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ชีวภาพมีประสิทธ์ิภาพในการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชนัในเซลลป์ระสาท SH-SY5Y  
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Rice bran bioactive compounds have nutritional- rich value, such as antioxidant 

properties, anti-carcinogenic properties and in particular, to protect against neurodegenerative 
diseases. Therefore, this study aims to increase the added value of rice bran using hydrothermal 
treatment with ultrasonic-assisted extraction.  Moreover, the efficiency of the extraction using 
two different organic solvents was studied.  Subsequently, the chemical properties of extracts 
were evaluated by Folin-Ciocaltue assay, DPPH radical scavenging activities, gamma-oryzanol 
quantitative analysis and %viability of the SH_SY5Y cell line was also determined by MTT assay. 
The results showed that ultrasonic-assisted extraction using hydrothermal treatment with and 
ethanol as a solvent had the highest concentration of bioactive compounds.  The phenolic 
content was 3.21 mg GAE/g.  The efficiency to inhibit DPPH radical EC50 was 0.53 mg/mL, 
gamma-oryzanol content was 12.98 mg/g of extract and % viability of  SH_SY5Y cell line was 
79.13%. Thus, the extraction method using ultrasonic-assisted hydrothermal treatment is one of 
the most effective techniques for extracting rice bran bioactive compounds.  The extracts also 
provided the ability to reduce oxidative stress in the SH-SY5Y cell line. 

 
Keyword : Rice Bran, Bioactive Compounds, Hydrothermal Treatment, Ultrasoni-assisted 
Extraction, SH-SY5Y Cell Line, Oxidative Stress 
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บทที ่1 

บทน า 
 

ภูมิหลัง 
ร  าขา้วเป็นผลพลอยไดจ้ากการขดัสีท่ีมกัน าไปผลิตเป็นอาหารสตัวแ์ละน าไปผลิตเป็น

น า้มนับริโภค ในร  าขา้วประกอบไปดว้ยสารอาหารท่ีมีคณุประโยชนต์อ่ร่างกาย ไดแ้ก่ ไขมนั 12% 

โปรตีน 11% คารโ์บไฮเดรต 45% และ ไฟเบอร ์14% นอกจากนี้ในร  าขา้วยังพบสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพ (bioactive compound)ไดแ้ก่ phenolic acid และ -oryzanol ในปริมาณมากกวา่พืชผกั 

ผลไม ้ถั่ว และผลไมแ้หง้ชนิดอ่ืนๆ (Wu et al., 2004) ดงันั้นการสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  า

ขา้วเพ่ือน าไปใชป้ระโยชนเ์ป็นอาหารเสริมหรือทางดา้นการแพทยจ์ึงเป็นการช่วยเพ่ิมมลูค่าแก่ร  า

ขา้ว 

สารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีกล่าวข้างต้นเป็นสารเมทาบอไลท์ทุติยภูมิ  (secondary 

metabolites) ท่ีพืชสรา้งขึน้มาเพ่ือใชใ้นการเจริญเติบโต ปกป้องเนือ้เย่ือพืชจากรงัสีอลัตราไวโอเลต 

ป้องกันแมลงศตัรูพืช (Galanakis, 2017)  ซึ่งจากการศึกษาพบว่าสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีสกดัจาก

ร  าขา้ว ไดแ้ก่ phenolic acid และ -oryzanol มีสว่นช่วยในการ ลดความเสี่ยงตอ่การเป็นโรคหวัใจ 

ตา้นการอกัเสบ ตา้นโรคมะเรง็ ตา้นโรคความดนัโลหิต และช่วยป้องกนัโรคสมองเสื่อมและโรคอลั

ไซเมอร ์เป็นตน้ (Ausman, Rong, & Nicolosi, 2005; Berger et al., 2005; Ismail et al., 2014; 

นิภาพร ชนะคช, 2560; ปภาวดี คล่องพิทยาพงษ์, รุง้ตะวัน สภาพผล, วรอนงค ์พฤกษากิจ, & 

พรรณนารี ชยัวิชตัิ, 2011) และนอกจากนีย้งัมีการศกึษาเก่ียวกบัการใชส้ารสกดัจากร  าขา้วในการ

ทดลองกบัเซลลป์ระสาท SH-SY5Y ซึ่งไดจ้ากการผา่ตดัเนือ้เย่ือบริเวณไขกระดกูท่ีไดร้บัการยอมรบั

ว่ามีคุณลักษณะท่ีคลา้ยคลึงกับเซลลป์ระสาทของมนุษย์และไดร้ับการยอมรับในการใช้เป็น

แบบจ าลองในการทดสอบกบัเซลลป์ระสาทของมนษุย ์(Frota Junior et al., 2011) โดยในงานวิจยั

ไดม้ีการใชส้ารสกัดจากร  าขา้วท่ีเรียกว่า oryzanol-rich fraction ในการทดลองกับเซลลป์ระสาท 

SH-SY5Y พบวา่สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีนท่ีใชต้า้นอนมุลูอิสระ และลดการแสดงออกของ

ยีนท่ีเหน่ียวน าใหเ้ซลลเ์กิดการตายแบบอะพอพโตซิส ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของยีนกลุ่มชนิดนีช้่วย

เพ่ิมอตัราการรอดชีวิตใหก้บัเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y ท่ีถกูเหน่ียวน าใหเ้กิดการตายดว้ย 



  2 

H2O2 (Ismail et al., 2014) รวมถึงมีการศึกษาท่ีไดใ้ชส้ารสกัดจากร  าขา้วท่ีมีสารรงคว์ตัถุสงู เช่น 

ขา้วหอมนิล ซึ่งมีสารจ าพวก anthocyanin, flavonoid, phenolic acid และ -oryzanol  โดยสาร

ดังกล่าวเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิสูงในการยับยั้งอนุมูลอิสระจ าพวกอนุพันธ์ของออกซิเจนท่ีว่องไว 

(Reactive Oxygen Species; ROS) ท าใหส้ามารถลดการตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-

SY5Y (Vargas et al., 2018)  ดงันั้นจะเห็นไดว้่าสารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้ว มีคณุสมบัติทาง

การแพทยใ์นการป้องกนัโรคความเสื่อมถอยของเซลลป์ระสาท 

โดยทั่วไปกระบวนการสกดัเพ่ือใหไ้ดม้าซึ่งสารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้วมีดว้ยกนัหลาย

วิธี เช่น การสกัดโดยใชต้วัท าละลาย (conventional solvent extraction) การสกัดแบบซอกเลท 

(soxhlet extraction) และการสกดัโดยใชข้องไหลย่ิงยวด (supercritical fluid extraction) เป็นตน้

(Dunford & King, 2000 ; Imsanguan et al. , 2008 ; Wongwaiwech, Weerawatanakorn, 

Tharatha, & Ho, 2019) ซึ่งวิธีท่ีใชใ้นการสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วอย่างแพรห่ลายคือ

การใชต้วัท าละลาย เน่ืองจากเป็นวิธีการท่ีง่าย ไม่ยุ่งยาก แต่ขอ้จ  ากัดของวิธีดงักล่าวคือรอ้ยละ

ผลไดข้องการสกัดนอ้ย นอกจากนีก้ารใชก้ารสกัดดว้ยตวัท าละลาย พบว่าปริมาณของสารออก

ฤทธ์ิชีวภาพท่ีสกัดออกมาขึน้อยู่กับชนิดของตวัท าละลาย โดยในการศึกษาเก่ียวกบัการใชต้วัท า

ละลายตา่งชนิดกนัในการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพพบวา่ phenolic acid สามารถสกดัออกมาไดด้ี

ดว้ยการใชต้วัท าละลายขัว้สงู เช่น methanol เป็นตน้ ส่วน -oryzanol สามารถสกัดออกมาไดด้ี

ในตัวท าละลายขั้วต  ่า เช่น Hexane และ D- limonene เป็นต้น (Peanparkdee, Yamauchi, & 

Iwamoto, 2018) ดังนั้นจึงมีการศึกษาเก่ียวกับการใช้ความร้อนในการช่วยสกัด (thermal 

treatment) เพ่ือช่วยลดขอ้จ ากัดท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้ โดยการใหค้วามรอ้นแก่ร  าขา้ว เช่น การอบ

ดว้ยลมรอ้น การนึ่ง การอบดว้ยหมอ้นึ่งแรงดนั การใหค้วามรอ้นแบบโอมมิ่ง และการใหค้วามรอ้น

ดว้ยคลื่นไมโครเวฟ พบว่าสามารถเพ่ิมรอ้ยละผลไดจ้ากการสกัด และเพ่ิมปริมาณของสารออก

ฤทธ์ิชีวภาพ (Min, McClung, & Chen, 2014; Nair et al., 2014; Özkaya, Turksoy, Özkaya, & 

Duman, 2017 ; Ruen-ngam, Thawai, & Sukonthamut, 2016 ; Tabaraki & Nateghi, 2011) 

นอกจากนีก้ารใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal ดว้ยการใชห้มอ้นึ่งความดนั (autoclave) เป็นการ

ใชไ้อน า้รอ้นอณุหภมิูสงูเป็นตวัพาสารออกฤทธ์ิชีวภาพออกจากร  าขา้ว และไอน า้ท่ีมีความดนัสงูยัง
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ช่ วยท า ให้ เ ซลล์ของร  าข้าว แตกออกก่ อนน า ไปสกัดด้วยตัวท าละลายผสมระหว่าง 

Acetone:Water:Acetic acid ในอตัราส่วน 70:29.5:0.5 พบว่าปริมาณของสารตา้นออกซิเดชัน

ชนิดละลายไดใ้นไขมนัมีปริมาณมากกว่าการสกัดดว้ยการตวัท าละลายแบบดัง้เดิม (Min et al., 

2014) และยังมีรายงานว่าการใชค้ลื่น ultrasound ร่วมกับการสกัดดว้ยตวัท าละลายแบบดัง้เดิม 

สามารถเพ่ิมปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วเม่ือเทียบกับการสกัดดว้ยการใชต้วัท า

ละลายเพียงอย่างเดียว(Tabaraki & Nateghi, 2011) 

จากการศึกษาขา้งตน้จึงเป็นเหตผุลใหผู้วิ้จัยสนใจท าการพัฒนาการสกัดสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพจากร  าขา้วโดยใชห้มอ้นึ่งความดนัในการใหค้วามรอ้นแก่ร  าขา้วแบบ hydrothermal รว่มกบั

การใชค้ลื่น ultrasound  ก่อนการน าไปสกดัดว้ย ethanol และ  ethylacetate  เพ่ือศึกษาการเพ่ิม

ปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพ โดยท าการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณของสารตา้นออกซิเดชนัในกลุม่

phenolic acid ดว้ยการทดสอบ Folin-Ciocalteu เปรียบเทียบฤทธ์ิการยับยั้งอนุมลูอิสระ DPPH 

และศกึษาฤทธ์ิการยบัยัง้การตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y โดยวิธีการทดสอบเอ็มที

ที (MTT assay) จากสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีสกัดจากร  าขา้วพันธุ ์กข 105 เน่ืองจากเป็นขา้วท่ีคน

ไทยนิยมบริโภคและส่งออก ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงเป็นการน าร  าขา้วมาเพ่ิมมูลค่าทางเศรษฐกิจ 

รวมถึงไดส้ารสกดัท่ีสามารถน าไปใชป้ระโยชนท์างดา้นการแพทย ์และเป็นอาหารเสริมท่ีมีฤทธ์ิใน

การตา้นออกซิเดชนัและสามารถป้องกนัโรคความเสื่อมถอยของระบบประสาท 
 

ความมุ่งหมายของงานวจิยั 

1. เพ่ือพัฒนากรรมวิธีสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วดว้ยการให้ความรอ้นแบบ 

hydrothermal รว่มกบัการใชค้ลื่น ultrasound ในตวัท าละลายท่ีตา่งกนั 

2. เพ่ือเปรียบเทียบผลจากการใชส้ารสกัดจากร  าขา้วท่ีสกัดดว้ยการใหค้วามร้อนและ  

ตวัท าละลายท่ีแตกตา่งกนัในการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชนัในเซลลป์ระสาท SH-SY5Y 
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ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ 

1. เทคนิคการสกดัท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพ 

2. สารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีสกดัจากร  าขา้วมีสว่นช่วยในการป้องกนัโรคความเส่ือมถอยของ

ระบบประสาท 
 

ขอบเขตของการวจิัย 

งานวิจัยนีศ้ึกษาวิธีสกัดทางเคมี วิเคราะหเ์ชิงปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพในสาร

สกดัจากร  าขา้ว และศกึษาฤทธ์ิการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชนัในเซลลป์ระสาท SH-SY5Y โดยมี

ขอบเขตการศกึษาดงันี ้

1. การสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วดว้ยการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal 

รว่มกบัการใชค้ลื่น ultrasound  

ตวัแปรตน้: วิธีการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้ว และการใชช้นิดของตวัท า

ละลายท่ีตา่งกนั 

ตัวแปรตาม:  ได้แก่  ปริมาณ phenolic acid, ฤทธ์ิการยับยั้งอนุมูลอิสระ 

DPPH และปริมาณ -oryzanol  

2. การตา้นภาวะเครียดออกซิเดชนัในเซลลป์ระสาท SH-SY5Y 

ตัวแปรตน้: รูปแบบการให้ความรอ้นในการสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพ ตัวท า

ละลายท่ีใชใ้นการสกดั และความเขม้ขน้ของสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีสกดัจากร  าขา้ว 

ตวัแปรตาม: รอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลป์ระสาท SH-SY5Y 
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บทที ่2 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

ในการศึกษาการสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าข้าวด้วยการให้ความร้อนแบบ 

hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น ultrasound ในการป้องกันภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลล์

ประสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y ผูวิ้จยัไดศ้กึษาเอกสารดงันี ้

ขา้ว กข 105 

- สว่นประกอบของขา้ว 

- ร  าขา้ว 

- องคป์ระกอบทางเคมีของร  าขา้ว 

สารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้ว 

- Phenolic acid 

- -oryzanol  

การสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้ว 

- การสกดัดว้ยวิธีดัง้เดิม 

- การสกดัโดยการใหค้วามรอ้น 

- ตวัท าละลายในการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้ว 

การวิเคราะหส์ารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้ว 

- การทดสอบ Folin-Ciocalteu 

- การทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH 

- การวิเคราะหป์ริมาณแกมาออริซานอลดว้ยเทคนิค HPLC 

การทดสอบการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชนัในเซลลป์ระสาท 

- เซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y 

- การทดสอบเอม็ทีที 
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ข้าว กข 105 
ขา้ว เป็นพืชท่ีท ารายไดใ้หก้ับประเทศไทยปีละหลายพันลา้นบาท ซึ่งปี พ.ศ. 2561 นั้น

ประเทศไทยไดท้  าการสง่ออกขา้วถึง 11.1 ลา้นตนั คิดเป็นมลูคา่กวา่ 9.4 พนัลา้นบาท (กรมการคา้

