อใหค้วามรอ้นมากกว่า 30 นาท ีsito-C6 จะมอีตัรา
การออกซเิดชนัสูงกว่าเอสเทอร์ชนิดอื่น ๆ (ยกเว้นในกรณีของ sito-C18:1) ซึ่งอาจเป็นผลที่เกิดจาก
อทิธพิลของลกัษณะทางกายภาพ กล่าวคอื การใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ60ซ จะเป็นอุณหภูมทิี่ต ่ากว่า
จดุหลอมเหลวของซโิตสเตอรอลเอสเทอรท์ุกชนิด ท าใหใ้นช่วงแรกการออกซไิดสข์องสารดงักล่าวจะไม่
แตกต่างกนั แต่เมือ่เวลาของการใหค้วามรอ้นเพิม่ขึน้ sito-C6 จะเปลีย่นสถานะไปเป็นของเหลวมากทีสุ่ด 
เนื่องจากมจีดุหลอมเหลวใกลก้บัอุณหภมูทิีใ่ชใ้นการทดลอง จงึท าใหอ้ตัราการเกดิออกซเิดชนัสูงกว่าสาร
ชนิดอื่นเมื่อมกีารใหค้วามรอ้นเป็นเวลานาน นอกจากนี้เป็นทีส่งัเกตว่าค่า HPV ของซโิตสเตอรอลเอส
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เทอรเ์มื่อให้ความรอ้นที่อุณหภูม ิ60ซ จะมแีนวโน้มลดลงหลงัจากเวลาให้ความรอ้นผ่านไป 60 นาท ี
(รูปที่ 5a) แสดงให้เหน็ว่าอตัราการสรา้ง HPV จะต ่ากว่าอตัราการสลายตวัของสารดงักล่าวไปเป็น
ผลติภณัฑข์ัน้ทุตยิภูม ิโดยการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ100ซ (รปูที ่5b) จะท าใหเ้หน็ผลทีช่ดัเจนขึน้ถงึ
อทิธพิลของโครงสร้างที่แตกต่างกนัของกรดไขมนัที่มาเอสเทอรไิฟด์ กล่าวคอื การเพิม่กรดไขมนัไม่
อิม่ตวัจะท าใหเ้กดิการออกซเิดชนัสงูทีสุ่ด ส่วนในกรณขีองการเอสเทอรไิฟสด์ว้ยกรดไขมนัอิม่ตวันัน้ การ
เอสเทอรไิฟดด์ว้ยกรดไขมนั C6 ซึง่ท าใหเ้กดิการลดลงของจดุหลอมเหลวของซโิตสเตอรอลมากทีสุ่ดนัน้ 
และเมื่อน ามาใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ100ซ สารดงักล่าวจะเกดิการออกซไิดสไ์ดสู้งกว่า sito-C12 และ 
sito-C16 ตามล าดบั ซึ่งพบผลดงักล่าวในช่วง 60 นาทแีรกของการให้ความรอ้น แต่เมื่อเวลาในการให้
ความรอ้นนานขึน้จะท าใหอ้ตัราการเกดิออกซเิดชนัของซโิตสเตอรอลเอสเทอรท์ุกชนิดทีม่กีารเอสเทอริ
ไฟสด์ว้ยกรดไขมนัอิม่ตวัมคี่าไม่แตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p>0.05) ทัง้นี้เนื่องจากเอสเทอร์
ดังกล่าวเกิดการหลอมเหลวได้อย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 100ซ ส่งผลให้สามารถท าปฏิกิริยากับ
ออกซเิจนไดเ้ป็นอย่างด ีนอกจากนี้การเอสเทอรไิฟดข์องกรดไขมนัทีม่คีวามยาวของสายโซ่แตกต่างกนั
ในโมเลกุลของซโิตสเตอรอลที่คารบ์อนต าแหน่งที ่3 อาจส่งผลใหเ้กดิความเทอะทะของโมเลกุล (steric 
hindrance) ในการเขา้ท าปฏกิริยิาของ initiator หรอื ออกซเิจน อย่างไรกต็ามผลจากกรดไขมนัอิม่ตวัที่
เอสเทอรไิฟด์ต่อการเหนี่ยวน าให้เกดิการออกซเิดชนัของซโิตสเตอรอลนัน้ ไม่น่าจะเป็นสาเหตุส าคญั 
เนื่องจากกรดไขมนัเหล่านี้จะเกดิการออกซเิดชนัได้ต ่า จ าเป็นจะต้องมตีวัเร่งปฏกิริยิาหรอืเมื่อใหค้วาม
รอ้นที่อุณหภูมสิูงมากจงึจะเกดิการออกซไิดสไ์ด ้ดงันัน้การใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ60 และ 100ซ จงึ
น่าจะไมม่ผีลเหนี่ยวน าใหก้รดไขมนัอิม่ตวัเกดิการออกซไิดสไ์ด้ 

เมือ่พจิารณาผลของการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ180ซ พบว่า ผลทีไ่ดจ้ะสวนทางกบัทีอุ่ณหภูม ิ
60 และ 100ซ (รปูที ่5c) กล่าวคอื ซโิตสเตอรอลอสิระจะเกดิการออกซไิดสไ์ดสู้งกว่าในรปูเอสเทอรก์บั
กรดไขมนัอิม่ตวั อย่างไรกต็าม sito-C18:1 ยงัคงเกดิการออกซเิดชนัไดสู้งสุด ซึง่ทีอุ่ณหภูมดิงักล่าวสาร
ทุกชนิดที่ใช้ในการทดลองจะเกดิการหลอมเหลวได้ ดงันัน้อทิธพิลจากสถานะของสารจงึไม่มผีลต่อการ
ออกซเิดชนั อยา่งไรกต็ามการมโีซ่ขา้งของกรดไขมนัทีค่ารบ์อนต าแหน่งที ่3 อาจท าใหเ้กดิความเทอะทะ
ของโมเลกุล ส่งผลให้ initiator เข้าท าปฏกิริยิากบัซโิตสเตอรอลได้ยากขึ้น ผลดงักล่าวสอดคล้องกบั
รายงานของ Soupas และคณะ (2005) ซึง่พบว่าการออกซไิดสข์องไฟโตสเตอรอลอสิระจะสูงกว่าไฟโตส
เตอรอลเอสเทอรเ์มื่อใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ180ซ เป็นทีน่่าสงัเกตว่าอตัราการเกดิออกซเิดชนัของไฟ
โตสเตอรอลและอนุพนัธ์ทีอุ่ณหภูม ิ180ซ จะสูงกว่าที่อุณหภูม ิ60 และ 100ซ (รูปที่ 5c) อย่างไรก็
ตามที่อุณหภูมดิงักล่าวเอสเทอร์ของกรดไขมนัอิม่ตวัทุกชนิดจะมอีตัราการเกิดออกซเิดชนัในระดบัที่
ใกลเ้คยีงกนั 
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รปูที ่5 ค่า HPV ของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีผ่่านการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ60ซ (a), 
100ซ (b) และ 180ซ (c) เป็นเวลา 2 ชม. 
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ค่า p-AV บ่งชี้ปรมิาณสารประกอบในกลุ่มแอลดีไฮด์ โดยเฉพาะอย่างยิง่ 2-แอลคีนาล (2-
alkenals) และ 2, 4-แอลคาไดอนิาล (2, 4-alkadienals) ซึ่งเป็นผลติภณัฑข์ัน้ทุตยิภูมขิองการเกดิ
ออกซเิดชนัของไขมนั โดยสารประกอบแอลดไีฮดจ์ะท าปฏกิริยิากบัสาร p-anisidine ภายใต้สภาวะกรด 
ท าใหเ้กดิสารประกอบทีใ่หส้เีหลอืง โดยค่า p-AV ของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีผ่่านการให้ความรอ้นที่
อุณหภูม ิ60 100 และ 180ซ แสดงดงัรูปที่ 6 โดยผลที่ได้จะสอดคล้องกบัค่า HPV กล่าวคอื เมื่อให้
ความรอ้นที่อุณหภูม ิ60 และ 100ซ ซโิตสเตอรอลเอสเทอรจ์ะเกดิการออกซไิดส์ได้สูงกว่าในรปูอสิระ 
(รปูที ่6a และ 6b) แต่เมื่อใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูมสิูงมาก (180ซ) ค่า p-AV ของซโิตสเตอรอลอสิระจะ
สงูกว่าอนุพนัธเ์อสเทอรข์องกรดไขมนัอิม่ตวั แต่ต ่ากว่า sito-C18:1 (รปูที ่6c) โดยแนวโน้มของค่า p-AV 
จะเพิม่ขึน้ตามระยะเวลาของการใหค้วามรอ้น โดยการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูมสิูงขึน้จะท าใหค้่า p-AV มี
ค่าสงูขึน้ บ่งชีถ้งึการเกดิออกซเิดชนัในอตัราทีสู่งขึน้ ผลทีไ่ดส้อดคลอ้งกบัการศกึษาของ Lehtonen และ
คณะ (2011) ซึ่งพบการเพิ่มขึ้นของผลิตภณัฑ์ขัน้ทุติยภูมจิากการออกซิไดส์คอเลสเตอรอลและ
คอเลสเตอรอล-สเตยีเรททีอุ่ณหภูม ิ100ซ ในระยะเวลา 4 วนั โดยเอสเทอรจ์ะเกดิการออกซไิดส์ไดสู้ง
กว่าในรปูอสิระ เมือ่พจิารณาถงึผลของการเอสเทอรไิฟดข์องกรดไขมนั พบผลในลกัษณะทีค่ลา้ยคลงึกนั
กบัค่า HPV กล่าวคอื sito-C18:1 จะเกดิการออกซไิดสส์ูงสุดในทุกอุณหภูม ิในขณะทีก่ารเอสเทอรไิฟส์
ดว้ยกรดไขมนัอิม่ตวันัน้ ที่อุณหภูม ิ60 และ 100ซ sito-C6 จะเกดิการออกซไิดส์ไดสู้งกว่าเอสเทอร์ 
ชนิดอื่นๆ แต่เมื่อให้ความรอ้นที่อุณหภูม ิ180ซ อตัราการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัของเอสเทอรท์ัง้ 3 
ชนิดจะมคี่าใกลเ้คยีงกนั  
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รปูที ่6 ค่า p-AV ของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีผ่่านการให้ความรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ60ซ (a), 
100ซ (b) และ 180ซ (c) เป็นเวลา 2 ชม. 
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การเปลีย่นแปลงปรมิาณซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ทีไ่ม่ถูกออกซไิดส ์ซึง่แสดงดว้ยรอ้ยละของซิ
โตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีเ่หลอือยู ่เมื่อใหค้วามรอ้นตวัอย่างแต่ละชนิดทีอุ่ณหภูม ิ3 ระดบั แสดงดงัรปูที ่
7 โดยทัว่ไปการให้ความรอ้นในระดบัที่ต ่า (60ซ) จะมกีารลดลงของสารตัง้ต้นในระดบัทีต่ ่ากว่าการให้
ความรอ้นทีอุ่ณหภูมสิูงขึน้ (100 และ 180ซ) โดยการใหค้วามรอ้นที ่180ซ จะท าใหเ้กดิการสูญเสยีซิ
โตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นช่วงรอ้ยละ 10-80 ในช่วง 10 นาทแีรกของการใหค้วามรอ้น (รปูที ่7c) ส่วนที่
อุณหภมู ิ100ซ เกดิการสญูเสยีรอ้ยละ 4-33 และการใหค้วามรอ้นที ่60ซ จะเกดิการสูญเสยีรอ้ยละ 0-
12 เมื่อเทียบในช่วงเวลา 10 นาทีเท่ากนั หลงัจากนัน้แนวโน้มจะแตกต่างกัน เมื่อพิจารณาผลของ
โครงสรา้งของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์พบว่า อทิธพิลของโครงสร้างจะไม่ชดัเจนทีอุ่ณหภูมติ ่า แต่เมื่อ
เพิม่อุณหภูมใินการให้ความรอ้นจะเกดิการสูญเสยี sito-C18:1 ในอตัราที่สูงขึน้กว่าสารชนิดอื่นอย่าง
ชดัเจน และที่อุณหภูม ิ180ซ  จะเกดิการสูญเสยีซโิตสเตอรอลในลกัษณะที่ใกล้เคยีงกบั sito–C18:1 
(รปูที ่7)  
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รปูที ่7 รอ้ยละของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีเ่หลอือยูเ่มือ่ผ่านการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ60ซ 
(a), 100ซ (b) และ 180ซ (c) เป็นเวลา 2 ชม. 
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จากการวเิคราะหจ์ลนพลศาสตรข์องการเปลีย่นแปลงปรมิาณซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีไ่ม่ถูก
ออกซไิดสก่์อนและหลงัการใหค้วามรอ้นที่อุณหภมูต่ิาง ๆ (ตารางที ่2) พบว่า อตัราการการสูญเสยีซโิตส
เตอรอลและอนุพนัธข์ึน้อยูก่บัอุณหภูมทิีใ่ชแ้ละชนิดของซโิตสเตอรอล กล่าวคอื อตัราการเกดิปฎกิริยิามี
แนวโน้มเพิม่ขึน้เมื่ออุณหภูมใินการให้ความรอ้นเพิม่ขึน้ในทุก ๆ ตวัอย่าง ทัง้นี้อตัราการเปลี่ยนแปลง
ของซโิตสเตอรอล และอนุพนัธ์จะเกดิขึน้ในอตัราที่ใกล้เคยีงกนัที่อุณหภูม ิ60 และ 100ซ ยกเว้นใน
กรณีของ sito-C18:1 แต่ค่าดงักล่าวจะเพิม่ขึน้อย่างมากเมื่อใหค้วามรอ้นที่อุณหภูม ิ180ซ โดยเฉพาะ
อย่างยิง่ซโิตสเตอรอลและ sito-C18:1 ดงันัน้อุณหภูมแิละโครงสร้างของไฟโตสเตอรอลจงึเป็นปจัจยั
ส าคญัที่มผีลต่ออัตราการเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชนัของซิโตสเตอรอลและอนุพนัธ์ โดยปฏิกิรยิาการ
สูญเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์สอดคล้องกบัปฏกิริยิาเคมอีนัดบั 1 ซึ่งมคี่า R2 อยู่ในช่วง 0.7343-
0.9867 (ตารางที ่2)  

ตารางที ่2 ค่าจลพลศาสตรข์อง -sitosterol และ -sitosteryl esters ทีเ่หลอือยู่ เมื่อใหค้วามรอ้นที่
อุณหภมู ิ60 100 และ 180ซ เป็นเวลา 2 ชม. 

