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บทน�ำ: ข้าวเหนยีวด�ามปีรมิาณสารส�าคัญและสารออกฤทธิต้์านอนมุลูอิสระสงู การศึกษาครัง้นีม้วีตัถุประสงค์เพ่ือศึกษา 
 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดข้าวเหนียวด�าให้ได้สารสกัดที่มีปริมาณสารออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด  
 โดยค�านึงถึงความปลอดภัยของสารสกัดที่ได้ รวมถึงประสิทธิภาพและความคุ้มทุน
วิธีกำรศึกษำ: โดยท�าการทดลองศึกษาหาตัวท�าละลายที่เหมาะสมในการสกัด จากการใช้ตัวท�าละลายในการสกัด ๑๒ ชนิด 
 และวิเคราะห์ปริมาณ total phenolic compound, cyanidin 3-glucoside, total monomeric anthocyanin และ 
 ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay เปรียบเทียบกัน และศึกษาอัตรา 
 ส่วนระหว่างวัตถุดิบต่อตัวท�าละลายแล้วจึงศึกษาหาระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดตามล�าดับ
ผลกำรศึกษำ:  พบว่าการใช้ ๑%กรดไฮโดรคลอริก (1%HCl) ใน ๙๕%เอทานอล และ 10%HCl ใน ๙๕%เอทานอล จะได้ 
 สารสกดัทีม่ปีรมิาณสารส�าคัญและฤทธิต้์านอนมุลูอสิระมากทีสุ่ด จงึเลอืกใช้ 1%HCl ใน ๙๕% เอทานอล ศึกษา 
 ผลของอัตราส่วนระหว่างวตัถดุบิต่อตวัท�าละลายในการสกดัข้าวเหนยีวด�า โดยปรบัอัตราส่วนระหว่างวตัถดุบิ 
 ต่อตัวท�าละลายในการสกัดต่างๆ พบว่าการใช้อัตราส่วนระหว่างข้าวเหนียวด�า ๑ ส่วนต่อตัวท�าละลายตั้งแต่  
 ๕ ส่วนข้ึนไป จะได้ปริมาณสารส�าคัญออกมามากที่สุด ดังนั้นจึงเลือกใช้อัตราส่วน ๑:๕ มาท�าการทดลองต่อ  
 โดยแปรเวลาในการสกดั เพ่ือศึกษาผลของเวลาต่อปรมิาณสารส�าคัญทีไ่ด้ พบว่าเวลาทีเ่หมาะสมโดยใช้ 1%HCl  
 ใน ๙๕%เอทานอล อัตราส่วน ๑:๕ ในการสกัดข้าวเหนียวด�าคือ ตั้งแต่ ๒๔ ชั่วโมงขึ้นไป
วิจารณ์ และ สภาวะทีเ่หมาะสมในการสกดัข้าวเหนยีวด�า คือ ใช้ 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล อตัราส่วน ๑:๕ เวลานาน ๒๔ ช่ัวโมง  
สรุปผลกำรศึกษำ: ซึ่งผลการศึกษานี้อาจน�ามาใช้เป็นแนวทางในการก�าหนดสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดข้าวเหนียวด�าพ้ืนเมือง 
 ของไทยพันธุ์อื่นๆ เพื่อใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพในระดับอุตสาหกรรมต่อไป    
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บทน�ำ
 สายพันธุ์ข้าวไทยมีความหลากหลายทางพันธุกรรม 
เย่ือหุ้มเมล็ด (ผิวข้าวกล้อง) ของข้าวก็มีหลากหลายสี เช่น  
สเีหลืองนวล สีแดงถึงแดงเข้ม และสีม่วงถงึม่วงเข้มจนเกือบด�า 
และยังพบว่าข้าวทีม่เีย่ือหุม้เมล็ดสเีข้มมปีรมิาณสารส�าคัญและ
ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระสงูกว่าข้าวขาว๑ - ๔ สารสกดัจากร�าข้าวยงั
ม ีgamma-oryzanol และสารในกลุม่ tocopherols สารสทีีพ่บใน
ข้าวสีม่วง-ด�า ประกอบไปด้วยแอนโทไซยานิน มีคุณสมบัติใน
การต้านอนมุลูอสิระและยังมฤีทธิต้์านการอกัเสบ๕ - ๗ สารสกดั
จากข้าวสีม่วง-ด�าสามารถยับยั้งเอนไซม์ aldose reductase๘  

