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การศึกษานีม้ีวัตถุประสงคท์ี่จะพัฒนาวิธีการสกัด cyanidin-3-O-glucoside จากขา้วไรซ์

เบอรร์ี่ โดยศึกษาผลของความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก  และอัตราส่วนของเมทานอล  วิเคราะห์
ปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง จากการทดลอง
พบว่าอตัราสว่นของตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกดัคือตวัท าละลายผสมของระหว่าง 0.1N HCl และ 
MeOH ที่อัตราส่วน  15:85 โดยปริมาตร ตรวจพบปริมาณ  cyanidin-3-O-glucoside สูงที่สุดเท่ากับ 
0.92210 ± 0.0158  กรัมต่อกิ โลกรัมน ้าหนักแห้ง   จากนั้นศึกษาผลของตัวท าละลายที่ มี ขั้ ว
ต่างกัน  ไดแ้ก่  เฮกเซน เอทานอล และน า้ ในการสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่จ  านวน 4 ตัวอย่าง พบว่าสารสกัด
ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตวัอย่าง D ในตวัท าละลายเอทานอลมีปริมาณสารฟีนอลิกรวม สารฟลาโวนอยดร์วม และ
สารแอนโทไซยานินรวมสูงที่สุดเท่ากับ  89.17 ± 0.56 mg GAE/g crude extract, 47.81 ± 1.26 mg 
QE/g crude extract และ 0.48 ± 0.033 mg C-3-GE/g crude extract ตามล าดบั และสารสกดัขา้วไรซ์
เบอรร์ี่ A ในตัวท าละลายเอทานอลมีฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ FRAP ได้ดีที่สุดมีค่า FRAP value เท่ากับ 
260.601 ± 0.25 µg/mL และสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ C ในตวัท าละลายเอทานอลมีฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระ 
Superoxide anion  ไดด้ีที่สดุมีค่า IC50  เท่ากับ  970.19 ± 25.14 µg/mL  สารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ดว้ยเอ
ทานอลมีฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระสูงกว่าสารสกัดดว้ยเฮกเซนและน า้ตามล าดับ และสารสกัดเอทานอลที่มี
ฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระดีที่สดุคือ A, D, C และ B ตามล าดบั แสดงว่าสารออกฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระในขา้ว
ไรซเ์บอรร์ี่สว่นมากสามารถละลายไดด้ีในตวัท าละลายที่มีขัว้ โดยฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระมีความสมัพนัธก์ับ
ปริมาณสารฟีนอลิกรวม สารฟลาโวนอยดร์วม และสารแอนโทไซยานินรวมที่มีในสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 
จีงสรุปไดว่้าขา้วไรซเ์บอรร์ี่เป็นแหลง่ส าคญัแหลง่หนึ่งของสารตา้นอนมุลูอิสระที่พบในธรรมชาติ 
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The objective of this study is to develop a method for cyanidin-3-O-glucoside 

extraction from Riceberry rice. The effects of the hydrochloric acid concentration and the 
MeOH ratio were also studied. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used to 
analyze the amount of cyanidin-3-O-glucoside in the extracts. The suitable ratio for cyanidin-3- 
O-glucoside extraction was 15:85 by volume of 0.1N HCl and MeOH yielded 0.92210 ± 0.0158 
g/kg of dried weight. The effects of solvent polarity on extraction, such as hexane, ethanol, 
and water were also studied. The total phenolic, total flavonoid, total anthocyanin contents and 
antioxidant activity from four samples of Riceberry rice were examined. The ethanolic extract 
of sample D showed the highest total phenolic, total flavonoid, and total anthocyanin contents 
at a concentration of 89.17 ± 0.56 mg GAE/g, 47.81 ± 1.26 mg QE/g and 0.48 ± 0.033 mg C-3-
GE/g crude extracts, respectively. The highest antioxidant activity of FRAP assay was the 
ethanol extract of sample A showed FRAP value of 260.601 ± 0.25 µg/mL. The best 
antioxidant in superoxide anion assay was sample C which showed IC50 value of 970.19 ± 
25.14 µg/mL. The ethanolic extracts of all samples showed higher antioxidant activity than the 
extracted hexane and water. The best antioxidant of ethanolic extract was sample A, D, C and 
B, respectively. These results indicated that most of antioxidant substances in Riceberry rice 
dissolved in alcoholic solvent. The antioxidant activity was correlated with the total phenolic, 
total flavonoid, and total anthocyanin contents. Therefore, it can be concluded that the 
ethanolic extract of Riceberry rice is a potential source of natural antioxidants. 
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ใหค้วามกรุณาเป็นที่ปรึกษาร่วม พรอ้มทัง้เป็นผูใ้หค้วามรูท้ี่เป็นประโยชนต่์องานวิจยันีอ้ย่างดียิ่ง  ให้
ค าปรกึษาเพื่อน าไปพัฒนางานวิจัยใหม้ีความสมบูรณ์และทรงคณุค่า  สามารถน าไปใชป้ระโยชนใ์น
สงัคมได ้รวมทัง้ใหค้วามอนุเคราะหใ์นการใชห้อ้งปฏิบติัการและเครื่องมือในการท างานวิจัยครัง้นี ้
ดว้ย ผูว้ิจยัขอกราบขอบพระคณุเป็นอย่างสงูในความกรุณาของอาจารยท์ี่ปรึกษาปริญญานิพนธท์ัง้
สองท่าน ที่ไดเ้สียสละเวลาอันมีค่าทุ่มเทให้กับงานด้านการวิจัยและพัฒนาอย่างไม่เหน็ดเหนื่อย  
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สอบปากเปลา่ปรญิญานิพนธ ์

ขอกราบขอบพระคุณอาจารย์ทุกท่านที่ ได้ประสิทธิประสาทวิชาความรู้แก่ผู ้วิจัยใน
การศึกษาตามหลกัสตูรวิทยาศาสตรม์หาบณัฑิต สาขาวิทยาการเภสชัภณัฑ ์ซึ่งท าใหผู้ว้ิจยัมีความรู้
อย่างเต็มเป่ียม สามารถน าความรูท้ี่ไดน้ัน้มาใชใ้หเ้กิดประโยชนต์ลอดจนท าใหง้านวิจยัส าเร็จลุล่วง
ไปไดด้ว้ยดี 

ขอขอบพระคุณคณะเภสัชศาสตร  ์มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒที่เอือ้อ านวยสถานที่ใน
การท างานวิจยัใหส้  าเรจ็ลลุว่งไปดว้ยดี 

สุดทา้ยนีผู้ว้ิจัยขอกราบขอบพระคุณมารดา บิดา ที่ใหโ้อกาส ใหก้ารสนับสนุน ตลอดจน
เป็นก าลงัใจในการศกึษากบัผูว้ิจยัเป็นอย่างดีเยี่ยมเสมอมา 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
ในปัจจุบนัพบว่าอนุมลูอิสระ (free radicals) มีความส าคัญในการก่อใหเ้กิดโรคหรือท า

ใหโ้รคมีความรุนแรงมากขึน้ อนุมลูอิสระเป็นโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpaired electron) 
ที่ไม่เสถียร ไวต่อการเกิดปฏิกิริยา ซึ่งเกิดจากกระบวนการเผาผลาญในร่างกาย (metabolism) ที่
เกิดขึน้ในร่างกายมีการใชอ้อกซิเจนตลอดเวลา และก่อใหเ้กิดปฏิกิริยาท าลายสารชีวโมเลกุลใน
ร่างกาย เช่น กรดไขมัน โปรตีน เป็นต้น นอกจากนีย้ังเกิดจากมลพิษจากสิ่งแวดล้อม สารเคมี 
สารพิษ แสงแดด ความรอ้น อาหารที่มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัว สาเหตุเหล่านีก้่อใหเ้กิดเป็น oxidative 
stress ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดโรคต่าง ๆ เช่น Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, 
diabetes mellitus, cancer และการบาดเจ็บของเซลล์ (Aryal, Baniya, Danekhu, & Kunwar, 
2019) อีกทัง้ยงัมีโรคที่สามารถเป็นได ้เช่น อนุมลูอิสระเขา้ไปท าใหผ้นงัหลอดเลือดแดงถูกท าลาย 
เมื่อมีไขมันไปติดสะสมอยู่บริเวณที่หลอดเลือดแดงถูกท าลายจะก่อใหเ้กิดเสน้เลือดในสมองตีบ 
(ischemic stroke) และโรคหัวใจ ในที่สุด ซึ่งโรคต่าง ๆ ในปัจจุบันเกิดเพิ่มมากขึน้ จึงท าให้มี
การศึกษาในการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระ เพื่อลดผลทางชีวภาพของอนุมูลอิสระดังกล่าวและเพื่อ
เปลี่ยนแปลงธรรมชาติของโรคต่าง ๆ จึงท าใหม้ีการโฆษณาถึงประโยชนข์องสารตา้นอนุมลูอิสระ
และชกัชวนผูป่้วยใหบ้รโิภคสารตา้นอนมุลูอิสระมากขึน้ 

สารที่สามารถต้านอนุมูลอิสระได้มีทั้งจากธรรมชาติ และจากการสังเคราะห ์สารจาก
ธรรมชาติที่มีสมบัติ เป็นตัวต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่  กลุ่ม  polyphenols เช่น  ฟลาโวนอยด ์
(flavonoids) ไอโซฟลาโวน ( isoflavone) แอนโทไซยานิน (anthocyanins) เนื่องจากมาจาก
ธรรมชาติหลายชนิดมีสารตา้นอนุมูลอิสระดังกล่าวเป็นองคป์ระกอบ ดังนัน้การบริโภคอาหารจึง
เป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถใชต้า้นอนุมูลอิสระได ้รวมทั้งการบริโภคขา้วที่ถือเป็นอาหารหลกัใน
การด ารงชีวิตซึ่งขา้วเป็นแหล่งของคณุค่าทางอาหาร ประเทศไทยเป็นประเทศที่ผลิตขา้วไดม้ากทัง้
ขา้วขาวและขา้วที่มีสี ขา้วขาวเป็นขา้วที่ผ่านการขัดสีเอาสารส าคัญทางโภชนาการออกไปเกือบ
หมดท าใหส้ญูเสียสารส าคญัที่จ  าเป็นต่อรา่งกาย จึงสง่ผลใหใ้นปัจจุบนัการบรโิภคขา้วหลากสีที่ไม่
ผ่านการขัดสีได้รับความนิยมมากขึน้  เนื่องจากเป็นข้าวเพื่อสุขภาพ เป็นข้าวที่มีคุณค่าทาง
โภชนาการสูง และพบว่าขา้วที่มีสีมีแอนโทไซยานิน โปรแอนโทไซยานิน และฟีนอลิก (Niu et al., 
2013) ซึ่งสารเหล่านีม้ีฤทธิ์ในการตา้นอนุมลูอิสระ (antioxidant) มีส่วนในการป้องกันการเกิดโรค
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ต่ าง  ๆ  เช่ น  โรคหลอด เลื อดหั วใจ  (cardiovascular disease) โรคมะ เร็ง  โรค เบ าหวาน 
(Chaovanalikit, 2011) ลดคลอเลสเตอรอล และชะลอการเสื่อมของเซลลร์า่งกาย เป็นตน้  

ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ (Riceberry rice) ข้าวสายพันธุ์นีไ้ด้รบัการพัฒนาโดยคนไทย จากการ
ร่ ว ม มื อ ร ะ ห ว่ า ง ศู น ย์ วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ข้ า ว กั บ ค ณ ะ ก ร ร ม ก า ร วิ จั ย แ ห่ ง ช า ติ แ ล ะ
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์ไดม้าจากการผสมระหว่าง ขา้วเจา้หอมนิลกับขา้วขาวดอกมะลิ  105 
ท าให้ได้พันธุ์ข้าวที่มีลักษณะผิวมันวาว เมล็ดเรียวยาว สีเหมือนลูกเบอรร์ี่ เมื่อหุงสุกแล้วจะ
กลายเป็นสีม่วงเขม้ จากการศึกษาพบว่าคณุสมบติัที่โดดเด่นของขา้วไรซเ์บอรร์ี่คือเป็นแหล่งของ
อาหารที่ให้สารต้านอนุมูลอิสระสูง สารอาหารที่พบได้แก่ โพลิฟีนอล, โอเมกา-3, ธาตุเหล็ก, 
วิตามินอี, วิตามินบี 1, เบตา้แคโรทีน และแกมมาโอไรซานอล เป็นตน้ เมื่อร่างกายไดร้บัสารอาหาร
เหล่านีอ้ย่างเพียงพอในแต่ละวนัจะช่วยลดการเกิดโรคต่าง ๆ ได ้(วสนัต ์ชุณหว์ิจิตรา, 2558) ซึ่ง
จากงานวิจยัท่ีท าการศึกษาฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระในขา้วไรซเ์บอรร่ี์จะพบว่าสารสกัดมีฤทธิ์ในการ
ตา้นอนมุลูอิสระ จากการศึกษาวิเคราะหจ์ากวิธี DPPH assay และ ABTS assay (Settapramote, 
Laokuldilok, Boonyawan, & Utamaang, 2018) 

นอกจากนีข้า้วไรซเ์บอรร์ี่ยังพบสารประกอบแอนโทไซยานินซึ่งอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด ์
แอนโทไซยานินเป็นสารสีที่พบในพืชโดยเฉพาะดอกไม ้ผลไม ้และพืชหวั โดยสีจากแอนโทไซยานิน
จะเปลี่ยนแปลงไปตามค่า pH ในสภาวะที่เป็นกรดจะเป็นสีแดง ในสภาพที่เป็นด่างจะเป็นสีน า้เงิน 
แอนโทไซยานินสามารถมีไดห้ลายชนิด ทัง้นีข้ึน้กับตวัน า้ตาลที่มาเกาะบริเวณ B-ring ท าใหเ้ป็นสี
และชนิดของแอนโทไซยานินจะแตกต่างกนั ไดแ้ก่ ไซยานิดิน (cyanidin) มีสีม่วงแดง, เดลฟินิดิน 
(delphinidin) มีสีน ้าเงินอมแดง, เพลาโกนิดิน (pelargonidin) มีสีส้ม เป็นต้น จากงานวิจัยที่
ท าการศึกษาพบแอนโทไซยานินชนิดไซยานิดินและพีโอนิดินในสารเม็ดสีที่ชั้นผิวของเมล็ดขา้ว 
(Khoo, Azlan, Tang, & Lim, 2017; Settapramote et al., 2018) 

ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีความมุ่งหมายที่จะตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside และ
แอนโทไซยานินรวม ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของข้าวไรซเ์บอรร่ี์ในประเทศไทย เพื่อเป็น
แนวทางในการพฒันาวิธีการสกดัสารส าคญัจากขา้วไรซเ์บอรร์ี่และใชเ้ป็นขอ้มลูในการพฒันาไปสู่
ผลิตภณัฑท์างยา อาหาร และอาหารเสรมิที่มาจากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ต่อไป 
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ความมุ่งหมายของงานวิจัย 
1. เพื่อศึกษาอัตราส่วนของตัวท าละลายที่ เหมาะสมในการสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่       

เพื่อตรวจหาปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content 
2. เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหแ์อนโทไซยานินจากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่  ด้วยเทคนิค 

HPLC และท า method validation 
3. เพื่อตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content  

จากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ในประเทศไทย 
4. เพื่อศกึษาฤทธิ์ในการตา้นอนมุลูอิสระจากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ในประเทศไทย 

ความส าคัญของการวิจัย 
1. ทราบอตัราส่วนตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่  ใหป้ริมาณแอนโท

ไซยานินสงูสดุ 
2. ทราบถึงปริมาณ  cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content จาก

สารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ในประเทศไทย 
3. สามารถน าวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้ไปประยุกตใ์ชใ้นการวิเคราะห์หาปรมิาณแอนโทไซ

ยานินจากพืชอ่ืน ๆ ต่อไปได ้ 
4. ทราบถึงฤทธิ์ในการตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ เพื่อน าขอ้มูลไปใช้

ประโยชนใ์นดา้นต่าง ๆ เช่น เป็นขอ้มูลในการพัฒนาไปสู่ผลิตภัณฑ์ทางยา อาหาร และอาหาร
เสรมิที่มาจากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ต่อไป 

ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัเชิงทดลอง แบ่งการศกึษาออกเป็น 2 สว่น ไดแ้ก่ 

1. การศึกษาอัตราส่วนของตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่เพื่อ
ตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content โดยท าการสกดัขา้ว
ไรซเ์บอรร์ี่โดยใช ้HCl : Methanol ตลอดจนตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะหท์ี่พัฒนาขึน้
ตามเกณฑ์การยอมรับของ AOAC 2012 ด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้ cyanidin-3-O-glucoside 
เป็นสารมาตรฐาน 

2. การทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ จากวิธี FRAP assay และจากวิ ธี 
superoxide anion scavenging assay โดยท าการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่โดยใชต้วัท าละลาย 3 ชนิด 
ไดแ้ก่ hexane, absolute ethanol และน า้  
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ตัวแปรทีศ่ึกษา 
1. การศึกษาอัตราส่วนของตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่เพื่อ

ตรวจหาปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content 
ตวัแปรอิสระ: อตัราสว่นของตวัท าละลายระหว่างความเขม้ขน้ของ HCl : Methanol 
ตวัแปรตาม: ปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content 

2. การทดสอบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ 
ตวัแปรอิสระ: phenolic, flavonoid, anthocyanin 
ตั ว แ ป ร ต า ม : FRAP value (FRAP assay) แ ล ะ  % radical scavenging 

(superoxide anion scavenging activity)  

นิยามศัพทเ์ฉพาะ 
Total anthocyanin contents หมายถึงปรมิาณแอนโทไซยานินที่มีในสารสกดัหยาบ 
Antioxidant activity หมายถึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยทดสอบหาปริมาณของสาร  

ตา้นอนมุลูอิสระในสารสกดั ใชว้ิธี FRAP assay และวิธี superoxide anion scavenging assay  

กรอบแนวคิดในงานวิจัย 
1. การศึกษาอัตราส่วนของตัวท าละลายที่ เหมาะสมในการสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่เพื่อ

ตรวจหาปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content 
ตัวแปรอิสระ 

อัตราส่วนของตัวทำละลาย 
ระหว่างความเข้มข้นของ HCl : Methanol 

 

ตัวแปรตาม 
ปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside 

และ Total anthocyanin content 
 

2. การทดสอบฤทธิ์ในการตา้นอนมุลูอิสระ 

ตวัแปรอิสระ 
phenolic, flavonoid, anthocyanin  

ตวัแปรตาม 
FRAP value (FRAP assay), 
% radical scavenging 

(superoxide anion scavenging activity) 
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สมมุติฐานในการวิจัย 
1. อตัราส่วนของตวัท าละลายในการสกัดระหว่างความเขม้ขน้ของ HCl:Methanol มีผล

ต่อปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside และ Total anthocyanin content  
2. สารสกดัที่ไดจ้ากขา้วไรซเ์บอรร์ี่สว่น ethanol พบTotal anthocyanin content สงูสดุ 
3. ปริมาณสารฟีนอลิก ปริมาณสารฟลาโวนอยด ์และปริมาณสารแอนโทไซยานินที่ได้

จากขา้วไรซเ์บอรร์ี่สง่ผลต่อการตา้นอนมุลูอิสระ 
 



  
 

บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

การวิจยัครัง้นีม้ีการศกึษาเอกสารและงานวิจยัที่เก่ียวขอ้ง และไดน้ าเสนอตามหวัขอ้ดงันี ้
1. ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ (riceberry rice) 
2. แอนโทไซยานิน (Anthocyanins) 
3. อนมุลูอิสระ และสารตา้นอนมุลูอิสระ (Antioxidant) 

ข้าวไรซเ์บอรร่ี์ (riceberry rice) 
ขา้ว มีชื่อวิทยาศาสตรคื์อ Oryza sativa (L.) อยู่ในวงศ ์Poaceae ขา้วไม่มีรากแกว้มีแต่

รากฝอยอยู่ใต้ดิน ล าต้นมีลักษณะเป็นทรงกระบอกเป็นข้อและปลอ้ง ภายในล าต้นกลวง ขา้ว
จดัเป็นพืชใบเลีย้งเด่ียว ใบขา้วเรียวยาวมีกาบใบหุม้ตาและล าตน้ มีลิน้ใบเป็นรูปสามเหลี่ยม และ
หูใบยื่นออกมาจากด้านนอกของข้อต่อ ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของข้าวที่สามารถแยกจากพืช
ตระกูลเดียวกัน ดอกมีลกัษณะเป็นช่ออยู่ปลายสุดของล าตน้ ประกอบดว้ยดอกย่อยจ านวนมาก 
เมื่อดอกมีการผสมเกสรจะพัฒนาเป็นเมล็ดข้าว โดยสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตได้ 25-30 วัน 
หลงัจากมีการผสมเกสร (Wijitvechkarn, 2018) 

 

 

ภาพประกอบ 1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องขา้ว 

ที่มา: Wikipedia (2020) 
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ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ (riceberry rice) ขา้วสายพันธุ์นีไ้ดร้บัการพัฒนาโดยคนไทยจาก ศ.ดร.
อภิชาติ วรรณวิจิตร กบัคณะกรรมการวิจยัแห่งชาติและมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์เป็นขา้วที่ได้
จากการน าพันธุ์ขา้วมาผสมระหว่าง ขา้วเจา้หอมนิลกับขา้วขาวดอกมะลิ 105 ท าใหไ้ดพ้ันธุ์ที่มี
ลกัษณะผิวมนัวาว เมล็ดเรียวยาว สีเหมือนลูกเบอรร์ี่ เมื่อหุงสุกแลว้จะกลายเป็นสีม่วงเขม้ มีเนือ้
สมัผสัเหนียวนุ่ม มีอายกุารเก็บเก่ียว 130 วนั จากการศกึษาพบว่าคณุสมบติัที่โดดเด่นของขา้วไรซ์
เบอรร์ี่คือเป็นแหล่งของอาหารที่ให้ สารตา้นอนุมูลอิสระสูง สารอาหารที่พบดังแสดงในตารางที่ 1 
ไดแ้ก่ แทนนิน, โอเมกา 3, ธาตุเหล็ก, วิตามินอี, วิตามินบี 1, เบตา้แคโรทีน, แกมมา โอไรซานอล 
โพลิฟีนอล เป็นตน้ เมื่อรา่งกายไดร้บัสารอาหารเหล่านีอ้ย่างเพียงพอในแต่ละวนัจะช่วยลดการเกิด
โรคต่าง ๆ ได ้นอกจากนีเ้ป็นพันธุข์า้วที่มีสีม่วงเขม้ ซึ่งสีม่วงนีเ้ป็นส่วนประกอบจาก anthocyanin 
โดย anthocyanin ที่พบในขา้วไรซเ์บอรร์ี่ไดม้ีการศึกษาวิจยัแลว้พบว่ามีฤทธิ์ในการตา้นการอกัเสบ 
ช่วยลดอัตราเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็ง ช่วยป้องกันการเกิดเบาหวาน โรคหลอดเลือด โรคหัวใจ 
เป็นตน้ (Nongyao, Keapradub, Rattanachaisit, & Kongkiattikajorn, 2014) 