  Remaining sitosterol and sitosteryl ester 

  60C 100C 180C 
  k (day-1) R2 k (day-1) R2 k (day-1) R2 

-sitosterol 0.0017 0.7610 0.0085 0.7343 0.0575 0.7506 
Sito-C6 ester 0.0059 0.7557 0.0057 0.7577 0.0072 0.7778 
Sito-C12 ester 0.0006 0.7371 0.0020 0.9835 0.0032 0.7941 
Sito-C16 ester 0.0034 0.8230 0.0025 0.9867 0.0059 0.7594 
Sito-C18:1 ester 0.0100 0.8260 0.0310 0.7773 0.0639 0.7661 

      aFirst order kinetic model corresponding to   
     

     
       

  ปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ในตวัอย่างที่ผ่านการให้ความรอ้นที่แตกต่างกนัแสดงดงัรูปที่ 8 
โดย sito-C18:1 มปีรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล สูงที่สุดในทุกอุณหภูมขิองการให้ความรอ้น (p<0.05) 
โดยการใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ60 และ100ซ นัน้ พบปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ในอนุพนัธเ์อสเทอร์
ของกรดไขมนัอิม่ตวัสูงกว่าซโิตสเตอรอล แต่ผลจะสวนทางกนัเมื่อใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ180ซ ซึง่มี
แนวโน้มทีส่อดคลอ้งกบัค่า HPV (รปูที ่5) และ p-AV (รูปที ่6) เมื่อพจิารณาถงึผลของโครงสรา้งของ
อนุพนัธ์เฉพาะกบักรดไขมนัอิม่ตวัแล้ว พบว่ามคีวามแปรปรวนโดยเฉพาะอย่างยิง่การให้ความร้อนที่
อุณหภูมติ ่า (60 และ 100ซ) และจะมคี่าไม่แตกต่างกนัเมื่อให้ความรอ้นที่อุณหภูม ิ180ซ (p>0.05) 
และปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ของซโิตสเตอรอลจะสงูเป็นอนัดบั 2 รองจาก sito-C18:1 (รปูที ่8) 
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รปูที่ 8 ปรมิาณ 7-Ketositosterol ของ -sitosterol และอนุพนัธ์เมื่อผ่านการให้ความรอ้นที่
อุณหภมู ิ60ซ (a), 100ซ (b) และ 180ซ (c) เป็นเวลา 2 ชม. 
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5.2 การศึกษาเสถียรภาพจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนุพนัธ์เอสเทอรข์องไฟโตส-      
เตอรอลและกรดไขมนัในระบบตวัท าละลายท่ีเป็นไขมนัและระบบจ าลองอิมลัชนั 

 ปรมิาณ HPV ในไตรปาล์มมติินและอิมลัชนัชนิดน ้ามนัในน ้าที่มกีารเติมซโิตสเตอรอลและ
อนุพนัธ์ซึ่งบ่มในสภาวะเร่ง (อุณหภูม ิ55ซ) แสดงดงัรูปที่ 9 จากการทดลองพบว่าการเติมอนุพนัธ์ 
sito-C18:1 จะท าใหค้่า HPV ทัง้ในระบบไตรปาลม์มตินิ (รปูที ่9a) และอมิลัชนั (รปูที ่9b) สูงทีสุ่ด ตลอด
ช่วงเวลาของการเก็บรกัษา 35 วนั ซึง่บ่งชี้ถงึระดบัการเกดิออกซเิดชนัของไขมนัที่สูงกว่า ทัง้นี้เป็นผล
เนื่องจากการมพีนัธะคู่ที่เพิม่ขึน้จากกรดโอเลอกิที่มาเชื่อมโยงกบัโมเลกุลของซโิตสเตอรอล โดยอตัรา
การเกดิออกซเิดชนัของไขมนัจะเพิม่ขึน้ตามจ านวนพนัธะคู่ในโมเลกุล (Akhor และ Min, 2000) ในกรณี
ของโครงสรา้งของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์นัน้ การออกซเิดชนัของไขมนัจะพบในระบบที่มกีารเติม
อนุพนัธ ์sito-C6  sito-C16 > sito-C12  ซโิตสเตอรอล ผลดงักล่าวชีใ้หเ้หน็ว่าการเตมิกรดไขมนัสาย
สัน้และสายยาวในโมเลกุลของซโิตสเตอรอล ท าให้ได้อนุพนัธ์ที่ว่องไวต่อการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนั
มากกว่าการเตมิกรดไขมนัสายกลาง (กรดลอรกิ) เมื่ออยู่ในระบบตวัท าละลายไขมนั โดยการเตมิกรด
ไขมนัสายกลางท าให้การเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัไม่แตกต่างจากซโิตสเตอรอลดัง้เดมิ นอกจากผลของ
โครงสร้างของกรดไขมนัที่มต่ีอเสถียรภาพของซโิตสเตอรอลแล้ว ผลในแง่ของจุดหลอมเหลวก็อาจ
น ามาใชเ้พื่ออธบิายการเกดิออกซเิดชนัทีแ่ตกต่างกนัของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นตวัท าละลายไขมนั
ได้ กล่าวคือ ซิโตสเตอรอลยังคงมีโครงสร้างที่เป็นผลึกในสภาวะที่ใช้ในการออกซิเดชัน (55ซ) 
เนื่องจากมจีดุหลอมเหลวสงูมาก ซึง่อาจจะกระจายตวัอยู่ใน matrix หรอื ตกตะกอนแยกออกจาก matrix 
ของไตรปาล์มมตินิ ท าใหอ้อกซเิจนหรอืตวัเหนี่ยวน าการออกซเิดชนั (initiator) อาจเขา้ไปท าปฏกิริยิา
กบัซโิตสเตอรอลดงักล่าวไดย้าก จงึตอ้งใช้ระยะเวลาในการท าปฏกิริยิาช่วงเวลาหนึ่ง การออกซเิดชนัจงึ
จะเกดิขึน้ (รปูที ่9a) ส่วนในระบบอมิลัชนันัน้ การออกซเิดชนัของอมิลัชนัทีเ่ตมิซโิตสเตอรอลและซโิตส
เตอรอลเอสเทอร์ชนิด Sito-C6 Sito-C12 และ Sito-C16 มคี่าใกลเ้คยีงกนั และมแีนวโน้มในลกัษณะ
เดยีวกนั กล่าวคอื มคี่าเพิม่ขึน้ตามระยะเวลาของการเก็บรกัษา แต่ค่า HPV จะเพิม่ขึน้ในอตัราที่ต ่า
ภายหลงัจากวนัที ่7 ของการเกบ็รกัษา ทัง้นี้การเตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธด์งักล่าวในอมิลัชนัอาจท า
ให้เกดิการกระจายของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ในอนุภาคน ้ามนัมากกว่าที่จะอยู่ในเฟสของน ้า (ไม่มี
การตกตะกอนแยกออกไปของซโิตสเตอรอลเช่นเดยีวกบัที่อาจจะพบได้ในระบบน ้ามนั) จงึท าให้ทัง้
อมิลัชนัทีเ่ตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ัง้ 3 ชนิด มคี่า HPV ใกลเ้คยีงกนั เป็นที่น่าสงัเกตว่าค่า HPV
ของอิมลัชนัจะมแีนวโน้มสูงกว่าในระบบตวัท าละลายไขมนัเมื่อเปรยีบเทยีบระหว่า .การเติมซิโตสเต
อรอลหรอือนุพนัธช์นิดเดยีวกนั (รปูที ่9a และ 9b) ทัง้นี้เนื่องจากอมิลัชนัมพีืน้ทีผ่วิต่อปรมิาตรทีสู่ง ท า
ใหอ้อกซเิจนหรอืตวัเรง่ปฎกิริยิาท าปฏกิริกิบัไขมนัไดด้กีว่า น าไปสู่การเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัทีส่งูกว่า  
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รปูที ่9 ค่า HPV ของไตรปาลม์มตินิ (a) และอมิลัชนั (b) ทีเ่ตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์ท า
การเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ55ซ 
 
ค่า TBARS ในระบบไตรปาลม์มตินิและอมิลัชนัชนิดน ้ามนัในน ้าที่มกีารเตมิซโิตสเตอรอลและ

อนุพนัธ ์ซึง่ผ่านการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ55ซ เป็นเวลา 35 วนั แสดงดงัรปูที ่10 พบว่าค่า TBARS ใน
ไตรปาล์มมตินิที่เตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์แต่ละชนิดมคี่าเพิม่ขึน้ตลอดช่วงเวลาของการเก็บรกัษา 
โดยในช่วง 14 วนัแรก จะไม่พบความแตกต่างของค่า TBARS ในระหว่างไตรปาล์มตินิที่ผ่านการเตมิซิ
โตสเตอรอลและอนุพนัธ์ทีแ่ตกต่างกนั (p>0.05) แต่เมื่อระยเวลาการเกบ็รกัษามากขึน้ ค่า TBARS ของ
ไตรปาลม์มตินิทีม่กีารเตมิ sito-C18:1 จะมคี่าสูงกว่าตวัอย่างทีม่กีารเตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ชนิด
อื่น โดยในระบบไตรปาลม์มตินิจะมคี่า TBARS สูงสุดเท่ากบั 23-28 มก. MDA/กก. น ้ามนั ซึง่พบในช่วง
สุดทา้ยของการเกบ็รกัษา Cercaci และคณะ (2007) ระบุว่าค่าเฮกสะนลั (hexanal) ของน ้ามนัขา้วโพดที่
มไีฟโตสเตอรอล 6481 มก./กก. น ้าใน มคี่าเพิม่ขึน้ตลอดช่วงเวลาของการเกบ็รกัษา 40 วนั ทีอุ่ณหภูม ิ
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55ซ ส่วนในระบบอมิลัชนันัน้ พบแนวโน้มในลกัษณะเดยีวกนั กล่าวคอื ค่า TBARS มคี่าเพิม่ขึน้ตาม
ระยะเวลาของการเกบ็รกัษา โดยอมิลัชนัทีม่กีารเตมิ sito-C18:1 มคี่า TBARS สูงสุด รองลงมาคอื sito-
C6 และ sito-C16 ตามล าดบั โดยอมิลัชนัทีม่กีารเตมิซโิตสเตอรอลและ sito-C12 จะมคี่า TBARS ต ่า
ที่สุด ซึ่งในช่วงสุดท้ายของการเก็บรกัษา (วนัที่ 35) ค่า TBARS ของอมิลัชนัมคี่าในช่วง 38-43 มก. 
MDA/กก. น ้ามนั เป็นทีน่่าสงัเกตว่า ค่า TBARS ในอมิลัชนัมคี่าสูงกว่าในไตรปาลม์มตินิประมาณรอ้ยละ 
35 ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัรายงานของ Carcaci และคณะ (2007) ซึง่พบการออกซเิดชนัของไฟโตสเต
อรอลในอมิลัชนัมคี่าสูงกว่าในน ้ามนัขา้วโพด เมื่อท าการเก็บรกัษาทีอุ่ณหภูม ิ55ซ จากผลการทดลอง
ชี้ให้เห็นว่าทัง้โครงสร้างของซิโตสเตอรอลและอนุพันธ์และโครงสร้างของอาหารเป็นปจัจัยที่มี
ความส าคญัต่อการเกดิออกซเิดชนัของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นระหว่างการเกบ็รกัษาในสภาวะเรง่   