ลดระดบัน�า้ตาลในเลอืด๙ มฤีทธิป้์องกนัโรคหวัใจและหลอดเลอืด 
โดยเพ่ิมภาวะ antioxidant ในพลาสมาและยับย้ังปัจจัยที่
ท�าให้เกิดการอักเสบ๒ มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งลูคีเมีย 
ยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งปอด๑๐ ชะลอการเจริญของ 
เนือ้งอก๑๑ ข้าวเหนยีวด�าหรอืข้าวเหนยีวก�า่ (Oryza sativa L.) เป็น 
ข้าวเหนยีวพันธุพ้ื์นเมอืงชนดิหนึง่ สารสทีีพ่บ คือ แอนโทไซยานนิ 
ประกอบด้วยแอนโทไซยานินเดี่ยว ๔ ชนิด๑๒ คือ cyanidin  
dihexoside, cyanidin 3-glucoside, cyanidin hexoside และ peonidin  
3-glucoside ซึ่งแอนโทไซยานินหลักในข้าวเหนียวด�า คือ  
cyanidin 3-glucoside (ประมาณร้อยละ ๙๐ ของแอนโทไซยานนิ 
ทั้งหมด) และ peonidin 3-glucoside เป็นแอนโทไซยานินใน
ข้าวเหนียวด�าที่มีปริมาณมากรองลงมา (ประมาณร้อยละ ๖ 
ของแอนโทไซยานินทั้งหมด) และพบ cyanidin dihexoside 
ประมาณร้อยละ ๓ และ cyanidin hexoside ประมาณร้อยละ 
๑ จากการศึกษาการสกัดแอนโทไซยานิน พบว่าปริมาณของ
แอนโทไซยานินที่สกัดได้จะมากหรือน้อยข้ึนอยู่กับชนิดของ 
ตัวท�าละลาย๑๓ - ๑๕ อัตราส่วนระหว่างวัตถุดิบต่อตัวท�าละลาย
ที่ใช้ในการสกัด๑๖, ๑๗ ชนิดและปริมาณของกรดที่ใช้๑๘, ๑๙ และ
เวลาในการสกัด๑๓, ๒๐, ๒๑ เป็นต้น 

 เฉลิม และคณะ๒๒ ได้ศึกษาหาพันธุ์ข้าวเหนียวด�า 
พ้ืนเมืองของไทยที่มีปริมาณสารส�า คัญและฤทธิ์ต ้ าน 
อนุมูลอิสระดีที่สุด โดยเก็บรวบรวมตัวอย่างข้าวเหนียวด�า 
พ้ืนเมืองจ�านวน ๓๖ สายพันธุ ์ ทั้งจากภาคเหนือและ 
ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอื พบว่าข้าวเหนยีวด�าพันธ์ุ K-Entry 12 
เหนียวด�า จากขอนแก่น เป็นพันธุ์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระทั้ง 
วิธี DPPH radical scavenging assay และฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระวิธี lipid peroxidation assay ดีที่สุด นอกจากนี้ตัวอย่าง 
ข้าวเหนียวด�าพันธุ์ K-Entry 12 เหนียวด�า ยังมีปริมาณ total 
phenolic compound และ cyanidin 3-glucoside มากทีส่ดุด้วย 
อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานการศึกษาสภาวะในการสกัด 
ที่เหมาะสม ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพือ่ศกึษา
สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดข้าวเหนียวด�าพันธุ์ K-Entry  
12 เหนียวด�านี้ เพ่ือให้ได้สารสกัดที่มีปริมาณสารส�าคัญมาก
ที่สุด โดยค�านึงถึงความปลอดภัยของสารสกัด ประสิทธิภาพ
และความคุ้มทุน เป็นการพัฒนาต่อยอดงานวิจัยเพ่ือให้
สามารถน�าไปใช้ได้จริง โดยช่วยท�าให้สามารถก�าหนดสภาวะ
ที่เหมาะสมในการผลิต และการน�าไปใช้เป็นแนวทางในระดับ
อุตสาหกรรมเพ่ือใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพ
ต่อไปได้