ต่างประเทศ, 2018; ส านักคณะกรรมการตรวจขา้วสภาหอการคา้แห่งประเทศไทย , 2018) โดย

ขา้ว กข 105 จดัเป็นขา้วท่ีมีราคาเฉล่ียตอ่ตนัสงูท่ีสดุอยู่ท่ี 1,133 เหรียญสหรฐัตอ่ตนั ขา้ว กข 105 

มีลกัษณะพิเศษท่ีแตกต่างจากขา้วในสายพันธุ์อ่ืนคือเมื่อน ามาหุงจะมีกลิ่นหอม และเมล็ดขา้ว

เหนียวนุ่ม ขา้ว กข 105 จึงไดร้บัความนิยมในหมู่ของผูบ้ริโภค และรฐับาลจึงสนบัสนุนใหช้าวนา

ปลูกขา้ว กข 105 เพ่ือการส่งออกและบริโภคภายในประเทศ (วิไลภรณ์ ชนกน าชัย, 2559, 6 

มิถนุายน) 

 

ส่วนประกอบของข้าว 

                                                            

(ก)                                                                (ข) 

ภาพประกอบ 1 แสดงสว่นประกอบตน้ขา้ว(ก) และสว่นประกอบของเมลด็ขา้ว(ข) 

ท่ีมา: http://www.chiangraifocus.com  

ตน้ขา้ว (ภาพประกอบ 1ก) ประกอบดว้ย 2 สว่นส าคญัไดแ้ก่ เมลด็ขา้ว (rice seed) และ

ฟางขา้ว (rice straw) โดยส่วนของเมล็ดขา้วจะเป็นส่วนท่ีถูกเก็บผ่านการเก็บหรือเก่ียวขา้วของ

ชาวนา เพ่ือน าไปสู่กระบวนการกะเทาะเปลือกขา้วและขดัสีเพ่ือใหไ้ดข้า้วขาว เมื่อเก็บเก่ียวขา้ว

แลว้จะไดเ้มล็ดขา้ว (rice seed) (ภาพประกอบ 1ข) ท่ีมีส่วนประกอบไดแ้ก่ แกลบ (rice husk) 

ฟางขา้ว (Rice straw) 

เมลด็ขา้ว (Rice seed) 
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จมกูขา้ว (rice germ) ร  าขา้ว (rice bran) และเมล็ดขา้ว (rice grain) โดยก่อนจะไดเ้มล็ดขา้วท่ี

น าไปใชร้บัประทานเมลด็ขา้วจะถกูน าผา่นกระบวนการกะเทาะเพ่ือน าเปลือกขา้วออก ขา้วท่ีไดจ้ะ

ถูกเรียกว่าขา้วกลอ้ง (brown rice) ซึ่งจะประกอบไปดว้ยจมกูขา้ว ร  าขา้ว และเมล็ดขา้ว จากนัน้

สว่นท่ีเหลือซึ่งจะถกูน าไปขดัสีสว่นท่ีเป็น จมกูขา้ว และร  าขา้ว เพ่ือใหไ้ดข้า้วสารส าหรบัการบริโภค 

(Peanparkdee & Iwamoto, 2019) 

ร าข้าว 
ร  าขา้ว คือหนึ่งในเย่ือหุม้ผิวของเมลด็ขา้วกลอ้งท่ีถูกขดัสีออกเมลด็ขา้ว โดยสว่นของ

ร  าขา้วประกอบดว้ยชั้นแอลิวโรน (aleurone layer) ชั้นในเย่ือโปร่งใส (nucellus) เปลือกเมล็ด 

(seed coat) และผนังผล (pericarp) ดังภาพประกอบ 2 โดยทั่ วไปร  าข้าวมีประมาณ  10%  

ของน ้าหนักข้าวเปลือกทั้งหมด (Zullaikah, Lai, Vali, & Ju, 2005) ถูกแบ่งออกเป็น  2 ส่วน  

ไดแ้ก่ (1)ร  าหยาบหรือร  าขา้วกลอ้ง เป็นร  าขา้วท่ีไดจ้ากการสีขา้วเปลือกใหเ้ป็นขา้วกลอ้ง ร  าหยาบ

เป็นสว่นผสมของแกลบ (husk) กบัเนือ้เย่ือชัน้นอกของขา้วกลอ้ง เป็นสว่นท่ีมีเสน้ใยสงูแตป่ริมาณ

น า้ตาลต  ่า และ (2)ร  าละเอียดหรือร  าขา้วขาว ไดจ้ากการขดัสีหรือขดัมนัขา้วกลอ้งใหเ้ป็นขา้วสาร

ขาว โดยส่วนท่ีถูกขดัออกมาในระหว่างขดัขา้วขาวมกัเป็นสว่นผสมระหว่างส่วนห่อหุม้เมล็ดขา้ว

หรือร  าขา้ว เป็นสว่นท่ีมีปริมาณน า้มนัมาก (Moongngarm, Daomukda, & Khumpika, 2012)  

 

ภาพประกอบ 2 โครงสรา้งเมลด็ขา้ว และร  าขา้ว 

ท่ีมา: www.foodnetworksolution.com  
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องคป์ระกอบทางเคมีของร าข้าว 
ลกัษณะทางกายภายโดยทั่วไปของร  าขา้ว ตวัอย่างเช่น สีของร  าขา้วขึน้อยู่กับชนิด

ของขา้ว เช่น ร  าขา้ว กข 105 มีสีน  า้ตาลอ่อน ร  าขา้วหอมนิลมีสีม่วงเขม้ ร  าขา้วสงัขห์ยดมีสีแดง 

จากการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมีของร  าขา้ว กข 105 ในงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งพบวา่มีองคป์ระกอบ

ดงัตาราง 1 (Moongngarm et al., 2012) 

ตาราง 1 องคป์ระกอบทางเคมีของร  าขา้ว 

องคป์ระกอบ ปริมาณเม่ือเทียบจากน ้าหนักแห้ง (%) 

ไขมนั 12.45 

โปรตนี 10.90 

คารโ์บไฮเดรต 45.31 

ไฟเบอร ์ 13.51 

ขีเ้ถา้ 12.18 

Phenolic acid 1.64 (mg GAE/g) 

γ-oryzanol 5.5 (mg/g) 

α-tocopherol 32.77 (μg/g) 

γ-tocopherol 46.63 (mg/g) 

 

เน่ืองจากในการศึกษาพบว่าปริมาณ -oryzanol พบไดส้งูท่ีสดุในร  าขา้วเมื่อเทียบ

พืชผกัชนิดอ่ืน ๆ ดงัภาพประกอบ 3 (Wu et al., 2004) จึงท าใหร้  าขา้วเป็นแหลง่ของสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพจ าพวก -oryzanol ท่ีน่าสนใจเมื่อเทียบกบัผกั ผลไม ้ถั่ว และผลไมแ้หง้ชนิดอ่ืน อีกทัง้ยงัมี

ราคาถกูเน่ืองจากเป็นของเหลือจากกระบวนการขดัสีของขา้ว 
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ภาพประกอบ 3 ปริมาณของสารตา้นออกซิเดชนัท่ีละลายในไขมนั  

ท่ีมา: Wu et al. (2004) 

สารออกฤทธ์ิชวีภาพ 
สารออกฤทธ์ิชีวภาพเป็นสารเมทาบอไลทท์ตุิยภมูิท่ีผลิตขึน้ในระบบรา่งกายของสิ่งมีชีวิต

เพ่ือใชใ้นกิจกรรมต่างๆ เช่น ยับยั้งอนุมลูอิสระ ยับยั้งและกระตุน้การท างานเอนไซม ์กระตุน้การ

ท างานของอวยัวะตา่งๆ และควบคมุการแสดงออกของยีนเป็นตน้ (Correia, Borges, Medeiros, 

& Genovese, 2012) โดยสิ่งมีชีวิตมีความตอ้งสารออกฤทธ์ิชีวภาพแต่ละชนิดต่างกนัออกไปจาก

การบริโภคอาหารโดยทั่วไป โดยรา่งกายมีความจ าเป็นในการบริโภคเพียงเลก็นอ้ย แตห่ากรา่งกาย

ขาดสารออกฤทธ์ิชีวภาพก็จะส่งผลท าใหร้ะบบการท างานในร่างกายผิดปกติ เช่นเดียวกับการท่ี

ร่างกายไดร้ับวิตามินและเกลือแร่ต่าง ๆ จากการศึกษาสารออกฤทธ์ิชีวภาพในขา้วสายพันธ ์

กข 105 สามารถจ าแนกชนิดของสารออกฤทธ์ิชีวภาพไดเ้ป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ phenolic acid และ 

-oryzanol  (Imsanguan et al., 2008; Rao, Reddy, Babu, & Reddy, 2010) 

Phenolic acid 
Phenolic acid พบไดท้ั่วไปในพืชเพ่ือใช้เป็นสารส  าคัญในการด  ารงชีวิต และ

ตอบสนองต่อสิ่งเรา้ท่ีส่งผลต่อความเป็นอยู่ของพืช เช่น รงัสีอลัตราไวโอเลต การติดเชือ้โรคในพืช 

การติดโรคระบาดในพืช และการถกูท าลายเนือ้เย่ือของพืช เป็นตน้ (Beckman, 2000; Malenčić 

et al., 2013) โดยโครงสร้างของ phenolic acid โดยทั่ วไปจะประกอบไปดว้ย aromatic ring  
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อย่างน้อย 1 วง ซึ่ ง  aromatic ring ดังกล่าวต่อกับ  hydroxyl group อย่างน้อย 1 หมู่  เช่น  

กรดแกลลิก กรดคมูาลิก และกรดคาเฟอิกดงัภาพประกอบ 4 

 

  

 

 

 

ภาพประกอบ 4 ตวัอย่าง phenolic acid 

ท่ีมา: Shahidi, Vamadevan, Oh, and Peng (2019) 

จากการศึกษา phenolic acid ในร  าขา้ว กข 105 พบว่าปริมาณของphenolic acid

จากในร  าขา้วโดยการใชท้ดสอบ Folin-Ciocalteu เป็นไปดงัตาราง 2 

ตาราง 2 ปริมาณ phenolic acid ในร  าขา้วโดยใชก้ารทดสอบ Folin-Ciocalteu 

วธิกีารสกดั ตวัท าละลาย TPC (mg GAE/g) ทีม่า 

สกดัดว้ยตวัท าละลาย 80% Methanol 2.5±0.3 Butsat and Siriamornpun 

(2010) 

สกดัดว้ยตวัท าละลาย Petroleum Ether 1.57±0.07 Moongngarm et al. 

(2012) 

 

จากเอกสารงานวิจัยดังตาราง  2 จะพบว่าการใช้ตัวท าละลายขั้วสูง เช่น  

60% (v/v) ethanol ร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณ phenolic acid ให้

สงูขึน้ไดเ้มื่อเทียบกบัการใชต้วัท าละลายขัว้ต  ่า ในการสกดัเพียงอย่างเดยีว แตจ่ากการศกึษาพบวา่

การทดสอบ Folin-Ciocalteu นัน้สามารถบอกปริมาณ phenolic acid ซึ่งเป็นสารตา้นออกซิเดชัน

     กรดแกลลกิ                                  กรดคมูารกิ                           กรดคาเฟอกิ 
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ไดเ้พียงครา่วๆ ไมส่ามารถระบไุดอ้ย่างแมน่ย า รวมถึงไมส่ามารถระบชุนิดและปริมาณท่ีแน่นอนได้

ดงันัน้วิธีท่ีนิยมใชใ้นการตรวจสอบเชิงคณุภาพและปริมาณไดแ้ก่ เทคนิค HPLC โดยในการศกึษา

การใช ้HPLC ในการตรวจสอบ phenolic acid พบขอ้มลูปริมาณและ phenolic acid ชนิดต่างๆ 

ดงัตาราง 3 (Onofre & Hettiarachchy, 2007) 

ตาราง 3 ชนิดของ phenolic acid และปริมาณของ phenolic acid 

phenolic acid ปริมาณ (mg/100 gน ้าหนักร าข้าว) 

Vanillic acid 4.47 ± 0.23 

p-Coumaric acid 34.73 ± 4.97 

trans-Ferulic acid 25.59 ± 0.86 

Benzoic acid 76.99 ± 4.50 

Sinapic acid 13.84 ± 3.62 

o-Coumaric acid 7.52 ± 0.56 

Benzoic acid 76.99 ± 4.50 

 

-oryzanol  

-oryzanol มีมากร  าขา้ว และสามารถพบ -oryzanol ในร  าขา้วเทียบเท่ากบัโทรลอ็ก 

( trolox)  154. 70 μmole/ g ( Wu et al. , 2 0 0 4 )  โ ด ย  - oryzanol มี โ ค ร ง ส ร้ า ง ข อ ง 

ดงัภาพประกอบ 5 มี hydroxyl group ท่ีสามารถจ่ายอิเล็กตรอนเพ่ือยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาลกูโซ่

ของสารจ าพวกอนมุลูอิสระ อีกทัง้ยงัมีสรรพคณุทางการแพทยท่ี์สามารถช่วยป้องกนัและรกัษาโรค

ไดห้ลากหลายเช่น ป้องกันโรคท่ีเกิดจากความเสื่อมถอยของระบบประสาท ลดความเสี่ยงในการ

เกิดโรคมะเร็ง ลดความการดดูซึมคลอเรสเตอรอล ลดความเสี่ยงจากการอดุตนัของเกล็ดเลือดใน

กระแสโลหิต ลดการอักเสบของข้อต่อบริเวณกระดูก และลดความเสี่ยงในการเกิดภาวะ

โรคเบาหวาน (Ausman et al., 2005; Fujii, Butler, & Sasaki, 2018; Ismail et al., 2014; Jung 

et al., 2015) 
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ภาพประกอบ 5 โครงสรา้ง -oryzanol  

ท่ีมา : Minatel, Francisqueti, Corrêa, and Lima (2016) 

ในการตรวจสอบปริมาณ -oryzanol มักใช้การตรวจสอบด้วยเทคนิค HPLC 

เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีใหผ้ลแมน่ย า แมม้ีสารในตวัอย่างเพียงเลก็นอ้ย จากการศกึษาการใชเ้ทคนิค 

HPLC พบว่า chromatogram ของสารมาตรฐาน -oryzanol มีลกัษะเป็น 4 พีคดงัภาพประกอบ 

6 โดยทั้ง 4 พีคประกอบดว้ยสารประกอบในกลุม่ของ -oryzanol  4 ชนิดไดแ้ก่ (1)ไซโคลอาทีนิล

เฟอรูเลท, (2)24-เมทิลีนไซโคลอาทีนิลเฟอรูเลท, (3)แคมพีสเตอริลเฟอรูเลท และ (4)ß-ไซโตสเต

อริลเฟอรูเลท โดยปริมาณของ -oryzanol ในสารสกดัท่ีสกดัดว้ยวิธีการตา่งๆเป็นไปตามตาราง 4 
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ภาพประกอบ 6 chromatogram ของ -oryzanol ท่ีประกอบไปดว้ยสาร 4 ชนิดไดแ้ก ่
 (1)ไซโคลอาทีนิลเฟอรูเลท, (2)24-เมทิลีนไซโคลอาทีนิลเฟอรูเลท, (3)แคมพีสเตอริลเฟอรูเลท และ 