 
รปูที ่10 ค่า TBARS ของไตรปาลม์มตินิ (a) และอมิลัชนั (b) ทีเ่ตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์
ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ55ซ 
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ค่า p-AV ในระบบไตรปาล์มมติินและอิมลัชนัชนิดน ้ามนัในน ้าที่มกีารเตมิซโิตสเตอรอลและ
อนุพนัธ์ แสดงดงัรปูที่ 11 โดยค่า p-AV ของทุกตวัอย่างมแีนวโน้มเพิม่ขึน้ตามระยะเวลาของการเก็บ
รกัษา อย่างไรก็ตามค่า p-AV ในระบบไตรปาล์มมตินิจะมคี่าเพิม่ขึน้จนถงึวนัที่ 21 ของการเก็บรกัษา 
จากนัน้จะมคี่าลดลง โดยไตรปาลม์มตินิทีเ่ตมิซโิตสเตอรอลมคี่า p-AV ต ่าสุด ส่วนในระบบอมิลัชนันัน้ จะ
มีค่า p-AV ประมาณ 2 เท่า เมื่อเทียบกับระบบไตรปาล์มมิติน โดยที่ค่า p-AV มีค่าเพิ่มขึ้นตลอด
ระยะเวลาของการเกบ็รกัษา ยกเวน้ในอมิลัชนัทีเ่ตมิ sito-C16 ซึง่จะมคี่า p-AV ลดลงในช่วงสุดทา้ย เมื่อ
เปรยีบเมยีบค่า p-AV ในช่วงสุดทา้ยของการเกบ็รกัษา พบว่าอมิลัชนัทีม่กีารเตมิ sito-C18:1 จะมคี่า p-
AV สูงทีสุ่ด (p<0.05) รองลงมาคอื sito-C6  sito-C16 และ sito-C12  ซโิตสเตอรอล ตามล าดบั มี
รายงานว่าค่า p-AV ถูกน ามาใชใ้นการตดิตามการเกดิออกซเิดชนัของสเปรดทีม่กีารเตมิไฟโตสตานอล
เอสเทอรใ์นระหว่างการเกบ็รกัษาที่อุณหภูม ิ6ซ (Nieminen และคณะ, 2016) และผลที่ได้จะแตกต่าง
จากการทดลองนี้ โดยพบการเพิม่ขึน้ของค่า p-AV ในสเปรดเพยีงเลก็น้อยในระหว่างการเกบ็รกัษาแบบ
แช่เยน็เป็นเวลา 22 วนั โดยสรุปแลว้การเตมิซโิตสเตอรอลเอสเทอรท์ี่มกีรดไขมนัไม่อิม่ตวัมาเอสเทอริ
ไฟส์จะมแีนวโน้มเกิดการออกซเิดชนัของไขมนั (แสดงด้วยค่า HPV TBARS และ p-AV) สูงขึ้น 
โดยเฉพาะอย่างยิง่ในระบบอมิลัชนั ในขณะทีก่ารออกซเิดชนัของอนุพนัธท์ีเ่อสเทอรไิฟสด์ว้ยกรดไขมนั
อิม่ตวัจะขึน้อยูก่บัความยาวของสายโซ่กรดไขมนัและโครงสรา้งของอาหาร  
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รปูที ่11 ค่า p-AV ของไตรปาลม์มตินิ (a) และอมิลัชนั (b) ทีเ่ตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์ท า
การเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ55ซ 
 

 ปรมิาณซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์มแีนวโน้มลดลงตลอดช่วงเวลาของการเก็บรกัษา ซึ่งแสดง
ดว้ยการลดลงของรอ้ยละซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ที่เหลอือยู่ในระบบไตรปาลม์มตินิและอมิลัชนั (รปูที ่
12) เป็นทีน่่าสงัเกตว่ารอ้ยละของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีเ่หลอือยู่มคี่าลดลงมากในระบบอมิลัชนัเมื่อ
เทยีบกบัไตรปาล์มมตินิ  โดยเฉพาะอย่างยิง่ในช่วงสุดทา้ยของการเกบ็รกัษา ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบั
รายงานของ Cercaci และคณะ (2007) ซึง่พบปรมิาณผลติภณัฑม์ทีเ่กดิจากการออกซเิดชนัของไฟโตส
เตอรอลที่สูงกว่าในอมิลัชนัเมื่อเทยีบกบัน ้ามนั โดยในระบบน ้ามนันัน้ จะพบการลดลงของรอ้ยละของซิ
โตสเตอรอลและอนุพนัธ์ที่เหลอือยู่ในอตัราที่ต ่าลงตลอดช่วงเวลาของการเก็บรกัษา และพบการลดลง
ของ sito-C18:1 ในอตัราสูงสุด ตามดว้ย sito-C16 sito-C12 sito-C6 และซโิตสเตอรอล ตามล าดบั ส่วน
ในระบบอมิลัชนัจะพบปรมิาณ sito-C18:1 เหลอือยู่ในระดบัต ่าที่สุดเช่นกนั ในขณะที่ซโิตสเตอรอลมี
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แนวโน้มคงทีต่ลอดช่วงเวลาของการเก็บรกัษา ซึง่บ่งชี้ถงึการมเีสถยีรภาพสูง ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบั
ค่า TBARS (รปูที ่10) อยา่งไรกต็าม ซโิตสเตอรอลอาจเกดิการตกตะกอนทัง้ในระบบไตรปาลม์มตินิและ
ระบบอมิลัชนั เนื่องจากสารดงักล่าวมคีวามสามารถในการละลายในไขมนัได้ต ่า ในขณะที่อนุพนัธ์เอส
เทอรจ์ะละลายอยู่ในไตรปาล์มมิตนิหรอืาจจดัเรยีงตวัอยู่ระหว่างรอยต่อระหว่างน ้าและน ้ามนัในระบบ
อมิลัชนั ส่งผลใหเ้กดิการออกซเิดชนัของสารดงักล่าวไดใ้นระดบัทีสู่งกว่า โดยอนุพนัธข์องซโิตสเตอรอล
ทีใ่ชใ้นการทดลองนี้สามารถเกดิการกระจายตวัในระดบันาโน (nanodispersion) ได ้และจะมเีสถยีรภาพ
ทีแ่ตกต่างกนัขึน้อยู่กบัโครงสรา้ง (Panpipat และคณะ, 2013) จากผลการทดลองชีใ้หเ้หน็ว่าปรมิาณซิ
โตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีเ่หลอือยู่ในทัง้ 2 ระบบ จะขึน้อยู่กบัระดบัและช่วงของการเกดิออกซเิดชนั ซึ่ง
พจิารณาได้จากรูปแบบที่แตกต่างกนัในตวัอย่างที่มกีารเตมิซิโตสเตอรอลและอนุพนัธ์ชนิดต่างๆ และ
อทิธพิลของโครงสรา้งของอาหาร 

 

รปูที ่12 รอ้ยละของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีเ่หลอือยู่ในระบบไตรปาลม์มตินิ (a) และอมิลัชนั 
(b) ทีเ่ตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ55ซ 

0

20

40

60

80

100

120

0 7 14 21 28 35

R
em

ai
n
in

g
 p

er
ce

n
ta

g
e 

(%
) 

Storage time (day) 

b-sitosterol Sito-C6 Sito-C12

Sito-C16 Sito-C18:1

0

20

40

60

80

100

120

0 7 14 21 28 35

R
em

ai
n
in

g
 p

er
ce

n
ta

g
e 

(%
) 

Storage time (day) 

b-sitosterol Sito-C6 Sito-C12

Sito-C16 Sito-C18:1

(a) 

(b) 



42 
 

 การศกึษาทางจลนพลศาสตรข์องการสูญเสยีซิโตสเตอรอลและอนุพนัธ์ในระหว่างการเกบ็รกัษา
ในระบบไตรปาลม์มตินิและอมิลัชนัแสดงดงัตารางที ่3 โดยพบความสมัพนัธส์อดคลอ้งกบัปฏกิริยิาอนัดบั 
1 ซึง่มคี่า R2 ค่อนขา้งสูง (0.7612-0.9819) ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัรายงานของ Ansorena และคณะ 
(2013) ซึง่พบการออกซเิดชนัของคอเลสเตอรอลเป็นไปตามปฏกิริยิาอนัดบั 1 โดยอตัราการออกซเิดชนั
ของซโิตสเตอรอลจะมคี่าต ่าที่สุด รองลงมาคอื อนุพนัธ์ที่มีการเอสเทอรไิฟส์ของกรดไขมนัอิ่มตวั และ
กรดไขมนัไม่อิม่ตวั ตามล าดบั (ตารางที ่3) เมื่อเปรยีบเทยีบผลของโครงสรา้งอาหารทัง้ 2 แบบ พบว่า
อตัราการลดลงของซโิตสเตอรอลมคี่าไม่แตกต่างกนัมากนัก โดยค่า k ในระบบไตรปาล์มมติินและ
อิมลัชนัมคี่าใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 3) ส่วนในกรณีของซิโตสเตอรอลเอสเทอร์นัน้ อัตราการสูญเสีย
อนุพนัธ์เอสเทอรจ์ะมคี่าสูงกว่าในระบบอมิลัชนัเมื่อเทยีบกบัไตรปาล์มมตินิ อย่างไรกต็ามการสูญเสยีซิ
โตสเตอรอลและอนุพนัธ์เอสเทอร์ในระบบไตรปาล์มมตินิมคีวามสมัพนัธ์เชงิเส้นตรงมากกว่าในระบบ
อมิลัชนั เนื่องจากมคี่า R2 ทีส่งูกว่า ผลดงักล่าวชีใ้หเ้หน็ว่าเกดิการออกซเิดชนัหรอืปฏกิริยิาการสลายตวั
อื่นๆ อยา่งต่อเนื่องของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นระบบไตรปาลม์มตินิ ในขณะที่ปฏกิริยิาดงักล่าวอาจ
เกดิขึน้อยา่งมากในระบบอมิลัชนั ส่งผลใหอ้ตัราการสญูเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์เอสเทอรใ์นระบบนี้
มีความแปรปรวน โดยที่อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์จากการออกซิเดชันและอัตราการสลายตัวของ
ผลติภณัฑด์งักล่าวอาจมคีวามแตกต่างกนัส าหรบัซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์เอสเทอรแ์ต่ละชนิด ส่งผลให้
เกดิความแตกต่างของผลทีไ่ดร้ะหว่างระบบไตรปาลม์มตินิและระบบอมิลัชนั  
 

ตารางที ่3 ค่าจลพลศาสตรข์อง -sitosterol และ -sitosteryl esters ทีเ่หลอือยูใ่นระบบไตรปาลม์มตินิ 
และอมิลัชนัทีผ่่านการเตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์แลว้ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ55ซ 

  
 Sample 
  

Remaining -sitosterol and -sitosteryl estera 
Bulk oil Emulsion 

k (day-1) R2 k (day-1) R2 

-sitosterol 0.0099 0.9648 0.0085 0.9819 
Sito-C6 ester 0.0118 0.9819 0.0168 0.8613 
Sito-C12 ester 0.0147 0.9637 0.0147 0.7633 
Sito-C16 ester 0.0181 0.9052 0.0177 0.7612 
Sito-C18:1 ester 0.0202 0.9391 0.0244 0.8838 

 aFirst order kinetic model corresponding to   
     

     
       

 
ปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ในระบบไตรปาลม์มตินิและอมิลัชนัทีม่กีารเตมิซโิตสเตอรอลและ

อนุพนัธ์ที่แตกต่างกนัแสดงดงัรูปที่ 13 โดยทัว่ไปปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอลจะมคี่าสูงกว่าในระบบ
อมิลัชนัเมื่อเทยีบกบัระบบไตร์ปาล์มมตินิ ผลดงักล่าวสอดคล้องกบัรายงานขแง Cercaci และคณะ 
(2007) ซึ่งพบปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ในอมิลัชนัมคี่าสูงกว่าในน ้ามนั ผลดงักล่าวแสดงให้เหน็ว่า
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อนุพนัธ ์7-คโีต จะถูกสรา้งขึน้ในระบบอมิลัชนัไดเ้รว็กว่าในน ้ามนั ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากอมิลัชนัมพีืน้ทีผ่วิ
ที่ค่อนขา้งสูง ส่งผลให้เกดิการออกซเิดชนัของไขมนัได้ในอตัราที่สูงกว่า ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการท า
ปฏกิิรยิากบัออกซเิจนได้มาก โดยปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ในทุกตวัอย่างมแีนวโน้มเพิม่ขึน้ตาม
ระยะเวลาของการเกบ็รกัษา ตวัอยา่งทีม่กีารเตมิ sito-C18:1จะมปีรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล สูงทีสุ่ดใน
ทัง้ 2 รปูแบบของ matrix (p<0.05) จงึแสดงใหเ้หน็ถงึผลของความไม่เสถยีรของโครงสรา้งอนุพนัธเ์อส
เทอรเ์มื่อมกีารเชื่อมโยงกบักรดไขมนัไม่อิม่ตวั โดยในระบบไตรปาลม์มตินินัน้ จะตรวจพบปรมิาณ 7-คี
โตซโิตสเตอรอล ในช่วงสุดทา้ยของการเกบ็รกัษาตามล าดบัดงันี้ sito-C18:1 > sito-C6 > sito-C12 > 
sito-C16 > ซโิตสเตอรอล โดยมแีนวโน้มบางส่วนคล้ายคลงึกบัค่า HPV (รปูที ่9a) อย่างไรกต็ามใน
ระบบอมิลัชนัจะพบล าดบัทีแ่ตกต่างจากนี้ กล่าวคอื ปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอลจะพบสูงสุดในอมิลัชนัที่
เตมิ sito-C18:1 > sito-C16 > sito-C12 > sito-C6  ซโิตสเตอรอล 

 

 
รปูที ่13 ปรมิาณ 7-Ketositosterol ในระบบไตรปาลม์มตินิ (a) และอมิลัชนั (b) ทีเ่ตมิ -
sitosterol และอนุพนัธ ์ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ55ซ 
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5.3 การศึกษาเสถียรภาพจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอนุพนัธ์เอสเทอรข์องไฟโตสเต
อรอลและกรดไขมนัในระบบอาหารประเภทไขมนั 