วิธีกำรศึกษำ
ตัวอย่างข้าวเหนียวด�า
 ตัวอย่างข้าวเหนียวด�าพันธุ์ K-Entry 12 เหนียวด�า  
จากศูนย์วิจัยข้าวชุมแพ อ�าเภอชุมแพ จังหวัดขอนแก่น  
โดยมีนักวิชาการเกษตรเป็นผู ้จ�าแนกพันธุ ์ ลักษณะของ 
ต้นข้าวมีความสูงเฉลี่ย ๑๔๑ เซนติเมตร ใบมีสีเขียวและ 
ขอบใบมีสีม่วง มีจ�านวนรวงข้าวเฉลี่ย ๘ รวงต่อกอ ให้
ผลผลิตเฉล่ีย ๓๔๙ กโิลกรมัต่อไร่ เปลอืกข้าวมสีดี�าและเมลด็ 
ข้าวกล้องมสีม่ีวงด�า ความยาวของเมลด็ข้าวกล้องเฉล่ียประมาณ  
๐.๗ มิลลิเมตร (ดังรูปที่ ๑)
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๑. การทดลองหาตัวท�าละลายที่เหมาะสมในการสกัด
 การสกัดตัวอย่างข้าวเหนียวด�า โดยใช้ตัวท�าละลาย
ต่างๆ จ�านวน ๑๒ ชนิด คือ ๑) น�้า ๒) ๕๐%แอลกอฮอล์  
๓) ๙๕%แอลกอฮอล์ ๔) 0.1%HCl ในน�า้ ๕) 1%HCl ในน�า้ ๖) 10% 
HCl ในน�้า ๗) 0.1%HCl ใน ๕๐%แอลกอฮอล์ ๘) 1%HCl 
ใน ๕๐%แอลกอฮอล์ ๙) 10%HCl ใน ๕๐%แอลกอฮอล์ 
๑๐) 0.1%HCl ใน ๙๕%แอลกอฮอล์ ๑๑) 1%HCl ใน ๙๕% 
แอลกอฮอล์ และ ๑๒) 10%HCl ใน ๙๕%แอลกอฮอล์ จากนัน้ 
น�าสารสกัดที่ได้มาระเหยตัวท�าละลายออกไปโดยเทคนิค 
evaporator (vacuum dry) และท�าให้ได้สารสกัดหยาบด้วยวิธี 
freeze dry
๒. การทดลองหาอัตราส่วนระหว่างวัตถุดิบต่อตัวท�าละลาย
ในการสกัด
 ท�าการสกัดข้าวเหนียวด�า โดยใช้ตัวท�าละลายที่ดี
ที่สุดจากการวิเคราะห์ผลในข้อ ๑ แล้วปรับอัตราส่วนระหว่าง
วตัถดุบิต่อตวัท�าละลายในการสกดัต่างๆ คือ ๑:๒, ๑:๕, ๑:๑๐, 
๑:๒๕, ๑:๕๐ และ ๑:๑๐๐ ตามล�าดับ ในแต่ละอัตราส่วน
ท�าการสกัดจ�านวน ๓ ครั้ง สกัดเป็นเวลา ๑ ชั่วโมง
๓. การหาระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด
 ท�าการสกดัข้าวเหนยีวด�า ซึง่เลือกตวัท�าละลายและ
อัตราส่วนที่ดีที่สุดจากผลการทดลองที่ได้ข้างต้น มาท�าการ
ทดลองโดยแปรเวลาในการสกัด ๕ ระดับ คือ ๑๐ นาที,  
๑ ชั่วโมง, ๕ ชั่วโมง, ๒๔ ชั่วโมง และ ๗๒ ชั่วโมงตามล�าดับ 

๔. การวิเคราะห์ปริมาณ total monomeric anthocyanin ด้วย
วิธี pH-different method๒๓

 เตรยีมสารละลายตวัอย่าง ใน 0.025 M. potassium 
chloride buffer, pH 1.0 น�าไป scan หา λvis-max ด้วยเครื่อง  
spectrophotometer (absorbance < 1.2) หากสารละลาย
ตวัอย่างมคีวามเข้มข้นมาก ให้เจอืจางด้วย 0.025 M. potassium  
chloride buffer, pH 1.0 และเตรยีมสารละลายตวัอย่างใน 0.4 
M. sodium acetate buffer, pH 4.5 โดยเตรยีมให้มคีวามเข้มข้น 
ของสารตวัอย่างเท่ากนั ตัง้ทิง้ไว้ ๑๕ นาท ีน�าสารละลายตวัอย่าง
ทั้งสองไปวัดค่า absorbance ที่ λvis-max และที่ ๗๐๐ นาโนเมตร  
โดยใช้น�้ากลั่นเป็น blank ค�านวณหาปริมาณ monomeric  
anthocyanin จากสูตร
Monomeric anthocyanin (mg/liter) = (A x MW x DF x 1000) / (ε x 1)
เมื่อ A = absorbance of diluted sample ค�านวณจากสูตร 

 A = (Aλvis-max– A700)pH 1.0 – (Aλvis-max– A700)pH 4.5
 MW = molecular weight 
 DF = dilution factor (๐.๒ มิลลิเมตร เจือจางเป็น  
๓ มิลลิลิตร ค่า DF = 15)
	 ε = molar absorptivity 
 (ในกรณีของข้าวเหนียวด�านั้นใช้ค่าของ cyanidin 
3-glucoside คือ MW = 449.2 และ ε = 26,900) 