(4)ß-ไซโตสเตอริลเฟอรูเลท 

ท่ีมา : Sakunpak, Suksaeree, Pathompak, Charoonratana, and Sermkaew (2014) 
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ตาราง 4 ปริมาณ -oryzanol จากการตรวจสอบดว้ยเทคนิค HPLC (Imsanguan et al., 2008) 

วธิีการสกัด ตัวท าละลาย 

ปริมาณของ 

-oryzanol  

(mg/g) 

ทีม่า 

Supercritical Fluid 

Extractin 

supercritical Fluid 

CO2  

11.37  

(Imsanguan 

et al., 2008) 
Soxhlet Extraction ethanol 9.81 

Conventional  

Solvent Extraction 
ethanol 7.35 

 

วธีิการสกัดสารออกฤทธ์ิชวีภาพจากร าข้าว 

จากการศึกษาการสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพ อนัไดแ้ก่ phenolic acid และ -oryzanol 

พบวา่มีวิธีในการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพหลากหลาย ซึ่งแตล่ะวิธีนัน้ใหป้ริมาณของสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพตา่งกนั อีกทัง้ชนิดของตวัท าละลายก็มีผลตอ่ชนิดของสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีถกูสกดัออกมา

จากร  าขา้วเช่นกนั ดงันัน้วิธีในการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วสามารถแบ่งออกเป็นการใช้

วิธีดัง้เดิมในการสกดั และการใหค้วามรอ้น  

การสกัดด้วยวธีิด้ังเดิม 
การใช้ตัวท าละลายในการสกัด 

การใช้ตัวท าละลายในการสกัดเป็นการน าพืชวัตถุดิบผสมกับตัวท าละลาย

อินทรีย์หรือน ้าแลว้น าไปเขย่าดว้ยเครื่องเขย่าอัตโนมัติ เครื่องกวนอัตโนมัติ หรือแมแ้ต่การใช  ้

ซอกเลทในการสกดันัน้ถือเป็นการสกดัดว้ยวิธีการใชต้วัท าละลายแบบดัง้เดิม (Goli, Barzegar, & 

Sahari, 2005; Jadhav, B.N, Gogate, & Rathod, 2009) การสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพดว้ย

วิธีการใชต้วัท าละลายแบบดัง้เดิมนีป้ริมาณของสารสกดัท่ีไดข้ึน้อยู่กบัแรงระหวา่งโมเลกลุของสาร

ออกฤทธ์ิชีวภาพและตวัท าละลาย (Goli et al., 2005) แตปั่จจบุนังานวิจยัสว่นมากมกัจะมีวิธีท่ีมา

ทดแทนการสกัดดว้ยตวัท าละลายแบบดัง้เดิมนี ้เน่ืองจากการสกัดดว้ยการใชต้วัท าละลายแบบ
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ดัง้เดิมนีใ้ชต้วัท าละลายสิน้เปลือง รวมถึงตวัท าละลายบางชนิดท่ีเป็นสารอินทรียก์็มกัสง่ผลเสียต่อ

สขุภาพของผูท้ดลอง นอกจากนีย้ังใชเ้วลาในการสกัดค่อนขา้งนานอีกดว้ย (Lee et al., 2013) 

เช่นในการศกึษาของ Butsat and Siriamornpun (2010) ท่ีสกดั phenolic acid ในร  าขา้วพนัธ ์กข 

105 ซึ่งเป็นสารประกอบขัว้สงู โดยในขัน้ตอนของการสกัดไดใ้ชต้วัท าละลาย methanol 80% ซึ่ง

เป็นตวัท าละลายขัว้สงู แตข่อ้เสียของตวัท าละลายนีค้ือเป็นพิษสงู และใชเ้วลานาน 

การสกัดแบบซอกเลท (soxhlet extraction) 
การสกัดดว้ยวิธีการแบบซอกเลทเป็นวิธีการใช้สกัดสารจ าพวกสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพในพืช นิยมใชใ้นการสกัดสารจ าพวกน า้มนัจากพืช  โดยขอ้ดีของการสกัดแบบซอกเลท

ไดแ้ก่การท่ีใชป้ริมาณของตวัท าละลายในการสกัดไม่มากเทียบเท่าการสกัดดว้ยการใช้ตวัท า

ละลายแบบดัง้เดิมเพราะวิธีการซอกเลทจะใชอ้ปุกรณท่ี์เรียกวา่ตวัควบแน่น (condenser) ในการ

ควบแน่นตวัท าละลายแลว้พาแยกสารสกดัท่ีตอ้งขึน้ไปดา้นบน และวิธีการแบบซอกเลทใชอ้ปุกรณ์

พืน้ฐานและราคาไม่แพง  แตเ่ทคนิคการสกดันีย้งัคงใชเ้วลาในการสกดัท่ียาวนาน (Castro, Silva, 

& Costa, 1998; Wang & Weller, 2006) เช่น ในการศกึษาของ Imsanguan et al. (2008) การใช้

การสกัดแบบซอกเลทในการสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้วโดยในการสกัดแบบซอกเลทใช้

เวลาในการสกดัทัง้หมด 24 ชั่วโมง วึง่ใชเ้วลานานในการสกดัมากกวา่วิธีอ่ืน ๆ  

การสกัดโดยการให้ความร้อน 
จากการศกึษาการใหค้วามรอ้นในการสกดัน า้มนัและสารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้ว

โดยการใหค้วามรอ้น เช่น การใชค้ลื่น ultrasound การใชค้ลื่นไมโครเวฟ การใหค้วามรอ้นแบบ 

โอมมิ่ง และการใชก้ารกลั่นไอน า้ เป็นตน้ พบว่าการใชค้วามรอ้นในรูปแบบตา่งๆ สามารถช่วยลด

ระยะเวลา ลดปริมาณของตวัท าละลาย และสามารถเพ่ิมปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพ รอ้ยละ

ผลไดจ้ากการสกดั รวมถึงสารสกดัท่ีไดม้ีปริมาณของ phenolic acid สงูอีกดว้ย 

การใช้ความร้อนเป็นตัวช่วยในการสกัด (thermal treatment) 
ในการสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าข้าวพบว่าสามารถใช้การสกัดแบบ 

ซอกเลทในการสกดัได ้ซึ่งวิธีดงักลา่วใหป้ริมาณ -oryzanol ซึ่งเป็นสารส าคญัในร  าขา้วเมื่อเทียบ

กับการสกัดดว้ยวิธีการใชต้วัท าละลายแบบดั้งเดิม (Imsanguan et al., 2008) ซึ่งแมว้่าวิธีการ

สกัดแบบซอกเลทจะไดร้ับความนิยมในการสกัดสารจ าพวกน ้ามันและสารออกฤทธ์ิชีวภาพ 
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แต่วิธีการดงักล่าวมีขอ้เสีย คือการใชร้ะวะเวลาในการสกัดท่ีนาน แต่จุดเด่นของการวิธีสกัดแบบ

ซอกเลทท่ีใหป้ริมาณของรอ้ยละผลไดแ้ละปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพมากกวา่การสกดัดว้ย

ตวัท าละลายคือการใหค้วามรอ้น Ruen-ngam et al. (2016) ไดร้ายงานเก่ียวกบัการใหค้วามรอ้น

กับร  าขา้วก่อนการสกัดดว้ยการใหค้วามรอ้น 6 รูปแบบ ไดแ้ก่ การใช้ลมรอ้น การใช้ไมโครเวฟ  

การตม้ การคั่ว และการออโตเ้คลฟ พบวา่การใชล้มรอ้น การใชไ้มโครเวฟ และการใชห้มอ้ สามารถ

ช่วยเพ่ิมปริมาณของสารตา้นออกซิเดชัน ปริมาณของ -oryzanol ปริมาณรอ้ยละผลได ้รวมถึง

เพ่ิมความสามารถในการก าจดัอนมุลูอิสระ DPPH ไดอี้กดว้ย ซึ่งขอ้ดีนีส้ามารถน ามาช่วยในการ

ลดระยะเวลาท่ีใชส้กดัแทนการสกดัแบบซอกเลทได ้

การใช้คลื่น ultrasound ในการช่วยสกัด 
คลื่น ultrasound เป็นคลื่นเชิงกลท่ีสามารถสรา้งฟองอากาศขนาดเล็กระดับ

จุลภาคในตวัท าละลาย เมื่อฟองอากาศสมัผสัหรือกระทบกับผิวของพืชท่ีถูกสกัด พลงังานจาก

ฟองอากาศขนาดเลก็จะปลดปล่อยออกท าใหผ้นังเซลลข์องพืชวตัถดุิบแตกออก จึงท าใหส้กดัสาร

ไดม้ากกว่าการใชเ้ครื่องเขย่าเชิงกล (Peanparkdee et al., 2018) แต่อย่างไรก็ตามการใชค้ลื่น 

ultrasound ในการช่วยสกดัสาร พบว่าประสิทธิภาพในการสกัดขึน้อยู่กบัอตัราส่วนระหว่างพืชท่ี

ถกูน ามาสกดัตอ่ปริมาตรของตวัท าละลาย อณุหภมูิของอา่งน า้ขณะท าการสกดั และเวลาท่ีใชส้กดั 

(Şahin & Şamlı, 2013; Tabaraki & Nateghi, 2011)  

จากการศึกษางานวิจัยพบว่ามีการใชค้ลื่น  ultrasound ในการช่วยสกัดอย่าง

แพร่หลาย แทนการใช้เครื่องเขย่าเชิงกล (mechanical shaker) ในการสกัด เช่น ในการสกัด

phenolic acid จากเปลือกสม้ น า้มนัร  าขา้ว และน า้มนัหอมระเหยจากพืช (Allaf, Tomao, Ruiz, & 

Chemat, 2 0 1 3 ; Khan, Abert- Vian, Fabiano- Tixier, Dangles, & Chemat, 2 0 1 0 ; 

Peanparkdee, Patrawart, & Iwamoto, 2019) ซึ่งเทคนิคในการสกดัดว้ยการน าพืชวตัถดุิบแช่ใน

ตวัท าละลาย แลว้น าไปใสใ่นอา่ง ultrasound  โดยสารสกดัท่ีไดจ้ะมีขอ้เสียคือมีคา่ความเบ่ียงเบน

มาตรฐานมากกว่าการสกัดดว้ยวิธีการใชเ้ครื่องเขย่าเชิงกล เน่ืองจากต  าแหน่งของตวัสรา้งคลื่น  

ultrasound ในอ่าง ultrasound อาจส่งผลในการสรา้งคลื่นไดไ้ม่สม  ่าเสมอ แต่รอ้ยละผลไดท่ี้ได้
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จากการใชค้ลื่น ultrasound ช่วยสกัดมีปริมาณมากกว่าการสกัดดว้ยการใชต้ัวท าละลายแบบ

ดัง้เดิม และใชร้ะยะเวลาในการสกดันอ้ยลง (Peanparkdee et al., 2018) 

การให้ความร้อนแบบ hydrothermal 
การใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal เป็นกระบวนการใหค้วามรอ้นผ่านน า้หรือ

ไอน า้อณุหภมูิสงู เช่น การตม้ (wet-cooking) การนึ่ง (parboiling) การใชเ้ทคนิคไอซีพีดี (Instant 

Controlled Pressure Drop; ICPD) และการใชห้มอ้นึ่งความดนั โดยท่ีน า้หรือไอน า้ท่ีมีอณุหภมูิสงู

จะช่วยท าใหเ้ซลลข์องร  าขา้วถูกท าลาย และอณุหภมูิท่ีสงูสามารถเพ่ิมอัตราการละลายของสาร

ตา้นออกซิเดชนัไดด้ว้ย ซึ่งการใชห้มอ้นึ่งความดนันีเ้ป็นหลกัการท่ีคลา้ยคลงึกบัการกลั่นดว้ยไอน ้า 

โดยท่ีใชน้  า้เป็นตวัพาน าสาระส  าคัญออกมาจากพืชวัตถุดิบและใช้อณุหภูมิสูงในการช่วยสกัด 

(Allaf et al., 2013; Min et al., 2014; Özkaya et al., 2017) 

จากการศกึษาเก่ียวกบัการใหค้วามรอ้นโดยใชเ้ทคนิค hydrothermal ในการสกดั

สารส  าคญัจากร  าขา้ว  พบว่าการตม้ใหผ้ลการสกัดท่ีไม่แตกตา่งกบัวิธีการสกดัดว้ยตวัท าละลาย

แบบดัง้เดิม (Min et al., 2014) แตวิ่ธีการนึ่ง การใชเ้ทคนิคไอซีพีดี และการใชห้มอ้นึ่งความดนั ให้

ปริมาณสารออกฤทธ์ิชีวภาพในกลุม่ของสารตา้นออกซิเดชนัท่ีละลายในไขมนัในปริมาณท่ีมากกวา่

การใชก้ารตม้เพียงอย่างเดียว เน่ืองจากการตม้เป็นการใชน้  า้ท่ีมีอณุหภมูิสงูแก่พืชท่ีถกูสกดั แตก่าร

นึ่ง การใชห้มอ้นึ่งแรงดนั และการใชเ้ทคนิคไอซีพีดี เป็นการใชไ้อน า้รอ้นในการพาสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพออกมาจากร  าขา้ว และความดนัยังมีผลท าให้เซลลข์องพืชวตัถุดิบถูกท าลายจากการใช้

แรงดนัไอน า้ท่ีมีอณุหภมูิสงู จากการศกึษาคณุสมบตัิการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal แก่พืช

ทัง้ 4 แบบ พบขอ้แตกตา่งดงัตาราง 5 
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ตาราง 5 การใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal 

วิธีการให้

ความร้อน 

ตวัพาสาร ความดนั ท่ีมา 

การตม้ น ้า ไม่มคีวามดนั Min et al. (2014) 

การนึ่ง ไอน ้า ไม่มคีวามดนั Ruen-ngam et al. (2016) 

หมอ้นึ่งความ

ดนั 

ไอน ้า มีความดนัและไม่สามารถ

ลดความดนัไอน ้าได้อย่าง

รวดเรว็ 

Min et al. (2014), Özkaya et 

al. (2017) 

เตาปฏกิรณ์

ไอซพีดี ี

ไอน ้า มีความดนัสูงและสามารถ

ลดความดนัไอน ้าได้อย่าง

รวดเรว็ 

(Allaf et al., 2014; Allaf et 

al., 2013; Besombes, 

Berka-Zougali, & Allaf, 

2010) 

 

ตัวท าละลายในการสกัดสารออกฤทธ์ิชวีภาพจากร าข้าว 
การเลือกใชต้วัท าละลายท่ีมีขั้วแตกต่างกันมีผลโดยตรงต่อชนิดของสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพ เน่ืองจากสมบตัิในการละลายท่ีแตกตา่งกนั จากการศกึษาการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพใน

ร  าขา้วพบวา่สารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้วมีขัว้ต  ่า โดยทั่วไปจึงใชต้วัท าละลายอินทรียใ์นการสกัด 