 

 

ภาพประกอบ 2 ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

ที่มา: Vanavichit (2020)  
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ตาราง 1 สารอาหารส าคญัที่อยู่ในขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

สารอาหาร ปรมิาณ ประโยชน ์
Omega-3 25.51 mg/100 g กรดไขมันที่จ  าเป็น มีส่วนช่วยในการท างานของ

สมอง ระบบประสาท 
Iron 13-18 mg/kg เป็นส่ วนประกอบส าคัญ ของฮี โม โกบิ น ใน       

เม็ดเลือดแดง และเอนไซมท์ี่เก่ียวขอ้งกับการใช้
ออกซิเจนในรา่งกายและสมอง 

Zinc 31.9 mg/kg ช่วยสรา้งคอลลาเจน ช่วยสงัเคราะหโ์ปรตีน 
Vitamin E 678 ug/100 g  ช่วยบ ารุงผิวพรรณ ลดอัตราเสี่ยงการเกิดโรค

หลอดเลือดสมอง และหวัใจ 
Beta-Carotene 63 ug/100 g บ ารุงสายตา ลดอตัราเสี่ยงการเกิดโรคมะเรง็ 
Polyphenols 113.5 mg/100 g ลดอตัราเสี่ยงการเกิดโรคมะเรง็ 
Tannin 89.33 mg/100 g สมานแผล แกท้อ้งรว่ง แกบ้ิด 
Gamma oryzanol 462 ug/g ลดอัตราเสี่ยงการเกิดโรคหัวใจ โรคเบาหวาน   

โรคสมองเสื่อม โรคความดนัโลหิตสงู 

ที่มา: วสนัต ์ชณุหว์ิจิตรา (2558)  

งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับข้าวไรซเ์บอรร่ี์ 
Settapramote et al. (2018) ไดท้ าการศกึษาวิจยัเก่ียวกบัขา้วไรซเ์บอรี่ถึงฤทธิ์ในการ

ตา้นอนุมลูอิสระ รวมถึงปรมิาณแอนโทไซยานิน เก็บตวัอย่าง 5 จงัหวดั ผลการทดลองฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระจากวิธี DPPH assay ข้าวไรซเ์บอรี่จากเพชรบูรณ์สูงที่สุดพบ % scavenging 
ability of DPPH เท่ากบั 71.54 และวิธี ABTS assay พบว่าขา้วไรซเ์บอรี่จากสิงหบ์ุรีและล าปางสงู
ที่สุดพบ % scavenging ability of ABTS เท่ากับ 43.41 และ 43.03 ตามล าดับ ปริมาณสารฟี
นอลิกที่ล  าปางและเพชรบูรณ์สูงที่สุดพบอยู่ระหว่าง  179.16 - 327.61 mg GAE/100 g. และ
ปริมาณแอนโทไซยานินจากล าปางสูงที่สุดพบอยู่ระหว่าง 24.69 - 272.76 mg/100g จากการ
ทดสอบแสดงถึงความสมัพนัธ์ในการตา้นอนุมลูอิสระมีสว่นอย่างมากจากปรมิาณสารฟีนอลิกและ
สารแอนโทไซยานิน 
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Anthocyanins 
แอนโทไซยานิน (anthocyanins) มี รากศัพท์มาจากภาษากรีก โดยค าว่า Anthos 

หมายถึง ดอกไม ้และ Kyanos หมายถึง สีน า้เงิน ดงันัน้แอนโทไซยานินจึงมีความหมายว่าดอกไม้
สีน า้เงิน (Pervaiz, Songtao, Haider, & Fang, 2017) แอนโทไซยานินเป็นสารสี สามารถละลาย
น า้ได ้(water-soluble pigments) โดยสีจะเปลี่ยนแปลงไปตามความเป็นกรดและด่าง ในสภาวะที่
เป็นกรดเปลี่ยนเป็นสีแดง (pH นอ้ยกว่า 7) ในสภาวะที่เป็นกลางเปลี่ยนเป็นสีม่วง ในขณะที่เป็น
ด่างเปลี่ยนเป็นสีน า้เงิน (pH มากกว่า 7) (ส านักหอสมุดและศูนย์สารสนเทศวิทยาศาสตรแ์ละ
เทคโนโลยี, 2553) สามารถพบในพืชทั่วไปเช่น ดอกไม้ ผลไม้ และพืชหัวใต้ดิน (Khoo et al., 
2017) และพบว่า เป็นสารประกอบชนิ ดหนึ่ งที่ ส  าคัญ ที่ เจอได้ในข้าวด าและข้าวแดง 
(Jiamyangyuen, Nuengchamnong, & Ngamdee, 2017) 

โครงสร้างแอนโทไซยานิน 
โครงสรา้งเป็นสารประกอบกลุ่มฟลาโวนอยด ์(flavonoids) โครงสรา้งประกอบดว้ย 3 

สว่น ไดแ้ก่ aglycone, sugar และ acyl group 
แอน โท ไซ ย านิ น ถู ก ค้น พ บ ว่ ามี  600 ก ว่ า ชนิ ด  โด ย โค รงส ร้า งห ลั ก เป็ น  

anthocyanidins หรือเรียกว่า aglycone โดยมีคารบ์อนทัง้หมด 15 อะตอม โครงสรา้งพืน้ฐานเป็น
แบบ C6-C3-C6 คือ glycoside ของ 2-phenyl benzopyrylium หรือ flavylium cation (Pervaiz et 
al., 2017) เชื่อมต่อกนัดงัแสดงในภาพประกอบ 3 มีอยู่ประมาณ 6 ชนิด ที่จะเจอบ่อยในพืช ไดแ้ก่ 
เด ล ฟิ นิ ดิ น  (delphinidin) ไซ ย านิ ดิ น  (cyanidin) เพ ทุ นิ ดิ น  (petunidin)  เพ ล า โก นิ ดิ น 
(pelargonidin) พีโอนิดิน (peonidin) และมอลวิดิน (malvidin)  

แอนโทไซยานินที่เกิดขึน้ในธรรมชาติแต่ละชนิดมีความแตกต่างกันขึน้กับจ านวน
หมู่ไฮดรอกซี (hydroxyl group) ต าแหน่งของในการเกิดไกลโคซิเลชัน (glycosylated) และการ
แทนที่ของหมู่เมทอกซี (methoxy group) หรือธรรมชาติและจ านวนของอะโรมาติก (aromatic) 
หรืออะลิฟาติก (aliphatic carboxylates) (Pervaiz et al., 2017) 

สีที่เกิดขึน้ของแอนโทไซยานินเป็นผลมาจากการแทนที่ดว้ยหมู่เมทอกซี (OCH3) และ 
หมู่ไฮดรอกซี (OH) ของ flavylium ring และสง่ผลต่อความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย รงควตัถุสี
แดงเป็นผลมาจากหมู่เมทอกซีมรการเพิ่มจ านวนขึน้ สว่นรงควตัถุสีน า้เงินเป็นผลมาจากจากหมู่ไฮ
ดรอกซมีีการเพิ่มจ านวนขึน้ (Mazza, 2007) ดงัแสดงในตารางที่ 2 
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ภาพประกอบ 3 structure of anthocyanidin 

ที่มา: Yang, Rong-Rong, Ji-Li, and Ke (2019) 

ตาราง 2 สีและการดดูกลืนแสงของแอนโทไซยานิดิน 

กลุม่รงควตัถุ 
การแทนที่ 

สี 
การดูดกลืนแสง (nm) in 
HCl acidified MeOH R1 R2 

delphinidin OH OH ม่วง 546 
cyanidin OH H ม่วง-แดง 535 
petunidin OCH3 OH ม่วง 543 
pelargonidin H H แดง 520 
peonidin OCH3 H ม่วง-แดง 532 
malvidin OCH3 OCH3 ม่วง 542 

ที่มา: He and Giusti (2010) 
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คุณสมบัติทางเคมีของแอนโทไซยานิน 
แอนโทไซยานินเป็น pH indicator โดยวดัค่าความเป็นกรดและความเป็นด่าง เมื่อค่า 

pH ต ่าจะมสีีแดง เมื่อค่า pH เป็นกลางจะใหส้ีน า้เงิน และเมื่อค่า pH สงูจะไม่มีสี  
แอนโทไซยานินขณะที่อยู่ในสภาวะสมดุลจะมี 4 โครงสรา้งคือ ในสภาวะที่เป็นกรด 

pH ต ่ากว่า 2 โครงสรา้งจะเป็นแบบ flavylium cation (red-orange) เมื่อ pH เพิ่มขึน้จะเกิดการ
สูญเสียโปรตอนโครงสรา้งจะเป็นแบบ  quinonoidal base (purple-violet) ซึ่งเป็นโครงสรา้งที่
เกิดขึ ้นได้ปกติ แต่เมื่ อเกิดปฏิกิริยาไฮเดรชัน (hydration) โครงสร้างจะเป็นแบบ  carbinol 
pseudobase (colorless) ซึ่ ง ไม่ มี สี  และ เมื่ อ  pH สูงขึ ้น โครงสร้างจะ เป็นแบบ  chalcone 
(colorless) ซึ่งไม่มีสีจะปรากฏใหเ้ห็นดงัแสดงในภาพที่ 4  

 

ภาพประกอบ 4 ลกัษณะของโครงสรา้ง anthocyanin 

ที่มา: He and Giusti (2010) 
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ความเสถียรของแอนโทไซยานิน  
ความเสถียรของแอนโทไซยานินมีหลายปัจจยัที่ส่งผลกระทบ โดยปัจจยัที่ส่งผลมาก

ที่สุดคือปัจจยัทางเคมีและฟิสิกส ์ไดแ้ก่ อุณหภูมิ แสง ความเป็นกรด-ด่าง น า้ตาล และออกซิเจน 
รวมไปถึงความเขม้ขน้ โครงสรา้งเคมีและองคป์ระกอบของแอนโทไซยานิน  

1. Structure เมื่อมีการเพิ่มจ านวนหมู่ไฮดรอกซี จะส่งผลให้ความยาวคลื่นในการ
ดดูกลืนแสงเพิ่มมากขึน้และท าใหเ้กิดการเปลี่ยนสีจากสม้ไปเป็นม่วง แต่เมื่อหมู่แทนที่เป็นหมู่เมท
อกซีที่เพิ่มขึน้ส่งผลใหค้วามยาวคลื่นในการดูดกลืนแสงลดลง (ส านกัหอสมดุและศนูยส์ารสนเทศ
วิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี, 2553)  

2. Temperature เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึน้ส่งผลต่อความเสถียร จะท าให้ความเสถียร
ต ่าลง มกีารศึกษาความเสถียรดา้นความรอ้นของแอนโทไซยานินที่ผ่านการท าใหส้กุหรือโดนความ
รอ้น พบว่าการผ่านความรอ้นที่อุณหภูมิ 100 ºC ท าใหป้ริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ลดลง
อย่างมีนยัส าคญั (Hiemori, Koh, & Mitchell, 2009)  

3. ความเป็นกรด-ด่าง เมื่อสารอยู่ในสภาวะสมดุลที่มีค่า pH นอ้ยกว่า 0.5 จะอยู่ใน
โครงสรา้งแบบ flavylium cation เพียงชนิดเดียวปรากฏเป็นสารละลายสีแดง เมื่อค่า pH เพิ่มขึน้
จนอยู่ในสภาพที่มีความเป็นกรดอ่อนท าให้ปริมาณ flavylium cation ลดลงและเปลี่ยนไปเป็น 
carbinol pseudobase ซึ่งไม่มีสี เมื่อแอนโทไซยานินอยู่ในสารละลายที่มีความเป็นด่างจะมีเฉพาะ
โครงสรา้ง carbinol pseudobase และโครงสรา้ง chalcone ซึ่งไม่มีสี 

4.  Ascorbic acids (Palakajornsak, 2004) ส า ม า ร ถ เ กิ ด ก า ร ค ว บ แ น่ น 
(condensation) ที่คารบ์อนต าแหน่งที่ 4 เกิดเป็นสารที่มีความไม่คงตวั อีกทัง้เป็นสารประกอบที่ไม่
มีสี นอกจากนีก้รดแอสคอรบ์ิกสามารถเกิดการ oxidized ได ้สง่ผลใหส้ีที่เห็นมีความจางลง  

การสกัด (Extraction)  
แอนโทไซยานินสามารถสกัดได้โดยใช้ตัวท าละลายหลายชนิด ได้แก่ methanol, 

ethanol, acetone และน า้ เป็นตน้ เมื่อสกัดสารที่ไดจ้ะไดส้ิ่งสกัดที่ประกอบดว้ยแอนโทไซยานิน
และสารอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ กรดอินทรีย ์และน า้ตาล เนื่องจากตัวท าละลายที่ใชใ้นการสกัดไม่จ าเพาะ
ส าหรบัแอนโทไซยานิน อย่างเดียวจึงตอ้งมีการท าใหส้ารสกัดมีความบริสุทธิ์โดยใชเ้ทคนิคต่าง ๆ 
ในการท าใหแ้อนโทไซยานินแยกจากสารตวัอ่ืน ๆ 

การสกัดเพื่อให้ได้แอนโทไซยานินที่มีความคล้ายกับธรรมชาติสามารถใช้ตัวท า
ละลายได้หลายตัว ซึ่ งมีการใช้  methanol เป็นตัวท าละลายสกัดมากที่สุด มีการทดลอง
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของตวัท าละลายที่ใชใ้นการสกดัพบว่า methanol มีประสิทธิภาพในการ
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สกดัและการ recovery มากกว่า ethanol และน า้ แต่หากน ามาใชก้บัอาหารควรใช ้ethanol กบัน า้
มากกว่า เนื่องจากมีความเป็นพิษนอ้ยกว่า methanol 

การสกดัแอนโทไซยานินโดยใชส้ารละลายกรด ส่งผลใหส้ารแอนโทไซยานินมีความ
คงตวัมากขึน้ เช่น formic acid, acetic acid และ hydrochloric 

การวิเคราะหป์ริมาณสารแอนโทไซยานิน 
สามารถแบ่งได ้2 แบบ คือ การวิเคราะหช์นิดและปรมิาณ และการวิเคราะหห์า Total 

anthocyanin content 
1. การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของแอนโทไซยานิน โดยใช้วิธี HPLC จะอาศัย

ความมีขัว้ของสารแอนโทไซยานินในการแยก ใชว้ิธี reverse-phase HPLC จะแยกตามความเป็น
ขั้ ว  ไ ด้ แ ก่  delphinidin < cyanidin < petunidin < pelargonidin < peonidin < malvidin 
สารละลายที่ใชใ้นการวิเคราะหแ์บบ HPLC จะอยู่ในสภาวะที่เป็นกรด pH < 2 แอนโทไซยานินจะ
มีโครงสรา้งแบบ flavylium cation (ส านกัหอสมดุและศนูยส์ารสนเทศวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี, 
2553) 

2. การวิเคราะห์หา Total anthocyanin content (Chaovanalikit, 2011) สามารถ
ทดสอบไดห้ลายวิธี เช่น การวัดค่าการดูดกลืนแสง โดยน าสารสกัดที่ไดไ้ปวัดค่าการดูดกลืนแสง
ช่วงความยาวคลื่นสูงสุด แอนโทไซยานินมีความยาวคลื่นสูงสุดอยู่ในช่วง 490-550 นาโนเมตร 
และอีกวิธีหนึ่งคือ pH differential method เป็นการเปลี่ยนแปลงของโครงสรา้งตามค่า pH ที่มีการ
เปลี่ยนไปท าใหก้ารดดูกลืนแสงเปลี่ยนไปดว้ย 

งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้อง 
รายงานวิจยัที่ท าการสกดัแอนโทไซยานิน มีดงันี ้

Hiemori et al. (2009) ท าการศึกษาวิจัยถึงองคป์ระกอบและความคงตัวดว้ยความ
รอ้นของแอนโทไซยานินในขา้วสีด า วิเคราะหโ์ดยใชเ้ครื่อง LC-(ESI) MS/MS และ HPLC-PDA สาร
แอนโทไซยานินที่พบไดสู้งที่สุดคือ cyanidin-3-glucoside (572.47 µg/g เท่ากับ 91.13% ของ TAC) 
และ peonidin-3-glucoside (29.78 µg/g เท่ากับ 4.74 % ของ TAC) นอกจากนี ้ความคงตัวด้วย
ความรอ้นของสารที่วัดไดจ้ากการถูกความรอ้นและการใชแ้รงดนั พบว่าวิธีทัง้หมดในการหุงขา้วสีด า 
ส่งผลใหป้ริมาณของสารแอนโทไซยานินลดต ่าลงอย่างมีนยัส าคัญ และแรงดนัที่ใชใ้นการหุงขา้วเป็น
สาเหตุหลัก ส่งผลให้ปริมาณ cyanidin-3-glucoside ลดต ่าลง และถัดมาเป็นการใช้หม้อที่หุงขา้ว
และปริมาณก๊าซที่ใช ้ดงันัน้จึงสรุปไดว้่าการหุงขา้วเป็นสาเหตหุนึ่งที่ท าใหเ้กิดการสลายตวัโดยความ
รอ้นของ cyanidin-3-glucoside 
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Jiamyangyuen et al. (2017) ท าการศึกษาข้าวไรซเ์บอรร์ี่และข้าวหอมมะลิแดง 
โดยใชข้า้วหอมมะลิขาวเป็นตัวควบคุม ท าการเพาะปลูกขา้วในเดือนกรกฎาคม เก็บเก่ียวในเดือน
พฤศจิกายน โดยเก็บเก่ียวระยะเวลาต่างกนัทัง้หมด 5 ครัง้ น ามาสกดัดว้ย hexane ก่อน จากนัน้สกดั
ต่อด้วย methanol : 1N HCl in water (85:15) ท าการวิ เคราะห์หาสารanthocyanin และ pro-
anthocyanin ในขา้วทัง้สามชนิด ผลการทดลองพบ anthocyanin เฉพาะในขา้วไรซเ์บอรร่ี์เท่านัน้ ส่วน
ในข้าวหอมมะลิแดงพบเฉพาะ  pro-anthocyanin เท่ านั้น  ส่วนข้าวหอมมะลิขาวไม่ เจอทั้ ง 
anthocyanin และ pro-anthocyanin 

อนุมูลอิสระ (free radicals) และสารต้านอนุมูลอิสระ  
อนุมูลอิสระเป็นอะตอมที่มีอิเล็กตรอนเด่ียว (unpaired-electron) ที่มีความไม่เสถียร

เนื่องจากขาดอิเล็กตรอน และไวต่อการเกิดปฏิกิรยิา ซึ่งเกิดจากในกระบวนการเมแทบอลิซึมมกีาร
ใช้อะตอมออกซิเจนในร่างกายตลอดเวลา โดยในปกติร่างกายของมนุษย์จะมีโมเลกุลที่มี
อิเล็กตรอนอยู่เป็นคู่ ซึ่งหากอิเล็กตรอนถูกอนมุลูอิสระแย่งจบัไปในร่างกาย ท าใหโ้มเลกลุของเซลล์
เกิดความไม่คงตัวขึน้ เป็นเหตุใหอ้วัยวะนั้นท างานผิดปกติไป รวมทั้งอนุมูลอิสระจากภายนอก
ร่างกาย เช่น มลพิษในสิ่งแวดลอ้ม สารเคมี สารพิษ แสงแดด ความรอ้น อาหารที่มีกรดไขมันไม่
อ่ิมตวั และอนมุลูอิสระจากภายในรา่งกาย อนมุลูอิสระออกซิเจน  

สาเหตเุหล่านีส้ง่ผลใหร้า่งกายมีสารที่ใชต้า้นอนมุลูอิสระไม่มากพอที่จะไปต่อตา้นการจบั
อนมุลูอิสระขา้งในเซลลข์องรา่งกาย ซึ่งเป็นสาเหตทุี่ท าใหเ้กิดโรคต่าง ๆ เช่น การบาดเจ็บของเซลล ์
โรคมะเร็ง (Aryal et al., 2019) และโรคต่าง ๆ ที่สามารถเกิดขึน้ได้ เช่น เส้นเลือดในสมองตีบ 
ร่ า งก าย มี วิ ธี ก า รป้ อ งกั น อั น ต ราย จ าก อนุ มู ล อิ ส ระ ได้  2 วิ ธี  คื อ  (Wirasorn, Klarod, 
Hongsprabhas, & Boonsiri, 2014) 

1. กลุ่มที่ ไม่ ใช่ เอนไซม์  (nonenzymatic antioxidants) ร่างกายจะได้รับสารที่
สามารถต้านอนุมูล อิสระโดยการรับประทานอาหาร ได้แก่  carotenoid, beta-carotene, 
lycopene, vitamin E, vitamin C และ  glutathione นอกจากนี ้ยังรวมถึง Coenzyme Q10 สาร
เหลา่นีจ้ะท าหนา้ที่เป็นโคเอนไซมท์ี่จ  าเป็นในการเริ่มปฏิกิรยิาทางเคมีเพื่อสรา้งพลงังานในรา่งกาย
มีความส าคญัต่อกลา้มเนือ้สว่นต่าง ๆ 

2. กลุ่มที่เป็นเอนไซม์ (enzymatic antioxidants) เป็นเอนไซมท์ี่ร่างกายผลิตขึน้ ให้
เกาะกบัตวัอนุมลูอิสระซึ่งมีเอนไซม ์catalase, superoxide dismutase, glutathione peroxidase 
ขณะที่ร่างกายเราส่วนมากจะผลิตไม่มากพอตามความตอ้งการ ส่งผลใหเ้ซลลใ์นร่างกายเกิดการ
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บาดเจ็บ เมื่อคนเรามีอายุสงูขึน้กระบวนการสรา้งสารตา้นอนุมลูอิสระจึงลดลง ในขณะที่อตัราการ
เกิดอนมุลูอิสระเท่าเดิม จึงท าใหโ้อกาสในการเกิดโรคต่าง ๆ เพิ่มขึน้ 

สารต้านอนุมูลอิสระ 
สารที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ถือเป็นตัวรีดิวซ์ในปฏิกิริยา โดยสารต้าน