 การศกึษาครัง้นี้ไดท้ าการเตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ทีม่โีครงสรา้งแตกต่างกนัในมาการนีเชงิ
การคา้ ซึง่มกีารใชน้ ้ามนัคาโนล่าและน ้ามนัดอกทานตะวนัรอ้ยละ 65 เป็นไขมนัหลกั โดยท าการตดิตาม
การออกซเิดชนัของไขมนัในระหว่างการเกบ็รกัษาทีอุ่ณภูมหิอ้ง (25ซ) และในสภาวะเร่ง (55ซ) เป็น
เวลา 20 วนั การศกึษาในส่วนน้ีจะท าใหเ้หน็ผลของการเตมิไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นอาหารประเภท
ไขมนัอย่างแท้จรงิ โดยใช้มาการนีเป็นต้วแทนของกลุ่มอาหารประเภทไขมนั ซึ่งในต่างประเทศมกีาร
จ าหน่ายมาการนีทีเ่ตมิไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธเ์ชงิการคา้อยูแ่ลว้ นอกจากการศกึษาในส่วนนี้จะแสดง
ใหเ้หน็ผลของการเตมิไฟโตเสตอรอลทีม่โีครงสรา้งทีแ่ตกต่างกนัจากการทีม่มีกีรดไขมนัต่างชนิดมาเอส
เทอรไิฟด์แล้ว ยงัอาจสะท้อนให้เหน็ผลของอุณหภูมใินการเก็บรกัษา และ food matrix ต่อการเกิด
ออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลดงักล่าว ซึ่งลกัษณะของ matrix นี้ เป็นลกัษณะที่แท้จรงิของอาหาร
มากกว่าการทดลองในส่วนที ่5.2  

เมือ่ท าการตดิตามค่า HPV (รปูที ่14) พบว่า มาการนีทีม่กีารเตมิ sito-C18:1 มคี่า HPV สูงทีสุ่ด
ตลอดช่วงเวลาในการเกบ็รกัษา (p<0.05) ทัง้ในสภาวะการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูมหิอ้งและสภาวะเร่ง ทัง้นี้
เนื่องจากอนุพนัธ์ดงักล่าวมกีรดโอเลอกิซึ่งมพีนัธะคู่  ส่งผลให้การออกซเิดชนัของไขมนัเกิดได้มากขึ้น 
โดยการเกดิออกซเิดชนัจะเกดิขึน้ทัง้ในส่วนของไขมนัในมาการนีและอนุพนัธข์องซโิตสเตอรอลทีเ่ตมิลง
ไป เป็นทีน่่าสงัเกตว่า การเตมิ Sito-C12 จะแนวโน้มใหค้่า HPV สงูกว่าซโิตสเตอรอล sito-C6 และ sito-
C16 ในช่วง 10 วนัแรกของการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูมหิอ้ง หลงัจากนัน้ค่า HPV มแีนวโน้มไม่แตกต่างกนั 
ส่วนในสภาวะเร่งนัน้ การเติมซิโตสเตอรอลจะท าให้ค่า HPV มคี่าสูงรองจากการเติม sito-C18:1 
โดยเฉพาะหลงัจากวนัที ่15 ของการเกบ็รกัษา ในขณะทีม่าการนีทีเ่ตมิ sito-C6 sito-C12 และ sito-C16 
มคี่า HPV ใกลเ้คยีงกนัและมคี่าเพิม่ขึน้เลก็น้อยตลอดช่วงเวลาของการเกบ็รกัษา ดงันัน้จงึยงัสรุปไดย้าก
ถงึความแตกต่างของการเตมิซโิตสเตอรอล sito-C6 sito-C12 และ sito-C16 ต่อการเกดิออกซเิดชนัของ
มาการนี เนื่องจากผลยงัมคีวามแปรรปรวน ทัง้นี้อาจเป็นเพราะสเตอรอลเหล่านี้อาจมสีมบตัใินการต้าน
ออกซเิดชนั โดย White และ Armstrong (1986) และ Gordon และ Magos (1983) ระบุว่าไฟโตสเต
อรอลมฤีทธิใ์นการต้านออกออกซเิดชนัของไขมนั โดยขึน้อยู่กบัชนิดของไฟโตสเตอรอล ดงันัน้ค่า HPV 
ทีม่คีวามแปรรวนนี้อาจเกี่ยวขอ้งกบัสมบตัใินการต้านออกซเืดชนัและการเกดิออกซเิดชนัของสเตอรอล
และอนุพนัธ์นัน้ๆ ในมาการนีในระหว่างการเก็บรกัษา โดยผลที่หักล้างกนัระหว่างสมบตัิในการต้าน
ออกซเิดชนัและการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัจะท าให้ไดค้่าสุทธขิองการเกดิออกซเิดชนัในระบบนัน้ จงึ
ส่งผลให้ค่า HPV ของมาการนีที่เตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ดงักล่าวมคีวามแปรปรวน ซึ่งผลใน
ลกัษณะน้ีจะไมพ่บในมาการนีทีเ่ตมิ sito-C18:1 ซึง่อาจเป็นแพราะอนุพนัธด์งักล่าวเกดิการออกซเิดชนัที่
สูงมากกว่าสมบตัิในการต้านออกซิเดชนั เนื่องมาจากอิทธิพลของพนัธะคู่ดงัที่ได้กล่าวมาแล้ว เมื่อ
เปรยีบเทยีบผลของอุณหภูมใินการเกบ็รกัษาต่อค่า HPV ของมาการนี พบว่าการเกบ็รกัษามาการนีที่
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สภาวะเร่ง จะท าให้เกดิการออกซเิดชนัของไขมนัในมาการนีสูงกว่าการเก็บรกัษาที่อุณหภูมหิอ้ง (รูปที ่
14) ซึง่พบผลดงักล่าวในมาการนีทุกชนิดทีผ่่านการเตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีแ่ตกต่างกนั 

 

 

รปูที ่14 ค่า HPV ของมาการนีทีผ่่านการเตมิ-sitosterol และอนุพนัธ์ แลว้ท าการเกบ็รกัษาที่
อุณหภมู ิ25ซ (a) และ 55ซ (b) 
 

เมื่อพจิารณาค่า TBARS ซึง่เป็นดชันีบ่งชี้ผลติภณัฑ์ขัน้ทุตยิภูมขิองปฏกิริยิาออกซเิดชนัของ
ไขมนั (รูปที่ 15) พบว่าค่า TBARS มแีนวโน้มคล้ายคลงึกบัค่า HPV (รูปที่ 14) กล่าวคอื การเกิด
ออกซเิดชนัของไขมนัในมาการนีจะเพิม่ขึน้ตามระยะเวลาของการเก็บรกัษาทัง้มาการนีที่เก็บรกัษาที่
อุณหภมูหิอ้งและในสภาวะเรง่ ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Rudzińska และคณะ (2014) ซึง่
พบการเกดิออกซเิดชนัของไขมนัที่เพิม่ขึน้ในระหว่างการเก็บรกัษามาการนีทีม่กีารเตมิไฟโตสเตอรอล
ชนิดต่างๆ โดยมาการนีทีม่กีารเตมิ sito-C18:1 มคี่า TBARS สูงทีสุ่ดตลอดช่วงเวลาของการเกบ็รกัษา
ในทัง้ 2 สภาวะ (p<0.05) อยา่งไรกต็ามพบความแปรปรวนของค่า TBARS ในมาการนีทีม่กีารเตมิซโิตส
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เตอรอลและอนุพนัธอ์ื่น กล่าวคอื ในสภาวะการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูมหิอ้งนัน้ มาการนีทีม่กีารเตมิ sito-C6 
และ sito-C12 มคี่า TBARS รองจากมาการนีที่เตมิ sito-C18:1 และมคี่าสูงกว่ามารนีที่เตมิซโิตสเต
อรอลหรอือนุพนัธท์ีเ่หลอื (รปูที ่15a) ในขณะทีห่ากเกบ็รกัษาในสภาวะเรง่แลว้ มาการนีทีเ่ดมิ sito-C6 มี
ค่า TBARS ต ่ากว่ามาการนีที่เตมิ sito-C18:1 แต่มคี่าสูงกว่ามาการนีทีเ่ตมิซโิตสเตอรอลหรอือนุพนัธ์
อื่นๆ ทีเ่หลอื (รปูที ่15b) อย่างไรกต็ามเมื่อพจิารณาจากค่า TBARS มแีนวโน้มว่ามาการนีทีเ่ตมิ sito-
C18:1 มกีารเกดิออกซเิดชนัของไขมนัสูงกว่ามาการนีที่เตมิ sito-C6 > sito-C12  sito-C16  
sitosterol ซึง่อาจน าประเดน็เรื่องจุดหลอมเหลวของสารแต่ละชนิดมาอธบิายประกอบ กล่าวคอื อนุพนัธ ์
sito-C6 มคี่าต ่ากว่าซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีเ่หลอื (ยกเวน้ sito-C18:1) ส่งผลใหม้โีครงสรา้งแบบผลกึ 
(crystalline) น้อยที่สุดหรอืมกีารสูญเสยีโครงสรา้งทีม่รีะเบยีบแบบแผนมากที่สุดเมื่อเทยีบกบัซโิตสเต
อรอล sito-C12 และ sito-C16 จงึท าใหอ้อกซเิจนเขา้ท าปฏกิริยิาการออกซเิดชนัไดม้ากทีสุ่ดนัน่เอง  

 

 

รปูที ่15 ค่า TBARS ของมาการนีทีผ่่านการเตมิ-sitosterol และอนุพนัธ์ แลว้ท าการเกบ็รกัษา
ทีอุ่ณหภมู ิ25ซ (a) และ 55ซ (b) 
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การเปลีย่นแปลงค่า p-anisidine ซึง่บ่งชีผ้ลติภณัฑท์ีเ่กดิจากปฎกิริยิาออกซิเดชนัของไขมนัขัน้
ทุติยภูมเิช่นเดยีวกบั TBARS ในมาการนีที่ผ่านการเติมซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ที่แตกต่างกนัใน
ระหว่างการเก็บรกัษาเป็นเวลา 20 วนั แสดงดงัรูปที่ 16 ซึ่งค่า p-AV มแีนวโน้มเช่นเดยีวกบัค่า HPV 
(รปูที ่14) และ TBARS (รปูที ่15) กล่าวคอืมาการนีที่มกีารเตมิ sito-C18:1 มคี่า p-AV สูงทีสุ่ดตลอด
ช่วงเวลาของการเก็บรกัษาทัง้ในสภาวะการเกบ็รกัษาที่อุณหภูมหิ้องและสภาวะเร่ง โดยผลนี้จะชดัเจน
หลงัจากวนัที่ 10 ของการเก็บรกัษา ส่วนค่า p-AV ของมาการนีที่มกีารเติมซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์
ชนิดอื่นๆ ยงัมลีกัษณะแปรปรวน แต่มแีนวโน้มเพิม่ขึน้ตลอดระยะเวลาของการเก็บรกัษา ซึ่งบ่งชี้การ
เกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัทีม่ากขึน้ 

 

 