ซึ่งการใชต้วัท าละลายแตล่ะชนิดมกัใหส้ารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีตา่งกนัดงัตาราง 6 
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ตาราง 6 ประเภทของตวัท าละลายในการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพ 

ตวัท าละลาย สารออกฤทธชี์วภาพ ท่ีมา 

Methanol Phenolic acid และ Flavonoid Rao et al. (2010) 

Acetone, Methanol 

และ Ethanol 

Phenolic acid และ Flavonoid Jun, Song, Yang, Youn, 

and Kim (2012) 

Ethanol 

และ D-limonene 

Phenolic acid, Flavonoid,  

Anthocyanin, Vitamin E 

และ -oryzanol  

Peanparkdee et al. (2018) 

Methanol ผสม HCl Anthocyanin, Vitamin E และ 

-oryzanol  

Loypimai, Moongngarm, 

Chottanom, and Moontree 

(2015) 

Hexane Vitamin E และ-oryzanol  Bhatnagar, Prabhakar, 

Prasanth Kumar, Raja 

Rajan, and Gopala Krishna 

(2014) 

Supercritical fluid 

CO2 

Vitamin Eและ -oryzanol  Imsanguan et al. (2008) 

Supercritical fluid 

CO2 

-oryzanol Ismail et al. (2014) 

 

จากการศกึษาดงัตาราง 6 พบวา่การใชต้วัท าละลายแตล่ะชนิดสามารถสกดัสารออก

ฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วไดเ้กือบทกุชนิดแตป่ริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพจะขึน้อยู่กับความมีขั้ว

ของตวัท าละลายโดยแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภทไดแ้ก่ (1) ตวัท าละลายอินทรียข์ัว้ต  ่าสามารถใช้

สกัดน า้มนัร  าขา้ว รวมถึงสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีมีขัว้ต  ่า (2) ตวัท าละลายอินทรียท่ี์มีขัว้สงูสามารถ

ใชใ้นการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีมีขัว้สงู  
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ดงันัน้ผูวิ้จยันีจ้ึงสนใจเก่ียวกบัการใหค้วามรอ้นแก่ร  าขา้วดว้ยเทคนิคการใหค้วามรอ้น

แบบ hydrothermal โดยใชห้มอ้นึ่งแรงดนั ท่ีอณุหภมูิ 121OC ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 

ในการช่วยท าลายเซลลร์  าขา้วดว้ยความดนัและจากไอน า้รอ้น รวมถึงใชไ้อน า้รอ้นพาสารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพออกจากร  าขา้ว แลว้จากนั้นจึงใชค้ลื่น ultrasound ท่ีความถ่ี 40 kHz 1 ชั่วโมง ในการช่วย

สกดัดว้ยตวัท าละลาย  

 
การวเิคราะหส์ารออกฤทธ์ิชวีภาพในร าข้าว 

เน่ืองจากองค์ประกอบทางเคมีในร  าข้าวท่ีส  าคัญเป็นสารออกฤทธ์ิชีวภาพ ได้แก่  

phenolic acid และ -oryzanol วิธีการท่ีใชต้รวจสอบสารออกฤทธ์ิชีวภาพโดยทั่วไปประกอบดว้ย 

การทดสอบ Folin-Ciocalteu เพ่ือใช้หาปริมาณของ phenolic acid การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้ง

อนมุลูอิสระ DPPH เพ่ือทดสอบประสิทธ์ิภาพในการยบัยัง้อนมุลูอิสระ และการใชเ้ทคนิค HPLC 

การทดสอบ Folin-Ciocalteu 
การทดสอบ Folin-Ciocalteu เป็นเทคนิคการวิเคราะหเ์ชิงสี (colorimetric analysis) 

ท่ีใชใ้นการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณของสารประกอบจ าพวกphenolic acid โดยใชส้ารประกอบจ าพวก 

ทังสเตน และโมลิบดีนัม ซึ่งเป็นสารผสมท่ีมีสีเหลือง แลว้ใชส้ารละลาย Na2CO3ในการเปลี่ยน 

phenolic acidใหอ้ยู่ในรูปของฟีนอเลทไอออน โดยสารผสม Folin-Ciocalteu จะออกซิไดซฟี์นอ

เลทไอออนใหเ้ปลี่ยนสารประกอบเชิงซอ้นของทงัสเตนและโมลิบดีนมัใหเ้ปลี่ยนเป็นสีน า้เงิน โดยมี

กลไกการเปลี่ยนสีดงัภาพประกอบ 7 (Ciulu, Cádiz-Gurrea, & Segura-Carretero, 2018) 

 

ภาพประกอบ 7 กลไกการเปลี่ยนสีของสารผสม Folin-Ciocalteu 

ท่ีมา: Ford, Theodoridou, Sheldrake, and Walsh (2019) 
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ขัน้ตอนและวิธีในการทดสอบท าไดโ้ดยการเตรียมตวัอย่างของสารสกดั ซึ่งในกรณีท่ี

สารตัวอย่างมีปริมาณน้อยอาจเตรียมตัวอย่างโดยการสกัดดว้ยตัวท าละลายแล้วใช้เครื่อง  

เซนติฟิวจโ์ดยใชค้วามเร็ว 3,000-13,000 RPM เป็นเวลา 5 – 10 นาที ในการตกตะกอนร  าขา้ว ท่ี

เป็นของแข็ง จากนั้นจึงท าการเก็บส่วนท่ีเป็นสารละลายใสในการน าไปวิเคราะห ์ (Ainsworth & 

Gillespie, 2007; Min et al., 2014; Walter et al., 2013) โดยการเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ประมาณ 80-200 μL ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ ์แลว้เติมสารละลายผสม Folin-Ciocalteu 0.25 N

ลงในสารตวัอย่างโดยเติมมากกวา่สารละลายตวัอย่างประมาณ 2 เท่า แลว้เขย่าเป็นเวลาประมาณ 

3 นาที จากนั้นจึงเติม 7.0 – 10.5% (โดย m/v) Na2CO3 ประมาณ 0.7 – 2.0 mL เพ่ือเปลี่ยนกรด

ฟันอลิกใหอ้ยู่รูปของเกลือฟีนอเลท แลว้เพ่ือปรบัปริมาตรรวมของสารละลายผสมใหอ้ยู่ในช่วง 1-3 

mL แลว้ในท่ีมืด 30 นาที แลว้น าไปเซนติฟิวจเ์พ่ือใหส้ารละลายมีความใส แลว้น าไปวดัสเปคโตร 

765 nm (Ainsworth & Gillespie, 2007; Blainski, Lopes, & de Mello, 2013; Sánchez-Rangel, 

Benavides, Heredia, Cisneros-Zevallos, & Jacobo-Velázquez, 2013; Walter et al., 2013) 

โดยปริมาณ phenolic acid จะใชค้วามเขม้ขน้ gallic acid สรา้งกราฟมาตรฐาน ซึ่งค่าท่ีไดจ้ะใช้

หนว่ย mg GAE/g (Walter et al., 2013) 

การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งอนุมูลอสิระ DPPH 
อนมุลูอิสระเป็นสารท่ีมีขาดอิเลก็ตรอนวงนอก 1 อิเลก็ตรอน จึงมีความวอ่งไวในการ

ออกซิไดซส์ารอ่ืน ๆ เพ่ือลดความไม่เสถียรของตวัมนัเอง ดงันั้นในการทดสอบประสิทธ์ิภาพของ

สารสกัดร  าขา้วจึงตอ้งท าการทดสอบฤทธ์ิการยบัยั้งอนมุลูอิสระ ซึ่งโดยทั่วไปแลว้ใชก้ารทดสอบ

การตา้น ABTS radical และ DPPH radical แต่โดยทั่วไปใชก้ารทดสอบ DPPH radical มากกวา่

เน่ืองจากมีความเฉ่ือยในการสลายตวัเมื่อถกูแสงและความรอ้นมากกวา่โดยโครงสรา้งของ DPPH 

radical มีโครงสรา้งดงัภาพประกอบ 8 ซึ่งมีสีม่วง เมื่อท าปฏิกิริยากับสารตา้นออกซิเดชนัจะเกิด

การชิงอิเลก็ตรอนจากสารตา้นออกซิเดชนัแลว้อยู่ในรูปสารละลายท่ีมีสีเหลือง (Ciulu et al., 2018)  
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ภาพประกอบ 8 โครงสรา้งและการเปลี่ยนสีของอนมุลูอิสระ DPPH 

ท่ีมา: Teixeira, Gaspar, Garrido, Garrido, and Borges (2013) 

ขัน้ตอนและวิธีในการวดัประสิทธ์ิภาพในการยับยั้งอนุมลูอิสระ DPPH โดยทั่วไปท าได้

โดยการใชส้ารเคมีระดบั 2-3 mL และสามารถเตรียมสารเคมีส  าหรบัการตรวจวดัระดบั 200 μL ใน

ไมโครเวลเพลทไดเ้ช่นกนั ซึ่งการวิเคราะหเ์ชิงสีในเพลทท าไดโ้ดยการเตรียมสารละลาย DPPH ใน

ตวัท าละลายอินทรีย ์ เช่น Methanol และ DMSO เป็นตน้ (Chen, Bertin, & Froldi, 2013) โดย

เตรียมความเขม้ขน้ประมาณ 0.004% (โดย m/v ) หรือใชป้ระมาณ 0.2 mM 100 μL เติมลงใน

ตวัอย่างท่ีความเขม้ขน้ตา่งกนัปริมาตร 100 μL แลว้เก็บในท่ีมืด 30 นาที  ก่อนน าไปวดัดว้ยเครื่อง

อ่านไมโครเพลท (microplate reader) โดยใชค้วามยาวคลื่น 515-520 nm (Beta, Nam, Dexter, 

& Sapirstein, 2005; Chen et al., 2013; Chotimarkorn, Benjakul, & Silalai, 2008; Dasgupta 

& De, 2004; Shao, Xu, Sun, Bao, & Beta, 2014) โดยค  านวณรอ้ยละในการยบัยั้งอนุมลูอิสระ

DPPH โดยใชส้มการ 1 (Chen et al., 2013) 
 

รอ้ยละการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH  =[1-((Asample- Ablank)/Ablank)x100  

ซึ่ง Asample คือ คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง 

 ABlank    คือ คา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ 

สมการ 1 การค  านวณรอ้ยละการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH 



  23 

แลว้รายงานคา่ EC50 เพ่ือใชใ้นการเปรียบเทียบฤทธ์ิในการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH 

ของสารตัวอย่าง โดยใช้ฟังก์ชันการวิเคราะห์แบบการถดถอยท่ีไม่เป็นเชิงเส้น (Non- linear 

regression) แบบอสมมาตร 5 พารามิเตอร ์(Chen et al., 2013; Chotimarkorn et al., 2008)  

การวเิคราะหป์ริมาณ -oryzanol ด้วยเทคนิค HPLC 

ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณ -oryzanol นิยมใช้การวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC 

เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีใชป้ริมาณสารตวัอย่างน้อยและใหผ้ลท่ีแม่นย า จากการศึกษาการใชเ้ทคนิค 

HPLC ในการวิเคราะหป์ริมาณของ -oryzanol ดว้ยเทคนิค HPLC มีการใชช้นิดของคอลมัน ์ชนิด

ของเฟสเคลื่อนท่ี ในการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบในร  าขา้วของขาวสายพนัธต์า่ง ๆ ดงัตาราง 7 

ตาราง 7 การใช ้HPLCในการตรวจสอบสารออกฤทธ์ิชีวภาพในร  าขา้ว 

เฟสคงท่ี เฟสเคล่ือนท่ี ชนิด

ข้าว 

สารออกฤทธ์ิ

ชีวภาพ 

ท่ีมา 

aPoroshell120 
EC-C18, 3.0×150 
mm, 2.7 μm 

A: Methanol 

B: Acetonitrile 

กข105 -oryzanol 

 

Sakunpak et al. 

(2014) 

C18 column  

(150 mm x 4.60, 

4 μm)  

A: Methanol 

B: Water 

C: Butanol 

กข105 Vitamin E; 

-oryzanol 

 

Moongngarm et 

al. (2012) 

chromolith®flash 
RP-18 column 
(25×4.6 mm, 5 
μm)  

A: Mathanol 

B: Water 

ขา้วหอม

นิล 

-oryzanol 

 

Thongchai and 

Liawruangrath 

(2016) 
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การทดสอบการต้านภาวะเครียดออกซเิดชันในเซลลป์ระสาท 
โดยทั่วไปในระบบเซลลข์องสิ่งมีชีวิตนัน้จะมีระบบป้องการอนุมลูอิสระในกลุ่มอนุพนัธ์

ออกซิเจนท่ีว่องไว (Reactive Oxygen Species; ROS) โดยการก าจัดสารดังกล่าวเพ่ือป้องกัน

อนัตรายต่อเซลล ์แต่ในการป้องกันเซลลจ์ากสารในกลุ่มอนุพันธอ์อกซิเจนท่ีว่องไว พบว่าเซลล์

สามารถป้องกนัไดอ้ย่างจ ากดั หากอนุพันธอ์อกซิเจนท่ีว่องไวมีปริมาณท่ีมากเกินย่อมท าใหเ้ซลล์

เกิดกระบวนการเสื่อมของเซลลซ์ึ่งก่อใหเ้กิดการตายของเซลลใ์นท่ีสดุ โดยเฉพาะโรคความเสื่อม

ถอยของระบบประสาท (Martindale & Holbrook, 2002; Mattson & Camandola, 2001) โดย

ปัจจยัส  าคญัท่ีสามารถเหน่ียวน าใหเ้ซลลป์ระสาทเกิดภาวะการตาย ไดแ้ก่ H2O2 ซึ่งเป็นสารจ าพวก

อนุพันธอ์อกซิเจนท่ีว่องไว โดย H2O2 ท่ีมากเกินไปจะสง่ผลใหเ้อนไซมใ์นกลุม่ antioxidants ไดแ้ก่ 

Superoxide dismutase(SOD), Catalase และGlutathione peroxidase ไม่สามารถสลาย H2O2

เป็นน า้ไดท้ั้งหมด จึงท าใหเ้กิดอนุมลูอิสระ hydroxyl radical ซึ่งเป็นสารท่ีสามารถท าลายเซลล ์

และท าลายสารพนัธกุรรมซึ่งก่อใหเ้กิดโรคมะเรง็และก่อใหเ้กิดกระบวนการท าลายตวัเองของเซลล์

ท่ีเรียกวา่อะพอพโตซิส (Melo et al., 2011) 

ในการทดสอบสารยบัยัง้การตายของเซลลป์ระสาทใชใ้นกรณีท่ีตอ้งการทดสอบความ

เป็นพิษต่อเซลล ์เช่น ใช้น  ามนัร  าขา้ว กรดปาลม์มิติก และสารสกัดจากขมิน้ชัน ในการทดสอบ

ความเป็นพิษต่อเซลลป์ระสาทแลว้ใชส้ารจ าพวก H2O2 ในการเหน่ียวน าเซลล ์SH-SY5Y ใหผ้ลิต