ออกซิเดชนั มีการแบ่งตามกลไกออกเป็น 3 ชนิด คือ 
1. Scavenging antioxidant  
2. Preventive antioxidant  
3. Chain breaking antioxidant  

ปกติในร่างกายจะมีการสรา้งสารตา้นอนุมูลอิสระไดเ้องตามธรรมชาติ โดยการผลิต
สารตา้นอนุมูลอิสระจะเพียงพอกับการสรา้งอนุมูลอิสระ แต่สารตา้นอนุมูลอิสระก็สามารถไดร้บั
เพิ่มจากการบริโภคผกั ผลไม ้ไดเ้ช่นกนั โดยงานวิจยันีจ้ะกล่าวถึงเพียงสารในกลุ่มโพลีฟีนอลิก ซึ่ง
ในปัจจุบนัพบว่ามีส่วนช่วยในการตา้นอนุมลูอิสระ เน่ืองจากมีฤทธิ์ในการตา้นไวรสั ตา้นแบคทีเรีย 
ตา้นการเกิดการอกัเสบ และมีฤทธิ์สลายลิ่มเลือด ซึ่งเป็นคณุสมบติัท่ีสมัพนัธก์บัการเป็นสารยบัยัง้
อนมุลูอิสระ โดยสารกลุม่โพลีฟีนอลิกแบ่งได ้3 กลุม่ ไดแ้ก่ 

1. Simple phenols/phenolic acid และอนุพันธ์ เช่น salicylic acid, gallic acid, 
vanillin, tannic acid, catechol เป็นตน้ 

2. Phenylpropanoids เช่ น  hydroxycinnamic acids, coumarins แ ล ะ  lignans 
เป็นตน้ 

3. กลุ่ม Flavonoids จ าแนกออกไดห้ลายกลุ่ม เช่น catechins, proanthocyanins, 
anthocyanidins, flavones, flavonols, flavanones และ isoflavones เป็นตน้ 

มีรายงานการศึกษายืนยันว่าฤทธิ์เภสชัวิทยามีความสมัพันธ์กับคุณสมบติัการเป็น
สารตา้นอนมุลูอิสระของสารฟลาโวนอยด ์โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ 3 กลไก คือ 

1. Chelating agent ท าหน้าที่เป็นสารคีเลต สามารถจับกับโลหะหนัก เพื่อยับยั้ง
การเกิดปฏิกิรยิาลกูโซ่ของอนมุลูอิสระได ้

2. Chain breaking oxidation ท าหน้าที่ เป็นตัวให้ไฮโดรเจนเพื่ อยังยั้งการเกิด
อนมุลูอิสระ 

3. Regenerate vitamin E โดยรี ดิ วซ์  α-tocopheroxyl กลับ เป็ น α-tocopherol 
เหมือนเดิม เพื่อใหท้ าหนา้ที่ไดต่้อไป 
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การทดสอบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP assay  
FRAP assay เป็นหลักการเดียวกันกับสารต้านอนุมูลอิสระ โดยการถ่ายเทของ

อิเล็กตรอนไปให้สารประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]3+ เพื่ อ ให้เปลี่ ยน รูปจากเดิมไปสู ่
[Fe(II)(TPTZ)2]2+ โดย [Fe(II)(TPTZ)2]2+ สามารถดูดกลืนแสงไดท้ี่ความยาวคลื่นเท่ากับ 595 nm 
ปริมาณของ [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ที่ได้สามารถน ามาประมาณค่าความสามารถการเป็นสารต้าน
อนมุลูอิสระได ้โดยแสดงเป็นค่า FRAP value โดยใชเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานของ Trolox 

 
[Fe(III)(TPTZ)2]3+  [Fe(II)(TPTZ)2]2+ 
 

ข้อดีคือเป็นวิธีที่สามารถท าได้ง่าย ใช้เวลาในการทดลองน้อย ราคาไม่แพงและ
สามารถท าซ า้แลว้ใหผ้ลเหมือนเดิม 

ขอ้เสียคือปฏิกิริยาที่เกิดขึน้นีเ้ป็นปฏิกิริยาเคมีที่ไม่เก่ียวขอ้งกับสภาวะที่เกิดขึน้ใน
รา่งกายและตวัท าละลายตอ้งใชน้ า้ปราศจากไอออน 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Superoxide anion scavenging activity 
assay 

ในเซลลข์องสิ่งมีชีวิต Superoxide anion radical (O2
-•) เป็นอนุมูลเริ่มแรกที่เกิดขึน้

และเป็นตัวเริ่มตน้ที่ท าใหเ้กิดอนุมูลอิสระตัวอ่ืน ๆ จากการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่ท าใหม้ีอนุมูลอิสระ
ปริมาณเพิ่มมากขึน้สง่ผลใหค้วามแรงของอนุมลูอิสระเป็นอนัตรายสงูขึน้ดว้ย ซึ่งการเกิด O2

-• เป็น
ดงัสมการ 

O2   +   e-    O2
-• 

O2
-•   +   O2

-•   +   2H+    H2O2    +    O2 
เมื่ อ  O2

-• ท าปฏิกิริยากับ H2O2 เกิดเป็น  OH• เรียกขั้นตอนนี ้ว่า Haber-Weiss 
reaction  

O2
-•   +   H2O2   +   H+    OH• + O2 + H2O 

วิธี Superoxide anion scavenging activity assay เป็นวิธีการที่ใชท้ดสอบฤทธิ์ตา้น
อนุมูลอิสระโดยอนุมูลอิสระที่เกิดขึน้ในปฏิกิริยาคือ superoxide anion ซึ่งเป็นการจ าลองอนุมูล
อิสระที่เกิดขึน้ในเซลลข์องสิ่งมีชีวิต โดยปฏิกิริยาเกิดจากการที่ riboflavin ถูกกระตุน้ดว้ยแสง ท า
ให้อยู่ในรูป free radical แล้วท าให้ออกซิเจนถูกรีดิวซ์ได้ superoxide anion และ superoxide 
anion ที่เกิดขึน้จะไปท าปฏิกิริยากับ Nitro- blue tetrazolium chloride (NBT) ซึ่งมีสีเหลืองท าให ้
NBT ถูกเปลี่ยนเป็น blue formazan ซึ่งมีสีฟ้า หากสารที่น ามาทดสอบมีฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระ จะ

Antioxidant 
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สามารถยบัยัง้ปฏิกิริยาดงักล่าวได ้ซึ่งจะไม่เกิด blue formazan ขึน้ สามารถตรวจสอบไดจ้ากการ
น าไปวดัความสามารถในการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 

งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
Thitipramote et al. (2016) ได้ท าการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพและฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระ จากวิธี DPPH, FRAP และ ABTS จากขา้วกลอ้งหอมมะลิแดง ขา้วกล้องลืมผัว และขา้ว
กลอ้งญ่ีปุ่ น สกดัดว้ยเอทานอล 70% เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ผลการศึกษาพบว่าสารสกดัจากขา้วหอม
มะลิแดงมี total phenolic contents (1.018 mg GAE/mg extract) มากกว่าขา้วกลอ้งลืมผัวและ
ข้าวกล้องญ่ีปุ่ น (0.755 และ 0.069 mg GAE/mg extract ตามล าดับ) อย่างมีนัยส าคัญ (p < 
0.05) สารประกอบ pro-anthocyanidins พบเฉพาะสารสกดัขา้วกลอ้งหอมมะลิแดง ในขณะที่สาร  
anthocyanidin เกิดขึน้เฉพาะในขา้วกลอ้งลืมผัว นอกจากนีฤ้ทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระจากการทดสอบ
จาก 3 วิธี ในข้าวหอมมะลิแดงมีฤทธิ์มากกว่าข้าวกล้องลืมผัว และข้าวกล้องญ่ีปุ่ นอย่างมี
นัยส าคัญ ผลการทดลองเหล่านีช้ีใ้หเ้ห็นว่าขา้วสีพืน้เมืองของไทยโดยเฉพาะขา้วหอมมะลิแดงมี
สารประกอบที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพมากและมีฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระสงู  

Niu et al. (2013) ได้ท าการศึกษา total phenolic contents, phenolic acid และ 
cyanidin-3-O-glucoside และฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระในตัวอย่างขา้วแดงจ านวน 22 ตัวอย่าง โดย
การสกดัดว้ย methanol : water ในอตัราส่วน 7:3 (v/v) จากการทดสอบพบว่าในตวัอย่างขา้วแดง
มีปริมาณ total phenolic contents เท่ากับ 433 - 2213 µg และความเขม้ขน้ของ cyanidin-3-O-
glucoside เท่ากับ 11.6 - 16.5 µg/g และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูงของขา้วแดงมี
ความสมัพนัธเ์ชิงบวกอย่างมากกบัปรมิาณ total phenolic contents ที่พบอย่างมีนยัส าคญั  
 



  
 

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

เคร่ืองมือ อุปกรณ ์และ สารเคมี (Instrument, Materials and Reagents) 
สารเคมี 

- 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-one  (Sigma, India) 
- 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (Fluka, USA) 
- 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (trolox) (Sigma, Russia) 
- Acetic acid (QReC, New Zealand) 
- Acetonitrile (HPLC grade) (Merck, Germany) 
- Aluminium chloride (AlCl3) (Kemaus, Australia) 
- Cyanidin-3-O-glucoside  
- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) (Univar, Australia) 
- Ethanol (HPLC grade) (Merck, Germany) 
- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Univar, Australia) 
- Ferric chloride hexahydrate (FeCl3·6H2O) (Panreac, Spain) 
- Ferrous sulphate heptahydrate (FeSO4·7H2O) (Unilab, Australia) 
- Folin-ciocalteu reagent (VWR, England) 
- Gallic acid (Sigma, USA) 
- Hydrochloric acid (HCl) (QReC, New Zealand) 
- Methanol (HPLC grade) (Merck, Germany) 
- Nitro tetrazolium blue chloride (NBT) (Sigma, USA) 
- Phosphoric acid (HPLC grade) (Merck, Germany) 
- Potassium chloride (KCl) (Univar, Australia) 
- Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Univar, Australia) 
- Riboflavin (Sigma, China) 
- Sodium acetate trihydrate (Univar, Australia) 
- Sodium carbonate (Na2CO3) 
- น า้ปราศจากไอออน (A.N.B. Laboratories Co., Ltd, ประเทศไทย) 
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อุปกรณ ์และเคร่ืองมือ 
- 96-well microplate (Sterilin, UK) 
- Beaker ขนาด 25, 50, 100, 250 และ 1000 ml (Pyrex®, USA) 
- Centrifuge tube ขนาด 15 และ 50 ml 
- Cylinder ขนาด 5,10 และ 500 ml 
- Erlenmeyer flask (Pyrex®, USA) 
- High Performance Liquid Chromatography (YL9100, Young Lin, Korea) 

- pump: YL9111 binary pump (Fortune Scientific, Thailand) 
- column compartment: YL9131 (Fortune Scientific, Thailand) 
- column: ACE® C18-AR (250 mm x 4.6 mm id, 5 µm particle size) 

(Advanced Chromatography Technologies, Scotland) 
- detector: YL9120 UV-visible detector (Fortune Scientific, Thailand) 

- HPLC vial & cap 
- Incubator (MEMMERT, Germany) 
- Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
- Micropipette ขนาด 20 – 200 µl และขนาด 100 – 1000 µl (GILSON, France) 
- Microplate reader (SpectraMax M3) (Molecular Devices, USA) 
- Multichannel micropipette ขนาด 20 - 200 µl (CORNING, Poland) 
- Nylon membrane filter (ขนาด 0.45 µm) (ANPEL, Shanghai) 
- Parafilm (BERMIS, Germany) 
- pH meter (METTLER TOLEDO, USA) 
- Rotary evaporator (buchi rotavapor R-114, Switzerland) 
- Ultrasonic sonicator bath (POWERSONIC 410, Korea) 
- Vacuum pump (SPARMAX, Taiwan) 
- Volumetric flask ขนาด 10, 25, 50 และ 100 ml (Witeg Diffigo, Germany) 
- Volumetric pipette ขนาด 1, 2, 3, 4 เเละ 5 ml 
- Vortex mixer (Scientific industries, inc.) 
- กระดาษกรอง (WhatmanTM, China) 
- เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Mettler Toled, USA) 
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- เครื่องหมนุเหวี่ยง 
- ชดุกรอง Buchner funnel filtration 
- โคมไฟฟลอูอเรสเซนส ์

ตัวอย่าง 
- ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A ชื่อการคา้คือ ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราเทสโกโลตสั เก็บตวัอย่าง พ.ศ. 2563 
- ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ B ชื่อการคา้คือ ขา้วกลอ้งไรซเ์บอรร์ี่ตรากรีนนิช เก็บตวัอย่าง พ.ศ. 2563 
- ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ C ชื่อการคา้คือ ขา้วไรซเ์บอรร์ี่จากตลาดไท เก็บตวัอย่าง พ.ศ. 2563 
- ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ D ชื่อการคา้คือ ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราหงสท์องไลฟ์ เก็บตวัอย่าง พ.ศ. 2563 

การเตรียมตัวอย่างและการสกัดสารจากตัวอย่างข้าวไรซเ์บอรร่ี์ 
การเตรียมตัวอย่างเพ่ือศึกษาอัตราส่วนของตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดข้าว

ไรซเ์บอรร่ี์เพ่ือตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ของข้าวไรซเ์บอรร่ี์ในประเทศไทย 
- วิธีการเตรียมตวัอย่างดดัแปรงมาจากวิธีของ Hiemori et al. (2009) โดยน าขา้วไรซ์

เบอรร์ี่ A มาบดใหล้ะเอียดดว้ยเครื่อง blender จนไดผ้งละเอียด จากนัน้ท าการแรง่โดยใชแ้รง่เบอร ์
40 ชั่งผงขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่เตรียมไว ้1 g ผสมกับตัวท าละลายตามอัตราส่วนดังตารางที่ 3 ปริมาตร 
10 mL ท าการสกัดด้วยวิธี  sonication เป็นระยะเวลา  30 นาที  จากนั้นน าสารสกัดที่ ได้ไป 
centrifuge ที่ 3,000 rpm เป็นระยะเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาน าไปกรองแยกกากดว้ยกระดาษ
กรอง (Whatman No.1) ไดส้ารละลายสีแดง ท าซ า้การทดลองละ 3 ครัง้ น าสารสกดัที่ไดก้รองดว้ย 
Nylon membrane filter ใส่ HPLC vial 2 mL ไปตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ดว้ย
เครื่อง HPLC 

ตาราง 3 แสดงอตัราสว่นที่แตกต่างกนัของตวัท าละลายในการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

solvent 
อตัราสว่นของตวัท าละลาย (mL) 

1 2 3 4  5 6 
0.1N HCl: MeOH 0 : 100 15 : 85 30 : 70 45 : 55 60 : 40 100 : 0 
0.5N HCl: MeOH 0 : 100 15 : 85 30 : 70 45 : 55 60 : 40 100 : 0 
1N HCl: MeOH 0 : 100 15 : 85 30 : 70 45 : 55 60 : 40 100 : 0 
Water: MeOH 0 : 100 15 : 85 30 : 70 45 : 55 60 : 40 100 : 0 
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การเตรียมสารละลายเพ่ือใช้ในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์(Method 
Validation) 

- การเตรียมสารละลายมาตรฐานของ cyanidin-3-O-glucoside  
เตรียม Stock solution ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเข้มข้น 20 µg/mL 

ปริมาตร 50 mL โดยชั่ง cyanidin-3-O-glucoside น า้หนกั 0.00112 กรมั ละลายและปรบัปรมิาตรจน
ครบ 50 mL ดว้ย mobile phase ในขวดปรบัปริมาตร จากนั้นเตรียมสารมาตรฐานของ cyanidin-3-
O-glucoside ที่ความเขม้ข้น 1.4, 1.2, 1.0, 0.8, 0.6 และ 0.4 µg/mL เพื่อน าไปใช้ในการสรา้งกราฟ
มาตรฐานและเตรียมสารมาตรฐานของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเขม้ขน้ 1.3, 0.9 และ 0.5 
µg/mL ใชท้ าชดุตวัอย่างควบคมุคณุภาพ โดยท า Serial dilution ดงันี ้

- เตรียมความเข้มข้น 1.4 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 350 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase 

- เตรียมความเข้มข้น 1.2 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 300 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase  

- เตรียมความเข้มข้น 1.0 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 250 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase  

- เตรียมความเข้มข้น 0.8 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 200 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase  

- เตรียมความเข้มข้น 0.6 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 150 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase  

- ค วาม เข้ ม ข้ น  0.4 µg/mL โด ย ปิ เป ต  Stock solution ขอ ง  cyanidin-3 -O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 100 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase  

- เตรียมความเข้มข้น 1.3 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 325 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase 

- เตรียมความเข้มข้น 0.9 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 225 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase  

- เตรียมความเข้มข้น 0.5 µg/mL โดยปิเปต Stock solution ของ cyanidin-3-O-
glucoside ที่ความเขม้ขน้ 20 µg/mL มา 125 µL ปรบัปรมิาตรจนครบ 5 mL ดว้ย mobile phase 
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การเตรียมตัวอย่างเพ่ือตรวจหาปริมาณแอนโทไซยานินรวม ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ 

- เตรียมขา้วไรซเ์บอรร์ี่จาก 4 ตัวอย่าง บดให้ละเอียดด้วยเครื่อง blender จนได้ผง
ละเอียด จากนัน้ท าการแร่งโดยใชแ้ร่งเบอร ์40 ชั่งผงขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่เตรียมไวต้ัวอย่างละ 1 กรมั 
ผสมกับตัวท าละลาย hexane ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท าการสกัดด้วยวิธี  sonication เป็น
ระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้น าสารสกัดที่ไดไ้ป centrifuge ที่ 3,000 rpm เป็นระยะเวลา 30 นาที 
เมื่อครบเวลาน าไปกรองแยกกากดว้ยกระดาษกรอง เบอร ์1 น ากากที่เหลือไปท าการสกดัซ า้ ท าซ า้
การทดลองละ 3 ครัง้ เก็บสารละลายใสส่วน hexane แยกเก็บไว ้จากนั้นน ากากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่
ผ่านการสกัดจาก hexane มาสกัดต่อดว้ยการเติมตัวท าละลาย absolute ethanol ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร สกัดดว้ยวิธีเดิม ท าซ า้การทดลองละ 3 ครัง้ เก็บสารละลายใสส่วน absolute ethanol 
แยกเก็บไว ้จากนั้นน ากากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดจาก hexane และ absolute ethanol มาสกัดต่อ
ดว้ยการเติมน า้ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร สกดัดว้ยวิธีเดิม ท าซ า้การทดลองละ 3 ครัง้ เก็บสารละลาย
ใสสว่นน า้แยกเก็บไว ้

- น าสารละลายใสที่ได้จากการสกัดดว้ยตัวท าละลาย hexane, absolute ethanol 
และน ้า มาระเหยแห้งโดยใช้ rotary evaporator จนได้สารสกัดหยาบของข้าวไรซ์เบอรร์ี่ทั้ง  4 
ตวัอย่าง จากนัน้ท าการหารอ้ยละของผลไดข้องสารสกดั แลว้น าใส่ขวดสีชาเก็บที่อณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส ก่อนน าไปตรวจหา Total anthocyanin content และทดสอบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระต่อไป 

การทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability) 
เป็นการตรวจสอบว่าระบบโครมาโทกราฟีที่ทดสอบสามารถแยก และการวิเคราะหใ์หผ้ล

เหมือนเดิมทุกครัง้ (reproducibility) เพียงพอ ส าหรบัใชใ้นการวิเคราะหต์ัวอย่าง โดยการทดสอบ
นีอ้ยู่บนหลักการของเครื่องมือ ระบบอิเล็กทรอนิก การปฏิบัติงานวิเคราะห์ ซึ่งทั้งหมดท าการ
ประเมินแบบองคร์วม สามารถท าการทดสอบไดด้งันี ้

- เตรียมความเข้มข้น  0.4 µg/mL โดยปิ เปต Stock solution ของสารมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside ที่ความเข้มข้น 20 µg/mL มา 100 µL และปรับปริมาตรจนครบ 5 mL 
โดยใช ้mobile phase จากนัน้กรองสารละลายดว้ย Nylon membrane filter และบรรจุใน HPLC vial 
น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยวิเคราะห์ 1 ความเขม้ขน้ ท าการวิเคราะห์ซ  า้ทั้งหมด 6 ครัง้ 
โดยใชส้ภาวะ (condition) ดงันี ้

- Column: C18 250 mm x 4.6 mm 
- Mobile phase : acetonitrile และ 0.85% phosphoric acid (15:85) 
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- Solvent: isocratic elution 
- Flow rate: 1 mL/min  
- Temperature: 25 °C 
- Wavelength: 520 nm 
- Run time: 10 min 
- Injection volume: 20 µL 

- ท าการวิเคราะหต์ามหวัขอ้ต่าง ๆ ดงันี ้
- Resolution (Rs) คือ การใชส้ภาวะที่เหมาะสมแยกสารสองชนิดในสารละลายผสม 
- Tailing factor (T) เป็นการวดัความสมมาตรของพีก 
- Number of theoretical plate (N) เป็นตวับ่งชีถ้ึงประสิทธิภาพของ column 
- Relative standard deviation (%RSD) คือ ค่าร้อยละเบี่ ยงเบนมาตรฐาน

สมัพัทธ ์เป็นการวดัความแม่นย าของระบบโดยน า peak area, peak height และ retention time 
ที่วดัได ้มาค านวณตามสมการ ดงันี ้

 

% RSD =        x 100 
 

เกณฑก์ารยอมรบัค่าพารามิเตอรพ์ืน้ฐานเพื่อแสดงประสิทธิภาพการแยกของระบบตาม
มาตรฐาน guideline ดงัแสดงในตารางที่ 4 

ตาราง 4 เกณฑก์ารยอมรบัค่าจากการตรวจสอบความเหมาะสมของพารามิเตอร ์(ลาวลัย ์ศรีพงษ,์ 
2553) 

Parameters guideline 
Rs > 2.0 general 
T ≤ 2 
N > 2000 

%RSD ≤ 1.0% 

 

SD 
X 
_ 
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การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์(Method Validation) 
น าวิธีที่พัฒนาขึน้มาตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห ์ตามขอ้ก าหนดและเกณฑ์

การยอมรบัดงันี ้
specificity  

ความจ าเพาะของวิธีทดสอบ 
- วิเคราะหว์่าวิธีที่พฒันาขึน้นัน้สามารถตรวจวิเคราะหไ์ดเ้จาะจงกบัสารที่เราตอ้งการ