รปูที ่16 ค่า p-AV ของมาการนีทีผ่่านการเตมิ-sitosterol และอนุพนัธ์ แลว้ท าการเกบ็รกัษาที่
อุณหภมู ิ25ซ (a) และ 55ซ (b) 
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 ปรมิาณสเตอรอลที่เหลอือยู่ (ร้อยละ) เมื่อเทยีบกบัปรมิาณเริม่ต้นในมาการนีที่ผ่านการเตมิซิ
โตสเตอรอลทีแ่ตกต่างกนัแสดงดงัรปูที ่17 โดยพบว่าปรมิาณซโิตสเตรอลและอนุพนัธแ์ต่ละชนิดทีเ่ตมิลง
ไปในมาการนีมปีรมิาณลดลงตลอดช่วงเวลาของการเกบ็รกัษามาการนีในทัง้ 2 อุณหภูม ิโดยมแีนวโน้ม
เกดิการสญูเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นอตัราทีสู่งกว่าโดยเฉพาะในช่วง 5 วนัแรกของการเกบ็รกัษา
ในมาการนีทีเ่กบ็ในสภาวะเร่งมากกว่าเก็บรกัษาทีอุ่ณหภูมหิอ้ง แสดงใหเ้หน็ถงึบทบาทของอุณหภูมใิน
การเกบ็รกัษาอาหารต่อการสญูเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นมาการนี ทัง้นี้การเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูมสิูง
จะเร่งให้กรดไขมนัไม่อิม่ตวัที่ใชเ้ป็นส่วนประกอบในมาการนีเกดิการออกซเิดชนั และส่งผลต่อเนื่องให้
อนุมลูอสิระทีเ่กดิขึน้เหนี่ยวน าใหเ้กดิการออกซเิดชนัของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ ์โดยทัว่ไปไฟโตสเต
อรอลเป็นไขมนัที่มเีสถียรภาพสูงต่อการเกิดปฏกิิรยิาออกซเิดชนัถ้าเทยีบกบักรดไขมนัไม่อิ่มตวัหรอื
ไขมนัชนิดอื่น ดงันัน้การเกดิออกซเิดชนัของไขมนัทีเ่ป็น matrix จะมผีลเหนี่ยวน าการออกซเิดชนัของไฟ
โตสเตอรอลที่เตมิลงไปด้วย Rudzin´ ska และคณะ (2014) พบการลดลงของปรมิาณไฟโตสเตอรอล
ทัง้หมดในมาการนีร้อยละ 24 และ 31 เมื่อท าการเก็บรกัษาที่อุณหภูม ิ4ซ และ 20ซ ตามล าดบั 
นอกจากนี้พบการลดลงของปรมิาณไฟโตสเตอรอลทัง้หมดรอ้ยละ 60 ในนมผงที่ผ่านการให้ความรอ้น
ด้วยไมโครเวฟเป็นเวลา 2 นาที และให้ความร้อนในตู้อบที่อุณหภูมิ 90ซ เป็นเวลา 15 นาท ี
(Menendez-Carreno และคณะ, 2008) Grandgirard และคณะ (2004) พบการออกซไิดสข์องสตานอล 
(stanols) และสเตอรอลรอ้ยละ 0.08 ในสเปรด (spread) อยา่งไรกต็าม Soupas และคณะ (2006) ไม่พบ
การเปลี่ยนแปลงปรมิาณไฟโตสเตอรอลที่ละลายในไขมนัและน ้ามนัชนิดต่างๆ ที่ผ่านการเก็บรกัษาที่
อุณหภูม ิ4ซ เป็นเวลา 12 เดอืน เมื่อพจิารณาผลของชนิดของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ต่อการเกิด
ออกซเิดชนัของมาการนี พบว่ามคีวามสมัพนัธก์บัการเกดิออกซเิดชนัของไขมนั ซึง่แสดงดว้ยค่า HPV 
(รูปที ่14) TBARS (รปูที่ 15) และ p-AV (รปูที่ 16) โดยมาการนีที่มกีารเตมิ sito-C18:1 จะพบการ
สูญเสยีปรมิาณ sito-C18:1 สูงที่สุดในช่วง 5 วนัแรกของการเกบ็รกัษา คอื รอ้ยละ 25 และ 50 เมื่อท า
การเกบ็รกัษามาการนีทีอุ่ณหภูมหิอ้งและ 55ซ ตามล าดบั และมาการนีทีเ่ตมิ sito-C6 พบการสูญเสยี
อนุพนัธด์งักล่าวน้อยทีสุ่ดเมือ่เกบ็รกัษาทัง้ 2 อุณหภูม ิส่วนซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีเ่หลอืมอีตัราการ
สญูเสยีใกลเ้คยีงกนั (รปูที ่17)   . 
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รปูที ่17 รอ้ยละของ -sitosterol และอนุพนัธท์ีเ่หลอือยู่ในมาการนีทีผ่่านการเตมิ-sitosterol 
และอนุพนัธ ์แลว้ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ25ซ (a) และ 55ซ (b) 
 

จลนพลศาสตร์ของการสูญเสียซิโตสเตอรอลและอนุพนัธ์ในมาการีนที่ผ่านการเก็บรกัษาที่
อุณหภูมหิ้องและอุณหภูม ิ55ซ เป็นเวลา 20 วนั แสดงดงัตารางที่ 4 โดยพบความสมัพนัธ์ของการ
สญูเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธใ์นมาการนีในระหว่างการเกบ็รกัษาสอดคลอ้งกบัปฎกิริยิาเคมอีนัดบั 1 
(first order reaction)  โดยมคี่า R2 อยู่ในช่วง 0.7422-0.9874 ซึง่บ่งชีถ้งึการมคีวามสมัพนัธท์ีค่่อนขา้ง
สงูระหว่างการสญูเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธแ์ละเวลาของการเกบ็รกัษา เมือ่พจิารณาผลของอุณหภูมิ
ในการเกบ็รกัษาต่ออตัราการสูญเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ในมาการนี พบว่าการเกบ็รกัษาทีส่ภาวะ
เร่งจะท าให้เกิดการสูญเสียซิโตสเตอรอลและอนุพันธ์ทุกชนิดในมาการีนสูงกว่าการเก็บรักษาที่
อุณหภูมหิอ้ง โดยค่า k ของการสูญเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ทีอุ่ณหภูมหิอ้งมคี่าอยู่ในช่วง 0.0084-
0.0285 day-1 ในขณะที่ค่า k ที่อุณหภูม ิ55ซ มคี่าอยู่ในช่วง 0.0099-0.0355 day-1 บ่งชี้ถงึการเก็บ
รกัษาที่อุณหภูมสิูงท าให้เกิดการสูญเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ในมาการนีได้มากกว่า โดย sito-
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C18:1 มคี่าอัตราการสูญเสียสูงที่สุดในทัง้ 2 อุณภูมขิองการเก็บรกัษา ซึ่งสอดคล้องกับการเกิด
ออกซเิดชนัซึ่งแสดงดว้ยค่า HPV (รูปที่ 14) TBARS (รปูที่ 15) และ p-AV (รปูที่ 16) ที่มคี่าสูงสุด 
ในขณะที ่sito-12 มคี่า k ต ่าสุด อยา่งไรกต็ามการสูญเสยีซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ในมาการนีอาจไม่ได้
เกดิจากปฏกิริยาออกซเิดชนัเพยีงอย่างเดยีว Rudzińska และคณะ (2009) ตรวจพบผลติภณัฑอ์ื่น ๆ ที่
ไมไ่ดเ้กดิจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอล เช่น ผลติภณัฑท์ีเ่กดิจากการแตกของโมเลกุลไฟ
โตสเตอรอล (fragmented phytosterol molecules) สารประกอบทีร่ะเหยง่าย (volatile compound) และ
โอลโิกเมอร ์(oligomer) เป็นตน้ ในระหว่างการใหค้วามรอ้นไฟโตสเตอรอล 

ตารางที ่4 ค่าจลพลศาสตรข์อง -sitosterol และ -sitosteryl esters ทีเ่หลอือยู่ในมาการนีทีผ่่านการ
เตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์แลว้ท าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ25ซ และ 55ซ  

  
  

Remaining sitosterol and sitosteryl estera 

25C 55C 
  k (day-1) R2 k (day-1) R2 

-sitosterol 0.0133 0.8855 0.0117 0.8597 
Sito-C6 ester 0.0245 0.9874 0.0243 0.8246 
Sito-C12 ester 0.0084 0.9047 0.0099 0.7658 
Sito-C16 ester 0.0159 0.9331 0.0266 0.7422 
Sito-C18:1 ester 0.0285 0.7448 0.0355 0.8126 

               a
 First order kinetic model corresponding to   

     

     
       

  

 ปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ซึง่เป็นผลติภณัฑห์ลกัชนิดหนึ่งจากการเกดิออกซเิดชนัของซโิตส
เตอรอลและอนุพนัธแ์สดงดงัรปูที ่18 โดยมาการนีทีผ่่านการเกบ็รกัษาทีส่ภาวะเร่งจะมปีรมิาณ 7-คโีตซิ
โตสเตอรอลสูงกว่าทื่เก็บรกัษาที่อุณหภูมหิ้อง ซึ่งสอดคล้องกบัการเกดิออกซเิดชนัของไขมันที่เพิม่ขึน้ 
(รูปที่ 14-16) Scholz และคณะ (2016) รายงานปรมิาณผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของมาการนีที่
เตมิ phytosteryl/phytostanyl fatty acid esters แลว้น าไปใหค้วามร้อนดว้ยไมโครเวฟ ตู้อบ และทอดใน
กระทะ โดยพบว่าการน ามาการนีบรรจุในถาดแลว้ให้ความรอ้นในตู้อบทีอุ่ณหภูม ิ200ซ เป็นเวลา 20 
นาท ีจะท าใหม้ปีรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล (24.5 มก./กก.) และผลติภณัฑจ์ากการออกซเิดชนัของไฟ
โตสเตอรอลทัง้หมด (225.5 มก./กก.) สูงทีสุ่ด ในขณะทีก่ารใหค้วามรอ้นมาการนีดว้ยไมโครเวฟทีก่ าลงั 
800 วตัต์ เป็นเวลา 4 นาท ีจะมปีรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล (3.8 มก./กก.) และผลติภณัฑ์จากการ
ออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลทัง้หมด (43.4 มก./กก.) ต ่าทีสุ่ด โดยทัว่ไปปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล 
จะมคี่าเพิม่ขึ้นตามระยะเวลาของการเก็บรกัษามาการีนที่ผ่านการเตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ชนิด
ต่างๆ (รปูที ่18) แสดงถงึการเกดิออกซเิดชนัของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธท์ีเ่พิม่ขึน้ เมื่อพจิารณาถงึผล
ของชนิดของซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ทีเ่ตมิในมาการนีต่อปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล พบว่ามาการนี
ทีผ่่านการเตมิ sito-C18:1 มปีรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล สูงทีสุ่ดตลอดช่วงเวลาของการเกบ็รกัษา 20 
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วนั ในทัง้ 2 อุณหภูมทิีใ่ชใ้นการเกบ็รกัษา (p<0.05) ในขณะทีพ่บปรมิาณ 7-คโีตซโิตสเตอรอล ในมากา
รนีทีผ่่านการเตมิซโิตสเตอรอลและอนุพนัธ์ทีเ่หลอืในลกัษณะใกลเ้คยีงกนั อย่างไรก็ตามในระหว่างการ
ออกซิเดชันของซิโตสเตอรอลสามารถตรวจพบผลิตภัณฑ์จากการออกซิเดชันอื่นๆ เช่น 5 ,6-
epoxysitosterol 5,6-epoxysitosterol 7-hydroxysitosterol และ 7-hydroxysitosterol (Johnsson 
และ Dutta, 2006; Scholz และคณะ, 2016; Lin และคณะ, 2016)  

 

 
รปูที ่18 ปรมิาณ 7-ketositosterol ในมาการนีทีผ่่านการเตมิ -sitosterol และอนุพนัธ ์แลว้ท าการเกบ็
รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ25ซ และ 55ซ  
 
 
 
 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

0 5 10 15 20

7
-k

et
o

si
to

st
er

o
l 

(u
g
/g

) 

Storage time (day) 

b-sitosterol Sito-C6 Sito-C12

Sito-C16 Sito-C18:1

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 5 10 15 20

7
-k

et
o

si
to

st
er

o
l 

(u
g
/g

) 

Storage time (day) 

b-sitosterol Sito-C6 Sito-C12

Sito-C16 Sito-C18:1

(a) 

(b) 



52 
 

6. สรปุ 

จากการศกึษาเสถยีรภาพจากปฏกิริยิาออกซเิดชนัของเบต้าซโิตสเตอรอลทีถู่กเอสเทอรร์ไิฟด์
ดว้ยกรดไขมนัชนิดต่าง ๆ ซึง่ไดแ้ก่ -sitosteryl hexanoyl ester (Sito-C6:0 ester) -sitosteryl lauroyl 
ester (Sito-C12:0 ester) -sitosteryl palmitoyl ester (Sito-C16:0 ester) -sitosteryl oleyl ester 
(Sito-C18:1 ester) เปรยีบเทยีบกบัเบต้าซโิตสเตอรอลในระบบจ าลองต่าง ๆ สามารถสรุปได้ว่าอตัรา
การออกซเิดชนัของไฟโตสเตอรอลและอนุพนัธ์มคีวามแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัชนิดของอนุพนัธ์ อุณหภูม ิ
และประเภทของเมทรกิซ์ ทัง้นี้โครงสรา้งทีม่กีารเอสเทอรไิฟดด์ว้ยกรดไขมนัชนิดไม่อิม่ตวัสามารถเกดิ
การออกซิเดชันเกิดขึ้นได้สูงกว่าในโครงสร้างที่มกีรดไขมนัอิ่มตัวสายสัน้ สายกลาง และสายยาว 
ตามล าดับ นอกจากนี้การให้ความร้อนที่อุณหภูมิสูงกว่าจะท า ให้ไฟโตสเตอรอลเอสเทอร์มีการ
ออกซเิดชนัได้มากกว่า และการเตมิไฟโตสเตอรอลเอสเทอร์ในระบบอิมลัชนัจะท าให้มโีอกาสเกดิการ
ออกซเิดชนัไดส้งูกว่าระบบทีเ่ป็นไขมนัเพยีงอย่างเดยีว 
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ABSTRACT 50 

Oxidations of β-sitosteryl esters of hexanoic, lauric, palmitic and oleic acids were evaluated 51 

in bulk oil and emulsion during storage at 55°C for 35 days in comparison with native β-52 

sitosterol. Changes in oxidative indices (HPV, TBARS, AnV and 7-keto derivatives) differed 53 

depending on sterol structure and lipid matrix. Losses of sterol esters in both matrices fitted a 54 

first order kinetic model. Unsaturated ester oxidized faster (k = 0.0244 day
-1

, R
2
 = 0.8838) 55 

than saturated counterpart and native β-sitosterol, especially in emulsion. Sterol structure and 56 

lipid matrix were thus the main factors determining the oxidative stability of phytosterol ester 57 

during storage.  58 

Keywords: β-sitosteryl esters, Bulk oil, Emulsion, Oxidation, Stability 59 

 60 

 61 

 62 

 63 

 64 

 65 

 66 

 67 

 68 

 69 

 70 

 71 

 72 

 73 

 74 

Page 2 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

3 

 