รูปที่ ๑ ตัวอย่างข้าวเหนียวด�าพันธุ์ K-Entry 12 เหนียวด�าจากศูนย์วิจัยข้าวชุมแพ
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๕. การวิเคราะห์ปริมาณ total phenolic compound๒๔

 วิเคราะห์ปริมาณ total phenolic compound ใน
ตวัอย่างด้วย Folin-Ciocalteu’s reagent โดยเตรยีมสารละลาย
สารตัวอย่างความเข้มข้น ๑๐๐ มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปต
สารละลายตัวอย่าง ๒๐ ไมโครลิตร ลงใน 96-well plate เติม 
Folin-Ciocalteu’s reagent ๑๐๐ ไมโครลิตร แล้วเติม sodium 
carbonate (๔๐ กรมัต่อลติร) ๘๐ ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไว้ ๓๐ นาที 
น�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น ๗๖๕ นาโนเมตร 
แล้วค�านวณหาปริมาณ total phenolic compounds เทียบจาก
กราฟมาตรฐานของ gallic acid (gallic acid equivalent, GAE)
๖. การวิเคราะห์ปริมาณ cyanidin 3-glucoside ด้วยเครื่อง
โครมาโตกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC)๒๕ โดยมี
สภาวะต่างๆ ดังนี้
 การวิเคราะห์ใช้เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวแบบ
สมรรถนะสูงของบริษัท Thermo Separation Products (TSP) 
รุ่น ConstaMetric 4100 สภาวะการแยกใช้คอลัมน์ชนิด C18 
(4.6 x 250 mm. (5 μm.) with guard column) ของบริษัท  
Phenomenex วฏัภาคเคลือ่นที ่คือ ๑๐% กรดฟอร์มกิ (A) และ
อะซโิตไนไตรล์ (B) โดยปรบัอตัราส่วนการไหลของสารละลาย 
A จากร้อยละ ๕ ไปทีร้่อยละ ๓๐ โดยปรมิาตร ในเวลา ๓๐ นาที  
ที่อัตราการไหล ๐.๘ มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรของสารที่ฉีด
เท่ากับ ๑๐ ไมโครลิตร และตรวจวัดสัญญาณค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น ๕๑๐ นาโนเมตร
๗. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระวิธี DPPH assay๒๖ 
 เตรียมสารละลายตัวอย่างและสารมาตรฐานโดย
ละลายใน methanol ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ ๑, ๑๐, ๕๐,  
๑๐๐ ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้ว ปิเปต สารตัวอย่างนี้  
(๑๐๐ ไมโครลิตร) ใส่ใน well plate เติม ๑๐๐ ไมโครลิตร 
DPPH (๒.๔ มิลลิกรัมต่อ ๑๐๐ มิลลิลิตร ใน methanol) 
ตั้งทิ้งไว้ที่ ๓๗ องศาเซลเซียส นาน ๓๐ นาที น�าไปวัดค่า 
absorbance ที่ ๕๑๗ นาโนเมตร ค�านวณหาค่า % Radical 
scavenging = (1-Asample/Ablank)/100 แล้วค�านวณหาค่า IC50 ด้วย
โปรแกรม Excel

๘. การวิเคราะห์ทางสถิติ
 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้วิธีการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบทางเดียว (One way analysis of variance)  
เมื่อพบความแตกต่างจะทดสอบความแตกต่างเป็นรายคู่ 
(Multiple comparisons) ด้วยวธิ ีDuncan’s new multiple range 
test (p < 0.05, DMRT)