ศกึษา โดยผลการวิเคราะหต์อ้งไม่พบพีคท่ีเวลาเดียวกบัพีคที่เราตอ้งการวิเคราะห ์ 
- วิ ธีการทดลอง น าสารสกัดข้าวไรซ์เบอร์รี่มาท าการ spike โดยการเติมสาร

มาตรฐานที่รูป้ริมาณและความเขม้ขน้ลงไปบรรจุใน HPLC vial จากนัน้น าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง 
HPLC เปรียบเทียบพีคของสารมาตรฐาน และพีคของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตรงกนัหรือไม่ 

linearity and Range  
ความสมัพนัธอ์ย่างเป็นเสน้ตรงและช่วงความเขม้ขน้ที่ใชท้ดสอบ 
- Linearity คือ ความสามารถของวิธีที่ใชใ้นการทดสอบที่ใหผ้ลทดสอบเป็นสดัส่วน

โดยตรงต่อความเขม้ขน้จรงิของสารที่มีอยู่ภายในช่วงความเขม้ขน้ที่ก าหนด 
- Range เป็นช่วงความเขม้ขน้ของค่าสงูและค่าต ่าของสารในการทดสอบ มีลกัษณะ

เป็นเสน้ตรงและสามารถวิเคราะหป์รมิาณสารที่ช่วงความเขม้ขน้นัน้ไดอ้ย่างถกูตอ้งและแม่นย า 
- วิธีการทดลองน า stock solution ของ สารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 

เตรียมให้ได้ความเข้มขน้ 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 และ 1.4 µg/mL โดยปิเปต stock solution มา 
100, 150, 200, 250, 300 และ 350 µL ตามล าดบั และปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase จนครบ 
5 mL และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC โดยท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้ 

- สรา้ง calibration curve จาก peak area ที่ได้จากการวิเคราะห์ และค านวณหา
สมการเสน้ตรง (y = mx + c) กบั correlation coefficient (r) 

เกณฑท์ี่ยอมรบัประเมินจากค่าของ correlation coefficient ตอ้งมากกว่า 0.995 
Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 

- Limit of detection คือ ปริมาณต ่าสุดของสารที่ตอ้งการวิเคราะหท์ี่ตรวจพบไดเ้ป็น
ความเขม้ขน้ที่ไม่สามารถบอกเป็นปรมิาณหรือความเขม้ขน้ที่แน่นอนได ้

- Limit of quantitation คือ ปริมาณต ่าสุดของสารสามารถตรวจหาค่าได้ในเชิง
ปรมิาณ และอ่านค่าไดแ้ม่นย าและถกูตอ้ง  
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สามารถหาไดจ้ากสมการดงันี ้
 
LOD =  
 
LOQ =  

 
- วิธีการทดลองน า stock solution ของ สารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside มา

เจือจางดว้ย methanol และ mobile phase ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ ตามที่ค  านวณไดจ้ากสมการของ 
LOD และ LOQ บรรจใุน HPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC  

- แทนค่าพืน้ที่ใตก้ราฟในสมการเสน้ตรงของ calibration curve เพื่อตรวจสอบดูว่า
สามารถตรวจพบ peak ที่ความเขม้ขน้ของ LOD หรือไม่ และสามารถวิเคราะหป์รมิาณสารที่ความ
เขม้ขน้ของ LOQ ไดอ้ย่างถกูตอ้งและแม่นย าหรือไม่ โดยดจูาก %recovery และ %RSD 

Accuracy  
ความถูกตอ้งของวิธีทดสอบคือความสามารถของวิธีทดสอบว่าแสดงผลการวิเคราะห์

ที่ได้มีค่าใกล้เคียงกับค่าจริงมากน้อยเพียงใด เกณฑ์การยอมรบัแสดงดังตารางที่  5 สามารถ
ทดสอบได ้ดงันี ้

- น า stock solution ของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside มาเจือจางให้ได้
ความเขม้ขน้ 0.4, 0.6 และ 0.8 µg/mL โดยปิเปต stock solution มา 2, 3 และ 4 mL ตามล าดับ 
และปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase 10 mL บรรจุใน HPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง 
HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด ความเขม้ขน้ละ 2 ครัง้ ท าซ า้ 3 ครัง้  

- แทนค่า peak area ลงในสมการเสน้ตรงของ calibration curve เพื่อหาปริมาณที่
วิเคราะหไ์ด ้และน าไปค านวณหา %recovery โดยค านวณจากสมการ ดงันี ้

 

% recovery =                                         x 100% 
 
 
 
 
 

3SD of y - intercept 

10SD of y - intercept 

slope 

slope 

ปรมิาณที่วิเคราะหไ์ด ้

ปรมิาณที่มีอยู่จรงิ 
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ตาราง 5 เกณฑก์ารยอมรบั %recovery ในการทดสอบ Accuracy 

Concentration Recovery limits 
100 ( % ) 98 - 101 ( % ) 
10 ( % ) 95 - 102 ( % ) 
1 ( % ) 92 - 105 ( % ) 

0.1 ( % ) 90 - 108 ( % ) 
0.01 ( % ) 85 - 110 ( % ) 

10 µg/g (part per million) 80 - 110 ( % ) 
1 µg/g  75 - 120 ( % ) 

10 µg/kg (parts per billion) 70 - 125 ( % ) 

ที่มา: AOAC (2012) 

Precision  
ความแม่นของวิธีทดสอบคือ ผลจากการทดสอบมีความใกลเ้คียงกนัโดยทดสอบซ า้

กนัหลายครัง้ เกณฑก์ารยอมรบัแสดงดงัตารางที่ 6 มีวิธีการทดสอบดงันี ้
- น า stock solution ของ สารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside มาเจือจางใหไ้ด้

ความเขม้ขน้ 0.4, 0.6 และ 0.8 µg/mL โดยปิเปต stock solution มา 2, 3 และ 4 mL ตามล าดับ 
และปรบัปริมาตรดว้ย mobile phase 10 mL บรรจุใน HPLC vial และน าไปวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง 
HPLC โดยวิเคราะหท์ัง้หมด 3 ความเขม้ vial ละ 2 ครัง้ ท าซ า้การทดลองละ 3 ครัง้ ในวนัเดียวกัน 
(Inter-day precision) และ ท าซ า้การทดลองละ 3 ครัง้ ในวนัที่แตกต่างกันเป็นเวลา 3 วัน (intra-
day precision)  
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ตาราง 6 เกณฑก์ารยอมรบั %RSD ในการทดสอบ Precision 

Concentration Repeatability (RSDr) Reproducibility (RSDR) 
100 % 1 % 2 % 
10 % 1.5 % 3 % 
1 % 2 % 4 % 

0.1 % 3 % 6 % 
0.01 % 4 % 8 % 

10 µg/g (part per million) 6 % 11 % 
1 µg/g 8 % 16 % 

10 µg/kg (parts per billion) 15 % 32 % 

ที่มา: AOAC (2012) 

- แทนค่า peak area ที่ไดไ้ปแทนค่าลงในสมการเสน้ตรงของ calibration curve เพื่อ
หาปรมิาณที่วิเคราะหไ์ด ้และน าไปค านวณหา %RSD 

การวิเคราะหห์าปริมาณสารฟีนอลิก (Total phenolic content) 
วิเคราะห์หา Total phenolic content จากวิธี Folin - Ciocalteu Colorimetric ดัดแปลง

มาจากวิธีของ Ainsworth and Gillespie (2007)  
เตรียมสารละลายทีใ่ช้ทดสอบ 

- เตรียมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ที่ความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 โดยปรมิาตร 
(10% v/v Folin-Ciocalteu reagent) โดยปิเปตสารละลาย Folin-Ciocalteu 5 mL ปรบัปริมาตร
จนครบ 50 mL ดว้ยน า้ปราศจากไอออน 

- เตรียมสารละลายโซเดียมคารบ์อเนต (Na2CO3) (ความเขม้ขน้ 100 g/L) โดยชั่ง 
Na2CO3 10 g ละลายในน ้าปราศจากไอออน จากนั้นปรับปริมาตรจนครบ 100 mL ด้วยน ้า
ปราศจากไอออน 
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- เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ความเขม้ขน้ 200 µg/mL โดยชั่งกรดแกล
ลิก 20 mg ละลายในเอทานอลและปรับปริมาตรโดยใช้เอทานอลจนครบ 100 mL น า stock 
solution ของสารมาตรฐานกรดแกลลิกมาเจือจางให้ได้ความเขม้ขน้ 20, 40, 60, 80 และ 100 
µg/mL 

ขั้นตอนการทดสอบ 
ใส่สารละลายตัวอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 4 ตัวอย่างที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย 3 ชนิดหรือ

สารละลายมาตรฐานที่ เจือจางแล้ว ปริมาตร 50 µL จากนั้นเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu 
reagent ลงหลุมละ  100 µL เขย่าให้เข้ากันเป็นเวลา  1 นาที  และทิ ้งไว้ 4 นาที  จากนั้นเติม
สารละลายโซเดียมคารบ์อเนตลงหลุมละ 50 µL โดยท าการทดสอบแต่ละตวัอย่าง 3 ครัง้ แลว้น า 
96-well plate ไปบ่ม (incubate) ในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
ด้วย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 765 nm จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงไปหาความ
เข้มขน้ของสารฟีนอลิกจากสมการเสน้ตรงที่ได้จากกราฟมาตรฐาน gallic acid แลว้เทียบเป็น 
gallic acid equivalence ต่อน า้หนกัตวัอย่างแหง้หนกั 1 กรมั (GAE/g crude extract) 

การวิเคราะหห์าปริมาณสารฟลาโวนอยด ์(Total flavonoid content) 
วิเคราะห์หา Total flavonoid content จากวิธี aluminium chloride method ดัดแปลง

มาจากวิธีของ Bong et al. (2021) 
เตรียมสารละลายทีใ่ช้ทดสอบ 

- เตรียมสารละลาย  10% aluminium chloride (AlCl3) จาก AlCl3•6H2O โดยชั่ ง 
AlCl3•6H2O 18.10 g ละลายในน า้ปราศจากไอออน และปรบัปรมิาตรจนครบ 100 mL 

- เตรียมสารละลายโซเดียมอะซีเตต (sodium acetate trihydrate) โดยชั่ง 13.61 g 
ละลายในน า้ปราศจากไอออน และปรบัปรมิาตรจนครบ 100 mL 

- เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ความเขม้ขน้ 200 µg/mL โดยชั่ง 20 mg 
ละลายในเอทานอลและปรับปริมาตรจนครบ 100 mL น า stock solution ของสารมาตรฐาน 
quercetin มาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 20, 40, 60, 80 และ 100 µg/mL 

ขั้นตอนการทดสอบ 
ใส่สารละลายตัวอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 4 ตัวอย่างที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย 3 ชนิดหรือ

สารละลายมาตรฐานที่ เจือจางแล้ว ปริมาตร 50 µL เติมเอทานอล 140 µL หลังจากนั้นเติม
สารละลาย 10% aluminium chloride 10 µL และเติมสารละลาย sodium acetate trihydrate 10 
µL โดยท าการทดสอบแต่ละตวัอย่าง 3 ครัง้ แลว้น า 96-well plate ไปบ่ม (incubate) ในที่มืดเป็น
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เวลา  40 นาที  จากนั้นน าไปวัดความสามารถการดูดกลืนแสงด้วย microplate reader ที่ 
wavelength 415 nm จากนัน้น าค่าที่ไดไ้ปหาปรมิาณของสารฟลาโวนอยดจ์ากสมการเสน้ตรงจาก
กราฟมาตรฐาน quercetin แลว้เทียบเป็น quercetin equivalence ต่อน า้หนกัตวัอย่างแหง้หนกั 1 
กรมั (QE/g crude extract)  

การวิเคราะหห์าปริมาณแอนโทไซยานิน (Total anthocyanin content) 
วิเคราะห์หา Total anthocyanin content จากวิธี pH-differential ดัดแปรงมาจากวิธี

ของ Lee, Durst, and Wrolstad (2005) 
เตรียมสารละลายทีใ่ช้ทดสอบ 

- เตรียมสารละลายบัฟเฟอร ์pH เท่ากับ 1.0 หรือ Potassium chloride (0.025M) 
โดยชั่งโพแทสเซียมคลอไรด ์0.186 g ใส่ลงในบิกเกอร ์เติมน า้ 95 mL น าไปวัด pH แลว้ปรบัใหไ้ด ้
pH 1.0 (±0.05) ด้วย hydrochloric acid น าสารละลายบัฟเฟอรท์ี่ปรับ pH แล้วปรับปริมาตร
สารละลายโดยใชน้ า้ DI จนครบ 100 mL  

- เตรียมสารละลายบฟัเฟอร ์pH 4.5 หรือโซเดียมอะซีเตท (Sodium acetate, 0.4M)   
โดยชั่งโซเดียมอะซีเตท 5.443 g ใส่ลงในบิกเกอร ์เติมน า้ 95 mL น าไปวดั pH แลว้ปรบัใหไ้ด ้pH 
4.5 (± 0.05) ด้วย  hydrochloric acid น าสารละลายบัฟ เฟอร์ที่ปรับ  pH แล้วปรับปริมาตร
สารละลายโดยใชน้ า้ DI จนครบ 100 mL 

ขั้นตอนการทดสอบ 
ใส่สารละลายตวัอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 4 ตัวอย่าง หรือสารละลายมาตรฐาน ปริมาตร 

40 µL และเติมสารละลายบัฟเฟอร  ์160 µL ท าเช่นเดียวกันทั้ง pH 1.0 และ pH 4.5 โดยท าการ
ทดสอบแต่ละตัวอย่าง 3 ครัง้ แลว้น าไปบ่มในที่มืด 30 นาที จากนั้นน าไปวัดความสามารถการ
ดูดกลืนแสงดว้ย microplate reader ความยาวคลื่น 510, 700 nm แลว้น าค่าการดูดกลืนแสงไป
ค านวณ โดยที่  A = (A510nm - A700nm) pH1.0 - (A510nm  - A700nm) pH4.5 เมื่อไดค่้า A น าไปแทนค่า
หาปริมาณของแอนโทไซยานินจากสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานของ cyanidin-3-O-
glucoside ตามสมการ y = 0.561x - 0.0151 
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การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ วิธี Ferric - reducing antioxidant power assay  

การเตรียมสาร 
- เตรียม FRAP reagent ประกอบดว้ยสารละลาย 300 mM acetate buffer (pH = 

3.6) สารละลาย 20 mM FeCl3 และสารละลาย 10 mM TPTZ เตรียมโดย 
- ชั่ งสาร sodium acetate trihydrate ปริมาณ 1.5 g ละลายด้วย acetic acid 

ปริมาตร 8 mL จากนัน้ปรบัปริมาตรสารละลายดว้ยน า้ปราศจากไอออนจนครบ 500 mL จะได ้300 
mM acetate buffer (pH 3.6) 

- ชั่งสาร FeCl3·6H2O ปริมาณ 54 mg ละลายดว้ยน า้ปราศจากไอออนแลว้ปรบั
ปรมิาตรจนครบ 10 mL จะไดส้ารละลาย 20 mM FeCl3 

- ชั่ งสาร TPTZ ปริมาณ 31.2 mg ละลายด้วย 40 mM HCl แล้วปรบัปริมาตร
จนครบ 10 mL จะไดส้ารละลาย 10 mM TPTZ 

- ผสมสารละลาย 3 ในอตัราสว่น 10:1:1 ตามล าดบั 
- เตรียมสารละลาย 5 mM FeSO4 เพื่อใชใ้นการสรา้งกราฟมาตรฐานในช่วง 50-

500 µm โดยชั่ง FeSO4• 7H2O ปริมาณ 69.5 mg ละลายดว้ย 40 mM HCl แลว้ปรบัปริมาตรจนครบ 
50 mL จากนั้นผสมสารละลาย acetate buffer, FeSO4 และ TPTZ ในอัตราส่วน 10:1:1 ตามล าดับ 
แลว้เจือจางดว้ย acetate buffer เพื่อเตรียมความเขม้ขน้ใหแ้ตกต่างกนั 5 ความเขม้ขน้ 

- เตรียมสารละลาย Trolox (ความเข้มข้น 10 mg/mL) โดยชั่งสาร Trolox ปริมาณ 
20 mg ละลายดว้ย absolute ethanol ปรมิาตร 2 mL 

- เตรียมสารละลาย quercetin (ความเข้มข้น  10 mg/mL) โดยชั่ งสาร quercetin 
ปรมิาณ 20 mg ละลายดว้ย absolute ethanol ปรมิาตร 2 mL 

- เตรียมสารละลายสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 4 ตวัอย่าง (ความเขม้ขน้ 10 mg/mL) โดย
ชั่งสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ปรมิาณ 20 mg ละลายดว้ย absolute ethanol ปรมิาตร 2 mL  

การสรา้งกราฟมาตรฐานของ FeSO4 
- เตรียมสารละลาย FeSO4 6 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 26.0419, 52.0838, 104.1675, 

150.0012, 208.335, 300 µg/mL 
- ใสส่ารละลาย FeSO4 ความเขม้ขน้ละ 200 µL ลงใน 96-well plate 
- วดัความสามารถการดดูกลืนแสงดว้ย microplate reader ความยาวคลื่น 595 นา

โนเมตร โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงแต่ละตวัอย่างเป็นอิสระต่อกนั 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ 
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- สรา้งกราฟมาตรฐาน FeSO4 เพื่อใชใ้นการหาปรมิาณ Fe2+ ที่เกิดขึน้จากปฏิกิรยิา 
ทดสอบฤทธิ์การตา้นอนมุลูอิสระจากขา้วไรซเ์บอรร์ี่แต่ละตวัอย่าง 

- เตรียมสารสกดัจากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ความเขม้ขน้ 10 µg/mL 
- ท าการทดสอบแต่ละตัวอย่างเป็นอิสระต่อกัน 3 ครัง้ แต่ละครัง้ท า 3 ซ า้ โดยชนิด

ของสารและปรมิาณสารที่ใสใ่นแต่ละหลมุแสดงในตารางที่ 7 
- Incubate ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 30 นาที 
- วัดความสามารถการดูดกลืนแสงดว้ย microplate reader ที่ความยาวคลื่น 595 

nm น าค่าที่ได้ไปหา FRAP value จากกราฟมาตรฐาน และเปรียบเทียบค่า FRAP value กับสาร
มาตรฐาน quercetin ที่ความเขม้ขน้ 10 mg/mL 

ตาราง 7 แสดงการใสส่ารลงใน 96 well plate ในการทดสอบวิธี Ferric - reducing antioxidant 
power assay 

         สาร 
 
การทดลอง 

FRAP 
reagent 

(µL) 

น า้ปราศจาก
ไอออน (µL) 

Absolute 
ethanol (µL) 

Quercetin/ 
Trolox 
 (µL) 

Sample 
(µL) 

Negative control  180 20  -  -  - 
Solvent control  180  - 20  -  - 
Sample 180  -  -  - 20 
Blank sample   - 180   -  - 20 
Positive control 180  -  - 20  - 
Blank positive control  - 180  - 20  - 

*Positive control ใช ้quercetin 
 
การหาค่า FRAP value ของสารตวัอย่าง 

น าค่าการดูดกลืนแสงที่ไดแ้ทนค่าในสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากสารมาตรฐาน FeSO4 
จะไดค่้า FRAP value ของสารตวัอย่าง 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตา้นอนมุลูอิสระกบั Trolox 
 
 



 32 
 

หาค่า TEAC จากสมการ 
 

TEAC =  
 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Superoxide anion scavenging activity assay 
การเตรียมสาร 

- เตรียมสารละลาย 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 8.0) ที่ประกอบ 
ด้วยสารละลาย K2HPO4 และสารละลาย KH2PO4 โดยชั่ ง K2HPO4 ปริมาณ 4.0932 g และชั่ ง 
KH2PO4 ปรมิาณ 0.2041 g ละลายแลว้ปรบัปรมิาตรใหค้รบ 500 mLดว้ยน า้ปราศจากไอออน 

- เตรียมสารละลาย 50% ethanol ใน Potassium phosphate buffer โดยผสม 
absolute ethanol ปรมิาตร 12 mL กบั potassium phosphate buffer ปรมิาตร 28 mL 

- เตรียมสารละลาย 750 µM NBT โดยชั่ง NBT ปริมาณ 9.1985 mg ละลายด้วย 
potassium phosphate buffer ปรมิาตร 15 mL 

- เตรียมสารละลาย 1 mM EDTA โดยชั่ ง EDTA ปริมาณ 4.38 mg ละลายด้วย 
potassium phosphate buffer ปรมิาตร 15 mL 

- เตรียมสารละลาย 266 µM Riboflavin โดยชั่ง riboflavin ปริมาณ 5 mg ละลาย
ดว้ย potassium phosphate buffer ปรมิาตร 50 mL 

- เตรียมสารละลาย Trolox ความเข้มข้น 2 mg/mL โดยชั่ง Trolox ปริมาณ 4 mg 
ละลายดว้ย 50% ethanol ใน potassium phosphate buffer ปรมิาตร 2 mL 

- เตรียมสารละลาย quercetin ความเขม้ขน้ 1 mg/mL โดยชั่ง quercetin ปริมาณ 
2 mg ละลายดว้ย 50% ethanol ใน potassium phosphate buffer ปรมิาตร 2 mL 

- เตรียมสารละลายสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 4 ตวัอย่าง ความเขม้ขน้ 20 mg/mL โดย
ชั่งสารสกดั 40 mg ละลายดว้ย 50% ethanol ใน potassium phosphate buffer ปรมิาตร 2 mL 

- Incubate plate ภายใต้แสงสว่างของโคมไฟฟลูออเรสเซนส์ (ระยะห่างจาก
หลอดไฟในแนวราบ 3 cm และในแนวตัง้ 16 cm โดยหลอดไฟ 15 watt) ที่อณุหภูมิหอ้ง 10 นาที และ
ท า reference control โดย incubate plate ในที่มืดอณุหภมูิหอ้ง 10 นาท ี

- วดัการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
การสรา้งกราฟมาตรฐานของ Trolox และ quercetin 

FRAP value ของสารที่ตอ้งการเปรียบเทียบ 
FRAP value ของ trolox 
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- เตรียมสารละลาย Trolox ให้มีความเข้มข้นแตกต่างกัน 5 ความเข้มข้น ได้แก่ 
100, 120, 140, 160 และ 180 µg/mL 

- เตรียมสารละลาย quercetin ใหม้ีความเขม้ขน้แตกต่างกัน 5 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 
20, 30, 40, 50 และ 60 µg/mL 

- หา % inhibition ในการยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระของทั้งสารละลาย Trolox และ
สารละลาย quercetin โดยท าการทดสอบแต่ละตัวอย่างเป็นอิสระต่อกัน 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 
ซ า้  