INTRODUCTION 75 

Phytosterol esters have been fortified into various food products as a functional ingredient 76 

due to their cholesterol lowering properties [1-5]. Due the lipid soluble capacity, phytosterol 77 

esters are commonly supplied into food products rather than its crystalline free form in order 78 

to achieve the effective dose. Abumweis et al. [5] suggested that the incorporation of 79 

phytosterols into spreads, mayonnaise/salad dressing and milk/yoghurt was associated with a 80 

greater efficacy in LDL-cholesterol reduction than incorporation into other foods, suggesting 81 

the important role of the food matrix in the cholesterol-lowering effect.  82 

Phytosterols and derivatives as lipid compounds are prone to oxidation, particularly when 83 

being subjected to heat treatments and long term storage. Autoxidation of phytosterol fatty 84 

acid esters involves the same free radical mechanism as that of oxidation of free phytosterols 85 

[6] and the mechanism of sterol oxidation is similar to free radical oxidation of fatty acids 86 

[7]. Oxidation studies have revealed that sterol hydroperoxides mainly form in the allylic C-7 87 

position [6]. In addition, the same major decomposition products, the epimers of 7-88 

hydroxysterols, 5,6-epoxysterols and 7-ketosterol, as well as triol, 20-hydroxysterol, 25-89 

hydroxysterol and 3,5-cholestadien-7-one derivatives, have been found during oxidation of 90 

cholesterol esters [8]. Evidence of the negative biological effects, mainly cytotoxicity, of 91 

secondary phytosterol oxidation products (POPs) and their presence in plasma of healthy 92 

humans have raised the question of what are the critical conditions under which the oxidative 93 

reactions take place [9-10]. Different oxidation rates of sterols have been observed. For 94 

instance, in aqueous alkali, free cholesterol oxidized faster than its esterified counterpart, but 95 

when heated in air or dissolved in oil, the situation was the opposite [11]. Furthermore, in the 96 

solid state, the autoxidation rate of free cholesterol was much lower than that of cholesterol 97 

esters, but in water dispersion the oxidation rates were reversed [8]. 98 
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Elevated temperatures and exposure to oxygen, light, water and metals (pro-oxidants) during 99 

food processing can enhance lipid and phytosterol oxidations [12]. Food processes can also 100 

lead to redistribution of lipid compounds in the food products, causing enlargement of the 101 

contact area with oxygen and reduction in the activity of natural antioxidants [13]. 102 

Phytosterols would be particularly prone to oxidation when they are incorporated in 103 

emulsions [14]. In the vegetable oils the phytosterol oxide contents increased after frying 104 

[15]. In commercial spread enriched with phytosteryl esters, negligible amounts of 105 

phytosterols were observed to be oxidized [16]. Heat processing and extended storage can 106 

induce phytosterol oxidation in enriched samples and the extent of oxidation has been shown 107 

to be matrix dependent [17]. At high temperatures, the phytosterols oxidized more in the 108 

saturated lipid matrix, and at low temperatures, in the unsaturated matrix [17].  So far, only a 109 

few studies have been carried out on phytosteryl fatty acid esters oxidation. Korahani et al. 110 

[8] studied the autoxidation of cholesteryl fatty acid esters in solid-state and aqueous 111 

dispersion. Yanishlieva et al. [18] studied the autoxidation of β-sitosteryl stearate in its pure 112 

state. In addition, Soupas et al. [19] reported that phytosteryl esters were more reactive than 113 

free phytosterols during prolonged heating at 100°C whereas free phytosterols were slightly 114 

more reactive than phytosteryl esters at 180°C. Soupas et al. [17] established that the 115 

structure and lipid matrix are the main factors affecting the formation of oxidative 116 

derivatives. In the case of unsaturated lipid matrix, the oxidation of lipid matrix and sterol 117 

was coupled. The oxidative process has started with oxidation of the unsaturated lipids and 118 

spreads to the sterol compounds [17]. 119 

However, no systematic research has been carried out on phytosterol fatty acid ester 120 

oxidation. Thus, the aim of this study was to evaluate the oxidative stability of four 121 

synthesized phytosterol fatty acid esters including β-sitosteryl hexanoate (Sito-C6), β-122 

sitosteryl laurate (Sito-C12), β-sitosteryl palmitate (Sito-C16) and β-sitosteryl oleate (Sito-123 

Page 4 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

5 

 

C18:1), in comparison with native phytosterol (β-sitosterol), during accelerated storage in 124 

bulk oil and emulsion model systems at 55°C for 35 days. The structure-stability relationship 125 

and the influence of matrix on the rate of oxidation were mainly focused in this study. 126 

 127 

MATERIAL AND METHODS 128 

Chemicals 129 

β-Sitosterol was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Hexanoic acid, lauric 130 

acid, palmitic acid and oleic acid were from Nu-Chek Prep, Inc. (Elysian, MN, USA) with a 131 

minimum purity of 95%. Immobilized Candida antarctica lipase A, NZL-101 was purchased 132 

from Codexis, Inc. (Pasadena, CA, USA). All solvents such as methanol, diethyl esther, n-133 

hexane and acetone were of HPLC grade and obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 134 

USA). 135 

Synthesis of phytosteryl fatty acid esters  136 

In this study, β-sitosterol was selected as a model substrate for synthesis of phytosteryl fatty 137 

acid esters because it is the most abundant phytosterol found naturally in plants and plant 138 

products. A series of aliphatic fatty acid esters of β-sitosterol were prepared according to the 139 

method of Panpipat et al. [20] by mixing β-sitosterol with short chain- (hexanoic acid), 140 

medium chain- (lauric acid), long chain- (palmitic acid) and unsaturated- fatty acid (oleic 141 

acid) at a mole ratio of 1.0:1.0 (mol/mol). The concentrations of β-sitosterol and fatty acid 142 

were fixed at 0.2 M. The reaction was typically performed at 40°C for 24 h with agitation at 143 

500 rpm using hexane as a solvent in the presence of 5% Candida antractica lipase A (CAL 144 

A) (wt% of β-sitosterol). The reaction was terminated by filtering out the enzyme. The 145 

resulting reaction mixtures were applied onto a thin layer chromatography (TLC) with silica 146 
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gel to confirm the formation of products. The plates were developed with cyclohexane/ethyl 147 

acetate (4:1, v/v).  148 

To remove unreacted fatty acids, the reaction mixture (1 g) was dissolved in 10 ml diethyl 149 

ether. The extracts were deacidified by three consecutive treatments with 6 ml, each, of 2% 150 

aqueous sodium carbonate solution, followed by repeated extractions with water, to remove 151 

the unesterified fatty acids as sodium salts. The diethyl ether phase was dried over anhydrous 152 

sodium sulfate to yield 530 mg of a product containing <2% unesterified fatty acids. Future 153 

more, the deacidified reaction mixture (around 0.5 g), as obtained earlier, was dissolved in 5 154 

ml hexane:diethyl ether (9:1, v/v) and applied to a column (20 cm×1.5 cm i.d.) packed with 155 

Silica Gel 60 (Merck) as a slurry in hexane. Elution with 30 ml hexane:diethyl ether (95:5, 156 

v/v) yielded 168 mg crude reaction products containing 67% steryl esters. Subsequent elution 157 

with 30 ml hexane:diethyl ether (1:1, v/v) yielded unreacted fatty acids together with small 158 

proportions of unreacted sterols. Thereafter, 130 mg of the crude steryl esters from column 159 

chromatography, was dissolved in 2 ml acetone at 50°C. Water, 0.2 ml, was added dropwise 160 

under shaking. After cooling to 7°C, the acetone-water mixture was centrifuged and the 161 

supernatant removed. The pellet was redissolved in 2 ml acetone and the procedure repeated. 162 

After four cycles, the pellet (85 mg) consisted of 90% steryl esters. The resulting products 163 

were then dissolved in diethyl ester and subsequently applied to TLC in order to confirm the 164 

purity. 165 

Oxidation in bulk oil  166 

Tripalmitin (purity minimum 85%), which was being used as the matrix for bulk oil, was 167 

enriched with β-sitosteryl esters with different fatty acids incorporated or commercial β-168 

sitosterol at a level equivalent to 1% (w/w). The oxidation of the enriched samples (5.0 g) 169 

was carried out in glass vials in an oven (Memmert, Schwabach, Germany) at 55°C 170 

(accelerated lipid oxidation system) for 0, 7, 14, 21, 28 and 35 days. The vials were taken 171 
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from the oven at each sampling point and cooled in a desiccator before analysis. Samples 172 

were subjected to analyze for lipid hydroperoxide (HPV), thiobarbituric acid reactive 173 

substances (TBARS), p-Anisidine value (AnV), 7-keto derivatives and non-oxidized 174 

phytosterol esters. Remaining of phytosterol esters and their kinetic parameters were also 175 

calculated. 176 

Oxidation in emulsion 177 

Oil-in-water emulsions were prepared by blending tripalmitin with a polyoxyethylene 23 178 

lauryl ether solution (Brij35; 1.5% w/w in 10 mM acetate-imidazole buffer, pH 7.0) at a final 179 

lipid concentration of 15% (w/w). β-sitosterol esters and commercial β-sitosterol were added 180 

at 5% of total fat content (w/w). Emulsion was made by homogenizing the lipid and aqueous 181 

phases for 5 min, using an IKA Labortechnik homogenizer (Selangor, Malaysia) at 20,000 182 

rpm. Samples (5.0 g) were placed in glass vials and left in an oven at 55°C (accelerated lipid 183 

oxidation system) for 0, 7, 14, 21, 28 and 35 days. The vials were taken from the oven at each 184 

sampling point and cooled in a desiccator before analysis. The oxidation of enriched steryl 185 

esters emulsions was determined as same as in bulk oil system.  186 

Determination of lipid hydroperoxide value (HPV) 187 

HPV was determined using a modified method of Shantha and Decker [21]. Samples were 188 

mixed with 2.8 ml of choloform/methanol (2:1, v/v) and 30 µl of thiocyanate/Fe
2+

 solution 189 

and then vortexed. The thiocyanate/Fe
2+

 solution was made by mixing one part of 3.94 M 190 

thiocyanate solution with one part of  0.072 M Fe
2+

 solution (obtained from the supernatant 191 

of a mixture of one part of 0.144 M FeSO4  and one part of 0.132 M BaCl2 in 0.4 M HCl). 192 

After 20 min, the absorbance was measured at 510 nm using a UV-1601 spectrophotometer 193 

(Shimadzu, Kyoto, Japan). HPV was determined using a cumene hydroperoxide standard 194 

curve. 195 

Page 7 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

8 

 

Determination of p-Anisidine value (AnV) 196 

AnV was determined spectrophotometrically using the standard method 2504 IUPAC [22] using a 197 

UV-1601 spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) 198 

Determination of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 199 

TBARS was determined by using spectrophotometric method as described by Ke and 200 

Woyewoda [23].  Sample (50 mg) was mixed with 5 ml of TBA solution. The solution was 201 

incubated in boiling water for 45 min. Mixed solution was cooled down to room temperature 202 

by using ice bath. Thereafter, TCA solution (4 ml) was added. The resulting solution was 203 

centrifuged at 2,500×g in a RC-5B plus centrifuge (Sorvall, Norwalk, CT, USA) for 10 min 204 

in order to separate the pink water phase from the chloroform phase (bottom). The water 205 

phase was collected and subjected to measure the absorbance at 538 nm against blank that 206 

was prepared as above without oil sample. Standard curve was made by varying 207 

concentration of 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP) from 0-1.4 mg/l.    208 

Analysis of phytosterol oxide  209 

Analysis of phytosterol oxide was carried out according to the method of Soupas et al. [24] 210 

by using 19-hydroxycholesterol as an internal standard in which the main steps were cold 211 

saponification (overnight at 25°C), extraction of unsaponifiable material with diethyl ether, 212 

purification of oxides by SiOH-SPE, derivatization of oxides to TMS ethers and analysis by 213 

gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The oxidized sample was dissolved in 5 214 

ml of hexane/diethyl ether (9:1, v/v) and purified by the SiOH-SPE. In brief, the SiOH-SPE 215 

cartridge was activated with 5 ml of hexane, after that 1 ml of oxidized sample was applied. 216 

The cartridge was washed with 5 ml of hexane/diethyl ether (9:1 v/v) and 5 ml of 217 

hexane/diethyl ether (1:1 v/v) to remove a polar compounds and non-oxidized phytosterols, 218 

respectively. Phytosterol oxides were eluted with 5 ml of acetone. 19-Hydroxycholesterol (10 219 

µg) was added to these acetone extracts to act as references, and the extracts was then dried 220 
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under nitrogen, dissolved in 100 µl of pyridine, and subjected to silylation by BSTFA/TMCS 221 

(100 µl) overnight at room temperature. The reagent was evaporated and trimethylsilyl 222 

(TMS) ether derivative was dissolved in 200 µl of hexane before GC-MS analysis. GC 223 

conditions were set as follows: column: Rtx-5MS w/ Integra Guard capillary column (cross 224 

bond 5% diphenyl–95% dimethyl polysiloxane), film thickness 0.10 µm, 60 m × 0.25 mm 225 

i.d.; carrier gas: helium, 1.2 ml/min (constant flow); temperature program: 70°C (1 min), 226 

40°C/min to 280°C (35 min). MS conditions were set as follows: interface temperature, 227 

280°C; ion source, 230°C; ionization: electron impact (EI) 70 eV. Quantification of 228 

phytosterol oxides was performed by comparison the peak areas of the internal standard (19-229 

hydroxycholesterol). The GC response factor of phytosterol oxide was considered equal to 1.  230 