ผลกำรศึกษำ
 จากผลการทดลองหาตัวท�าละลายที่เหมาะสมใน
การสกดัข้าวเหนยีวด�าพันธุ ์K-Entry 12 เหนยีวด�า โดยทดลอง
ใช้ตัวท�าละลายในการสกัด ๑๒ ชนิด ซึ่งจากการวิเคราะห์
ปรมิาณ total phenolic compound, cyanidin 3-glucoside, total  
monomeric anthocyanin และทดสอบฤทธิต้์านอนมุลูอสิระด้วย
วธิ ีDPPH assay พบว่าเมือ่ใช้ 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล และ 
10%HCl ใน ๙๕%เอทานอล เป็นตัวท�าละลายที่ดีที่สุดในการ
สกัด โดยพบปริมาณ total monomeric anthocyanin ๕๐๖.๐๔ 
± ๔.๔๕ และ ๕๑๑.๑๑ ± ๕.๗๘ ไมโครกรัมต่อกรัม (เมล็ด
ข้าว) ตามล�าดับ, total phenolic compound ๑.๕๒ ± ๐.๐๓ 
และ ๑.๕๒ ± ๐.๐๑ มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิค/กรัม 
(เมลด็ข้าว) ตามล�าดบั, cyanidin 3-glucoside ๔๔๘.๖๑ ± ๒.๐๖ 
และ ๔๔๒.๓๒ ± ๕.๑๕ ไมโครกรัมต่อกรัม (เมล็ดข้าว) ตาม
ล�าดบั ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระด้วยวธิ ีDPPH radical scavenging 
assay ค่า IC50 เท่ากับ ๓๔.๒๖ ± ๒.๓๗ และ ๓๕.๔๕ ± ๐.๘๓ 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิิตร ตามล�าดบั จากการวเิคราะห์ทางสถติิ
พบว่าปรมิาณ total phenolic compound, cyanidin 3-glucoside, 
total monomeric anthocyanin และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย
วธิ ีDPPH assay พบว่าสารสกดัทัง้ ๒ ชนดิ ไม่มคีวามแตกต่าง
อย่างมีนัยส�าคัญ ดังตารางที่ ๑
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 จากผลการทดลองหาอตัราส่วนระหว่างวตัถดุบิต่อตวั
ท�าละลายที่เหมาะสมในการสกัด โดยทดลองใช้ตัวท�าละลาย 
1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล อัตราส่วนต่างๆ ในการสกัด ดัง
ตารางที่ ๒ พบว่าการใช้อัตราส่วน ๑:๕ และ ๑:๑๐๐ จะ
ได้ปริมาณ total monomeric anthocyanin, total phenolic  

compound, cyanidin 3-glucoside และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH assay ดีที่สุด จากการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่า
ปริมาณสารส�าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดทั้ง  
๒ ชนิด ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ 

  การสกัด Total monomeric Total phenolic compound Cyanidin 3-glucoside DPPH assay 
   anthocyanin [μg/g (grain)] [mg GAE/g (grain)] [μg/g (grain)] (IC50, μg/ml)

 น�้า  ๓๑๐.๕๘ ± ๑.๐๕g ๐.๕๖ ± ๐.๐๔e ๒๒๗.๘๗ ± ๑.๑๓i > ๑๐๐
 ๕๐%แอลกอฮอล์ ๔๒๖.๔๒ ± ๘.๒๓d ๑.๔๒ ± ๐.๑๑bc ๓๘๐.๔๗ ± ๑.๐๔e ๔๖.๔๓ ± ๑.๙๖c

 ๙๕%แอลกอฮอล์ ๔๕๒.๒๐ ± ๑.๐๗c ๑.๔๖ ± ๐.๐๑b ๓๙๙.๑๕ ± ๒.๖๐d ๔๒.๓๐ ± ๒.๑๘b

 0.1%HCl ในน�้า ๓๒๘.๒๘ ± ๕.๑๐f ๐.๕๒ ± ๐.๐๓e ๒๕๖.๗๖ ± ๓.๘๑h > ๑๐๐
 1%HCl ในน�้า  ๓๓๑.๙๖ ± ๑.๐๘f ๐.๗๗ ± ๐.๐๐d ๒๙๐.๓๒ ± ๐.๐๒f ๘๘.๗๐ ± ๗.๕๔d

 10%HCl ในน�้า ๓๕๓.๒๔ ± ๐.๔๖e ๐.๘๐ ± ๐.๐๓d ๒๗๕.๐๓ ± ๕.๕๒g ๙๐.๘๐ ± ๔.๖๐d

 0.1%HCl ใน ๕๐%แอลกอฮอล ์ ๔๕๕.๑๙ ± ๔.๒๒c ๑.๔๔ ± ๐.๐๒b ๔๑๒.๓๒ ± ๖.๐c ๔๓.๖๗ ± ๓.๔๑bc