- น าค่า % inhibition ไปสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธ์ของค่าความเขม้ขน้ของสาร 
Trolox และ quercetin กับค่าเฉลี่ยของ % inhibition ที่ค  านวณไดแ้ละหาค่า IC50 จากสมการเสน้ตรง
ที่ไดจ้ากกราฟ  

ทดสอบฤทธิ์การตา้นอนมุลูอิสระ 
- เตรียมสารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ที่มีความเขม้ขน้แตกต่างกันตัวอย่างละ  5 ความ

เขม้ขน้ ดงันี ้ 
สารสกัด A ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย Hexane ความเข้มข้น 13,333, 8,888, 

5,926, 3,950 และ 2,633 µg/mL 
สารสกัด B ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย Hexane ความเขม้ข้น 20,000, 13,333, 

8,888, 5,926, 3,950 µg/mL 
สารสกัด C ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย Hexane ความเขม้ขน้ 20,000, 15,000, 

11,250, 8,437 และ 6,328 µg/mL 
สารสกัด D ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย Hexane ความเขม้ขน้ 15,000, 11,250, 

8,437, 6,328 และ 4,218 µg/mL 
สารสกัด A ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol ความเข้มข้น 5,000, 

2,5000, 1,250, 625 และ 312 µg/mL 
สารสกัด B ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย absolute ethanol ความเข้มขน้ 10,000, 

5,000, 2,500, 1,250 และ 625 µg/mL 
สารสกัด C ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol ความเข้มข้น 2,500, 

1,250, 625, 312 และ 156 µg/mL 
สารสกัด D ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย absolute ethanol ความเขม้ขน้ 10,000, 

5,000, 2,500, 1,250 และ 625 µg/mL 
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สารสกัด  A ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย H2O EtOH ความเข้มข้น  10,000, 
5,000, 2,500, 1,250 และ 625 µg/mL 

สารสกัด B ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย H2O ความเข้มข้น 5,000, 2,500, 1,250, 
625 และ 312 µg/mL 

สารสกัด C ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย H2O ความเข้มข้น 5,000, 2,500, 1,250, 
625 และ 312 µg/mL 

สารสกัด D ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย H2O ความเข้มข้น 5,000, 2,500, 1,250, 
625 และ 312 µg/mL 

- ท าการทดสอบแต่ละตวัอย่างเป็นอิสระต่อกัน 3 ครัง้ แต่ละครัง้ทดสอบ 3 ซ า้ และ
ปรมิาณสารที่ใสแ่สดงในตารางที่ 8 

ตาราง 8 แสดงการใสส่ารลงใน 96 well plate วิธี Superoxide anion scavenging activity 
assay 

สาร 
 
การทดลอง 

Potassium 
phosphate 
buffer (µL) 

EDTA 
(µL) 

Riboflavin 
(µL) 

NBT 
(µL) 

Quercetin/ 
Trolox 
(µL) 

Sample 
(µL) 

Negative control 60 20 100 20 - - 
Sample 20 20 100 20 - 40 
Blank sample 120 20 - 20 - 40 
Positive control 20 20 100 20 40 - 
Blank positive control 120 20 - 20 40 - 

*การสรา้งกราฟมาตรฐานใช ้sample คือ quercetin 
 
การหา % inhibition ของสารตวัอย่าง 

- หาจากสมการ 
% inhibition =                                                                                    x 100 

 
เมื่อ Abs (negative) คือ ค่าการดูดกลืนแสงจากปฏิกิริยาควบคุมผลลบ (blue 

formazan) 

Abs(negative) – [Abs(sample) – Abs(blank)] 

Abs(control) 
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Abs (sample) คือ ค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิรยิาทดสอบ 
Abs (blank) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาทดสอบเทียบ โดยตอ้งลบกับค่า

การดดูกลืนแสงของ plate ที่เป็น reference ก่อน 
หาค่า IC50 ของสารตวัอย่าง 

- น าค่า % inhibition ไปสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธ์ของค่าความเขม้ขน้ของสาร
สกดัและค่าเฉลี่ย % inhibition ที่ไดแ้ละหาค่า IC50 จากสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ  

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการตา้นอนมุลูอิสระกบั Trolox จากสมการ 
 

TEAC =  
 

การศึกษาความสัมพันธ์ของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับปริมาณสารฟีนอลิก สารฟลาโว
นอยด ์และสารแอนโทไซยานิน 

น าค่า % inhibition จากการทดสอบในแบบจ าลอง Ferric‑reducing antioxidant 
power assay มาเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับปริมาณสารฟีนอลิก 
สารฟลาโวนอยด ์และสารแอนโทไซยานิน โดยใชส้ถิติ Pearson correlation ซึ่งพิจารณาจากค่า 
correlation เขา้ใกล ้1 และ significant level นอ้ยกว่า 0.05 อธิบายว่ามีนยัส าคญัทางสถิติ 

น าค่า %inhibition ในแบบจ าลอง Superoxide anion scavenging activity assay มา
เปรียบเทียบความสมัพนัธข์องฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระต่อปรมิาณสารกลุม่ฟีนอลิก ฟลาโวนอยด ์และ
สารแอนโทไซยานิน โดยใชส้ถิติ Pearson correlation ซึ่งพิจารณาจากค่า correlation เขา้ใกล ้1 
และ significant level นอ้ยกว่า 0.05 

การวิเคราะหข์้อมูล 
ขอ้มลูที่ไดแ้สดงในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดลอง 3 ครัง้ที่เป็นอิสระ

ต่อกัน และท าซ า้การทดลองละ 3 ครั้ง ค านวณหา IC50 ของการยับยั้งโดยการวิเคราะห์แบบ
ถดถอย ขอ้มลูการทดลองที่ไดน้ ามาวิเคราะหโ์ดยค านวณจากค่าเฉลี่ยที่ไดจ้ากขอ้มลูของแต่ละการ
ทดลอง โดยเปรียบเทียบแบบ One-Way Analysis of Variance (ANOVA) (SPSS ver.23) 
 

IC50 ของ Trolox 

IC50 ของสารที่ตอ้งการเปรียบเทียบ 



  
 

บทที ่4  
ผลการด าเนินงานวิจัย 

1. การสกัดข้าวไรซเ์บอรร่ี์ 
ลกัษณะขา้วไรซเ์บอรร์ี่จากตลาดที่ประชาชนทั่วไปหาซือ้กันไดจ้ านวน  4 ตัวอย่าง เก็บ

ตวัอย่าง พ.ศ.2563 เมล็ดขา้วไรซเ์บอรร์ี่มีลกัษณะผิวมันวาว เมล็ดเรียวยาว มีสีม่วงเขม้ แสดงผล
ภาพประกอบ 5 

 

A           B  
 

C           D  

ภาพประกอบ 5 แสดงตวัอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ จ านวน 4 ตวัอย่าง ประกอบดว้ย A คือขา้วไรซเ์บอรร์ี่
ตราเทสโกโลตสั, B คือขา้วกลอ้งไรซเ์บอรร์ี่ตรากรีนนิช, C คือขา้วไรซเ์บอรร์ี่จากตลาดไท, D คือ

ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราหงษท์องไลฟ์ 



 37 
 

เมื่อท าการสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่จนไดส้ารสกดัหยาบ (crude extract) จากนัน้ชั่งดนู า้หนัก
สารสกัดหยาบและน าไปค านวณหาผลผลิตร้อยละ (% yield) ของสารสกัด A, B, C และ D 
แสดงผลดงัตารางที่ 9 และภาพประกอบ 9 

เมื่อสกัดโดยใชต้ัวท าละลาย hexane สารที่สกัดไดม้ีลกัษณะเป็นของเหลวคลา้ยน า้มัน 
สารละลายขุ่นมีสีเหลืองเขียว ผลผลิตรอ้ยละของสารสกัด A, B, C และ D ที่ไดอ้ยู่ในช่วง 3.79 - 
8.24 โดยตัวอย่างสารสกดั B ใหผ้ลผลิตรอ้ยละปริมาณสูงที่สุดเท่ากับ 8.24 รองลงมาคือตัวอย่าง
สารสกดั D ใหผ้ลผลิตรอ้ยละเท่ากับ 6.94 รองลงมาคือตัวอย่างสารสกดั A ใหผ้ลผลิตรอ้ยละเท่ากับ 
5.49 และตัวอย่างสารสกัด  C ให้ผลผลิตร้อยละปริมาณน้อยที่สุดเท่ากับ  3.79 แสดงผลดัง
ภาพประกอบ 6 

เมื่อสกดัโดยใชต้วัท าละลาย absolute ethanol สารที่สกดัไดม้ีลกัษณะเป็นของเหลวขน้
และหนืด มีสีแดงถึงม่วงเขม้ ผลผลิตรอ้ยละของสารสกัด A, B, C และ D ที่ไดอ้ยู่ในช่วง 1.89 - 4.79 
โดยตัวอย่างสารสกัด B ใหผ้ลผลิตรอ้ยละปริมาณสูงที่สุดเท่ากับ 4.79 รองลงมาคือตัวอย่างสาร
สกัด A ใหผ้ลผลิตรอ้ยละเท่ากับ 3.89 รองลงมาคือตัวอย่างสารสกัด D ใหผ้ลผลิตรอ้ยละเท่ากับ 
3.29 และตัวอย่างสารสกัด  C ให้ผลผลิตร้อยละปริมาณน้อยที่สุดเท่ากับ  1.89 แสดงผลดัง
ภาพประกอบ 7 

เมื่อสกดัโดยใชต้วัท าละลายน า้สารที่สกดัไดม้ีลกัษณะเป็นผงแหง้ มีสีม่วงถึงด า ผลผลิต
รอ้ยละของสารสกดั A, B, C และ D ที่ไดอ้ยู่ในช่วง 3.24 - 10.39 โดยสารสกดั A ใหผ้ลผลิตรอ้ยละ
ปริมาณสูงที่สุดเท่ากับ 10.39 รองลงมาคือตัวอย่างสารสกัด B ให้ผลผลิตรอ้ยละเท่ากับ 5.59 
รองลงมาคือตวัอย่างสารสกดั D ใหผ้ลผลิตรอ้ยละเท่ากบั 4.74 และสารสกดั C ใหผ้ลผลิตรอ้ยละ
ปรมิาณนอ้ยที่สดุเท่ากบั 3.24 แสดงผลดงัภาพประกอบ 8 

 

 
                 A                                B                                 C                                 D 

ภาพประกอบ 6 ลกัษณะของสารสกดั A – D ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย hexane 
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                 A                                B                                 C                                 D 

ภาพประกอบ 7 ลกัษณะของสารสกดั A – D ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย absolute ethanol 

 

                 A                                B                                 C                                 D 

ภาพประกอบ 8 ลกัษณะของสารสกดั A – D ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย H2O 

เมื่อเปรียบเทียบผลผลิตรอ้ยละของสารสกดั A, B, C และ D พบว่าตวัท าละลายที่ใชส้กดั
สารในแต่ละตวัอย่างใหผ้ลผลิตรอ้ยละที่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 
0.05 และเมื่อเปรียบเทียบผลผลิตรอ้ยละของสารสกดั A, B, C และ D พบว่าตวัอย่างแต่ละชนิดให้
ผลผลิตรอ้ยละที่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05 
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ตาราง 9 แสดงค่าผลผลิตรอ้ยละของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A - D 

ตวัอย่าง น า้หนกัที่ใชส้กดั ตวัท าละลาย ลกัษณะของสารสกดั crude extract  % yield 

A 20.0173 g Hexane ของเหลวสีเหลืองเขียว 1.1 g 5.49a 
 EtOH ของเหลวสีแดงม่วงเขม้ 0.78 3.89b 
 H2O ของแข็งสีม่วงด าเขม้ 2.08 10.39c 

B 20.0104 g Hexane ของเหลวสีเหลืองเขียวเขม้ 1.65 8.24d 
 EtOH ของเหลวสีแดงม่วงเขม้ 0.96 4.79e 
 H2O ของแข็งสีม่วงด า 1.12 5.59f 

C 20.0200 g Hexane ของเหลวสีเหลืองเขียว 0.76 3.79g 
 EtOH ของเหลวสีแดงม่วง 0.38 1.89h 
 H2O ของแข็งสีม่วงด า 0.65 3.24i 

D 20.0199 g Hexane ของเหลวสีเหลืองเขียว 1.39 6.94j 
 EtOH ของเหลวสีแดงม่วง 0.66 3.29k 
 H2O ของแข็งสีม่วงด า 0.95 4.74l 

a-l The different latters in column indicate the significant difference at p<0.05 
 

 

ภาพประกอบ 9 แสดงผลของการสกัดข้าวไรซ์เบอร์รี่  A – D ด้วยตัวท าละลาย 3 ชนิด                          
( a-l The different latters in column indicate the significant difference at p<0.05) 
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2. ผลการศึกษาอัตราส่วนของตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดข้าวไรซ์เบอร์ร่ีเพ่ือ
ตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ของข้าวไรซเ์บอรร่ี์ในประเทศไทย 

2.1 ศึกษาความเข้มข้นของ HCl ที่ใช้ในการสกัดข้าวไรซเ์บอร์ร่ีเพ่ือตรวจหาปริมาณ 
cyanidin-3-O-glucoside 

 

 

ภาพประกอบ 10 แสดงผลของตวัท าละลายต่อประสิทธิภาพในการสกดั cyanidin-3-O-glucoside 
จากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

ในการศึกษาปัจจัยของตวัท าละลาย ไดแ้ก่ HCl ความเขม้ขน้ต่าง ๆ MeOH และน า้ ต่อ
ปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside จากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่ท าการสกัดด้วยวิธี sonication ผล
การทดลองแสดงในตาราง 10 เป็นค่าที่ไดจ้ากการค านวณหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside จาก
การน าค่าพืน้ที่ใตก้ราฟที่ไดแ้ทนค่าในสมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน y = 69.408x + 1.4179 
พบว่าการสกัดดว้ย HCl ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ใหป้ริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ที่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 เมื่อใช ้HCl เป็นตวัท าละลายเพียงชนิดเดียว 
พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.39442 - 0.49978 กรมัต่อกิโลกรมั โดยความเขม้ขน้
ของ HCl ที่ให้ปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside มากที่สุดอยู่ที่ 1N HCl รองลงมาคือ 0.5N HCl และ 
0.1N HCl ใหป้รมิาณ cyanidin-3-O-glucoside นอ้ยที่สดุ ในขณะที่การศึกษาปัจจยัการสกดัจาก
ตวัท าละลายผสมระหว่าง HCl กบั MeOH พบว่าในสารละลายผสมความเขม้ขน้ 0.1N HCl : MeOH 
พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.83127 - 0.92210 กรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่
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ความเขม้ขน้ 0.5N HCl : MeOH พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.74105 - 0.81823 
กรมัต่อกิโลกรมั และที่ความเขม้ขน้ 1.0N HCl : MeOH พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่
ในช่วง 0.73391 - 0.89040 กรมัต่อกิโลกรมั และเมื่อไม่ใช ้HCl ในการสกัดโดยใช ้H2O : MeOH 
พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.58453 - 0.84379 กรมัต่อกิโลกรมั และเมื่อใช ้
MeOH ในการสกดัเพียงชนิดเดียวพบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside เท่ากบั 0.75769 กรมัต่อ
กิโลกรมั และการใชน้ า้สกดัเพียงชนิดเดียวพบปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside เท่ากบั 0.09657 
กรมัต่อกิโลกรมั ผลของการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่เมื่อน าเสนอเป็นกราฟ ดงัแสดงในภาพประกอบ  10 
พบว่าเมื่อใชต้วัท าละลาย H2O เพียงชนิดเดียวก็ช่วยสกดัสารออกมาได ้แต่ยงัไดป้ริมาณนอ้ย และเมื่อ
ใช้ตัวท าละลาย HCl หรือ MeOH เพียงชนิดเดียวก็พบว่าสามารถสกัด cyanidin-3-O-glucoside 
ออกมาไดป้ริมาณมากกว่าการใช ้H2O สกัดเพียงชนิดเดียว แต่เมื่อใชต้ัวท าละลายผสมระหว่าง 
HCl กับ MeOH พบว่าสามารถสกัด cyanidin-3-O-glucoside ออกมาไดป้ริมาณมากกว่าการใช้
ตวัท าละลายเพียงชนิดเดียว อีกทัง้การใชเ้ทคนิคอลัตราโซนิกในการสกดัช่วยเพิ่มประสิทธิภาพใน
การสกดั cyanidin-3-O-glucoside จากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ออกมาไดป้รมิาณสงูขึน้ 

จากการวิเคราะหน์ าปริมาณ  cyanidin-3-O-glucoside มาเปรียบเทียบกันในสารสกัด
ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ โดยเปรียบเทียบอตัราส่วนของ MeOH ต่อปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside พบว่า
สารสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย  HCl (0%MeOH) เพียงชนิดเดียวให้ปริมาณ 
cyanidin-3-O-glucoside ที่แตกต่างจากการสกัดด้วยตัวท าละลาย  40, 55, 70, 85 และ 100 

%MeOH อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 เมื่อสกัดโดยใชต้ัวท าละลายผสม
ระหว่าง HCl กบั MeOH มีปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ที่ไม่แตกต่างกนั แสดงผลดงัตาราง
ที่ 11  
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ตาราง 10 แสดงผลการวิเคราะหห์าปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside จากขา้วไรซเ์บอรร์ี่  

ล าดบัการ
ทดลอง 

ปัจจยัที่ศึกษา 
ปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside (g/kg) 

(mean ± SD) 
ความเขม้ขน้
ของ HCl 

อตัราสว่น
ของ MeOH 

1 0.1N HCl  - 0.39442 ± 0.0387 
2 0.5N HCl  - 0.46200 ± 0.0027 
3 1N HCl  - 0.49978 ± 0.0146 
4 0.1N HCl 40 0.83127 ± 0.0119 
5 0.1N HCl 55 0.90878 ± 0.0019 
6 0.1N HCl 70 0.85446 ± 0.0020 
7 0.1N HCl 85 0.92210 ± 0.0158 
8 0.5N HCl 40 0.74360 ± 0.0066e 
9 0.5N HCl 55 0.81823 ± 0.0046 
10 0.5N HCl 70 0.74105 ± 0.0080 
11 0.5N HCl 85 0.74669 ± 0.0051 
12 1N HCl 40 0.73391 ± 0.0107 
13 1N HCl 55 0.82860 ± 0.0060 
14 1N HCl 70 0.81523 ± 0.0042 
15 1N HCl 85 0.89040 ± 0.0019 
16 0.00 (H2O)  - 0.09657 ± 0.0016 
17 0.00 (H2O) 40 0.74208 ± 0.0016 
18 0.00 (H2O) 55 0.58453 ± 0.0097 
19 0.00 (H2O) 70 0.75994 ± 0.0163 
20 0.00 (H2O) 85 0.84379 ± 0.0053 

21 - 24 0 - 1N HCl 100 0.75769 ± 0.0063 
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ตาราง 11 แสดงการเปรียบเทียบอตัราสว่นของ MeOH ต่อปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside ใน
สารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

คู่เปรียบเทียบ
อตัราสว่นของ MeOH 

Mean 
Difference 

Std. 
Error 

Sig. 
95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

100%HCl•40%MeOH - 0.3995* 0.0728 0.000 - 0.553 - 0.247 
100%HCl•55%MeOH - 0.4218* 0.0728 0.000 - 0.575 - 0.269 
100%HCl•70%MeOH - 0.4295* 0.0728 0.000 - 0.582 - 0.276 
100%HCl•85%MeOH - 0.4876* 0.0728 0.000 - 0.641 - 0.335 
100%HCl•100%MeOH - 0.3945* 0.0728 0.000 - 0.547 - 0.241 
*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 

2.2 ผลการวิเคราะหห์าปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ในสารสกัดข้าวไรซเ์บอรร่ี์ด้วย
เทคนิค HPLC 

 

 

ภาพประกอบ 11 แสดงโครมาโตแกรมของ cyanidin-3-O-glucoside (a) สารมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside (b) สกดัดว้ยน า้, (c) สกดัดว้ย 1.0N HCl, (d) สกดัดว้ย 0.5N HCl, (e) 

สกดัดว้ย 0.1N HCl และ (f) สกดัดว้ย MeOH 
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ผลการวิเคราะหห์าปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ในสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่โดย
ใชเ้ทคนิค HPLC พบว่าลกัษณะ chromatogram ของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ขึน้ที่เวลาเดียวกนักบั
สารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside ที่เวลา 8.28 นาที ดงัแสดงในภาพที่ 11 (b-f) แสดงไดว้่า
มีปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside เป็นองคป์ระกอบ 

2.3 การศึกษาความสัมพันธข์องความเข้มข้น HCl และอัตราส่วนของ MeOH 
ความเขม้ขน้ของ HCl และอตัราส่วนของ MeOH พบว่าเมื่อใช ้HCl ในการสกดัเพียง

ชนิดเดียวพบว่ามีอิทธิพลต่อปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ในขณะที่ใช ้ MeOH ในการสกัด
เพียงชนิดเดียวพบว่าไม่มี อิท ธิพลต่อปริมาณ  cyanidin-3-O-glucoside แต่เมื่ อสกัดด้วย
สารละลายผสมระหว่าง HCl และ MeOH พบว่ามีอิทธิพลต่อปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside ที่
อตัราสว่น 15 : 85 ของ 0.1N HCl : MeOH แต่อย่างไรก็ตามการเพิ่มความเขม้ขน้ของ HCl รว่มกบั
การลดอตัราสว่นของ MeOH ในการสกดัมากกว่านีไ้ม่ไดช้่วยเพิ่มปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside  

3. ผลการทดสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability) 
ความเหมาะสมของระบบที่ใช้ในการแยกสารดัดแปลงมาจากวิธีของ Hiemori et al. 