Analysis of sterol remaining  231 

Non-oxidized sterol contents of the samples were analyzed using a hot saponification method 232 

[25]. In brief, lipid samples (0.25 g) were weighed into a 50 ml test tube. The internal 233 

standard, dihydrocholesterol (0.4 mg) was added, and the samples were subjected to hot 234 

saponification and extraction of unsaponifiables with 20 ml of hexane/diethyl ether (1:1, v/v) 235 

after the addition of 12 ml of water. Phytoterol was silylated with 236 

bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) with 1% trimethylchlorosilane (TCMS) and 237 

analyzed using gas chromatography-flame ionization detector (GC-FID). Analysis parameters 238 

was set as follows: oven temperature 290°C; injector and detector (FID) temperatures 310°C; 239 

carrier gas, helium at 1.6 ml/min. Phytosterols was identified by comparing their retention 240 

times (relative to 5a-cholestane) with those of β-sitosterol standards. The sterol remaining 241 

was calculated as follow: 242 

������	���	
�
��	
%� = 	
������	�������		�	�
��	
�����	�

��
�
	�	������	�������
	× 100	

 243 

 244 
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Statistical Analysis 245 

Data were subjected to analysis of variance (ANOVA). Comparison of means was carried out 246 

by Duncan’s multiple-range test to identify significant differences (p<0.05) among treatments 247 

[26]. Statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Science 248 

(SPSS 10.0 for windows, SPSS Inc., Chicago, IL, U.S.A.). 249 

 250 

RESULTS AND DISCUSSION 251 

HPV 252 

HPVs of β-sitosterol and its esters carried different fatty acid chain lengths during incubation 253 

at 55°C for 35 days in bulk oil and emulsion model systems are presented in Fig.1A and 1B, 254 

respectively. Generally, sitosterol oxides can be major products of β-sitosterol oxidation [27]. 255 

The oxidation of steryl esters in lipid media has been previously studied by measuring 256 

peroxide values [18, 28] and peroxide values reflect all hydroperoxyl groups presented in the 257 

sample [29]. Thus, HPV can be used to evaluate the degree of oxidation of β-sitosterol and its 258 

esters. From the results, in bulk oil system, the highest HPV at all time points was found in 259 

Sito-C18:1, an unsaturated fatty acid derivative (p<0.05). HPV of Sito-C18:1 continuously 260 

increased with increasing incubation time. For the native β-sitosterol, the HPV tended to have 261 

the lowest value at the end of the incubation time, even though it gradually increased up to 21 262 

days and declined thereafter. For a short chain fatty acid ester, Sito-C6, the change in HPV 263 

was found with the same trend as native β-sitosterol but the values were higher at all time 264 

points, especially at the end (p<0.05). The most structural similarity between native β-265 

sitosterol and short chain fatty acid ester (Sito-C6) would result in the same pattern of 266 

hydroperoxide formation during incubation but short chain saturated fatty acid incorporated 267 
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may undergo oxidation faster than long chain counterpart. With increasing carbon chain 268 

length, from C12-C16, different changes in HPV were noticeable. HPV in Sito-C12 tended to 269 

gradually increase throughout the storage time whereas changes in HPV of Sito-C16 had the 270 

same trend with native β-sitosterol. Overall, at the end of storage, the lowest HPV was found 271 

in native β-sitosterol, followed by Sito-C16, Sito-C12, Sito-C6 and Sito-C18:1, respectively 272 

(p<0.05). It can be postulated that structure of β-sitosterol with unsaturated fatty acid led to a 273 

greater formation of HPV than that with saturated fatty acid. Among β-sitosterol-saturated 274 

fatty acid esters, the shorter the chain length incorporated, the greater the HPV can be found. 275 

The degree of hydroperoxide formation in β-sitosterol-saturated fatty acid esters at the end of 276 

storage would in a relation with their fat-solubility. It has been reported that esterification of 277 

β-sitosterol with fatty acids introduced an aliphatic acyl group into sterol structure and 278 

resulted in a significant decrease in melting points [20]. Native β-sitosterol, Sito-C6, Sito-279 

C12, Sito-C16 and Sito-C18:1 had a melting point of 134.1, 67.7, 79.5, 89.6 and 58.5°C, 280 

respectively [20]. Fat solubility of β-sitosterol-saturated fatty acid ester with shorter chain 281 

length should be more given. As a consequence, the shorter the chain length, the greater the 282 

opportunity to oxidize to form primary product, hydroperoxide, can be expected in bulk oil.  283 

In case of emulsion, the greater HPV accumulation was also found in Sito-C18:1 (p<0.05) 284 

and the HPV in emulsion system was generally higher than in bulk oil suggesting the 285 

profound effect of matrix on oxidation of β-sitosterol esters. HPV of native β-sitosterol, Sito-286 

C6 and Sito-C12 in emulsion tended to increase throughout the storage whereas Sito-C16 287 

exhibited the different pattern. HPV of Sito-C16 increased gradually during the first 2 weeks 288 

and decreased thereafter.  289 

 290 

 291 

 292 
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TBARS 293 

TBARS of β-sitosteryl esters with different fatty acid chain lengths during incubation at 55°C 294 

for 35 days in bulk oil and emulsion model systems are presented in Fig.2A and 2B, 295 

respectively. In bulk oil system, TBARS in all samples increased markedly throughout 296 

storage (p<0.05). During the first 14 days, non-significant differences in TBARS in bulk oil 297 

among samples were found (p>0.05). With increasing storage time, Sito-C18:1 tended to 298 

have the highest TBARS value. Since decomposition of hydroperoxides yield aldehydes 299 

resulting in increased the secondary lipid oxidation products as measured by TBARS. The 300 

maximum TBARS value in bulk oil system was found to be 23-28 mg MDA equivalent/kg at 301 

the end of storage. It has been reported that headspace hexanal concentration in bulk corn oil 302 

containing 6,481±220 mg phytosterol/kg oil increased with increasing storage time up to 40 303 

days at 55°C [28]. For the emulsion system, TBARS in all samples also increased with 304 

increasing storage time (p<0.05) and the highest content of TBARS was found in Sito-C18:1, 305 

followed by Sito-C6 and Sito-C16, respectively. Native β-sitosterol and Sito-C12 had the 306 

lowest TBARS values (p<0.05). At the end of storage (day 35), the maximum TBARS values 307 

in emulsion system were found in the ranges of 38-43 mg MDA equivalent/kg. Generally, the 308 

degree of TBARS formation in emulsion was higher than in bulk oil with approximately 309 

35%. The results were in agreement with Cercaci et al. [28] who found markedly higher 310 

phytosterol oxidation as shown by greater hexanal content in corn oil-in-water emulsion 311 

when compared to bulk oil during storage at 55°C. The results suggested that both nature of 312 

alkyl side chain and the food matrix were the main factors affecting the oxidation of β-313 

sitosteryl esters during storage at elevated temperature.  314 

 315 

 316 

 317 
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p-Anisidine value (AnV) 318 

AnV of β-sitosteryl esters with different fatty acid chain lengths during incubation at 55°C 319 

for 35 days in bulk oil and emulsion model systems are presented in Fig.3A and 3B, 320 

respectively. AnV of all treatments changed differently in which they tended to increase with 321 

increasing storage time. However, in bulk oil, the AnV of all treatments increased up to day 322 

21 and dropped thereafter (p<0.05). The lowest AnV could be seen in native β-sitosterol. In 323 

emulsion, the AnV showed doubly higher than in bulk oil. AnV of all samples increased 324 

continuously till the end of storage (p<0.05) excepted for Sito-C16 which was reduced at the 325 

end. At the end, the highest AnV in emulsion was noticeable in Sito-C18:1, followed by Sito-326 

C6/Sito-C16 and Sito-C12/native β-sitosterol, respectively. It has been reported that AnV 327 

was used to monitor the oxidation of spreads enriched with plant stanol ester ingredient 328 

during refrigerated storage (6°C) [30] and the result differed considerably from this study. It 329 

was noted that, under low temperature storage, the AnV of spreads negligibly changed during 330 

22 days of storage whereas, with higher temperature (55°C) and different matrix, the AnV 331 

increased faster in this study. Overall, unsaturated structure of β-sitosteryl ester was more 332 

prone to oxidation especially within emulsion as evidenced by the highest HPV, TBARS and 333 

AnV whereas the oxidation of saturated counterparts was dependent on chain length and food 334 

matrix.  335 

7-ketositosterol 336 

Fig. 4A and 4B show the concentrations of 7-keto derivatives of β-sitosterol and its fatty acid 337 

esters in bulk oil and emulsion, respectively. In general, the 7-ketositosterol distribution was 338 

higher in emulsion system when compared with bulk oil system. The same trend has been 339 

also noticed by Cercaci et al. [28] who found the higher content of 7-keto derivatives in oil-340 

in-water emulsion than in bulk oil. The result suggested that 7-keto derivatives formation was 341 

faster in the emulsified oil than in the bulk oil. This was due to the fact that the surface area 342 
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of the oil in the emulsion is high. The contents of 7-keto derivatives in all samples tended to 343 

increase throughout the storage. In both matrices, sample containing Sito-C18:1 had higher 344 

content of 7-keto derivatives (p<0.05), suggesting the enhancement effect of unsaturated 345 

structure on phytosteryl ester instability. At the end of storage in bulk oil, the 7-keto 346 

derivatives content was found in order of Sito-C18:1 > Sito-C6 > Sito-C12 > Sito-C16 > 347 

native β-sitosterol. This trend was somehow similar with HPV (Fig. 1A). However, in 348 

emulsion system, different orders were noticeable in which Sito-C18:1 > Sito-C16 > Sito-349 

C12 > native β-sitosterol > Sito-C6.  350 

Remaining of phytosterol esters and kinetics evaluation 351 

The content of β-sitosterol and its fatty acid esters decreased during storage as shown by a 352 

reduction in remaining percentage of β-sitosterol and its fatty acid esters in both bulk oil (Fig. 353 

5A) and emulsion (Fig. 5B) (p<0.05). The effect was much more seen in emulsion when 354 

compared to bulk oil, especially at the end of storage, in which the lower remaining content 355 

of β-sitosterol and its fatty acid esters was found in emulsion. The result was in agreement 356 

with Cercaci et al. [28] who found that a higher phytosterols oxidation products level and 357 

formation rate was found in the emulsion than in the bulk oil. In bulk oil, remaining 358 

percentage of β-sitosterol and its esters gradually decreased throughout the storage and the 359 

degree of loss was highest in Sito-C18:1 (p<0.05) followed by Sito-C16, Sito-C12, Sito-C6 360 

and β-sitosterol, respectively. In emulsion, the lowest remaining content was also found in 361 

Sito-C18:1 and native β-sitosterol tended to show the highest stability during storage. This 362 

was in agreement with the TBARS values of these sterols throughout the storage. In both 363 

matrices, some of native β-sitosterol may precipitate due to its poor solubility in fat. 364 

Although, surface tension measurements showed that phytosterols had a high degree of 365 

surface activity [28]. However, for phytosterol esters, they should behave differently between 366 

two matrices. In bulk oil, phytosterol esters may solubilize in oil whereas they may align at 367 

Page 14 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

15 

 

both oil-water interface and oil phase in emulsion system. Phytosterol esters may have higher 368 

degree of surface activity than native phytosterol, which would allow them to migrate to the 369 

oil-water interface of the emulsion droplets where oxidative stress is high. Thus, the degree of 370 

oxidation was higher in emulsion system. Since the oxidation can be enhanced at the 371 

interface when compared to oil or water phase [28]. All tested β-sitosterol fatty acid esters in 372 

this study can form nanodispersions and their stabilities were different depending on their 373 

structures [20]. 374 

From the results, the remaining β-sitosterol and its fatty acid esters contents could depend on 375 

the degree and stage of oxidation. Since different pattern of changes among samples and 376 

matrices were noticeable for HPV (Fig. 1), TBARS (Fig. 2), AnV (Fig. 3) and 7-377 

ketositosterol content (Fig. 4) during storage. HPV referred to the primary oxidation product 378 

whereas TBARS, AnV and 7-ketositosterol measured the secondary oxidation products. Total 379 

changes of both primary and secondary stages of lipid oxidation resulted in the decrease of 380 

remaining β-sitosterol and its fatty acid esters contents.  381 

A kinetic evaluation of the loss of β-sitosterol and its esters throughout the storage was 382 

performed (Table 1). All changes fitted a first order kinetic model which showed high values 383 

of correlation coefficient (R
2
 = 0.7612-0.9819). The result was on the page with the report of 384 

Ansorena et al. [31] who found the first order kinetic during thermo-oxidation of cholesterol. 385 

In both matrices, the lowest decrease rate was found in β-sitosterol followed by saturated β-386 

sitosteryl esters and unsaturated sitosteryl ester (Table 1). When compared between two 387 

matrices, the rate of decrease in β-sitosterol was not much different in bulk oil and emulsion 388 

in which their rate constants (k values) were not much different (0.0099 vs 0.0085). In the 389 

case of β-sitosteryl esters, those in emulsion system tended to have greater rate of decrease 390 

than bulk oil. The linearity in decrease of β-sitosteryl esters in bulk oil was better than in 391 

emulsion as shown by higher R
2
 value. The results suggested that during storage the 392 
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oxidation and other reactions of β-sitosteryl esters continuously occurred in bulk oil whereas 393 

the fluctuation of change was found in emulsion system due to the progressive oxidation. The 394 

rate of oxidation products formation and decomposition may vary to a greater extent in 395 

emulsion system leading to the different pattern of changes when compared to bulk oil 396 

system. In addition, not only oxidized phytosterols were found during thermo-oxidative 397 

degradation but other products e.g. fragmented phytosterol molecules, volatile compounds 398 

and oligomers were also found [32]. This was the reason why the remaining percentage of β-399 

sitosterol and its fatty acid esters decreased throughout the storage. 400 

 401 

CONCLUSION 402 

Oxidations of synthesized β-sitosteryl esters in bulk oil and emulsion during accelerated 403 

storage at 55°C were faster than native β-sitosterol.  Oxidative indices including HPV, 404 