อนุพันธอ์อกซิเจนท่ีว่องไวและเกิดการตายของเซลลแ์บบอะพอพโตซิส จากนั้นจึงท าการวดัอตัรา

การรอดชีวิตของเซลลป์ระสาทโดยใชส้ารละลายเอม็ทีที โดยทั่วไปแลว้จะเตรียมสารละลายเอม็ทีที 

โดยฟอสเฟสบฟัเฟอรซ์าลิน (Phosphate buffer saline; PBS) เป็นตวัท าละลาย โดยเตรียมความ

เขม้ขน้อยู่ท่ี 0.2-0.5 mg/mL แลว้เติมลงในไมโครเวลเพลทท่ีมีเซลลถ์กูเลีย้ง แลว้บ่มไว ้4 ชั่วโมง

ก่อนน าไปวดัสเปคโตรท่ี 570 nm แลว้ค  านวณรอ้ยละของเซลลท่ี์รอดชีวิต โดยใชค้่าการดดูกลืน

แสงของสารละลายแล้วค  านวณโดยใช้สมการ  2 ( Ismail et al. , 2014; Ng & Say, 2018 ; 

Ramkumar et al., 2017) 
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รอ้ยละการชีวิตของเซลลป์ระสาท = [(Asample- Ablank)/(Acontrol- Ablank)]x100 

ซึ่ง Asample คือคา่การดดูกลืนแสงของเซลลท่ี์เลีย้งดว้ยสารตวัอย่างและ H2O2 

        Acontrol  คือคา่การดดูกลืนแสงของเซลลท่ี์เลีย้งดว้ย H2O2 เท่านัน้ 

        Ablank    คือคา่การดดูกลืนแสงของเซลลท่ี์เลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลลเ์ท่านัน้ 

สมการ 2 การค  านวณรอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลป์ระสาท 

เซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y 
เซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y เป็นเซลลป์ระสาทมนษุยท่ี์ไดร้บัการยอมรบัวา่มี

คณุลกัษณะท่ีคลา้ยคลงึกบัเซลลป์ระสาทของมนษุยแ์ละไดร้บัการยอมรบัในการใชเ้ป็นแบบจ าลอง

ในการทดสอบกบัเซลลป์ระสาทของมนุษย ์เน่ืองจากมีคณุลกัษณะต่างๆ ไดแ้ก่ องคป์ระกอบทาง

ชีวเคมี อตัราการเจริญและการแบ่งเซลล ์รวมถึงการเปลี่ยนแปลงคณุลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ี

คลา้ยคลึงกัน ดงันั้นในการทดลองท่ีเก่ียวขอ้งกับระบบประสาท เช่น ทดลองเก่ียวกับสารพิษใน

เซลลป์ระสาท สารเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบัเซลลป์ระสาท การเปลี่ยนแปลงทางการแสดงออกของยีนใน

ระบบประสาท จะใชเ้ซลล ์SH-SY5Y เป็นตน้แบบในการศึกษา (Frota Junior et al., 2011; Yu, 

Ye, Liu, Han, & Wang, 2011) 

จากการศกึษาเก่ียวกบัเซลลป์ระสาท SH-SY5Y โดยทั่วไปในการท าใหเ้ซลลป์ระสาท

เกิดการแบ่งตวั  ในงานวิจยัทั่วไปท่ีทดลองเก่ียวกบัเซลลป์ระสาท SH-SY5Y จะใชส้ารละลายกรดเร

ติโนอิกในการเหน่ียวน าเซลลป์ระสาทใหเ้กิดการแบ่งตวั โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเซลลป์ระมาณ 5-

100 μM ซึ่งเตรียมในสารละลาย Fetal bovine serum โดยใช้เวลาประมาณ 1-21 วัน (Xicoy, 

Wieringa, & Martens, 2017) หลงัจากนัน้จึงใชส้ารสกดัจากพืช เช่น ขา้วด  า ขา้วแดง เป็นตน้ ใน

การทดสอบความเป็นพิษในเซลลป์ระสาท และฤทธ์ิในการลดการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน 

(Vargas et al., 2018) 

การทดสอบเอม็ทที ี(MTT) 
การทดสอบเอม็ทีเป็นวิธีการวิเคราะหเ์ชิงสีในการตรวจวดัการรอดชีวิตของเซลลท่ี์ถูก

พัฒนาขึน้เพ่ือใหง้่ายต่อการตรวจวดับนไมโครเวลเพลท เทคนิคนีจ้ึงถูกน าไปใชอ้ย่างแพร่หลาย

ส าหรบัการตรวจวดัการรอดชีวิตของเซลล ์โดยปริมาณของฟอรม์าซาน (formazan) จะเป็นตวับ่ง

บอกถึงปริมาณของเซลลท่ี์มีชีวิต ซึ่งเซลลท่ี์ไมต่ายนัน้จะสามารถใช ้NADH ภายในเซลลอ์อกซิไดซ์
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สารละลายเอม็ทีทีดงัภาพประกอบ 9 โดยท่ีเอม็ทีทีจะมีสีเหลือง แตเ่มื่อถกูรีดิวซไ์ปเป็นฟอรม์าซาน

จะมีสีมว่ง 

 

 

ภาพประกอบ 9 โครงสรา้งของเอม็ทีทีและฟอรม์าซาน 

ท่ีมา: Patpan et al. (2019) 

จากการศึกษาเก่ียวกบัการใชส้ารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีสกดัจากร  าขา้ว เช่น ขา้วเหนียว

แดง (red pericarp glutinous rice) ขา้วแดง (Oryza glaberrima) ขา้วด  า (Oryza sativa–cultivar 

IAC 600) ในการทดสอบการยบัยัง้การตายของเซลลเ์พาะเลีย้งบางชนิด ไดแ้ก่ เซลลต์บั (H4IIE) 

และเซลลป์ระสาท (SH-SY5Y) พบว่าสารออกฤทธ์ิชีวภาพท่ีสกัดจากร  าขา้วเหล่านี ้มีปริมาณของ 

-oryzanol สูง อีกทั้งสารสกัดจากร  าขา้วยังสามารถช่วยลดการตายของเซลลต์ับ และเซลล์

ประสาทเพาะเลี ้ยงได้อีกด้วยอีกด้วย (Chi, Lee, Kim, Kim, & Chung, 2007; Vargas et al., 

2018) 

ดงันั้นในการศกึษาเก่ียวกับการใชส้ารออกฤทธ์ิชีวภาพในการทดสอบการยบัยัง้การ

ตายของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y จึงใหค้วามสนใจกบัการใชส้ารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  า

ขา้วท่ีมีสารออกฤทธ์ิชีวภาพสูงไดแ้ก่พันธ์ กข 105 เพ่ือน าของเหลือจากกระบวนการขัดสี มา

ก่อใหเ้กิดประโยชนท์างการแพทย ์เภสชักรรม และอาหารเสริม อีกทัง้ยงัเป็นการเพ่ิมมลูคา่ใหแ้ก่ร  า

ขา้วอีกดว้ย 
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บทที ่3 

วิธีด าเนินการวิจยั 
 

อุปกรณก์ารทดลอง 

1.  เครื่อง Spectrophotometer ย่ีหอ้ MAPADA รุน่ UV-1200 Spectrophotometer 

2. เครื่องอา่นไมโครเพลท ย่ีหอ้ Thermo รุน่ 355 Multiskan EX  

3. หมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยไอน า้ ย่ีหอ้ ZEALWAY รุน่ GI54TW 

4. เครื่องท าความสะอาดดว้ยคลื่น ultrasound  ย่ีหอ้ GT SONIC รุน่ D13 

5. ตูบ้่มฆ่าเชือ้แบบเขย่า ย่ีหอ้ ZHICHENG รุน่ ZHWY-100H 

6. เครื่องเซนติฟิวจ ์ย่ีหอ้ HETTICH รุน่ HET-1 1406  

7. เครื่องเซนติฟิวจ ์ย่ีหอ้ Wisd. รุน่ PC-200 

8. คอลมัน ์HPLC ย่ีหอ้ KNAUER ขนาด 150 x 4.6 mm Eurospher II 100-5 C18 

9. เครื่อง HPLC ย่ีหอ้ Agilient รุน่ 1100 series 

10. เครื่องวอรเ์ท็กซ ์
 

สารเคม ี
1. Ethanol (CARLO ERBA) 

2.  ethylacetate  (CARLO ERBA) 

3. Acetonitrile HPLC grade (CARLO ERBA) 

4. Methanol HPLC grade (CARLO ERBA) 

5. Isopropanol HPLC grade (CARLO ERBA) 

6. Na2CO3 (CARLO ERBA) 

7. Folin-Ciocalteu Reagent (CARLO ERBA) 

8. Gallic acid standard (ACROS ORGANIC) 

9. DPPH (1,1-diphenyl–2–picrylhydrazyl; DPPH) (ALORICH) 

10. -oryzanol standard (ALORICH) 

11. Minimum essential Eagle's medium 
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12. Ham's nutrient mixture F-12 

13. Fetal bovine serum 

14. non-essential amino acid 

15. Gentamicin 

16. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) 
 

วธิีการทดลอง 

การสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร า ข้ าว ด้วยการให้ความ ร้อนแบบ 
hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น ultrasound  

การแยกร าข้าวออกจากสิ่งเจอืปนอืน่ๆ 
น าร  าขา้วท่ีไดจ้ากกระบวนขดัสี ซึ่งเป็นร  าขา้วพันธุ์ กข 105 กรองดว้ยตระแกรง

เพ่ือน าร  าขา้วและเมล็ดขา้วออก จากนั้นน าผงร  าขา้วเก็บในถุงป้องกันความชืน้ แลว้เก็บในตูท้  า

ความเย็นท่ีมีอณุหภมูิ -20O C ก่อนน าไปสกัดสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วเพ่ือลดการท างาน

ของเอน็ไซมไ์ลเปซ 

การสกัดด้วยการให้ความร้อนแก่ร าข้าวแบบ hydrothermal และการใช้คลื่น 
ultrasound  

ในการศึกษาเก่ียวกับการสกัดสารสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้วดว้ยการให้

ความรอ้นแบบ hydrothermal รว่มกบัการใชค้ลื่น ultrasound  ผูวิ้จยัไดท้  าการศกึษาวิธีการสกัดท่ี

แตกตา่งกนั 4 รูปแบบไดแ้ก่ การสกดัดว้ยการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal รว่มกบัการใชค้ลื่น 

ultrasound  การสกัดด้วยการให้ความร้อนแบบ hydrothermal  การสกัดด้วยการใช้คลื่น 

 ultrasound  และการสกัดดว้ยการใชต้วัท าละลายเพ่ือใชเ้ป็นชดุการทดลองควบคมุ รวมถึงใชต้วั

ท าละลายท่ีแตกตา่งกนัสองชนิดไดแ้ก่ ethanol และ ethylacetate  

- การสกัดด้วยการให้ความร้อนแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช ้
คลื่น ultrasound  

ชั่งร  าขา้วน า้หนกั 10 g ใสข่วดรูปชมพู่ แลว้เติมน า้กลั่น 20 mLแลว้ปิดฝา
ขวดด้วยแผ่นพาราฟิล์มและแผ่นอลูมิเ นียมฟรอยด์ จากนั้นให้ความร้อนแก่ร  าข้าวแบบ
hydrothermal ดว้ยหมอ้นึ่งความดัน โดยใช้อุณหภูมิ 121 O C ความดัน 15 psi โดยคงสภาวะ
ดงักลา่ว 20 นาที แลว้จึงน าร  าขา้วท่ีชืน้อบท่ีอณุหภมูิ 60 O C ดว้ยตูอ้บลมรอ้น 4 ชั่วโมง เพ่ือก าจดั
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ความชืน้ในร  าขา้วก่อนเติมเติมดว้ยตวัท าละลายอินทรีย์ 50 mL ก่อนน าไปสกัดดว้ยการใชค้ลื่น 
 ultrasound  60 นาที โดยตัง้อณุหภมูิของอา่งท่ี 51 O C เมื่อสกดัโดยการใชค้ลื่น ultrasound เสรจ็
จึงกรองสารสกัดออกจากร  าขา้วดว้ยกระดาษกรองแลว้น าสารสกัดไปก าจัดตวัท าละลายอินทรีย ์
แลว้เก็บสารสกดัท่ีเหลือไวท่ี้ความเย็นประมาณ 4 O C ก่อนน าไปท าการวิเคราะห ์

- การสกัดด้วยการให้ความร้อนแบบ hydrothermal  
ชั่งร  าขา้วน า้หนกั 10 g ใสข่วดรูปชมพู่ แลว้เติมน า้กลั่น 20 mLแลว้ปิดฝา

ขวดด้วยแผ่นพาราฟิล์มและแผ่นอลูมิเ นียมฟรอยด์ จากนั้นให้ความร้อนแก่ร  าข้าวแบบ
hydrothermal ดว้ยหมอ้นึ่งความดัน โดยใช้อุณหภูมิ 121 O C ความดัน 15 psi โดยคงสภาวะ
ดงักล่าว 20 นาที แลว้จึงน าร  าขา้วท่ีชืน้อบท่ีอณุหภมูิ 60 O C ดว้ยตูอ้บลมรอ้น 4 ชั่วโมงเพ่ือก าจดั
ความชืน้ในร  าขา้วแลว้เติมดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์50 mL ก่อนน าไปสกดัดว้ยการใชเ้ครื่องเขย่า 
60 นาที เมื่อสกัดโดยการใชเ้ครื่องเขย่าเชิงกลเสร็จจึงกรองสารสกัดออกจากร  าขา้วดว้ยกระดาษ
กรองแลว้น าสารสกดัไปก าจดัตวัท าละลายอินทรีย ์แลว้เก็บสารสกดัท่ีเหลือไวท่ี้ความเย็นประมาณ 
4 O C ก่อนน าไปท าการวิเคราะห ์

- การสกัดด้วยการใช้คลื่น ultrasound  
ชั่งร  าขา้วน า้หนกั 10 g ใส่ขวดรูปชมพู่ แลว้เติมน า้กลั่น 20 mLแลว้น าร  า

ขา้วท่ีเปียกอบท่ีอณุหภมูิ 60 O C ดว้ยตูอ้บลมรอ้น 4 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดความชืน้ในร  าขา้ว จากนัน้
เติมดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์50 mL แลว้ปิดฝาขวดดว้ยแผน่พาราฟิลม์และแผน่อลมูิเนียมฟรอยด ์
ก่อนน าไปสกัดดว้ยการใชค้ลื่น ultrasound  60 นาที โดยตัง้อณุหภมูิของอ่างท่ี 51 O C เมื่อสกัด
โดยการใชค้ลื่น ultrasound เสร็จจึงกรองสารสกัดออกจากร  าขา้วดว้ยกระดาษกรองแลว้น าสาร
สกดัไปก าจดัตวัท าละลายอินทรีย ์แลว้เก็บสารสกดัท่ีเหลือไวท่ี้ความเย็นประมาณ 4 O C ก่อนน าไป
ท าการวิเคราะห ์

- การสกัดด้วยตัวท าละลายเพือ่ใช้เป็นชุดการทดลองควบคุม 
ชั่งร  าขา้วน า้หนกั 10 g ใส่ขวดรูปชมพู่ แลว้เติมน า้กลั่น 20 mLแลว้น าร  า