(2009) ในการวิเคราะห์ปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside จ าเป็นต้องเลือกใช้ชนิดของเฟส
เคลื่อนที่ใหเ้หมาะสมกบัสารที่ตอ้งการวิเคราะห ์เนื่องจากเฟสเคลื่อนที่เป็นปัจจยัหนึ่งที่สามารถพา
สารที่ตอ้งการวิเคราะหอ์อกจากคอลมันเ์พื่อท าใหเ้กิดการแยกได ้โดยพิจารณาจากค่าพารามิเตอร์
ตามเกณฑม์าตรฐานการยอมรบัของ US FDA guideline ไดแ้ก่ Tailing factor (T) ≤ 2, Number 
of theoretical plate (N) > 2000, Resolution (Rs) > 2 (Research & Administration, 1994) 
และเวลาในการวิเคราะหน์้อย เพื่อศึกษาความเหมาะสมของระบบโดยวิเคราะห์จากผลการฉีด
สารละลายมาตรฐานท าซ า้ 6 ครัง้ ผลแสดงในตาราง 12 

ตาราง 12 แสดงผลการทดสอบความเหมาะสมของวิธีวิเคราะหข์อง cyanidin-3-O-glucoside 

Parameter cyanidin-3-O-glucoside (mean ± %RSD) 
theoretical plate 2041.6667 ± 3.09 

Tailing factor 0.8885 ± 2.01 
Resolution  -  
Peak area 24.2463 ± 1.48 
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ผลที่ไดจ้ากการวิเคราะหด์ว้ยเครื่อง HPLC เวลาที่สารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 
ถูกแยกออกมาที่เวลา 8.28 นาที มีค่า Tailing factor ของพีค cyanidin-3-O-glucoside มีค่าเท่ากับ 
0.8885 ± 2.01 เป็นค่าที่ยอมรบัได้โดย Tailing factor ≤ 2 อีกทั้งการแยกของคอลัมนม์ีค่าเท่ากับ 
2041.6667 ± 3.09 ซึ่งเป็นค่าที่ยอมรบัไดคื้อ theoretical plate มากกว่า 2000 และค่าความแม่นย า
ของการวิเคราะหซ์  า้ (Peak area) มีค่า %RSD ซึ่งไม่เกิน 2 จากผลการวิเคราะหแ์สดงใหเ้ห็นว่าระบบ
เครื่องมือมีความเหมาะสมในการวิเคราะหส์าร cyanidin-3-O-glucoside 

4. ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์
เมื่อการพฒันาวิธีวิเคราะหแ์ลว้เสรจ็ ก่อนน าวิธีที่พฒันาขึน้มาใชใ้นการวิเคราะหต์วัอย่าง

จริง ต้องผ่านการตรวจสอบความถูกต้อง แม่นย า คงทน เพื่อให้เกิดความมั่นใจว่าวิธีวิเคราะห์
ให้ผลที่ถูกต้อง มีความเหมาะสมสามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างจริงได้ ดังนั้นจึง
จ าเป็นตอ้งศกึษา Method validation ซึ่งเป็นกระบวนการยืนยนัความใชไ้ดข้องวิธีที่พฒันาขึน้โดย
มี  Guideline ในการท า  Method validation ที่ ได้รับการยอมรับจากทั่ ว โลกได้แก่  AOAC 
Guidelines for Single Laboratory Validation of Chemical Methods for Dietary 
Supplements and Botanicals ฉบับปี 2012 จากผลการศึกษาพารามิ เตอร์ที่ส  าคัญในการ
ตรวจสอบความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะหส์ามารถแสดงผลไดด้งัการทดลองต่อไปนี ้

4.1 ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห ์(Specificity) 
ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะหเ์ป็นความเฉพาะเจาะจงของการวดัเฉพาะสารที่

ตอ้งการวิเคราะห ์โดยการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหส์ารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside  
เทียบกับสารสกัดข้าวไรซ์เบอร์รี่  โดยพิจารณาจากค่า Retention time ของสารมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside พบว่าค่า Retention time ที่ไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยเครื่อง HPLC ถูก
แยกออกมาที่ เวลา 8.28 นาที  โดยพีคไม่ถูกรบกวนการวิ เคราะห์ด้วยสารอ่ืน ๆ แสดงใน
ภาพประกอบ 12 
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ภาพประกอบ 12 แสดงโครมาโตแกรมการวิเคราะหส์ารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 

4.2 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห ์(Linearity and Range) 
ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารโดยทั่วไปนิยมใช้วิธีวิเคราะห์แบบ Internal 

standard โดยความเป็นเสน้ตรงแสดงเป็นกราฟความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่าง Peak area ratio กบั
ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside ความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหข์ึน้อยู่กับ
ความเป็นเสน้ตรงของกราฟมาตรฐาน เป็นค่าการถดถอยเชิงเสน้ (R2) สามารถหาความเขม้ขน้ของ
ตัวอย่างจากสมการที่ไดจ้ากกราฟมาตรฐาน ผลของกราฟมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 
แสดงในตาราง 13, 14 และภาพประกอบ 13 ผลของช่วงความเข้มข้นความเป็นเส้นตรงกราฟ
มาตรฐาน อยู่ในช่วง 0.4 -1.5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 
พบว่า ความเขม้ขน้ดงักล่าวมีสมการเชิงเสน้เฉลี่ยคือ y = 69.408x + 1.418 และมีค่าถดถอยเชิง
เสน้ (coefficient of determination) เท่ากับ 0.9998 ซึ่งเมื่อค านวณ % recovery มีค่าอยู่ในช่วง 
99.11 - 100.89 % ผ่านตามเกณฑ์การยอมรบัของ AOAC (เกณฑ์คือควรมากกว่า 0.995 ของ 
correlation coefficient ของ regression line และความเขม้ขน้แต่ละจุดของกราฟมาตรฐานตอ้ง
ใหค่้า % recovery อยู่ในช่วง 92 – 105) 
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ตาราง 13 แสดงผลของกราฟมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside (n=3) (µg/mL) 

ความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ที่วิเคราะห ์ % Recovery Area ratio (Mean ± SD) 
0.448 0.452 100.89 32.784 ± 2.01 
0.676 0.670 99.11 47.925 ± 1.75 
0.904 0.904 100.09 64.224 ± 1.51 
1.132 1.136 100.36 80.273 ± 1.38 
1.36 1.353 99.51 95.349 ± 2.11 
1.588 1.592 100.24 111.894 ± 2.43 

 

 

ภาพประกอบ 13 กราฟแสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน 
cyanidin-3-O-glucoside (n=3) กบัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 nm 
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ตาราง 14 แสดงสมการเสน้ตรงของกราฟมาตรฐานและค่า R2 (n=3) 

Linearity Equation of standard curve Coefficient of Determination (R2) 
Linearity 1 y = 68.026x + 3.9077 0.9997 
Linearity 2 y = 70.395x + 1.1875 0.9999 
Linearity 3 y = 69.802x - 0.8413 0.9997 

Mean y = 69.408x + 1.4179 0.9998 
 

4.3 การหาความเข้มข้นทีต่ ่าสุดทีส่ามารถตรวจพบและความเข้มข้นทีต่ ่าสุดทีว่ิเคราะห์
ได้ในเชิงปริมาณ (Limit of detection, LOD and Limit of quantitation, LOQ) 

ผลการศึกษาหาความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถตรวจพบและความเข้มข้นต ่าสุดที่
วิเคราะหไ์ดใ้นเชิงปรมิาณแสดงในตาราง 15 

การศึกษาความเข้มข้นต ่าสุดของการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ (Limit of detection, 
LOD) ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่น ามาใชใ้นการวิเคราะหห์าปริมาณสามารถศึกษาไดจ้าก

สูตรการประมาณค่า LOD = 3.3σ / S โดย σ แทนค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของสญัญาณ และ S 
แทน slope ของกราฟมาตรฐาน วิเคราะหแ์ลว้พบว่า LOD มีค่าเท่ากบั 0.1030 µg/mL 

การศึกษาความเขม้ขน้ต ่าสุดของการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณ (Limit of quantitation, 
LOQ) ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่น ามาใชใ้นการวิเคราะหห์าปริมาณสามารถศึกษาไดจ้าก

สูตรการประมาณค่า LOQ = 10σ / S โดย σ แทนค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณ และ S 
แทน slope ของกราฟมาตรฐาน วิเคราะหแ์ลว้พบว่า LOQ มีค่าเท่ากบั 0.3433 µg/mL 

ตาราง 15 แสดงค่า Limit of detection และ Limit of Quantitation 

Standard S σ 
LOD 

(µg/mL) 
LOQ 

(µg/mL) 
cyanidin-3-O-glucoside 69.4076 2.3828 0.1030 0.3433 
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4.4 การทดสอบความถูกต้อง (Accuracy) และความแม่นย า (Intra day precision) 
ความถูกต้องในการวิเคราะห์ cyanidin-3-O-glucoside แสดงด้วยค่ารอ้ยละการ

กลบัคืน (%Recovery) โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside จ านวน 3 
ความเขม้ขน้ โดยวิเคราะหค์วามเขม้ขน้ละ 3 ซ า้ โดยเตรียมความเขม้ขน้ 0.562, 1.018 และ 1.474 
µg/mL ค่าเฉลี่ย % recovery มีค่าในช่วง 99.58 - 101.03 ซึ่งผ่านตามเกณฑก์ารยอมรบั (เกณฑ์
ก าหนดว่าค่า % recovery ตอ้งอยู่ในช่วง 90-108%) และ %RSD ของ cyanidin-3-O-glucoside 
อยู่ในช่วง 1.11 – 1.66 ซึ่งมีค่า %RSD น้อยกว่า 3% ผ่านเกณฑ์ยอมรบัของ AOAC ถือว่าการ
วิเคราะหม์ีความแม่นย า ดงัแสดงตาราง 16 

ตาราง 16 ผลการทดสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห ์ 

ความเขม้ขน้ 
(µg/mL) 

รอ้ยละการคืนกลบั (%Recovery) 
ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 Mean ± SD %RSD 

0.562 98.70 98.99 101.04 99.58 ± 1.27 1.28 
1.018 101.08 100.22 97.88 99.73 ± 1.66 1.66 
1.474 102.20 100.91 99.96 101.03 ± 1.13 1.11 

 
4.5 การทดสอบความแม่นย า (Inter day precision) 

ความเที่ยงตรงของการวิเคราะห ์cyanidin-3-O-glucoside ส าหรบัการวิเคราะหเ์ป็น
เวลา 3 วัน  ที่ ความเข้มข้นของ cyanidin-3-O-glucoside เท่ ากับ  0.562, 0.018 และ 1.474 
µg/mL ผลการวิเคราะหม์ีค่า % recovery อยู่ในช่วง 98.62 – 100.63 และ %RSD ของ cyanidin-
3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.35 – 2.98 ซึ่งมีค่า %RSD < 6% ผ่านเกณฑย์อมรบัของ AOAC ถือ
ว่าความเที่ยงตรงของการวิเคราะหม์ีความแม่นย า ดงัแสดงในตาราง 17 
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ตาราง 17 แสดงค่า Inter day precision ของวิธีวิเคราะห ์cyanidin-3-O-glucoside 

ความเขม้ขน้ 
(µg/mL) 

รอ้ยละการคืนกลบั (%Recovery) 
ครัง้ที่ 1 ครัง้ที่ 2 ครัง้ที่ 3 ค่าเฉลี่ย (±SD) %RSD 

0.562 95.32 99.58 100.97 98.62 ± 2.95 2.98 
1.018 99.05 99.73 99.24 99.34 ± 0.35 0.35 
1.474 100.34 101.03 100.51 100.63 ± 0.36 0.36 

5. ผลการวิเคราะหห์าปริมาณสารฟีนอลิกรวม (Total phenolic content) 
การวิเคราะห์ใชว้ิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric โดยท าการทดสอบสารสกัดข้าวไรซ์

เบอรร์ี่ A – D ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย 3 ชนิด ที่แตกต่างกันทัง้หมดจ านวน 12 สารสกัดเทียบกับ
สารมาตรฐาน gallic acid ซึ่งเป็นสารกลุ่มฟีนอลิก โดย Folin-ciocalteu reagent จะเกิดปฏิกิริยา
กบัสารทดสอบและสารมาตรฐานไดใ้นสภาวะเบส หลงัจากนัน้น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้
ความยาวคลื่น 765 nm ท าซ า้การทดลองละ 3 ครัง้ จากนั้นค านวณหาปริมาณสารฟีนอลิก ดัง
แสดงในภาพประกอบ 14 

 

 

ภาพประกอบ 14 แสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรงของสารมาตรฐาน gallic acid 
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ตาราง 18 แสดงปรมิาณ Total phenolic content จากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

ตวัอย่าง ตวัท าละลาย 
มิลลิกรมัสมมลูของ gallic acid ต่อกรมัของสารสกดั  

(mean ± SD) (mg GAE/g crude extract) 
A Hexane 1.83 ± 0.15 
 EtOH 25.07 ± 1.62 
 H2O 20.66 ± 1.03 

B Hexane 0.60 ± 0.02 
 EtOH 24.74 ± 1.20 
 H2O 42.72 ± 0.38 

C Hexane 0.65 ± 0.05 
 EtOH 65.66 ± 0.38 
 H2O 32.15 ± 0.10 

D Hexane 2.19 ± 0.39 
 EtOH 89.17 ± 0.56 
 H2O 55.39 ± 0.40 

 

จากกราฟมาตรฐาน  gallic acid สมการคือ  y = 0.0146x + 1.6214, R² = 0.9979
ค านวณหา Total phenolic content จากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A - D พบว่ามีปริมาณอยู่ในช่วง 
0.60 - 89.17 mg GAE/g crude extract แสดงผลดงัตาราง 18 และภาพประกอบ 15 
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ภาพประกอบ 15 กราฟแสดงปรมิาณสารฟีนอลิกรวม [ * คือแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
ที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05, n.s. คือไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (no statistical 

significance)] 

ผลการหา Total phenolic content ในสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ เมื่อใชส้ารสกัด A - D ที่
สกัดดว้ย hexane พบปริมาณสารฟีนอลิกรวมอยู่ในช่วง 0.60 - 2.19 mg GAE/g crude extract 
โดยสารสกัด D ใหป้ริมาณสารฟีนอลิกรวมสูงที่สุด 2.19 ± 0.39 mg GAE/g crude extract และ
สารสกดั B ใหป้รมิาณสารฟีนอลิกรวมนอ้ยที่สดุ เท่ากบั 0.60 ± 0.02 mg GAE/g crude extract 

เมื่อใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ย absolute ethanol พบปริมาณสารฟีนอลิกรวม
อยู่ในช่วง 24.74 - 89.17 mg GAE/g crude extract โดยสารสกัด D ใหป้ริมาณสารฟีนอลิกรวม
สงูที่สดุ 89.17 ± 0.56 mg GAE/g crude extract และสารสกดั B ใหป้ริมาณสารฟีนอลิกรวมนอ้ย
ที่สดุ เท่ากบั 24.74 ± 1.20 mg GAE/g crude extract 

เมื่อใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ย H2O พบปรมิาณสารฟีนอลิกรวมอยู่ในช่วง 20.66 
- 55.39 mg GAE/g crude extract โดยสารสกัด D ให้ปริมาณสารฟีนอลิกรวมสูงที่สุด 55.39 ± 
0.40 mg GAE/g crude extract และสารสกดั A ใหป้ริมาณสารฟีนอลิกรวมนอ้ยที่สดุ เท่ากบั 20.66 
± 1.03 mg GAE/g crude extract 
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จากการวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกรวมจากสารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ทั้ง 4 ตัวอย่าง 
พบว่าตวัอย่างสารสกดั D ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย absolute ethanol มีปริมาณสารฟีนอลิกรวมสงู
ที่สดุ มีปริมาณเท่ากบั 89.17 ± 0.56 mg GAE/g crude extract และตัวอย่าง B ที่สกดัดว้ยตวัท า
ละลาย hexane มีปริมาณสารฟีนอลิกรวมน้อยที่สุด มีปริมาณเท่ากับ 0.60 ± 0.02 mg GAE/g 
crude extract  

จากการวิเคราะหน์ าปรมิาณสารฟีนอลิกรวมมาเปรียบเทียบกนัในสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่
ทัง้ 4 ตัวอย่าง พบว่าสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 4 ตัวอย่างที่สกัดดว้ย absolute ethanol ใหป้ริมาณ
สารฟีนอลิกรวมที่แตกต่างจากสารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ทั้ง 4 ตัวอย่างที่สกัดด้วยตัวท าละลาย 
hexane แต่ไม่แตกต่างจากการสกัดด้วยตัวท าละลาย H2O อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 0.05 และสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตัวอย่างที่สกัดโดยใชต้ัวท าละลาย H2O พบ
ปริมาณสารฟลาโวนอยดท์ี่แตกต่างจากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย hexane อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05 แสดงผลดงัตารางที่ 19 และเมื่อเปรียบเทียบปรมิาณ
สารฟีนอลิกในสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่แต่ละตัวอย่าง A - D พบว่าแต่ละตัวอย่างใหป้ริมาณสารฟี
นอลิกรวมที่ไม่แตกต่างกนั 

ตาราง 19 แสดงการเปรียบเทียบปรมิาณ Total phenolic content ของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่แต่
ละตวัท าละลายที่ใชส้กดั  

คู่เปรียบเทียบตวั
ท าละลาย 

Mean 
Difference 

Std. Error Sig 
95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
hexane • EtOH -49.84250* 15.90518 0.020 -88.7610 -10.9239 
hexane • H2O -36.41250* 7.42339 0.016 -59.9572 -12.8677 
EtOH • H2O 13.43000 17.54283 0.484 -34.1873 61.0473 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
Independent Samples Test 
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6. การวิเคราะหห์าปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วม (Total flavonoid content) 
การวิเคราะหท์ าโดยวิธี aluminium chloride method โดยท าการทดสอบขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่

สกัดดว้ยตวัท าละลายที่แตกต่างกันทัง้หมด 12 สารสกดัเทียบกบัสารมาตรฐาน quercetin ที่เป็น
สารกลุม่ฟลาโวนอยด ์โดย aluminium chloride จะเกิดปฏิกิริยากบัสารทดสอบและสารมาตรฐาน 
หลงัจากนัน้น ามาวดัความสามารถการดดูกลืนแสง ความยาวคลื่น 415 nm ท าซ า้การทดลองละ 3 
ครัง้ จากนัน้น าค่าที่ไดม้าหาปรมิาณสารฟลาโวนอยด ์ดงัแสดงในภาพประกอบ 16 

จากกราฟมาตรฐานของ quercetin ( y = 0.0096x - 0.0031, R² = 0.9995) สามารถ
น าไปค านวณหา Total flavonoid content ของสารสกดัหยาบขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง พบว่ามี 
Total flavonoid content ในช่วง 7.17 - 47.81 mg QE/g crude extract แสดงผลดังตาราง  20 
และภาพประกอบ 17 

 

 

ภาพประกอบ 16 แสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรงของสารมาตรฐาน quercetin 
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ตาราง 20 แสดงปรมิาณ Total flavonoid content จากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

ตวัอย่าง ตวัท าละลาย 
มิลลิกรมัสมมลูของ quercetin ต่อกรมัของสารสกดั  

(mean ± SD) (mg QE/g crude extract) 
A Hexane 12.11 ± 0.82 
 EtOH 28.97 ± 1.79 
 H2O 7.17 ± 0.51 

B Hexane 8.85 ± 1.34 
 EtOH 27.03 ± 0.49 
 H2O 10.34 ± 1.70 

C Hexane 13.10 ± 1.37 
 EtOH 30.21 ± 0.73 
 H2O 7.78 ± 0.71 

D Hexane 12.80 ± 1.56 
 EtOH 47.81 ± 1.26 
 H2O 12.19 ± 0.78 

 
ผลการหา Total flavonoid content ในสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตัวอย่าง เมื่อใชส้าร

สกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย hexane พบ Total flavonoid content อยู่ในช่วง 8.85 
- 13.10 mg QE/g crude extract โดยสารสกัด C ให้ Total flavonoid content สูงที่สุด เท่ากับ 
13.10 ± 1.37 mg QE/g crude extract และสารสกัด B ให้ Total flavonoid content น้อยที่สุด 
เท่ากบั 8.85 ± 1.34 mg QE/g crude extract  

เมื่อใชส้ารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย  absolute ethanol พบปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์รวมอยู่ ในช่วง 27.03 - 47.81 mg QE/g crude extract โดยสารสกัด  D ให้
ปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมสูงสุดเท่ากับ 47.81 ± 1.26 mg QE/g crude extract และสารสกัด 
B ใหป้รมิาณสารฟลาโวนอยดร์วมนอ้ยที่สดุ 27.03 ± 0.49 mg QE/g crude extract 
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เมื่อใชส้ารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย H2O พบปริมาณสารฟลาโวนอยด์
รวมอยู่ในช่วง 7.17 - 12.19 mg QE/g crude extract โดยสารสกัด D ใหป้ริมาณสารฟลาโวนอยดร์วม
สูงที่สุด 12.19 ± 0.78 mg QE/g crude extract สารสกัด A ใหป้ริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมน้อยที่สุด 
7.17 ± 0.51 mg QE/g crude extract 

 

 

ภาพประกอบ 17 กราฟแสดงปรมิาณสารฟลาโวนอยดร์วม [ * คือแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05, n.s. คือไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (no statistical 

significance)] 

จากการวิเคราะหป์รมิาณสารฟลาโวนอยดร์วมจากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง 
พบว่าตวัอย่างสารสกดั D ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย absolute ethanol พบปริมาณสารฟลาโวนอยด์
รวมสูงสุดมีปริมาณเท่ากับ 47.81 ± 1.26 mg QE/g crude extract และตัวอย่างสารสกัด A ที่
สกัดดว้ย H2O มีปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมน้อยที่สุดมีปริมาณเท่ากับ 7.17 ± 0.51 mg QE/g 
crude extract 

การเปรียบเทียบปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมจากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง
พบว่าสารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ทั้ง 4 ตัวอย่างที่สกัดดว้ย absolute ethanol มีปริมาณสารฟลาโว
นอยด์แตกต่างจากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทั้ง 4 ตัวอย่างที่สกัดด้วยตัวท าละลาย hexane และ 
H2O อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05 แต่สารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง
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ที่สกดัดว้ย H2O พบปริมาณสารฟลาโวนอยดไ์ม่แตกต่างจากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดดว้ยตัว
ท าละลาย hexane แสดงผลดังตารางที่ 21 และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมใน
สารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่แต่ละตวัอย่าง พบว่าแต่ละตวัอย่าง A - D ใหป้ริมาณสารฟลาโวนอยดร์วม
ไม่แตกต่างกนั 

ตาราง 21 แสดงการเปรียบเทียบ Total flavonoid content ในสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

คู่เปรียบเทียบตวั
ท าละลาย 

Mean 
Difference 

Std. Error Sig 
95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
hexane • EtOH -21.78775* 4.91034 0.018 -36.7643 -6.8111 
hexane • H2O 2.34800 1.51907 0.175 -1.3964 6.0924 
EtOH • H2O 24.13575* 4.95105 0.013 9.2702 39.0012 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
Independent Samples Test 