 1%HCl ใน ๕๐%แอลกอฮอล์ ๔๘๗.๐๘ ± ๖.๙๔b ๑.๔๑ ± ๐.๐๒c ๔๒๐.๙๐ ± ๗.๑๗c ๔๐.๙๔ ± ๔.๖๖b

 10%HCl ใน ๕๐%แอลกอฮอล์ ๔๙๔.๑๓ ± ๓.๐๕b ๑.๔๒ ± ๐.๐๔bc ๔๑๘.๕๘ ± ๖.๓๓c ๓๘.๒๙ ± ๒.๕๓b

 0.1%HCl ใน ๙๕%แอลกอฮอล์ ๔๙๐.๐๗ ± ๒.๓๒b ๑.๕๐ ± ๐.๐๑a ๔๓๐.๔ ± ๐.๕๕b ๔๐.๕๑ ± ๑.๓๘b

 1%HCl ใน ๙๕%แอลกอฮอล์ ๕๐๖.๐๔ ± ๔.๔๕a ๑.๕๒ ± ๐.๐๓a ๔๔๘.๖๑ ± ๒.๐๖a ๓๔.๒๖ ± ๒.๓๗a

 10%HCl ใน ๙๕%แอลกอฮอล์ ๕๑๑.๑๑ ± ๕.๗๘a ๑.๕๒ ± ๐.๐๑a ๔๔๒.๓๒ ± ๕.๑๕a ๓๕.๔๕ ± ๐.๘๓a

ตารางที่ ๑ ผลการทดลองหาชนิดของตัวท�าละลายที่เหมาะสมในการสกัดข้าวเหนียวด�า

ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ (p < 0.05, DMRT)

 อัตราส่วนของ Total monomeric anthocyanin Total phenolic compound DPPH assay Cyanidin 3-glucoside
 วัตถุดิบต่อตัวท�าละลาย [μg/g (grain)] [mg GAE/g (grain)] (IC50, μg/ml) [μg/g (grain)]

 ๑ : ๒ ๕๓๕.๑๓ ± ๓.๒๘b ๑.๕๒ ± ๐.๐๐b ๓๖.๔๐ ± ๒.๐๙c ๔๒๖.๑๕ ± ๕.๐๘c

 ๑ : ๕ ๕๔๐.๔๐ ± ๑.๗๔a ๑.๕๘ ± ๐.๐๑a ๓๐.๑๕ ± ๐.๐๕a ๔๔๒.๐๗ ± ๒.๒๒a

 ๑ : ๑๐ ๕๔๔.๑๓ ± ๓.๐๕a ๑.๕๖ ± ๐.๐๓a ๒๙.๑๒ ± ๑.๐๒a ๔๓๖.๑๕ ± ๑.๓๙b

 ๑ : ๒๕ ๕๔๓.๒๕ ± ๕.๐๐a ๑.๕๖ ± ๐.๐๑a ๓๒.๓๗ ± ๒.๒๔bc ๔๓๕.๘๐ ± ๕.๖๑bc

 ๑ : ๕๐ ๕๓๖.๗๗ ± ๐.๘๕b ๑.๕๘ ± ๐.๐๑a ๒๘.๕๖ ± ๐.๗๘a ๔๓๔.๓๖ ± ๔.๔๒bc

 ๑ : ๑๐๐ ๕๔๑.๐๑ ± ๒.๔๓a ๑.๕๗ ± ๐.๐๑a ๓๐.๓๐ ± ๐.๔๓a ๔๓๗.๙๘ ± ๐.๘๘abc

ตารางที่ ๒ แสดงผลของการใช้อัตราส่วนระหว่างวัตถุดิบต่อตัวท�าละลายในการสกัด

ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ (p < 0.05, DMRT)
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 ผลการทดลองหาเวลาที่ เหมาะสมในการสกัด  
ข้าวเหนียวด�าพันธุ์ K-Entry 12 เหนียวด�า โดยทดลองใช้ตัว 
ท�าละลาย 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล อัตราส่วน ๑:๕  
โดยแปรเวลาในการสกัด ดังตารางที่ ๓ พบว่าเมื่อเวลาใน
การสกัดเพ่ิมข้ึนปริมาณแอนโทไซยานินที่สกัดได้จะเพ่ิมข้ึน  
แต่เมื่อใช้เวลาที่ ๒๔ ช่ัวโมง และ ๗๒ ช่ัวโมง จะได้ปริมาณ 

total monomeric anthocyanin, total phenolic compound, 
cyanidin 3-glucoside และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
assay ไม่ต่างกนั จากการวเิคราะห์ทางสถติพิบว่าปรมิาณสาร
ส�าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดทั้ง ๒ ชนิด ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ 

วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
 จากผลการทดลองพบว่าการใช้เอทานอลจะมี
ประสิทธิภาพการสกัดแอนโทไซยานินสูงกว่าการใช้น�้า และ
เมื่อใช้ร่วมกับสารละลายกรด HCl ในเอทานอลแล้วจะท�าให้
ประสิทธิภาพการสกัดสูงข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 
Perez-Jimenez และ Saura-Calixto๑๓; Chiriboga และ Francis๑๔  