ขา้วท่ีเปียกอบท่ีอณุหภมูิ 60 OC ดว้ยตูอ้บลมรอ้น 4 ชั่วโมง เพ่ือก าจัดความชืน้ในร  าขา้ว จากนั้น
เติมดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์50 mL แลว้ปิดฝาขวดดว้ยแผน่พาราฟิลม์และแผน่อลมูิเนียมฟรอยด ์
ก่อนน าไปสกดัดว้ยการใชเ้ครื่องเขย่า 60 นาที เมื่อสกัดเสร็จจึงกรองสารสกัดออกจากร  าขา้วดว้ย
กระดาษกรองแลว้น าสารสกดัไปก าจดัตวัท าละลายอินทรีย ์แลว้เก็บสารสกดัท่ีเหลือไวท่ี้ความเย็น
ประมาณ 4 OC ก่อนน าไปท าการวิเคราะห ์
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การวเิคราะหส์ารออกฤทธ์ิชวีภาพในร าขา้วด้วยวธิกีารทดสอบ Folin-Ciocalteu 
และการยับยั้งอนุมูลอสิระ DPPH 

การทดสอบ Folin-Ciocalteu 
การหาปริมาณของphenolic acidใชวิ้ธีของ Ainsworth et al. (2007) ซึ่งท  าการ

ปรับเปลี่ยนวิธีการทดลองตามความเหมาะสม โดยเตรียมสารสกัดจากร  าข้าวละลายใน 

ethanol เขม้ขน้ 20 mg/mL ปริมาตร 100 μL จากนัน้เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu จ  านวน 200 

μL แลว้น าไปวอรเ์ท็กประมาณ 3 นาที ก่อนเติมสารละลาย 7.5% (โดย m/v) Na2CO3 800 μL แลว้

บ่มไว ้30 นาที เมื่อครบแลว้จึงวดัสเปคโตรท่ี 765 nm โดยใช ้Blank เป็น ethanol และเปรียบเทียบ

ปริมาณของ phenolic acid ในสารตวัอย่างโดยเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐานgallic acid 

โดยการสรา้งกราฟมาตรฐานควมสมัพันธร์ะหว่างค่าการดดูกลื่นแสงและความเขม้ขน้ของสาร

มาตรฐาน gallic acid โดยใชค้วามเขม้ขน้ 1.000, 0.500, 0.250, 0.125, 0.063, 0.031 และ 0.016 

mg/mL แลว้รายงานปริมาณของ phenolic acid ของสารสกดัในหน่วย mg GAE/g 

การหาฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอสิระ DPPH 

การหาฤทธ์ิการยับยัง้อนมุลูอิสระ DPPH ใชวิ้ธีการของ Chen et al. (2013) ซึ่ง

ท  าการปรบัเปลี่ยนวิธีการทดลองตามความเหมาะสม โดยเตรียมสารสกดัจากร  าขา้วตวัอย่างท่ีมี

ความเขม้ขน้ต่างกัน 5 ความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 20, 10, 5, 2.5 และ 1.25 mg/mL ในไมโครเวลเพลท

หลมุละ 100 μL แลว้เติมสารละลาย DPPH ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.2 mM ปริมาตร 100 μL แลว้บ่มไว้

ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงของสารละลายท่ี 515 nm แลว้บนัทึกผล 

โดยท าการเตรียมสารละลายโทรล็อกซ์ท่ีมีความเขม้ข้นแตกต่างกัน 5 ความเข้มข้น เพ่ือใช้

เปรียบเทียบและสรา้งกราฟความสมัพันธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสกดัตวัอย่างและค  านวณรอ้ย

ละการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH ดว้ยสมการ (1) 

เมื่อค  านวณรอ้ยละการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH แลว้ จะใชโ้ปรแกรมปริซึมกราฟ

แพดในการค  านวณคา่ EC50 เพ่ือใชใ้นการเปรียบเทียบฤทธ์ิในการตา้นอนมุลูอิสระ DPPH ของสาร

สกัดจากร  าข้าว โดยใช้ฟังค์ชันการวิเคราะห์แบบการถดถอยท่ีไม่เป็นเชิงเส้น (Non- linear 

regression) แบบอสมมาตร 5 พารามิเตอร ์
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การวเิคราะหป์ริมาณ -oryzanol ด้วยเทคนิค HPLC 
การเต รียมสารมาตรฐานและการท ากราฟมาตรฐานของแกมมา 

ออริซานอล 

การวิเคราะหป์ริมาณของ -oryzanol ใชวิ้ธีการของ Sakunpak et al. (2014) ซึ่ง

ท  าการปรบัเปลี่ยนวิธีการทดลองตามความเหมาะสม โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน -oryzanol 

ความเขม้ขน้ 1 mg/mL โดยชั่งสารมาตรฐาน 25 mg แลว้ปรบัปริมาตรดว้ย isopropanol (HPLC 

grade) แลว้เจือจางสารละลายตวัอย่างอีก 5 ความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 0.500, 0.250, 0.125, 0.063 และ 

0.031 mg/mL แลว้กรองฝุ่ นละอองในสารละลายมาตรฐาน -oryzanol ดว้ยไซริงคฟิ์ลเตอรส์  าหรบั

งาน HPLC ก่อนน าไปวิเคราะห ์

 ปริมาณของ -oryzanol ในแต่ละความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานจะถกู

วิเคราะหโ์ดยใชพื้น้ท่ีพีคของโครมาโตแกรมในการเทียบกับปริมาณของ -oryzanol  โดยในการ

วิเคราะหจ์ะใชค้อลมัชนิด C-18 (ขนาดคอลมัน ์4.6x150 mm, ขนาดอนุภาค 5 μm) โดยใชเ้ฟส

เคลื่อนท่ี 2 ชนิดไดแ้ก่ methanol และ acetronitrile โดยใชโ้หมดการชะแบบอตัราสว่นเฟสเคลื่อนท่ี

คงท่ี (isocratic elution) ความเรว็ของโมบายลเ์ฟสอยู่ท่ี 1.4 mL/min และตรวจวดัปริมาณของ -

oryzanol ดว้ยตวัตรวจจบัสญัญาณแบบ DAD-detector ท่ี 325 nm  

การเตรียมสารตัวอย่างและการวเิคราะหป์ริมาณ -oryzanol  
เตรียมสารละลายตวัอย่างความเขม้ขน้ประมาณ 12.5 mg/mL โดยละลายใน 

isopropanol จากนั้นจึงกรองฝุ่ นละอองในสารละลายตวัอย่างดว้ยไซริงคฟิ์ลเตอรส์  าหรับงาน 

HPLC ก่อนน าไปวิเคราะห ์

ปริมาณ -oryzanol ในสารละลายตวัอย่างจะถูกวิเคราะหโ์ดยใชพื้น้ท่ีพีคของ

โครมาโตแกรมในการเทียบกับปริมาณ -oryzanol ของกราฟมาตรฐาน -oryzanol  โดยในการ

วิเคราะหส์ารตวัอย่างจะใชค้อลมัชนิด C-18 (ขนาดคอลมัน ์4.6x150 mm, ขนาดอนุภาค 5 μm) 

โดยใชเ้ฟสเคลื่อนท่ี 2 ชนิดไดแ้ก่ methanol และ acetronitrile โดยใชโ้หมดการชะแบบอตัราสว่น

เฟสเคลื่อนท่ีคงท่ี (isocratic elution) ความเร็วของโมบายลเ์ฟสอยู่ท่ี 1.4 mL/min อณุหภมูิของ

คอลัมน์ 30 O C และตรวจวัดปริมาณของ -oryzanol ด้วยตัวตรวจจับสัญญาณแบบ DAD-

detector ท่ี 325 nm  
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การทดสอบการออกฤทธ์ิของน า้มันร าข้าวต่อการต้านภาวะเครียดออกซเิดชัน
ของเซลลป์ระสาทด้วยวธิีการ MTT assay 

การทดสอบการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชันในเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y 

ท  าไดโ้ดยการวดัรอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y โดยใชวิ้ธีของ Ismail 

et al. (2014) ซึ่งแบ่งขัน้ตอนการท าและปรบัเปลี่ยนการทดลองตามความเหมาะสมดงันี ้

การเตรียมสารละลาย MTT 
เตรียมสารละลาย MTT เขม้ขน้ 5 mg/mLเพ่ือใช้เป็น stock solution โดยการ

เตรียม MTT 150 mg ใน0.1 M PBS pH 7.4 ท่ีปลอดเชือ้แลว้ ปริมาตร 30 mL แลว้กรองสารละลาย 

MTT ผา่นแผ่นกรองท่ีมีขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของรู 0.2 μmในหลอดทดลองท่ีปลอดเชือ้ จากนัน้

จึงเก็บสารละลายโดยการห่อแผน่อลมูิเนียมฟลอยดใ์นตูเ้ย็น 

การเตรียมสารละลาย 0.4 N HCl  
เตรียมสารละลาย โดยปิเปต HCl 1 N ปริมาณ 4 mL เจือจางในตวัท าละลายไอ

isopropanol 96 mL จะไดป้ริมาณทัง้หมด 100 mL และความเขม้ขน้ 0.1 N HCl ใน isopropanol 

(โดย v/v)  

การเลีย้งเซลลป์ระสาท SH-SY5Y 
เซลลป์ระสาทมนษุยช์นิด SH-SY5Y จะถูกเพาะเลีย้งโดยน าเซลล ์SH-SY5Y มา

เพาะเลีย้งใน T-75 flask ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์(complete media) ปริมาณ 10 mL สตูร Minimum 

Essential Medium (MEM) ท่ีมีส่วนผสมของ Ham’s f-12 45%, fetal bovine serum 10% และ

ยาปฎิชีวนะ penicillin/streptomycin 100 unit/mL แล้วน าไปเลี ้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 O C ภายใต้

สภาวะควบคมุก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์ (CO2) 5% และความชืน้สมัพทัธใ์นบรรยากาศ 95% ในตู้

เลีย้งเซลล ์โดยอาหารจะถกูเปลี่ยนทกุ ๆ 2-3 วนั เมื่อเซลลเ์จริญจนมีความหนาแน่นประมาณ 80-

90% ของ flask จึงท าการสบัแบ่งเซลล ์(subculture) เพ่ือใชใ้นการทดลองตอ่ไป 

การสับแบ่งเซลลโ์ดยวิธีการ Trypsinization เพื่อใช้ในการทดสอบการออก
ฤทธ์ิของน า้มันร าข้าวต่ออัตราการอยู่รอดของเซลลด้์วยวธีิการ MTT assay 

น าอาหารเลี ้ยงเซลล์เก่าออกด้วยปิเปตท่ีปลอดเชื้อแล้วเติม 0.1 M PBS  

pH 7.4 ท่ีปลอดเชื้อแลว้ลงไปเพ่ือลา้ง FBS ในอาหารเลีย้งเชื ้อเก่า แลว้จึงเติม trypsin-EDTA 

0.25% ปริมาณ 1.5 mL ลงไปใน flask แลว้น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 °C ภายใตส้ภาวะควบคมุก๊าซ
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คารบ์อนไดออกไซด ์ (CO2) 5% และความชืน้สมัพทัธใ์นบรรยากาศ 95% ในตูเ้ลีย้งเซลลเ์ป็นเวลา 

1-5 นาที จากนัน้เมื่อเซลลเ์ริ่มหดและหลดุออกมาจากพืน้ผิวของ flask แลว้ เติมอาหารเลีย้งเชือ้ท่ี

มีส่วนผสมของ FBS เขา้ไปเพ่ือหยุดปฏิกิริยาของทริปซิน ใชปิ้เปตสารละลายเขา้ออกเพ่ือชะลา้ง

เซลลท่ี์ผิวของ flask จากนั้นจึงน าเซลลท่ี์แขวนลอยลงใน conical tube ขนาด 15 mL แลว้น าไป

เซนติฟิวจ์ท่ี 1500 RPM 5นาที แลว้จึงน าส่วนใสทิ้งเพ่ือแยกเซลลอ์อกจากอาหารท่ีมีเอนไซม์ 

trypsin จากนัน้จึงเติมอาหารเลีย้งเซลลล์งไป 1 mL 

น าเซลลแ์ขวนลอยมา 5 μL ผสมกับทริปเฟน บลู 45 μL จะได ้dilution factor 

เท่ากบั 10 แลว้ใชปิ้เปตผสมสารละลายใหท้ั่วกนัดีใน microcentrifuge tube แลว้น าไปนบัจ  านวน

เซลลท่ี์มีชีวิตดว้ย Hematocytometer จากนั้นจึงค  านวณหาความเขม้ขน้ของเซลลท์ั้งหมดต่อ

ปริมาตร 1 mL โดยใชส้มการ (3) 

 

ความเขม้ขน้ของเซลล ์(cells/mL) = x̄ x 10 x 104 
 

ซึ่ง x̄ คือ จ  านวณเซลลเ์ฉล่ียตอ่จ  านวนช่องท่ีนบัของ hematocytometer 

สมการ 3 การค  านวณความเขม้ขน้ของเซลลเ์มื่อนบัดว้ย hematocytometer 

 10 คือ dilution factor ของ ปริมาณเซลลต์อ่ปริมาตรทัง้หมดท่ีผสมกบั trypan 
blue หาไดจ้าก  
 

Dilution factor =(Cells+trypan blue) / Cells 
 

Dilution factor = (5+45)/5 
Dilution factor =10 

 
 104 คือ factor ของ hematocytometer ท่ีใชเ้พ่ือแปลงมาเป็น ปริมาณของเซลล์
ตอ่ 1 mL (cells/mL) 
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เมื่อไดค้่าความเขม้ของเซลล ์(cells/mL) แลว้น าค่าท่ีไดม้าค  านวณเพ่ือใชใ้นการ

เพาะเลีย้ง (seed cells) ในไมโครเวลเพลท ปริมาตร 200 μL ต่อหลมุ โดยมีปริมาณเซลลเ์ริ่มตน้ 

40,000 เซลลต์่อหลมุ เพาะเลีย้งเซลลเ์ริ่มตน้ลงไปใน 96 wells เพลท แลว้น าไปเลีย้งท่ีอณุหภูมิ  

37 O C ภายใต้สภาวะควบคุมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5% และความชื้นสัมพัทธ์ใน

บรรยากาศ 95% ในตูเ้ลีย้งเซลลต์อ่อีก 1 วนั เพ่ือใชใ้นการทดสอบการออกฤทธ์ิของน า้มนัร  าขา้ว

ตอ่อตัราการอยู่รอดของเซลลด์ว้ยวิธีการ MTT assay 

การประเมินภาวะเครียดออกซิเดชันในประสาทเพาะเลี้ยง SH-SY5Y ด้วย
การทดสอบเอม็ทที ี

ดดู mediumท่ีใชเ้ลีย้งเซลลอ์อกจากไมโครเวลเพลท เดิมทิง้แลว้เติมสารละลาย

ตวัอย่างจากสารสกดัร  าขา้ว 3 ความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 2, 20 และ 200 μg/mL ใน complete media ท่ีมี