7. การวิเคราะหห์าปริมาณแอนโทไซยานินรวม (Total anthocyanin content) 
การวิเคราะหท์ าโดยวิธี pH-differential โดยท าการทดสอบสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัด

ด้วยตัวท าละลายที่แตกต่างกันทั้งหมด 12 สารสกัดเทียบกับสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-
glucoside หลงัจากนัน้น ามาวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 และ 700 nm ท าซ า้การ
ทดลองละ 3 ครั้ง จากนั้นน าค่าที่ ได้มาค านวณหาปริมาณแอนโทไซยานิน ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 18 

จากกราฟมาตรฐานของ cyanidin-3-O-glucoside ( y = 0.5611x - 0.0151, R² = 0.9998) 
สามารถน าไปหาปรมิาณสารแอนโทไซยานินรวมของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง พบว่ามี 
Total anthocyanin content ในช่วง 0.01 - 0.48 mg C-3-GE/g crude extract แสดงผลดงัตาราง
ที่ 22 และภาพที่ 19 
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ภาพประกอบ 18 แสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรงของสารมาตรฐาน cyanidin-3-O-glucoside 

ตาราง 22 แสดงปรมิาณ Total anthocyanin content จากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 

ตวัอย่าง ตวัท าละลาย 
มิลลิกรมัสมมลูของ cyanidin-3-O-glucoside ต่อกรมัของสารสกดั 

(mean ± SD) (mg C-3-GE/g crude extract) 
A Hexane 0.01 ± 0.002 
 EtOH 0.23 ± 0.014 
 H2O 0.04 ± 0.011 

B Hexane 0.01 ± 0.003 
 EtOH 0.28 ± 0.051 
 H2O 0.04 ± 0.030 

C Hexane 0.02 ± 0.011 
 EtOH 0.43 ± 0.026 
 H2O 0.07 ± 0.015 

D Hexane 0.01 ± 0.001 
 EtOH 0.48 ± 0.033 
 H2O 0.07 ± 0.031 
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ภาพประกอบ 19 กราฟแสดงปรมิาณสารแอนโทไซยานินรวม ( * คือแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05) 

ผลการหาปรมิาณสารแอนโทไซยานินรวมจากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง เมื่อ
ใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ย hexane พบปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมอยู่ในช่วง 0.01 - 
0.02 mg C-3-GE/g crude extract โดยสารสกัด C ให้ปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมสูงสุด
เท่ากับ 0.02 ± 0.011 mg C-3-GE/g crude extract และสารสกัด D พบปริมาณสารแอนโทไซ
ยานินรวมนอ้ยที่สดุ 0.01 ± 0.001 mg C-3-GE/g crude extract 

เมื่อใชส้ารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดดว้ย absolute ethanol พบปริมาณสารแอนโทไซ
ยานินรวมอยู่ในช่วง 0.23 - 0.48 mg C-3-GE/g crude extract โดยสารสกัด D ให้ปริมาณสาร
แอนโทไซยานินรวมสงูสดุเท่ากบั 0.48 ± 0.033 mg C-3-GE/g crude extract และสารสกดั A พบ
ปรมิาณสารแอนโทไซยานินรวมนอ้ยที่สดุ 0.23 ± 0.014 mg C-3-GE/g crude extract 

เมื่อใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ย H2O พบปรมิาณสารแอนโทไซยานินรวมอยู่ในช่วง 
0.04 - 0.07 mg C-3-GE/g crude extract โดยสารสกัด C ให้ปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมสูงสุด
เท่ากับ 0.07 ± 0.015 mg C-3-GE/g crude extract และสารสกัด A พบปริมาณสารแอนโทไซ
ยานินรวมนอ้ยที่สดุเท่ากบั 0.04 ± 0.011 mg C-3-GE/g crude extract 
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จากการวิเคราะห์หา  Total anthocyanin content ในสารสกัดข้าวไรซ์เบอร์รี่ทั้ง 4 
ตวัอย่าง พบว่าตัวอย่างสารสกัด D ที่สกัดดว้ย absolute ethanol มีปริมาณสารแอนโทไซยานินรวม
สูงที่สุดมีปริมาณเท่ากับ 0.48 ± 0.033 mg C-3-GE/g crude extract และตัวอย่างสารสกัด D สกัด
ดว้ย hexane มีปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมน้อยที่สุดมีปริมาณเท่ากับ 0.01 ± 0.001 mg C-3-
GE/g crude extract  

การเปรียบเทียบ Total anthocyanin content ในสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 12 สารสกัด
พบว่าสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทั้ง 4 ตัวอย่างที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย absolute ethanol, hexane 
และ H2O พบปริมาณสารแอนโทไซยานินที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 0.05 แสดงผลดงัตารางที่ 23 และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมในสาร
สกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่แต่ละตวัอย่าง พบว่าแต่ละตวัอย่าง A – D ใหป้ริมาณสารแอนโทไซยานินรวมที่
ไม่แตกต่างกนั 

ตาราง 23 แสดงการเปรียบเทียบปรมิาณสารแอนโทไซยานินรวม 

คู่เปรียบเทียบตวั
ท าละลาย 

Mean 
Difference 

Std. Error Sig 
95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
hexane • EtOH -0.34330* 0.05909 0.001 -.4879056 -.1986944 
hexane • H2O -0.04295* 0.00888 0.003 -.0646862 -.0212138 
EtOH • H2O 0.30035* 0.05958 0.002 .1545467 .4461533 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
Independent Samples Test 

 
จากผลการหาปริมาณสารฟีนอลิก สารฟลาโวนอยด ์และสารแอนโทไซยานิน  จากสาร

สกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง สามารถสรุปรวมไดด้งัตารางที่ 24 
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ตาราง 24 แสดงสรุปผลของปรมิาณ phenolic, flavonoid, anthocyanin  

ตวัอย่าง ตวัท าละลาย 
ปรมิาณสาร (mg/g) 

phenolic flavonoid anthocyanin 
A hexane 1.83 ± 0.15 12.11 ± 0.82 0.01 ± 0.002 
B hexane 0.60 ± 0.02 8.85 ± 1.34 0.01 ± 0.003  
C hexane 0.65 ± 0.05 13.10 ± 1.37 0.02 ± 0.011 
D hexane 2.19 ± 0.39 12.80 ± 1.56 0.01 ± 0.001 
A EtOH 25.07 ± 1.62 28.97 ± 1.79 0.23 ± 0.014 
B EtOH 24.74 ± 1.20 27.03 ± 0.49 0.28 ± 0.051 
C EtOH 65.66 ± 0.38 30.21 ± 0.73 0.43 ± 0.026 
D EtOH 89.17 ± 0.56 47.81 ± 1.26 0.48 ± 0.033 
A H2O 20.66 ± 1.03 7.17 ± 0.51 0.04 ± 0.011  
B H2O 42.72 ± 0.38 10.34 ± 1.70 0.04 ± 0.030 
C H2O 32.15 ± 0.10 7.78 ± 0.71 0.07 ± 0.015 
D H2O 55.39 ± 0.40 12.19 ± 0.82  0.07 ± 0.031  

8. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

8.1 วิธี Ferric‑reducing antioxidant power assay 
วิธี FRAP assay ท าการทดสอบสารสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่เทียบกับสารมาตรฐาน 

FeSO4 โดยหากสารท่ีน ามาทดสอบมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ จะให้อิเล็กตรอนแก่สารประกอบ
เชิงซอ้น Fe3+ - TPTZ และเปลี่ยนเป็นสารประกอบเชิงซอ้น Fe2+-TPTZ หลังจากนั้นน ามาวัดการ
ดดูกลืนแสงที่ 595 nm 

ในการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน FeSO4 นั้น จะวัดค่าการดูดกลืนแสงของสาร
มาตรฐานทั้ง 6 ความเขม้ข้น และหาความสัมพันธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานกับ
ค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสง ดงัภาพประกอบที่ 20  
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ภาพประกอบ 20 แสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรงของสารมาตรฐาน FeSO4 

เมื่อวดัการดดูกลืนแสงของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง หลงัจากท าปฏิกิรยิากบั 
FRAP reagent แลว้น าค่าเฉลี่ยการดดูกลืนแสงมาแทนค่าในสมการเสน้ตรง y = 0.0115x + 0.012 เพื่อ
ค านวณหาค่า FRAP value แสดงผลดงัตารางที่ 25 และภาพประกอบที่ 21 

จากการค านวณหาค่า FRAP value พบว่าสารมาตรฐาน Trolox และ quercetin มีค่า 
FRAP value เท่ากับ 262.898 ± 0.071 และ 319.571 ± 0.00 µg/mL ในส่วนของสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่
ทั้ง 4 ตัวอย่าง เมื่อใช้สารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย hexane ที่ความเข้มข้น 10 
µg/mL มีค่า FRAP value อยู่ในช่วง 56.670 - 74.740 µg/mL โดยสารสกัด C มีค่า FRAP value สูง
ที่สุดเท่ากับ 74.740 ± 0.87 µg/mL และสารสกัด B มีค่า FRAP value น้อยที่สุดเท่ากับ 56.670 ± 
0.93 µg/mL 
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ตาราง 25 แสดงค่า FRAP value ของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง 

ตวัอย่าง ตวัท าละลาย FRAP value (µg/mL) (mean ± SD) 
A Hexane 74.740 ± 0.87 
 EtOH 260.601 ± 0.25 
 H2O 39.615 ± 0.22 

B Hexane 56.670 ± 0.93 
 EtOH 242.131 ± 0.92 
 H2O 48.122 ± 0.45 

C Hexane 63.379 ± 0.81 
 EtOH 238.096 ± 0.95 
 H2O 25.701 ± 0.70 

D Hexane 60.628 ± 0.68 
 EtOH 246.534 ± 0.93 
 H2O 35.006 ± 0.95 

 

 

ภาพประกอบ 21 กราฟแสดงค่า FRAP value ( * คือแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบั
ความเชื่อมั่น 0.05) 
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เมื่อใช้สารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol ที่ความ
เขม้ขน้ 10 µg/mL มีค่า FRAP value อยู่ในช่วง 238.096 - 260.601 µg/mL โดยสารสกัด A มีค่า 
FRAP value สงูที่สดุเท่ากบั 260.601 ± 0.25 µg/mL และสารสกดั C มค่ีา FRAP value นอ้ยที่สดุ
เท่ากบั 238.096 ± 0.95 µg/mL 

เมื่อใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย H2O ที่ความเขม้ขน้ 10 µg/mL 
มีค่า FRAP value อยู่ในช่วง 25.701 - 48.122 µg/mL โดยสารสกดั B มีค่า FRAP value สูงที่สุด
เท่ากับ 48.122 ± 0.45 µg/mL และสารสกัด C มีค่า FRAP value น้อยที่สุดเท่ากับ  25.701 ± 
0.70 µg/mL 

จากการวิเคราะห์ค่า FRAP value ในสารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ทั้ง 4 ตัวอย่าง พบว่า
ตัวอย่างสารสกัด A ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol มีค่า FRAP value สูงที่สุดมีค่า
เท่ากบั 260.601 ± 0.25 µg/mL และตวัอย่างสารสกดั C ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย H2O มีค่า FRAP 
value นอ้ยที่สดุมีค่าเท่ากบั 25.701 ± 0.70 µg/mL 

8.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Superoxide anion scavenging activity 
assay 

เป็นการทดสอบฤทธิ์ในสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร่ี์ทั้ง 12 สารสกัดดว้ยวิธี Superoxide 
anion scavenging activity assay ท าการทดสอบสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่เทียบกับสารมาตรฐาน 
ไดแ้ก่ Trolox และ quercetin โดยหากสารท่ีน ามาทดสอบมีฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระจะสามารถยบัยัง้
ปฏิกิริยาระหว่าง superoxide anion กับ NBT ท าใหไ้ม่เกิด blue formazan หลงัจากนัน้น ามาวัด
ค่าการดดูกลืนแสงที่ 550 nm  

ในการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox และ quercetin นั้น จะวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานทั้ง  5 ความเข้มข้น  เพื่ อค านวณหา %  inhibition และหา
ความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานกบั % inhibition ดงัรูปภาพประกอบ 22 และ 
23 ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 22 แสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรงของ Trolox กบั % inhibition 

 

 

ภาพประกอบ 23 แสดงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรงของ quercetin กบั % inhibition 
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เมื่อวดัการดดูกลืนแสงของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง จ านวน 12 ตวัอย่าง
หลงัจากท าปฏิกิรยิากบั superoxide anion กบั NBT แลว้มาค านวณหา % inhibition แสดงผลดงั
ตารางที่ 26 และภาพประกอบ 24  

ตาราง 26 แสดงค่า IC50 ของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง 

ตวัอย่าง ตวัท าละลาย IC50 (µg/mL) 
A Hexane 4610.77 ± 89.81 
 EtOH 1106.43 ± 37.51 
 H2O 4337.00 ± 45.03 

B Hexane 11420.00 ± 79.91 
 EtOH 2630.91 ± 51.19 
 H2O 2392.25 ± 25.74 

C Hexane 6688.12 ± 21.48 
 EtOH 970.19 ± 25.14 
 H2O 3979.63 ± 47.86 

D Hexane 6142.26 ± 46.35 
 EtOH 2229.09 ± 67.93 
 H2O 3228.20 ± 49.39 
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ภาพประกอบ 24 แสดงค่า IC50 [ * คือแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 
0.05, n.s. คือไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  (no statistical significance)] 

จากการค านวณหาค่า IC50 พบว่าสารมาตรฐาน Trolox มีค่า IC50 เท่ากับ 151.42 ± 
0.46 µg/mL และ quercetin มีค่า IC50 เท่ากบั 42.74 ± 0.48 µg/mL เมื่อใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอร์
รี่ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย hexane ค่า IC50 อยู่ในช่วง 4610.77 - 11420.00 µg/mL โดยสารสกดั A 
ใหฤ้ทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระดีท่ีสุด ค่า IC50 เท่ากับ 4610.77 ± 89.81 µg/mL และสารสกัด B ใหฤ้ทธิ์

ตา้นอนมุลูอิสระนอ้ยที่สดุ ค่า IC50 เท่ากบั 11420.00 ± 79.91 µg/mL 
เมื่อใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย absolute ethanol ค่า IC50 อยู่

ในช่วง 970.19 - 2630.91 µg/mL โดยสารสกัด C แสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีท่ีสุด ค่า IC50 
เท่ากบั 970.19 ± 25.14 µg/mL และสารสกดั B ใหฤ้ทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระนอ้ยที่สดุ ค่า IC50 เท่ากบั 
2630.91 ± 51.19 µg/mL 

เมื่อใช้สารสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย H2O ค่า IC50 อยู่ในช่วง 
2392.25 ± 25.74 - 4337.00 ± 45.03 µg/mL โดยสารสกัด B แสดงฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระดีท่ีสุด 
ค่า IC50 เท่ากับ 2392.25 ± 25.74 µg/mL และสารสกัด A ให้ฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระน้อยที่สุด ค่า 
IC50 เท่ากบั 4337.00 ± 45.03 µg/mL 
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จากการวิเคราะหค่์า IC50 ในสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง พบว่าตวัอย่างสาร
สกดั C ที่สกัดดว้ยตวัท าละลาย absolute ethanol ใหฤ้ทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระดีท่ีสดุ ค่า IC50 เท่ากับ 
970.19 ± 25.14 µg/mL ล าดับถัดมาคือตัวอย่างสารสกัด A สกัดด้วย absolute ethanol มีค่า 
IC50 เท่ากบั 1106.43 ± 37.51 µg/mL 

8.3 การเปรียบเทยีบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยการใช้ ANOVA 

วิธี Ferric‑reducing antioxidant power assay 

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ใช้วิธี Ferric‑reducing antioxidant power 
assay พบว่าสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่างที่สกดัดว้ย hexane, absolute ethanol และ H2O มี
ฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 แสดงผลดัง
ตารางที่ 27 

ตาราง 27 แสดงการเปรียบเทียบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี FRAP assay 

คู่เปรียบเทียบตวั
ท าละลาย 

Mean 
Difference 

Std. Error Sig 
95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
hexane • EtOH -182.98600* 6.24991 0.000 -198.4752 -167.4967 
hexane • H2O 26.74250* 6.07489 0.005 11.7552 41.7297 
EtOH • H2O 209.72850* 6.77077 0.000 193.1521 226.3048 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
Independent Samples Test 

 

Superoxide anion scavenging activity assay 
จากการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ใช้วิ ธี  Superoxide anion scavenging 

activity assay พบว่าสารสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่ทั้ง 4 ยี่ห้อที่สกัดด้วย absolute ethanol มีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระแตกต่างจากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดดว้ย hexane และ H2O อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 แต่สารสกัดข้าวไรซเ์บอรร์ี่ทั้ง 4 ยี่ห้อที่สกัดด้วย H2O ให้ฤทธิ์ต้าน
อนมุลูอิสระที่ไม่แตกต่างจากสารที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย hexane แสดงผลดงัตารางที่ 28 
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ตาราง 28 เปรียบเทียบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระวิธี Superoxide anion scavenging activity assay 

คู่เปรียบเทียบตวั
ท าละลาย 

Mean 
Difference 

Std. Error Sig 
95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
hexane • EtOH 5481.1550* 1525.3176 0.029 976.5299 9985.780 
hexane • H2O 3731.0400 1530.8746 0.080 -762.0709 8224.1509 
EtOH • H2O -1750.1150* 595.6383 0.026 -3208.3995 -291.8304 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
Independent Samples Test 

 
จากผลการทดสอบฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ สามารถสรุปรวมไดด้งัตารางที่ 29 

ตาราง 29 แสดงสรุปผลของฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระของสารมาตรฐานและสารกดัขา้วไรซเ์บอรร่ี์ 

ตวัอย่าง ตวัท าละลาย 
FRAP assay (µg/mL) Superoxide anion (µg/mL) 

FRAP value  TEAC IC50  TEAC 
A hexane 74.740 ± 0.87 0.28 4610.77 ± 89.81 0.03 
 EtOH 260.601 ± 0.25 0.99 1106.43 ± 37.51 0.14 
 H2O 39.615 ± 0.22 0.15 4337.00 ± 45.03 0.03 
B hexane 56.670 ± 0.93 0.22 11420.00 ± 79.91 0.01 
 EtOH 242.131 ± 0.92 0.92 2630.91 ± 51.19 0.06 
 H2O 48.122 ± 0.45 0.18 2392.25 ± 25.74 0.06 
C hexane 63.379 ± 0.81 0.24 6688.12 ± 21.48 0.02 
 EtOH 238.096 ± 0.95 0.91 970.19 ± 25.14 0.16 
 H2O 25.701 ± 0.70 0.10 3979.63 ± 47.86 0.04 
D hexane 60.628 ± 0.68 0.23 6142.26 ± 46.35 0.02 
 EtOH 246.534 ± 0.93 0.55 2229.09 ± 67.93 0.07 

 H2O 35.006 ± 0.95 0.13 3228.20 ± 49.39 0.05 
Trolox  262.898 ± 0.71 1.00 151.42 ± 0.46 1.00 
Quercetin  319.571 ± 0.00 1.22 42.74 ± 0.48 3.54 
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9. การศึกษาความสัมพันธข์องฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับปริมาณสารฟีนอลิก สารฟลาโว
นอยด ์และสารแอนโทไซยานิน โดยการใช้ Pearson’s correlation 

9.1 วิธี Ferric - reducing antioxidant power assay 

ตาราง 30 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระวิธี FRAP assay กบัปรมิาณสารฟีนอ
ลิก สารฟลาโวนอยด ์และสารแอนโทไซยานิน 

Correlations 
 FRAP phenolic flavonoid anthocyanin 

FRAP Pearson Correlation 1 0.465 0.906* 0.890* 
 Sig.  - 0.128 0.000 0.000 
phenolic Pearson Correlation 0.465 1 0.674* 0.773* 

 Sig. 0.128 - 0.016 0.003 
flavonoid Pearson Correlation 0.906* 0.674* 1 0.937* 

 Sig.  0.000 0.016 - 0.000 
anthocyanin Pearson Correlation 0.890* 0.773* 0.937* 1 

 Sig.  0.000 0.003 0.000 - 
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

 
จากตาราง  30 พบว่าปริมาณสารฟลาโวนอยด์ และสารแอนโทไซยานิน มี

ความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ทดสอบด้วยวิธี Ferric - reducing antioxidant power 
assay อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05 เนื่องจากค่า Sig นอ้ยกว่า 0.05 และมี 
correlation เขา้ใกล ้1 ในขณะที่ปริมาณสารฟีนอลิกไม่สมัพันธก์บัฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระที่ทดสอบ
ดว้ยวิธี Ferric - reducing antioxidant power assay เนื่องจากค่า Sig > 0.05 และ correlation 
ไม่เขา้ใกล ้1 
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9.2 วิธี Superoxide anion scavenging activity assay 

ตาราง 31 แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระวิธี Superoxide anion กบัปรมิาณ
สารฟีนอลิก สารฟลาโวนอยด ์และสารแอนโทไซยานิน 

Correlations 
 IC50 phenolic flavonoid anthocyanin 

IC50 Pearson Correlation 1 -0.665* -0.542 -0.619* 
 Sig.  - 0.018 0.069 0.032 
phenolic Pearson Correlation -0.665* 1 0.674* 0.773* 

 Sig.  0.018 - 0.016 0.003 
flavonoid Pearson Correlation -0.542 0.674* 1 0.937* 

 Sig.  0.069 0.016 - 0.000 
anthocyanin Pearson Correlation -0.619* 0.773* 0.937* 1 

 Sig. 0.032 0.003 0.000 - 
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

 
จากตาราง 31 พบว่าปริมาณสารฟีนอลิก และสารแอนโทไซยานิน สมัพันธ์กับฤทธิ์

ต้านอนุมูล อิสระที่ ทดสอบด้วยวิ ธี  Superoxide anion scavenging activity assay อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 เนื่องจากค่า Sig นอ้ยกว่า 0.05 และมี correlation 
เขา้ใกล ้1 ในขณะที่ปริมาณสารฟลาโวนอยด ์ไม่สมัพนัธก์บัฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระท่ีทดสอบดว้ยวิธี 
Superoxide anion scavenging activity assay เนื่องจากค่า Sig > 0.05 และ correlation ไม่เขา้
ใกล ้1  
 



  
 

บทที ่5  
สรุปผลการวิจัย อภปิรายและข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผลการทดลอง 
การศึกษาวิจัยนีศ้ึกษาอัตราส่วนของตวัท าละลายที่เหมาะสมต่อการสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่