TBARS, AnV and 7-keto derivatives changed differently during storage depending on sterol 405 

structure and lipid matrix. However, all indices tended to increase throughout storage. 406 

Overall, losses of β-sitosterol and its esters in both matrices fitted a first order kinetic model. 407 

Unsaturated β-sitosteryl ester (Sito-C18:1) seemed to oxidize faster than saturated counterpart 408 

and native β-sitosterol. Additionally, the oxidation was more likely enhanced in emulsion 409 

system than in bulk oil. Therefore, the oxidative stability of phytosteryl ester during storage 410 

was mainly governed by phytosterol structure and lipid matrix. 411 

 412 

Acknowledgement 413 

This research was supported by Thailand Research Fund (TRF) and Walailak University 414 

under the grant number TRG5780078.  415 

 416 

Page 16 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

17 

 

REFERENCES 417 

1. Miettinen, T.A.; Vanhanen, H. Dietary Sitostanol Related to Absorption, Synthesis and 418 

Serum Level of Cholesterol in Different Apolipoprotein E Phenotypes. Atherosclerosis. 419 

1994, 105, 217-226. 420 

2. Clifton, P.M.; Noakes, M.; Sullivan, D.; Erichsen, N.; Ross, D.; Annison, G.; Nestel, P. 421 

Cholesterol-lowering Effects of Plant Sterol Esters Differ in Milk, Yoghurt, Bread and 422 

Cereal. European Journal of Clinical Nutrition. 2004, 58, 503-509. 423 

3. Noakes, M.; Clifton, P.M.; Doornbos, A.M.; Trautwein, E.A. Plant Sterol Ester-enriched 424 

Milk and Yoghurt Effectively Reduce Serum Cholesterol in Modestly 425 

Hypercholesterolemic Subjects. European Journal of Nutrition. 2005, 44, 214-222. 426 

4. Madsen, M.B.; Jensen, A.M.; Schmidt, E.B. The Effect of a Combination of Plant Sterol-427 

enriched Foods in Mmildly Hypercholesterolemic Subjects. Clinical Nutrition. 2007, 26, 428 

792-798. 429 

5. Abumweis, S.S.; Vanstone, C.A.; Ebine, N.; Kassis, A.; Ausman, L.M.; Jones, P.J.; 430 

Lichtenstein, A.H. Intake of a Single Morning Dose of Standard and Novel Plant Sterol 431 

Preparations for 4 Weeks Does Not Dramatically Affect Plasma Lipid Concentrations in 432 

Humans. The Journal of Nutrition. 2006, 136, 1012-1016. 433 

6. Lercker, G.; Rodrigues-Estrada, M.T. Cholesterol Oxidation Mechanism. In Cholesterol 434 

and Phytosterol Oxidation Products; Guardiola, F., Dutta, P.C., Codony, R., Savage, G.P., 435 

Eds.; AOAC Press: Champaigne, 2002; 1-25. 436 

7. Rudzinska, M.; Przybylski, R.; Zhao, Y.Y.; Curtis, J.M. Sitosterol Thermo-oxidative 437 

Degradation Leads to The Formation of Dimers, Trimers and Oligomers: A Study Using 438 

Combined Size Exclusion Chromatography/Mass Spectrometry. Lipids. 2010, 45, 549-439 

558. 440 

Page 17 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

18 

 

8. Korahani, V.; Bascoul, J.; Crastes de Paulet, A. Autoxidation of Cholesterol Fatty Acid 441 

Esters in Solid State and Aqueous Dispersion. Lipids. 1982, 17, 703-708. 442 

9. Smet, E.D.; Mensink, R.P.; Plat, J. Effects of Plant Sterols and Stanols on Intestinal 443 

Cholesterol Metabolism: Suggested Mechanisms from Past to Present. Molecular 444 

Nutrition & Food Research. 2012, 56, 1058-1072. 445 

10. Maki, K.C.; Davidson, M.H.; Umporowicz, D.M.; Schaefer, E.J.; Dicklin, M.R.; Ingram, 446 

K.A.; Perrone, G. Lipid Responses to Plant-sterol-enriched Reduced-fat Spreads 447 

Incorporated into a National Cholesterol Education Program Step I Diet. The American 448 

journal of clinical nutrition. 2001, 74, 33-43. 449 

11. Smith, L.L. Review of Progress in Sterol Oxidations: 1987-1995. Lipids. 1996, 31, 453-450 

487. 451 

12. Lingnert, H. Influence of Food Processing on Lipid Oxidation and Flavor Stability. In 452 

Lipid Oxidation in Food; St. Angelo, A.J., Ed.; American Chemical Society: Washington, 453 

1992; 292-301.  454 

13. Roozen, J.P.; Linssen, J.P.H. Factors Affecting Lipid Autoxidation of A Spray-dried 455 

Milk Base for Baby Food. In Lipid Oxidation in Food; St. Angelo, A.J., Ed.; American 456 

Chemical Society: Washington, 1992; 302-309. 457 

14. Rudzińska, M.; Przybylski, R.; Wąsowicz, E. Degradation of Phytosterols during Storage 458 

of Enriched Margarines. Food Chemistry. 2014, 142, 294-298. 459 

15. Dutta, P.C. Studies on Phytosterol Oxides. II: Content in Some Vegetable Oils and in 460 

French Fries Prepared in These Oils. Journal of the American Oil Chemists' Society. 1997, 461 

74, 659-666. 462 

16. Grandgirard, A.; Martine, L.; Joffre, C.; Juaneda, P.; Berdeaux, O. Gas Chromatographic 463 

Separation and Mass Spectrometric Identification of Mixtures of Oxyphytosterol and 464 

Page 18 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

19 

 

Oxycholesterol Derivatives: Application to a Phytosterol-enriched Food. Journal of 465 

Chromatography A. 2004, 1040, 239-250. 466 

17. Soupas, L.; Juntunen, L.; Lampi, A.M.; Piironen, V. Effects of Sterol Structure, 467 

Temperature, and Lipid Medium on Phytosterol Oxidation. Journal of Agricultural and 468 

Food Chemistry. 2004, 52, 6485-6491. 469 

18. Yanishlieva, N.; Marinova, E.; Schiller, H.; Seher, A. Comparison of Sitosterol 470 

Autoxidation in Free Form, as Fatty Acid Ester and in Triacylglycerol Solution. Kinetics 471 

of the Process and Structure of the Products Formed. Developments in Food Science. 472 

1985, 11, 619-626. 473 

19. Soupas, L.; Huikko, L.; Lampi, A.M.; Piironen, V. Esterification Affects Phytosterol 474 

Oxidation. European Journal of Lipid Science and Technology. 2005, 107, 107-118. 475 

20. Panpipat, W.; Dong, M.; Xu, X.; Guo, Z. Thermal Properties and Nanodispersion 476 

Behavior of Synthesized β-Sitosteryl Acyl Esters: A Structure-Activity Relationship 477 

Study. Journal of Colloid and Interface Science. 2013, 407, 177-186. 478 

21. Shantha, N.C.; Decker, E.A. Rapid, Sensitive, Iron-based Spectrophotometric Methods 479 

for Determination of Peroxide Values of Food Lipids. Journal of AOAC International. 480 

1994. 77, 421-424. 481 

22. IUPAC. Standard Methods for the Analysis of Oils, Fats and Derivatives. 7th Ed. 482 

International Union of Pure and Applied Chemistry Blackwell Scientific Publications: 483 

Oxford, UK, 1987; Methods 2.501, 2.505. 484 

23. Ke, P.J.; Woyewoda, A.D. Microdetermination of Thiobarbituric Acid Values in Marine 485 

Lipids by a Direct Spectrophotometric Method with a Monophasic Reaction System. 486 

Analytica Chimica Acta. 1979, 106, 279-284. 487 

Page 19 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

20 

 

24. Soupas, L.; Juntunen, L.; Säynäjoki, S.; Lampi, A.M.; Piironen, V. GC-MS Method for 488 

Characterization and Quantification of Sitostanol Oxidation Products. Journal of the 489 

American Oil Chemists' Society. 2004, 81, 135-141. 490 

25. Lampi, A.M.; Juntunen, L.; Toivo, J.; Piironen, V. Determination of Thermo-oxidation 491 

Products of Pant Sterols. Journal of Chromatography B. 2002, 777, 83-92. 492 

26. Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. Principle and Procedure of Statistics. McGraw-Hill: New 493 

York, USA, 1980; 633 pp. 494 

27. Barriuso, B.; Otaegui-Arrazola, A.; Menéndez-Carreño, M.; Astiasarán, I.; Ansorena, D. 495 

Sterols Heating: Degradation and Formation of Their Ring-structure Polar Oxidation 496 

Products. Food Chemistry. 2012, 135, 706-712. 497 

28. Cercaci, L.; Rodriguez-Estrada, M.T.; Lercker, G.; Decker, E.A. Phytosterol Oxidation 498 

in Oil-in-Water Emulsions and Bulk Oil. Food Chemistry. 2007, 102, 161-167. 499 

29. Lehtonen, M.; Lampi, A.M.; Riuttamäki, M.A.; Piironen, V. Oxidation Reactions of 500 

Steryl Esters in a Saturated Lipid Matrix. Food Chemistry. 2012, 134, 2030-2039. 501 

30. Nieminen, V.; Laakso, P.; Kuusisto, P.; Niemelä, J.; Laitinen, K. Plant Stanol Content 502 

Remains Stable during Storage of Cholesterol-lowering Functional Foods. Food 503 

Chemistry. 2016, 196, 1325-1330. 504 

31. Ansorena, D.; Barriuso, B.; Cardenia, V.; Astiasarán, I.; Lercker, G.; Rodriguez-Estrada, 505 

M.T. Thermo-oxidation of Cholesterol: Effect of the Unsaturation Degree of the Lipid 506 

Matrix. Food Chemistry. 2013, 141, 2757-2764. 507 

32. Rudzińska, M.; Przybylski, R.; Wąsowicz, E. Products Formed during Thermo-Oxidative 508 

Degradation of Phytosterols. Journal of the American Oil Chemists' Society. 2009, 86, 509 

651-662. 510 

 511 

 512 

 513 

Page 20 of 27

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp  Email: shafiur@squ.edu.om

International Journal of Food Properties

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review
 O

nly

21 

 

Table 1 Kinetic parameters for remaining β-sitosterol and β-sitosteryl esters enriched oil and 514 

emulsion throughout the accelerated oxidation test at 55°C 515 

  

 Sample 

  

Remaining β-sitosterol and β-sitosteryl ester
a
 

Bulk oil Emulsion 

k (day
-1

) R
2
 k (day

-1
) R

2
 

β-sitosterol 0.0099 0.9648 0.0085 0.9819 

Sito-C6 ester 0.0118 0.9819 0.0168 0.8613 

Sito-C12 ester 0.0147 0.9637 0.0147 0.7633 

Sito-C16 ester 0.0181 0.9052 0.0177 0.7612 

Sito-C18:1 ester 0.0202 0.9391 0.0244 0.8838 
 a

First order kinetic model corresponding to ��
�����

�����
= 	−��  516 

  

   517 

 518 

 519 

 520 

 521 

 522 

 523 

 524 

 525 

 526 

 527 

 528 

 529 

 530 

 531 

 532 

 533 

 534 

 535 

 536 

 537 

 538 

 539 

 540 

 541 

 542 

 543 

 544 

 545 

 546 

 547 

 548 

 549 

 550 

 551 
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Figure legends 553 

Fig. 1 Changes in hydroperoxide value (HPV) of β-sitosterol and its esters with different 554 

fatty acid chain lengths during incubation at 55°C for 35 days in bulk oil (A) and emulsion 555 

(B) model systems. The bars indicate standard deviation from triplicate determinations. 556 

Fig. 2 Changes in thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) of β-sitosterol and its 557 

esters with different fatty acid chain lengths during incubation at 55°C for 35 days in bulk oil 558 

(A) and emulsion (B) model systems. The bars indicate standard deviation from triplicate 559 

determinations. 560 

Fig. 3 Changes in p-Anisidine value (AnV) of β-sitosterol and its esters with different fatty 561 

acid chain lengths during incubation at 55°C for 35 days in bulk oil (A) and emulsion (B) 562 

model systems. The bars indicate standard deviation from triplicate determinations. 563 

Fig. 4 Changes in 7-ketositosterol content of β-sitosterol and its esters with different fatty 564 

acid chain lengths during incubation at 55°C for 35 days in bulk oil (A) and emulsion (B) 565 

model systems. The bars indicate standard deviation from triplicate determinations. 566 

Fig. 5 Changes in remaining percentage of β-sitosterol and its esters with different fatty acid 567 

chain lengths during incubation at 55°C for 35 days in bulk oil (A) and emulsion (B) model 568 

systems. The bars indicate standard deviation from triplicate determinations. 569 
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