แต่จากการศึกษาของสุภาพรรณ และอรไท๑๕ ได้เปรียบเทียบ
กันระหว่างแอลกอฮอล์ ๓ ชนิด พบว่า 1%HCl ใน เมทานอล  
จะมีประสิทธิภาพในการสกัดดีที่สุด รองลงมาได้แก่ 1%HCl 
ใน เอทานอล และ 1%HCl ใน บิวทานอล ตามล�าดับ  
แต่ถ้าต้องการน�าใช้ไปในอาหาร เอทานอลจะได้รบัความนยิม 
มากกว่า เมทานอล เนื่องจากจะมีปริมาณสารที่ตกค้าง 
ในผลติภณัฑ์สดุท้ายน้อยกว่า อีกทัง้ เมทานอล มคีวามเป็นพิษ
สงูกว่าแม้จะตกค้างอยู่ในปรมิาณเพียงเลก็น้อยกต็าม ดงันัน้จงึ
เลือกใช้ 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล (ซึ่งมีความปลอดภัยและ
ราคาถูกกว่า) มาเป็นตัวท�าละลายในการศึกษา

 จากผลการทดลองหาอัตราส่วนระหว่างวัตถุดิบ
ต่อตัวท�าละลายที่เหมาะสมในการสกัด โดยทดลองใช้ตัว 
ท�าละลาย 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอลอัตราส่วนต่างๆ ใน 
การสกดั พบว่าการใช้อตัราส่วน ๑:๕ และ ๑:๑๐๐ จะได้ปรมิาณ
สารส�าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay  
ดีที่สุด จากการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าสารสกัดทั้ง ๒ ชนิด 
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ การพิจารณาเลือก
อัตราส่วนที่เหมาะสม คือ ปริมาณสารส�าคัญและฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารที่สกัดได้ จ�านวนครั้งในการสกัดและปริมาตร
รวมของตัวท�าละลายที่ใช้ ดังนั้นจึงเลือกใช้ 1%HCl ใน 
๙๕%เอทานอลอัตราส่วน ๑:๕ (มีปริมาตรรวมน้อยกว่าการใช้
อตัราส่วน ๑:๑๐๐) ซึง่ใช้พลังงานในการระเหยเอาตวัท�าละลาย 
ออกน้อยกว่า 
 ผลการทดลองหาเวลาที่ เหมาะสมในการสกัด  
ข้าวเหนียวด�าพันธุ์ K-Entry 12 เหนียวด�า โดยทดลองใช้ตัว 
ท�าละลาย 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล อัตราส่วน ๑:๕  

 เวลาที่ใช้สกัด Total monomeric anthocyanin Total phenolic compound DPPH assay Cyanidin 3-glucoside
  [μg/g (grain)] [mg GAE/g (grain)] (IC50, μg/ml) [μg/g (grain)]