สว่นผสมของ H2O2 250 μM ปริมาตร 200 μL ตอ่หลมุ จากความเขม้ขน้มากไปนอ้ย ซึ่ง complete 

media และ H2O2 250 μM จะถูกใชเ้ป็นกลุ่มควบคมุเพ่ือเปรียบเทียบกบัผลการทดสอบการออก

ฤทธ์ิของสารสกดัจากร  าขา้ว 

จากนั้นเซลลจ์ะถูกบ่มสภาวะเดิม ในตูเ้ลีย้งเซลลอี์ก 1 วัน เมื่อเวลาครบแลว้

จากนั้นจึงดดูอาการเลีย้งเชือ้เก่าทิง้ แลว้เติม 0.1 M PBS ท่ีปลอดเชือ้แลว้ลงไป 200 μL ต่อหลมุ

เพ่ือลา้ง ก่อนเติมสารละลาย MTT เขม้ขน้ 0.5 mg/mL ใน 0.1 M PBS ปริมาณ 100 μL ต่อหลมุ 

แลว้น าไปบ่มท่ีในตูเ้ลีย้งเซลลอี์ก 4 ชั่วโมง จากนัน้ดดูสารละลาย MTT ทิง้แลว้เติม 0.04 N HCl ใน 

isopropanol ปริมาณ 100 μL ต่อหลุม แลว้น าไปบ่มต่อไปตูเ้ลีย้งเซลล์15 นาที แลว้น าไปวัด 

สเปคโตรดว้ย microplate reader ท่ี 590 nm แลว้ใชส้มการ 2 หนา้ท่ี 27 ในการค  านวนรอ้ยละการ

รอดชีวิตของเซลลป์ระสาท 
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บทที ่4 
ผลการศึกษา 

 

การสกัดสารออกฤทธ์ิชวีภาพจากร าข้าวด้วยการให้ความร้อนแบบ hydrothermal ร่วมกับ
การใช้คลื่น ultrasound ในตัวท าละลายทีต่่างกัน 

ปริมาณ phenolic acid ท้ังหมดจากสารสกัดร าข้าว 
จากผลการทดลองพบว่าปริมาณของ phenolic acid เป็นไปดงัตาราง 8 โดยสารกดั

ท่ีใช้ ethanol เ ป็นตัวท าละลาย โดยผ่านการสกัดแบบ  hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น 

ultrasound สามารถสกัด phenolic acidไดใ้นปริมาณท่ีสงูท่ีสดุ(p<0.05) 3.21 mg GAE/g โดย

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณของ phenolic acid ท่ีใหค้วามรอ้นในกลุ่มควบคมุ กลุ่มท่ีใหค้วามรอ้น

แบบ  ultrasound  กลุ่ม ท่ี ให้ความร้อนแบบ  hydrothermal และในทางเดียวกันกลุ่มท่ีใช้ 

ethylacetate เป็นตวัท าละลาย ปริมาณ phenolic acid จากการสกดัโดยการใชค้ลื่น ultrasound  

การใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal และการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal รว่มกบัการใชค้ลื่น 

ultrasound  การใหค้วามรอ้นทัง้ 3 รูปแบบสามารถสกดัปริมาณ phenolic acid สงูกวา่ (p<0.05) 

ชดุควบคมุท่ีใช ้ethylacetate เป็นตวัท าละลายเช่นกนั  

นอกนีจ้ากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบตวัท าละลาย พบวา่การใช ้ethanol ในการ

สกัดสารจะไดป้ริมาณของ phenolic acid ท่ีมากกว่า (p<0.05) การใช ้ethylacetate เป็นตวัท า

ละลาย 
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ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอสิระ DPPH จากสารสกัดร าข้าว 
จากการทดลองน าสารสกัดจากร  าขา้วท่ีถูกสกัดดว้ยตัวท าละลายต่างชนิด และ

วิธีการใหค้วามรอ้นท่ีตา่งกนัมาทดสอบฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระ DPPH โดยเมื่อเปรียบเทียบกบั

ชุดควบคมุดงัตาราง 9 พบว่าความเขม้ขน้ของสารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยัง้อนุมลูอิสระ

DPPH รอ้ยละ 50 (EC50) ของสารสกดัจากร  าขา้วท่ีใช ้ethanol เป็นตวัท าละลาย และใหค้วามรอ้น

แบบ hydrothermal ร่วมกับคลื่น ultrasound มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมลูอิสระ DPPH ดีท่ีสดุ โดยมี

ค่า EC50 ต  ่าสุดท่ี 0.53 mg/mL ซึ่งเป็นความเขม้ขน้ท่ีส่งผลยับยั้งอนุมลูอิสระ DPPH ท่ีมีความ

เขม้ขน้ 0.2 mM ไดร้อ้ยละ 50 โดยเมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มตวัท าละลายเดียวกนัท่ีใหค้วามรอ้นใน

รูปแบบท่ีตา่งกัน กลุ่มควบคมุ กลุ่มท่ีใหค้วามรอ้นแบบ ultrasound  และกลุ่มท่ีใหค้วามรอ้นแบบ

hydrothermal มีค่า EC50 1.01, 0.84 และ 0.71 mg/mL ตามล าดบั ซึ่งจะเห็นไดว้่าการใหค้วาม

รอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound มีประสิทธิภาพสงูท่ีสดุเมื่อเทียบในกลุม่

ตวัท าละลาย ethanol เช่นเดียวกบัในกลุม่ท่ีใชต้วัท าละลาย  ethylacetate  โดยการใหค้วามรอ้น

แบบ hydrothermal รว่มกบัการใชค้ลื่น ultrasound มีคา่ EC50 0.87 ในขณะท่ีกลุม่ควบคมุ กลุม่ท่ี

ใหค้วามรอ้นแบบ ultrasound  และกลุ่มท่ีใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal มีค่า EC501.25, 0.99 

และ 1.05 mg/mL ตามล าดบั ซึ่งมีแนวโนม้เช่นเดียวกบักลุม่ตวัท าละลาย ethanol ในทางเดียวกนั

หากเปรียบเทียบตวัท าละลายท่ีต่างชนิดกันโดยท่ีใชรู้ปแบบการใหค้วามรอ้นเดียวกันพบว่าสาร

สกัดท่ีสกดัโดยใช ้ethanol เป็นตวัท าละลายมีค่า EC50 ต  ่ากว่าสารสกดัท่ีใช ้ethylacetate เป็นตวั

ท าละลาย ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าการใช้ ethanol โดยใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้

คลื่น ultrasound มีประสิทธิภาพสงูท่ีสดุในการตา้นอนุมลูอิสระ DPPH นอกจากนีแ้นวโนม้ในการ

ตา้นอนุมลูอิสระ DPPH ยังมีความสมัพนัธก์บัปริมาณของ phenolic acid ตามตาราง 8 กล่าวคือ

ปริมาณของ phenolic acid มากขึน้จะสง่ผลใหส้ารสกดัมีประสิทธิภาพในยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีมาก

ขึน้ดว้ยเช่นกนั 
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ตาราง 9 คา่ EC50 ของสารสกดัจากร  าขา้วท่ีผา่นการการสกดัโดยตวัท าละลาย ethanolและ  
ethylacetate โดยวิธีการใหค้วามรอ้นท่ีตา่งกนั 

วธิีการให้ความร้อน 
EC50 (mg/mL) 

ชนิดของตัวท าละลาย 
Ethanol  Ethylacetate  

ควบคมุ 1.01 1.25 
คลื่น ultrasound 0.84 0.99 

ใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal  0.71 1.05 

hydrothermal และคลื่น ultrasound 0.53 0.87 

 

ปริมาณ -oryzanol ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

จากการวิเคราะหเ์พ่ือหาปริมาณของ -oryzanol ในสารสกัดจากร  าขา้วท่ีผ่านการ

สกัดโดยใช้ตัวท าละลายต่างชนิดกัน และให้ความร้อนในรูปแบบต่างๆ โดยใช้เทคนิค  

โครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ลกัษณะของโครมาโตแกรมท่ีไดจ้ากการวิเคราะหป์ริมาณ

ของสารมาตรฐาน -oryzanol มีลกัษณะดงัภาพประกอบ 10 โดยโครมาโตแกรมจะประกอบไป

ดว้ยพีคของสาร 4 ชนิดไดแ้ก่ (1) ไซโคลอาทีนิลเฟอรูเลท (2) 24-เมทิลีนไซโคลอาทีนิลเฟอรูเลท (3) 

แคมพีสเตอริลเฟอรูเลท และ (4) ß-ไซโตสเตอริลเฟอรูเลท ซึ่งสอดคลอ้งกับการทดลองในการ

วิเคราะหป์ระมาณ -oryzanol ในขา้วไทย 5 สายพนัธข์อง Sakunpak et al. (2014) และปริมาณ

-oryzanol ในสารตวัอย่างจะถกูเทียบจากกราฟมาตรฐานของ -oryzanol ดงัภาพประกอบ 11 

โดยปริมาณ -oryzanol จะค านวณจากผลรวมคา่เฉล่ียของปริมาณของสารทัง้ 4 ชนิด ซึ่งปริมาณ

ของ -oryzanol เป็นไปดงัตาราง 10  
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ภาพประกอบ 10 chromatogram ของสารมาตรฐาน -oryzanol  

 

ภาพประกอบ 11 กราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งพืน้ท่ีพีคและความเขม้ขน้ -oryzanol  

ความเขม้ขน้ของ -oryzanol (mg/mL) 

พืน้
ที่พ

ีค 

คามสัมพันธร์ะหว่างพืน้ท่ีพีคและความเข้มข้น -oryzanol 
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จากปริมาณ -oryzanol  (ตาราง 10) ในสารสกดัจากร  าขา้วท่ีผ่านการใหค้วามรอ้น

รูปแบบท่ีต่าง ๆ โดยท่ีใช้ ethanolเป็นตัวท าละลาย พบว่าปริมาณ -oryzanol ในสารสกัดใน 

ชุดควบคุม , ชุด  ultrasound, ชุด  hydrothermal และชุด  hydrothermal ร่วมกับ  ultrasound มี

ปริมาณ -oryzanol  8.125 11.024 11.802 และ 12.960 mg/ g ตามล าดบั ในขณะท่ีชดุสารสกดั

จากร  าขา้วท่ีผา่นการใหค้วามรอ้นรูปแบบเดียวกนั แตใ่ช ้ethylacetate เป็นตวัท าละลายมีคา่เฉล่ีย

ปริมาณ -oryzanol ในสารสกัดในชุดควบคุม , ชุด  ultrasound, ชุด  hydrothermal และชุด 

hydrothermal ร่วมกับ ultrasound  8.668 9.914 10.599 และ 10.105 mg/g ตามล าดบั จากผล

การทดลองเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของ -oryzanol ภายในกลุ่มตวัท าละลาย ethanol โดยให้

ความรอ้นในรูปแบบท่ีแตกต่างกัน พบว่าปริมาณ -oryzanol ในสารสกัดท่ีผ่านการสกัดโดยใช้

คลื่น ultrasound การใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal  และการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal 

ร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound สงูกว่า(p<0.05) กลุ่มควบคมุ และจากการทดสอบค่าเฉลี่ยของ

ปริมาณ -oryzanol ในสารสกัดท่ีสกัดโดยการใหค้วามรอ้นแบบเดียวกนัแต่ตวัท าละลายตา่งกนั

พบว่าชุดท่ีใช้ตัวท าละลาย  ethanol มีปริมาณ -oryzanol ไม่แตกต่าง(p>0.05) กับการใช้ 

ethylacetate มีเพียงการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal เพียงอย่างเดียวเท่านัน้ท่ีปริมาณของ -

oryzanol จากตวัท าละลายท่ีแตกตา่งกนั (p<0.05) 

แต่อย่างไรก็ตามจากผลการศึกษาปริมาณของ phenolic acid และปริมาณของ  

-oryzanol ในสารสกัดมีความสอดคลอ้งไปในทิศทางเดียวกัน (ภาพประกอบ 12ก และ 12ข) 

กลา่วคือการใช ้ethanolเป็นตวัท าละลาย โดยใชก้ารใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal รว่มกบัการ

ใชค้ลื่น ultrasound ท าใหป้ริมาณ phenolic acid และ -oryzanol มีปริมาณสงูเช่นเดียวกนั อีก

ทั้งเมื่อพิจารณาร่วมกบัประสิทธิภาพในการยบัยั้งอนมุลูอิสระ DPPH (ตาราง 9) พบว่าสารสกดัท่ี

สกัดโดยการใชต้วัท าละลาย ethanol โดยใชก้ารใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้

คลื่น ultrasound มีประสิทธิภาพสงูท่ีสดุในการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH  
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การทดสอบการออกฤทธ์ิของสารสกัดจากร าขา้วต่อการต้านภาวะเครียดออกซเิดชันของ
เซลลป์ระสาทด้วยวธิกีาร MTT assay 

จากการศึกษาการใชส้ารสกัดจากร  าขา้วต่อการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชันของเซลล์

ประสาทมนษุย ์SH-SY5Y โดยวิธีการทดสอบ MTT พบวา่รอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลป์ระสาทท่ี

ถูกเลีย้งดว้ยสารสกัดจากร  าขา้วท่ีผ่านการสกัดโดยตวัท าละลายต่างชนิดกนั การใหค้วามรอ้นท่ี

แตกตา่งกนั และการเลีย้งเซลลป์ระสาทดว้ยสารสกดัจากร  าขา้วท่ีมีความเขม้ขน้แตกตา่งกนัเป็นไป

ดังตาราง 11 ซึ่งจากการเปรียบเทียบผลของการให้ความร้อนในการสกัดท่ีแตกต่างกันดัง

ภาพประกอบ 13 ซึ่งพบวา่สารสกดัท่ีสกดัโดยวิธีการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal รว่มกบัการ

ใชค้ลื่น ultrasound ช่วยใหเ้ซลลป์ระสาท SH-SY5Y มีรอ้ยละการรอดชีวิตสงูกว่า (p<0.05) เมื่อ

เปรียบเทียบกบัชดุทดลองท่ีเลีย้งดว้ย 250 μM H2O2 ในขณะท่ีการเลีย้งเซลลป์ระสาทดว้ยสารสกดั

ท่ีผ่านการใหค้วามรอ้นชุดควบคมุไม่ส่งผลแตกต่าง(p>0.05)กับชุดทดลองท่ีเลีย้งดว้ย 250 μM 

H2O2 ในแง่ผลของใขต้วัท าละลาย ethanolและ ethylacetate ในการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพจาก

ร  าขา้ว จากการเปรียบเทียบรอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลป์ระสาทพบว่าการเลีย้ง เซลลป์ระสาท

เพาะเลีย้ง SH-SY5Y ดว้ยสารสกัดท่ีใชต้วัท าละลาย ethanol และ ethylacetate ไม่แตกต่างกัน 

(p>0.05)  

นอกจากผลของตวัท าละลายและการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้