 ๑๐ นาที ๓๒๙.๙๔ ± ๑๐.๓๖d ๑.๑๐ ± ๐.๐๔d ๔๑.๐๙ ± ๔.๑๘d ๒๗๒.๓๐ ± ๑๐.๘๗e

 ๑ ชั่วโมง ๔๑๓.๕๔ ± ๗.๐๔c ๑.๑๘ ± ๐.๐๑c ๓๕.๖๐ ± ๒.๕๔c ๓๖๗.๒๔ ± ๓.๑๐d

 ๕ ชั่วโมง ๔๔๔.๘๓ ± ๐.๐๘b ๑.๓๓ ± ๐.๐๒b ๓๑.๕๕ ± ๐.๘๒b ๔๐๐.๙๔ ± ๗.๗๖c

 ๒๔ ชั่วโมง ๕๕๗.๖๖ ± ๓.๒๑a ๑.๕๕ ± ๐.๐๐a ๒๖.๑๑ ± ๒.๓๕a ๔๔๘.๐๕ ± ๑.๕๓a

 ๗๒ ชั่วโมง ๕๔๓.๓๙ ± ๑.๒๖b ๑.๕๕ ± ๐.๐๒a ๒๗.๐๔ ± ๒.๒๘a ๔๓๘.๗๕ ± ๐.๕๒b

ตารางที่ ๓ แสดงผลของเวลาต่อปริมาณสารส�าคัญที่สกัดได้

ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรแตกต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ (p < 0.05, DMRT)
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โดยแปรเวลาในการสกัด พบว่าเมื่อใช้เวลาในการสกัดเพ่ิมข้ึน 
ปริมาณแอนโทไซยานินที่สกัดได้จะเพ่ิมข้ึน สอดคล้องกับ
รายงานของ Chiriboga และ Francis๑๔ แต่เมือ่ใช้เวลาที ่๒๔ ช่ัวโมง  
และ ๗๒ ชั่วโมง พบว่าปริมาณสารส�าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระของสารสกัดทั้ง ๒ ชนิด ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัย
ส�าคัญ ดงันัน้จงึเลือกใช้ 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอลอตัราส่วน 
๑:๕ และสกัดเป็นเวลา ๒๔ ช่ัวโมง ซึ่งจะใช้เวลารวมทั้งหมด
ในการสกัดน้อยกว่า
 อย่างไรก็ตามหากค�านึงถึงความปลอดภัยของสาร
สกัด การใช้กรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้นสูงๆ ในการสกัด 
จะท�าให้มีปริมาณกรดที่หลงเหลืออยู่มากในสารสกัดที่ได้หลัง
จากที่ระเหยเอาสารละลายออกไปแล้ว ซึ่งการระเหยเอากรด 
ออกท�าได้ค่อนข้างยาก หากน�าสารสกดันีไ้ปผสมกบัผลติภณัฑ์
ต่างๆ โดยตรงอาจท�าให้เกดิพิษจากกรดได้ ดงันัน้จงึควรท�าให้ 
เป็นกลาง (neutralize) หรือปรับลดความเข้มข้นของกรดลงมา
โดยใช้สารละลายด่างที่เหมาะสมก่อนที่จะน�าไปใช้ และหาก
น�าวิธีการนี้ไปใช้ในระดับอุตสาหกรรมจริง เมื่อมีกรดมากก็
ต้องใช้สารละลายด่างจ�านวนมากเช่นกัน และผลที่ได้ก็คือ
จะเกิดเกลือของกรดและด่างนั้นจ�านวนมากไปด้วย ดังนั้น
การใช้ 0.1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล สกัดข้าวเหนียวด�าแทน 
1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล เพ่ือลดปรมิาณกรดไฮโดรคลอรกิ  
ลงก็เป็นทางเลือกหนึ่งซึ่งจากรายงานการวิจัยของ Liu และ
คณะ๒๗, Rattanachaisit และ Kongkiattikajorn๒๘, นวลพรรณ 
และคณะ๒๙, Oancea และคณะ๓๐ และ Vanini และคณะ๓๑ ที่มี
การใช้ 0.1%HCl ในแอลกอฮอล์สกัดแอนโทไซยานินและสาร
ส�าคัญต่างๆ เช่นกัน ทั้งนี้จากผลการทดลองในตารางที่ ๑ จะ
เห็นว่า สารสกัดที่ได้จากการใช้ 0.1%HCl ใน ๙๕%เอทานอล 
นั้นได้ปริมาณสารส�าคัญต่างๆ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน้อย
กว่าการใช้ 1%HCl ใน ๙๕%เอทานอลเพียงเล็กน้อยเท่านั้น
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Abstract
Study on appropriate methods for extraction of antioxidant compounds from black glutinous rice 
Chalerm Jansom*, Ekasith Skulkhu**, Vanida Jansom*, Nusiri Lerdvuthisopon***, Kornkarn Bhamarapravati***

 * Research Administrative Office, Faculty of Medicine, Thammasat University
  ** Udon Thani Rice Research Center, Amphur Kut chap, Udon Thani 
 *** Department of Preclinical Science, Faculty of Medicine, Thammasat University 
Introduction: Black glutinous rice has high chemical constituents and antioxidant compounds. This research aimed to  
 determine appropriate extraction method of black glutinous rice for highest antioxidant compounds of the  
 crude extract. The method was considered on low cost, safety and efficiency condition. 
Method: Black glutinous rice was extracted with 12 solvents. Total phenolic compound, total monomeric  
 anthocyanin, cyanidin 3-glucoside and antioxidant activities determined by DPPH radical scavenging assay  
 of the crude extracts were measured.
Result:  The extraction with 1%hydrochloric acid (1%HCl) in 95%ethanol and 10%HCl in 95%ethanol were  
 significantly highest chemical constituents and antioxidant activities. This solvent (1%HCI in 95%ethanol)  
 was selected to study for black glutinous rice and solvent ratio. The result found that black glutinous rice  
 and its solvent ratio was 1:5 or more solvent gave the high chemical constituents and antioxidant activity.  
 The extraction time was also studied with 1%HCl in 95%ethanol as a solvent and ratio as 1:5. The  
 appropriate time was 24 hours or more for extraction of this condition.
Discussion The appropriate extraction method of black glutinous rice was 1%HCl in 95% ethanol as a solvent and  
and Conclusion: ratio as 1:5 for 24 hours. This data was an alternative condition for black glutinous rice Thailand local  
 genotypes extraction for using as ingredients in nutraceuticals in manufacture industry.  
Key words:  Black glutinous rice, Phenolic compound, Antioxidant