คลื่น ultrasound ผูวิ้จัยยังไดศ้ึกษาผลของความเขม้ขน้ของสารสกัดท่ีใชเ้ลีย้งกับเซลลป์ระสาท

(ตาราง11 และภาพประกอบ 13) โดยความเขม้ขน้ท่ีใชเ้ลีย้งสารสกดั 2, 20 และ 200 μg/mL จาก

การเปรียบเทียบคา่เฉล่ียในการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชนัของสารท่ีสกดัผา่นการใหค้วามรอ้นใน

รูปแบบตา่งๆ และตวัท าละลายตา่งชนิด พบวา่ สารสกดัท่ีมีความเขม้ขน้ 2 μg/mL มีประสิทธิภาพ

ในการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชันสงูท่ีสดุ (p<0.05) ) เมื่อเปรียบกบัการเลีย้งเซลลป์ระสาทดว้ย 

250 μM H2O2 เพียงอย่างเดียว 
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ภาพประกอบ 14 รอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลป์ระสาท SH-SY5Y จากการเลีย้งเซลลด์ว้ยสาร
สกดัจากร  าขา้วท่ีผา่นการสกดัดว้ยตวัท าละลายEthanolและ ethylacetate  โดยใชวิ้ธีการสกดั

แบบใหค้วามรอ้นแบบควบคมุ และ hydrothermal รว่มกบั ultrasound   
ท่ีมีความเขม้ขน้ 2,20 และ 200  μg/mL 

ตวัอกัษร b แทนความแตกตา่งอย่างมนียัส  าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยวิธี t-test ในการ
เปรียบเทียบชนิดของตวัท าละลาย 
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บทที ่5 
สรุป อภปิรายผล และขอ้เสนอแนะ 

 

สรุปผลการวจิัย 
จากการทดลองในการใช้ตัวท าละลายท่ีแตกต่างชนิดกันอันได้แก่ ethanol และ 

ethylacetate รวมทัง้ใชก้ารใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal แก่ร  าขา้วรว่มกบัการสกดัโดยใชค้ลื่น 

 ultrasound  แล้วท าการประเมินคุณสมบัติของสารสกัดจากร  าข้าวโดยใช้การทดสอบ  

Folin-Ciocalteu การหาฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH การวิเคราะห์หาปริมาณของ 

-oryzanol โดยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และการประเมินภาวะเครียด

ออกซิเดชนัในเซลลป์ระสาท SH-SY5Y พบวา่ 

1. การใหค้วามรอ้นในรูปแบบท่ีแตกตา่งกนัอนัไดแ้ก่ การใชค้ลื่น ultrasound  การให้

ความร้อนแบบ hydrothermal  และการให้ความร้อนแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น 

ultrasound พบว่าการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal แก่ร  าขา้วร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound 

ส่งผลไดป้ริมาณของ phenolic acid สูงท่ีสุด โดยปริมาณของphenolic acid จะสูงสุดเมื่อใช้ 

ethanol เป็นตวัท าละลาย นอกจากนีย้ังพับว่าปริมาณของ -oryzanol ในสารสกัดท่ีผ่านการให้

ความรอ้นแบบไฮโดรร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound มีปริมาณสงูท่ีสดุเมื่อเทียบกับการใหค้วาม

รอ้นในรูปแบบอ่ืน ซึ่งปริมาณของ phenolic acid และ -oryzanol ท่ีสงูท่ีสดุส่งผลใหส้ารสกัดท่ี

สกัดโดยการใช ้ethanol เป็นตวัท าละลาย และผ่านการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับ

การใชค้ลื่น ultrasound เป็นสารสกดัท่ีมีประสิทธิภาพสงูท่ีสดุในการยบัยัง้อนมุลูอิสระ DPPH 

2. การให้ความรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound จะไดส้าร

สกดัท่ีมีประสิทธิภาพในการตา้นภาวะเครียดออกซิเดชนัในเซลลป์ระสาทเพาะเลีย้ง SH-SY5Y ท า

ใหเ้ซลลป์ระสาทท่ีถกูเหน่ียวน าใหเ้กิดการตายแบบอะพอพโตซิสมีอตัราการตายนอ้ยลง ในขณะท่ี

ผลจากตวัท าละลายไมไ่ดส้ง่ผลใหส้ารสกดัออกฤทธ์ิแตกตา่งกนั 

ดังนั้นผลจากการทดลองจึงสามารถสรุปไดว้่าการให้ความรอ้นแบบ  hydrothermal 

รว่มกบัการใชค้ลื่น ultrasound เป็นวิธีท่ีมีประสิทธ์ิภาพในการสกดัสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร  าขา้ว 
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ทั้ง phenolic acid และ -oryzanol ซึ่งเป็นสารประกอบท่ีมีคณุสมบัติทางชีวภาพในการป้องกนั

เซลลป์ระสาทมนษุย ์SH-SY5Y จากภาวะเครียดออกซิเดชนั 
 

อภปิรายผลการวจิัย 
การศึกษาสารออกฤทธ์ิชีวภาพจากร าข้าวที่สกัดด้วยการให้ความร้อนแบบ 

hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น ultrasound ในตัวท าละลายทีต่่างกัน 
จากการศึกษาเ ก่ียวกับการให้ความร้อนแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้ 

ultrasound และศึกษาผลจากการใช้ ethanol และethylacetate เป็นตัวท าละลาย จากผลการ

ทดลองสามารถอภิปรายผลไดด้งันี ้

ปริมาณ phenolic acid ท้ังหมดทีส่กัดจากร าข้าว 
ปริมาณสารออกฤทธ์ิชีวภาพในสารสกัดจากร  าขา้วมีปริมาณของ phenolic 

acid เมื่อพิจารณาจากการใหค้วามรอ้นในรูปแบบเดียวกนัแตใ่ชต้วัท าละลายในการสกดัต่างชนิด
กัน พบว่าตวัท าละลาย ethanol สามารถสกัด phenolic acid ไดใ้นปริมาณท่ีสงูกว่าการใชต้วัท า

ละลาย ethylacetate  ซึ่งสอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Su et al. (2014) ท่ีศกึษาการสกดั phenolic 

acidจากพืชโดยใชเ้นือ้ลิน้จ่ีโดยการใชต้วัท าละลายชนิดตา่งๆ พบว่าการใชต้วัท าละลาย ethanol
รอ้ยละ 80 สามารถสกัด phenolic acid ไดใ้นปริมาณท่ีสงูกว่าเมื่อเทียบกับการใชต้วัท าละลาย  

ethylacetate ร ้อยละ 80 และการศึกษาของ Nawaz, Shad, and Muzaffar (2018) ท่ีศึกษา
คณุสมบตัิทางเคมีของสารตา้นออกซิเดชนัประเภท phenolic acid ในผกักะหล ่าปลี โดยไดศ้กึษา
การใช้ตัวท าละลายชนิดต่าง ๆ  ในการสกัด phenolic acid จากกะหล ่าปลี พบว่าการใชต้วัท า 
ethanol สามารถสกดั phenolic acid จากกะหล ่าปลีไดใ้นประมาณท่ีสงูกวา่การใช  ้ethylacetate 
เป็นตวัท าละลายดว้ยเช่นเดียวกนั ทัง้นีเ้ป็นเพราะ phenolic acid เป็นสารขัว้สงู จึงเกิดอนัตรกิริยา
กับตัวท าละลาย ethanol ท่ีมีขั้วไดม้ากกว่าการใชต้ัวท าละลาย  ethylacetate จึงท าให ้ethanol
เป็นตวัท าละลายท่ีมีความเหมาะสมในการน ามาสกัด phenolic acid มากกว่า รวมถึงจากการ
เปรียบเทียบปริมาณของphenolic acidจากการใชวิ้ธีการสกัดแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้
คลื่น  ultrasound ในครั้งนี ้พบว่าการให้ความร้อนแบบ  hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น 
ultrasound สามารถสกัดสารปริมาณของ phenolic acid ได ้3.21 mg GAE/gซึ่งมากกว่าการใช้
สกัดโดยการใชต้วัท าละลายเพียงอย่างเดียว จากผลการศึกษาของ Butsat and Siriamornpun 
(2010) ท่ีสามารถสกดัปริมาณ phenolic acid จากการใชต้วัท าละลายเพียงอย่างเดียวได ้2.5 mg 
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GAE/g และในการศึกษาของ Moongngarm et al. (2012) ท่ีไดป้ริมาณ phenolic acid เพียง 
1.57 mg GAE/g จากการสกดัโดยวิธีการใชต้วัท าละลายเพียงอย่างเดียว 

ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอสิระ DPPH จากสารสกัดร าข้าว 
จากการศกึษาฤทธ์ิการตา้นอนมุลูอิสระ DPPH พบวา่สารสกดัท่ีสกดัโดยการ

ใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound โดยการใช ้ethanol เป็นตวัท า
ละลายจะไดส้ารสกดัท่ีมีคา่ EC50 ต  ่าท่ีสดุท่ี 0.53 mg/mL เมื่อเปรียบเทียบกบัการใหค้วามรอ้นใน
รูปแบบอ่ืนๆ ในขณะท่ีการใช ้ethylacetate เป็นตวัท าละลายจะไดส้ารสกัดท่ีมีคา่ EC50 ต  ่าท่ีสดุท่ี 
0.87 mg/mL เมื่อเปรียบเทียบกับการใหค้วามรอ้นในรูปแบบอ่ืนๆ เช่นกัน โดยค่า EC50 จากการ
ทดลองแสดงใหเ้ห็นถึงความสอดคลอ้งจากการวดัปริมาณ phenolic acid ในสารสกัดท่ีผ่านการ
สกัดโดยการให้ความร้อนแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น ultrasound ซึ่งมีปริมาณ
phenolic acid สูงท่ีสุดเมื่อเทียบกับการให้ความรอ้นในรูปแบบอ่ืนๆโดยการใช้ตัวท าละลาย
เดียวกนั 

ปริมาณ -oryzanol ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

จากผลการวิเคราะหป์ริมาณ -oryzanol โดยการใชเ้ทคนิค HPLC พบว่ามี
แนวโน้มสอดคลอ้งกับปริมาณของ phenolic และฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ซึ่งปริมาณ  

-oryzanol พบไดส้งูสดุในสารสกดัท่ีสกดัโดยการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal รว่มกบัการใช้

คลื่น ultrasound โดยการใช ้ethanol เป็นในการสกัด แต่อย่างไรก็ตามปริมาณ -oryzanol จาก

การสกดัโดย ethylacete นัน้มีปริมาณท่ีต  ่ากวา่การใช ้ethanol ซึ่งปกติ -oryzanol เป็นสารขัว้ต  ่า 
เมื่อสกดัดว้ยตวัท าละลายควรไดป้ริมาณท่ีสงูเมื่อใชต้วัท าละลายขัว้ต  ่าเช่น ethylacetate ซึ่งขดักบั
ผลการทดลอง ทัง้นีเ้ป็นเพราะในขัน้ตอนของการสกัด มีการใหค้วามรอ้นในขณะท าการสกดัซึ่งเป็น
ผลท าให ้ethylacetate ท่ีมีจดุเดือนต  ่าระเหยจึงสง่ผลใหป้ริมาณของสารสกดัมีนอ้ยกว่าจึงเป็นผล

อาจท าให้ปริมาณของ -oryzanol ลดน้อยลงอีกด้วย แต่อย่างไรก็ดีจากการศึกษาของ 

Imsanguan et al. (2008) ปริมาณของ -oryzanol พบว่าปริมาณของ -oryzanol จากการสกดั
ด้วยการใช้  supercritical fluid extraction, soxhlet extraction และ  conventional solvent 

extraction ท  าให้ไดป้ริมาณ -oryzanol ในสารสกัด 11.37, 9.81 และ 7.35 mg/g ตามล าดับ 
ในขณะท่ีผลจากการสกดัโดยการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal รว่มกบัการใชค้ลื่น ultrasound 

ท าใหไ้ดส้ารสกดัท่ีมีปริมาณ -oryzanol สงูถึง 12.96 mg/g 
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การทดสอบการออกฤทธ์ิของสารสกัดจากร าข้าวต่อการต้านภาวะเครียด
ออกซเิดชันของเซลลป์ระสาทด้วยวธิีการ MTT assay 

จากการใช้สารสกัดท่ีจากร  าข้าวในการทดสอบฤทธ์ิการต้านภาวะเครียด

ออกซิเดชันในเซลล ์SH-SY5Y โดยทดสอบเปรียบเทียบระหว่างสารสกัดท่ีผ่านการใหค้วามรอ้น

แบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น ultrasound และการใช้ตัวท าละลาย ethanol และ 

ethylacetate พบว่าการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใชค้ลื่น ultrasound โดยใช ้

ethanol เป็นตวัท าล  าลาย ไดท้  าใหไ้ดส้ารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพสงูท่ีสดุในการตา้นภาวะเครียด

ออกซิเดชนัในเซลล ์SH-SY5Y ซึ่งในสารสกดัท่ีใชวิ้ธีดงักลา่วมีปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพใน

กลุ่มของ phenolic acid และ -oryzanol สูงท่ีสุด เมื่อเทียบกับการใหค้วามรอ้นและใชต้ัวท า

ละลายชนิดอ่ืนๆ 
 

ข้อเสนอแนะ 
จากการศึกษาปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพในสารสกัดจากร  าขา้วในขัน้ของการ

วิเคราะหป์ริมาณสารออกฤทธ์ิชีวภาพอาจใชร้  าขา้วท่ีไดร้บัการรบัรองมาตรฐานและปริมาณสาร

ออกฤทธ์ิชีวภาพจากแหล่งเพาะปลกูท่ีน่าเช่ือถือในการน ามาวิเคราะหห์าปริมาณเพ่ือใชใ้นการ

อา้งอิงถึงเพ่ือเพ่ิมความน่าเช่ือถือของประสิทธ์ิภาพในการสกดัจากการใชวิ้ธีการใหค้วามรอ้นแบบ 

hydrothermal นอกจากนีย้งัสามารถศกึษาการใชส้ารสกดัจากร  าขา้วสายพนัธอ่ื์นๆในการสกดัสาร

ออกฤทธ์ิชีวภาพดว้ยวิธีการให้ความรอ้นแบบ hydrothermal ร่วมกับการใช้คลื่น ultrasound  

ไดอี้กดว้ย 

และจากการทดลองใช้หมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ในการให้ความรอ้นแบบ  hydrothermal  พบว่า

ปริมาณของสารออกฤทธ์ิชีวภาพในกลุ่มของ phenolic acid และ -oryzanol มีปริมาณท่ีสงูเมื่อ

ท าการสกดัรว่มกบักรใชค้ลื่น ultrasound  หากเปลี่ยนเทคนิคการใหค้วามรอ้นแบบ hydrothermal 

โดยการใหค้วามรอ้นแบบ Instant Control Pressure Drop (ICPD) ซึ่งเป็นเตาปฏิกรณท่ี์สามารถ

ใช้แรงดันไดม้ากกว่า 15 psi อาจจะท าให้ไดส้ารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพมากกว่าการใช้หมอ้นึ่ง 

ฆ่าเชือ้ 
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