เพื่อตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside และเพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ cyanidin-3-
O-glucoside จากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ดว้ยเทคนิค HPLC จากนัน้ทดสอบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระ
ของขา้วไรซเ์บอรร์ี่ทัง้ 4 ตวัอย่าง 

จากการเก็บตัวอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ น ามาสกัดดว้ยตัวท าละลาย 3 ชนิดไดแ้ก่ hexane, 
absolute ethanol และน า้ พบว่าการสกดัดว้ยตวัท าละลาย hexane ผลผลิตรอ้ยละที่ไดอ้ยู่ในช่วง 
3.79 - 8.24 เมื่อสกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol ผลผลิตรอ้ยละที่ได้อยู่ในช่วง 1.89 - 
4.79 เมื่อสกดัดว้ยตวัท าละลายน า้ผลผลิตรอ้ยละที่ไดอ้ยู่ในช่วง 3.24 - 10.39 

จากการวิเคราะห์ข้อมูลการสกัดเพื่อศึกษาความเข้มข้นของ hydrochloric acid และ
อตัราส่วนของเมทานอลที่ใชใ้นการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่เพื่อตรวจหาปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside 
โดยใชส้ารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A ในการวิเคราะห ์พบว่าความเขม้ขน้ของ hydrochloric acid เป็น
ปัจจยัที่มีอิทธิพลต่อการเพิ่มการสกดั cyanidin-3-O-glucoside อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) 
ทัง้นีเ้นื่องจากโครงสรา้งของ cyanidin-3-O-glucoside เป็นสารกลุ่มแอนโทไซยานินที่แตกตวัเป็น
ประจุบวกในสภาวะกรด โดยพบว่าการสกดัดว้ย HCl ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ใหป้ริมาณ cyanidin-3-
O-glucoside ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อใช้ HCl เป็นตัวท าละลาย
เพียงชนิดเดียว พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.39442 - 0.49978 กรัมต่อ
กิโลกรมั โดยความเขม้ขน้ของ HCl ที่ใหป้ริมาณ cyanidin-3-O-glucoside สงูที่สดุอยู่ที่ 1.0N HCl 
แต่เมื่อใชต้ัวท าละลายระหว่าง HCl : MeOH พบว่าในสารละลายผสมของ 0.1N HCl : MeOH พบ
ปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.83127 - 0.92210 กรมัต่อกิโลกรมั ขณะที่ 0.5N HCl 
: MeOH พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.74105 - 0.81823 กรมัต่อกิโลกรมั และที่ 
1.0N HCl : MeOH พบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside อยู่ในช่วง 0.73391 - 0.89040 กรมัต่อ
กิโลกรมั แต่เมื่อใชต้วัท าละลายผสมระหว่าง H2O : MeOH พบปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside 
อยู่ในช่วง 0.58453 - 0.84379 กรมัต่อกิโลกรมั และเมื่อใช ้MeOH ในการสกดัเพียงชนิดเดียวพบ
ปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside เท่ากับ 0.75769 กรมัต่อกิโลกรมั และการใชน้ า้สกัดเพียงชนิด
เดียวพบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside เท่ากับ 0.09657 กรมัต่อกิโลกรมั จากขอ้มูลที่ไดจ้ากการ
ทดลองวิเคราะหแ์ลว้พบว่าการใชน้ า้สกัดเพียงชนิดเดียวก็ตรวจพบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside 
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แต่ปริมาณที่ได้นอ้ยมากเมื่อเทียบกับการสกัดดว้ยสารละลาย HCl ซึ่งเมื่อเพิ่มความเขม้ขน้ของ 
HCl จะตรวจพบปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside เพิ่มมากขึน้ แต่โครงสรา้งทางเคมีส่วนใหญ่ของ 
cyanidin-3-O-glucoside ประกอบดว้ยสว่นที่เป็น polyphenol ซึ่งละลายไดดี้ในเมทานอล การสกดัดว้ย
เมทานอลเพียงชนิดเดียวจึงตรวจพบปรมิาณ cyanidin-3-O-glucoside มากกว่าการสกดัดว้ย HCl เพียง
ชนิดเดียว การใชต้ัวท าละลายผสมระหว่าง HCl และ MeOH จึงช่วยใหส้ามารถสกดั cyanidin-3-O-
glucoside จากขา้วไรซเ์บอรร์ี่ออกมาไดม้ากยิ่งขึน้ ในอัตราส่วน 15 : 85 โดยปริมาตร ของ 0.1N 
HCl และ MeOH สามารถสกัด cyanidin-3-O-glucoside ไดส้งูที่สดุเท่ากบั 0.92210 กรมัต่อกิโลกรมั 
แต่อย่างไรก็ตามการเพิ่มความเขม้ขน้ของ HCl ร่วมกับการลดอัตราส่วนของเมทานอลในการสกัด
มากกว่านี ้ไม่ ได้ช่วยเพิ่มปริมาณ cyanidin-3-O-glucoside ที่สกัดได้จากข้าวไรซ์เบอร์รี่  เมื่ อ
เปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Jiamyangyuen et al. (2017) ที่ใชต้วัท าละลาย 1N HCl : MeOH ใน
อตัราส่วน 15 : 85 ท าการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ผ่านวิธีการหมกั 1 ชั่วโมง พบปรมิาณแอนโทไซยานิน 
0.37 g/kg ซึ่งพบว่าต ่ากว่าการศกึษานีอ้าจเนื่องจากความเขม้ขน้ของ HCl สงูกว่าอีกทัง้ค่า pH สงู
จึงส่งผลใหป้ริมาณ flavylium cation ลดลงเนื่องจากแอนโทไซยานินจะคงตวัในสภาพสมดลุ โดย
ที่สารละลาย pH ต ่า และจากผลการทดลองสรุปได้ว่าไม่จ าเป็นต้องใช้กรดที่ความเขม้ขน้สูงก็
สามารถสกัด cyanidin-3-O-glucoside ออกมาได ้อีกทั้ง 0.1N HCl ก็สามารถสกัด cyanidin-3-
O-glucoside ออกมาได้ปริมาณมากกว่า 1N HCl และงานวิจัยของ Palakajornsak (2004) ได้
ท าการศึกษาสาเหตุที่ส่งผลกระทบต่อความเสถียรของแอนโทไซยานินที่สกัดจากเปลือกมังคุด 
พบว่าที่  pH ต ่า (pH 1.0) แอนโทไซยานินจะคงตัวมากเมื่อ pH สูง (pH 4.0) จากงานวิจัยของ 
Pajareon (2019) ศึกษาเสถียรภาพของแอนโทไซยานินจากสารสกดัร  าขา้วไรซเ์บอรร์ี่พบว่าค่า pH 
ส่งผลต่อความคงตวัของแอนโทไซยานินโดย pH ที่แอนโทไซยานินมีความคงตัวคือ pH เท่ากับ 1  
อีกทั้งการใชเ้ทคนิคอัลตราโซนิกในการสกัดช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัดสารแอนโทไซยา
นินจากขา้วไรซเ์บอรร์ี่สงูกว่าวิธีการสกดัที่ไม่ใชเ้ทคนิคอลัตราโซนิกรว่มในการสกดั 

การทดสอบความเหมาะสมของระบบในการวิเคราะหป์รมิาณ cyanidin-3-O-glucoside 
ดว้ยเทคนิค HPLC ผลที่ไดจ้ากการวิเคราะห์พบว่าเวลาที่สาร cyanidin-3-O-glucoside ถูกแยก
ออกมาที่ เวลา 8.28 นาที  มี ค่า Tailing factor ของพีค cyanidin-3-O-glucoside มี ค่าเท่ากับ 
0.8885 ± 2.01 ซึ่งเป็นค่าที่ยอมรบัไดคื้อ Tailing factor ≤ 2 อีกทัง้ Theoretical plate มีค่าเท่ากับ 
2041.6667 ± 3.09 ซึ่งเป็นค่าที่ยอมรบัไดคื้อ theoretical plate > 2000 และค่าความแม่นย าของ
การวิเคราะหซ์  า้มีค่า %RSD ซึ่งไม่เกิน 2 แสดงใหเ้ห็นว่าระบบเครื่องมือนีม้ีความเหมาะสมในการ
วิเคราะหส์าร cyanidin-3-O-glucoside 
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การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ตามเกณฑ์การยอมรบัของ 
AOAC ฉบบัปี 2012 พบว่าผ่านเกณฑก์ารยอมรบัทุกหวัขอ้ ไดแ้ก่การศึกษาความจ าเพาะเจาะจง
ของวิธีวิเคราะห ์พบว่าค่า Retention time ของ cyanidin-3-O-glucoside ที่ไดจ้ากการวิเคราะห์
ดว้ยเครื่อง HPLC ถกูแยกออกมาที่เวลา 8.28 นาที โดยพีคไม่ถูกรบกวนการวิเคราะหด์ว้ยสารอ่ืนๆ 
ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าวิธีที่พฒันาขึน้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารที่ตอ้งการตรวจวดั และการศึกษาความ
เป็นเสน้ตรงของ cyanidin-3-O-glucoside พบว่ามีสมการเชิงเสน้เฉลี่ยคือ y = 69.408x + 1.418 และ
มีค่า R2 = 0.9998 และเมื่อน าผลที่ไดม้าหาค่ารอ้ยละการกลบัคืนพบว่าอยู่ในช่วงรอ้ยละ 99.11 - 
100.89 ซึ่งค่าที่ไดอ้ยู่ในเกณฑก์ารยอมรบั และการศึกษาหาความเขม้ขน้ต ่าสดุที่สามารถน ามาใช้
ในการวิเคราะหป์ริมาณได ้(LOQ) มีค่าเท่ากับ 0.3433 µg/mL เป็นความเขม้ขน้ที่สามารถน าไป
วิเคราะห์ปริมาณได้อย่างถูกต้องและแม่นย า ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์และความแม่นย า 
พบว่าผลการวิเคราะหซ์  า้กนัหลายๆ ครัง้ แสดงค่าความแตกต่างของขอ้มูลอยู่ในช่วง  1.11 – 1.66 
และแสดงค่าความถูกต้องของการวิเคราะห์อยู่ในช่วง 99.58 - 101.03 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธี
วิเคราะหท์ี่พัฒนาขึน้มีความถูกตอ้งและแม่นย าสูง อยู่ในเกณฑก์ารยอมรบัตามมาตรฐาน  และ
ความเที่ยงตรงของการวิเคราะห ์พบว่าแสดงค่าความแตกต่างของขอ้มูลอยู่ในช่วง 0.35 – 2.98 
และแสดงค่า %Recovery อยู่ในช่วง 98.62 – 100.63 ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าวิธีวิเคราะหท์ี่พฒันาขึน้มี
ความเที่ยงตรงสงูและอยู่ในเกณฑก์ารยอมรบัตามมาตรฐาน 

การวิเคราะหห์าปริมาณสารฟีนอลิกรวมเทียบกบักรดแกลลิก พบว่าสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 
D และสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ C ที่สกดัดว้ยตัวท าละลาย absolute ethanol มีปริมาณสารฟีนอลิกรวม
สงูที่สุดมีปริมาณเท่ากับ 89.17 ± 0.56 และ 65.66 ± 0.38 mg GAE/g crude extract ตามล าดับ 
และตวัอย่างสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A - D ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย hexane มีปริมาณสารฟีนอลิกรวม
น้อยที่สุด มีปริมาณอยู่ในช่วง 0.60 – 2.19 mg GAE/g crude extract และพบว่าสารสกัดข้าว  
ไรซเ์บอรร์ี่ A - D ที่สกดัดว้ยตัวท าละลาย absolute ethanol มีปริมาณสารฟีนอลิกที่แตกต่างจาก
สารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A – D ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย hexane และแต่ไม่แตกต่างจากการสกัด
ดว้ยตัวท าละลายน า้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 นอกจากนีเ้มื่อเทียบกับ
งานวิจัยของ Settapramote et al. (2018) ท าการสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ดว้ย 85% methanol โดยใช ้
magnetic stirrer ช่วยสกัด พบว่าให้ปริมาณสารฟีนอลิกรวมอยู่ในช่วง 179.16 - 327.61 mg 
GAE/100 g ซึ่งพบว่าต ่ ากว่าการศึกษานี ้ อาจเนื่องจากการศึกษานี ้ใช้วิ ธีการสกัดด้วยวิธี 
sonication จึงช่วยใหส้กัดปริมาณสารฟีนอลิกรวมออกมาไดม้ากขึน้ และ Shen, Jin, Xiao, Lu, 
and Bao (2009) รายงานว่าปริมาณสารฟีนอลิกรวมในขา้วที่มีสีอยู่ในช่วง 165.8 - 1244.9 mg 
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GAE/100 g ซึ่งพบว่าต ่ากว่าการศึกษานี ้ ประการแรกอาจเนื่องจากพวกเขาใช้ปริมาณตัวท า
ละลายที่มากกว่าการศึกษานี ้ประการที่สองพวกเขาสกดัดว้ยวิธีการหมกัทิง้ไวเ้ป็นเวลา  24 ชั่วโมง 
ซึ่งพืน้ที่ผิวในการสมัผัสตัวท าละลายอาจนอ้ยเกินไป ซึ่งการสกัดในการศึกษานีใ้ชว้ิธี sonication 
จะปล่อยคลื่นความถ่ีสงูออกมาในตวัท าละลายจะช่วยดึงสารที่อยู่ในขา้วไรซเ์บอรร์ี่ออกมาละลาย
ในตวัท าละลายไดม้ากขึน้ 

การวิเคราะหห์าปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วม พบว่าตวัอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ D, C, A และ 
B ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol มีปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมสูงที่สุดมีปริมาณ 
47.81 ± 1.26, 30.21 ±  0 .7 3 , 28.97 ± 1.79 แ ล ะ  27.03 ± 0.49 mg QE/g crude extract 
ตามล าดบั และตวัอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A - D ที่สกดัดว้ยน า้มีปริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมนอ้ยที่สดุ
มีปริมาณอยู่ในช่วง 7.17 - 12.19 mg QE/g crude extract และพบว่าสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A - D ที่
สกดัดว้ย absolute ethanol มีปริมาณสารฟลาโวนอยดแ์ตกต่างจากสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A - D ที่
สกดัดว้ย hexane และน า้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05 การตรวจพบฟลาโว
นอยด์ชั้น ethanol ให้ปริมาณสูงสุดบ่งชี ้ว่าสารฟลาโวนอยด์ในข้าวไรซ์เบอรร์ี่มีสภาพขั้วสูง
ใกล้เคียงกับตัวท าละลายชั้น  ethanol ตามกฎ  like dissolve like rule ฟลาโวนอยด์ เป็น
สารประกอบในกลุ่มฟีนอลิกกลุ่มใหญ่ประเภท polyphenol พบมากในรูปของ glycoside มี
บทบาทหลกัในการก าจัดอนุมูลอิสระโดยการใหอิ้เล็กตรอนหรือให ้H atom แก่อนุมลูอิสระ ก าจัด
โลหะหนักจ าพวก Fe2+ และ Cu+ ยับยัง้เอนไซมท์ี่กระตุน้การเกิดอนุมลูอิสระ จากงานวิจยัของ Fu 
et al. (2016) ท าการสกัดมนัหวานดว้ยน า้ใหป้ริมาณสารฟลาโวนอยดร์วมนอ้ยที่สุด ขณะที่ใชต้ัว
ท าละลาย ethanol แสดงปรมิาณสารฟลาโวนอยดส์งูที่สดุ  

การวิเคราะหห์าปรมิาณแอนโทไซยานินรวม พบว่าขา้วไรซเ์บอรร์ี่ D และขา้วไรซเ์บอรร์ี่ C 
ที่สกัดดว้ย absolute ethanol มีปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมสูงที่สุดมีปริมาณเท่ากับ 0.48 ± 
0.03, 0.43 ± 0.03 mg C-3-GE/g crude extract ตามล าดับ ตัวอย่างสารสกัด D ที่สกัดด้วย 
hexane มีปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมนอ้ยที่สดุมีปริมาณเท่ากบั 0.01 ± 0.00 mg C-3-GE/g 
crude extract และการเปรียบเทียบปริมาณสารแอนโทไซยานินรวมในสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 
พบว่าสารสกัดข้าว  A - D ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol, hexane และ H2O มี
ปริมาณสารแอนโทไซยานินที่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05 โดย
ตัวท าละลาย absolute ethanol สามารถสกัดสารแอนโทไซยานินได้มากกว่า hexane และน ้า 
จากค่า dielectric constant ซึ่งเป็นค่าที่ใชว้ดัความมีขัว้ของตัวท าละลาย โดยค่าคงที่  dielectric 
constant ของ hexane, ethanol และน ้า เท่ากับ 1.9, 24 และ 80 ตามล าดับ จากค่าดังกล่าว
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พบว่า ethanol มีขัว้สงูกว่า hexane และต ่ากว่าน า้ จึงท าใหส้ามารถท าลายผนังเซลลข์องขา้วไรซ์
เบอรร์ี่ได ้ซึ่งโครงสรา้งส่วนใหญ่ไม่มีขัว้ เมื่อผนังเซลลถ์ูกท าลายท าใหส้ารจ าพวกแอนโทไซยานิน
รวมถึงฟีนอลิกภายในสามารถออกมาจากเซลลข์องขา้วไรซเ์บอรร์ี่ได้มากขึน้ ซึ่งผลที่ไดส้อดคลอ้ง
กับงานวิจัยของ Fu et al. (2016) ท าการสกัดมันหวานด้วย  ethanol ให้ปริมาณสารแอนโทไซ
ยานินรวมสูงสุด นอกจากนี ้ยังสอดคล้องกับวิธีการสกัดของงานวิจัยของ  Rongsuphan and 
Kajorncheappunngam (2019) ท าการสกัดโดยใช้วิธีอัลตราโซนิกร่วมในการสกัดพบว่าให้
ปริมาณแอนโทไซยานินรวมสูงกว่าวิธีสกัดทั่วไป ผลการศึกษานีแ้สดงให้เห็นว่า ข้าวไรซเ์บอรร์ี่
สามารถเป็นแหล่งของสารแอนโทไซยานินได ้และ ethanol เป็นตัวท าละลายที่ดีที่สุดในการสกัด
แอนโทไซยานิน อีกทัง้การใชว้ิธี sonication ในการสกดัช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการสกดัสารไดส้งู
กว่าการสกดัดว้ยตวัท าละลายและวิธีอ่ืน 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่ด้วยวิธี FRAP assay เป็นวิธี
ทดสอบความสามารถในการรีดิวซเ์ฟอรร์กิของสารตา้นออกซิเดชนั พบว่าตวัอย่างสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 
A - D ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute ethanol มี ค่า FRAP value สูงที่ สุดมี ค่าอยู่ ในช่วง 
238.096 - 260.601 µg/mL โดยสารสกัดข้าวไรซ์เบอรร์ี่  A ที่สกัดด้วยตัวท าละลาย absolute 
ethanol มีค่า FRAP value สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 260.601 ± 0.25 µg/mL และตัวอย่างสารสกัดข้าว 
ไรซเ์บอรร์ี่ C ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย H2O มีค่า FRAP value น้อยที่สุดมีค่าเท่ากับ 25.701 ± 0.70 
µg/mL และจากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP assay พบว่าสารสกัดข้าว        
ไรซเ์บอรร์ี่ A – D ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย absolute ethanol, hexane และ H2O มีฤทธิ์ตา้นอนุมูล
อิสระที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 ผลที่ไดเ้กิดจากสารฟีนอลิก 
สารฟลาโวนอยดแ์ละสารแอนโทไซยานินทัง้หมดที่พบเป็นสารส าคัญในตัวอย่างขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่
สามารถละลายได้ดีในตัวท าละลาย ethanol และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่เกิดขึน้แปรผันตาม
ปริมาณสารที่พบในตัวอย่างข้าวไรซเ์บอรร์ี่ จากการศึกษาของ  Daiponmak, Theerakulpisut, 
Thanonkao, Vanavichit, and Prathepha (2010) พบว่าสารฟีนอลิกจากขา้วไรซเ์บอรร่ี์มีฤทธิ์ใน
การตา้นอนมุลูอิสระ 

การทดสอบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ดว้ยวิธี Superoxide anion 
scavenging activity assay พบว่าตวัอย่างสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ A - D ที่สกดัดว้ยตัวท าละลาย 
absolute ethanol ใหฤ้ทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด โดยสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ C ที่สกัดดว้ยตัวท า
ละลาย absolute ethanol มีค่า IC50 เท่ากับ 970.19 ± 25.14 µg/mL และสารสกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ 
B ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย hexane ให้ฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระน้อยสุด ค่า IC50 เท่ากับ 11420 ± 79.91 
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µg/mL และจากผลการทดสอบฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี Superoxide anion พบว่าสารสกัด
ขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย absolute ethanol มีฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระแตกต่างจากสาร
สกัดขา้วไรซเ์บอรร์ี่ที่สกัดดว้ยตัวท าละลาย hexane และ H2O อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 0.05  

การศึกษาความสัมพันธ์ของฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับปริมาณสารฟีนอลิก สาร             
ฟลาโวนอยด์ และสารแอนโทไซยานิน โดยการใช้ Pearson’s correlation เมื่อทดสอบด้วยวิธี 
FRAP assay พบว่าปรมิาณสารฟลาโวนอยด ์และสารแอนโทไซยานินสมัพนัธก์บัฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระ
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 0.05 ในขณะที่ปริมาณสารฟีนอลิกไม่สมัพันธ์กับ
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีทดสอบด้วยวิธี Ferric - reducing antioxidant power assay และเมื่อ
ทดสอบดว้ยวิธี Superoxide anion scavenging activity assay พบว่าปริมาณสารฟีนอลิก และ
สารแอนโทไซยานิน สมัพนัธก์บัฤทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 
0.05 ในขณะที่ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ ไม่สัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีทดสอบด้วยวิธี 
Superoxide anion scavenging activity assay จากการศึกษาความสมัพนัธข์องฤทธิ์ตา้นอนุมูล
อิสระ พบว่าฤทธิ์ตา้นอนุมูลอิสระที่เกิดขึน้นีเ้ก่ียวขอ้งกบัโครงสรา้งทางเคมีของสารฟีนอลิก สารฟ
ลาโวนอยด์และสารแอนโทไซยานินที่มีโครงสรา้งหลักประกอบด้วย aromatic ring แทนที่ด้วย
หมู่ไฮดรอกซิลที่สามารถใชด้ักจับอนุมูลอิสระได ้ซึ่งสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Settapramote et 
al. (2018) พบว่าสารแอนโทไซยานินสามารถจับอนุมูลอิสระไดโ้ดยการให้ phenolic hydrogen 
atoms ส่งผลให้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระสูง และพบว่าสารฟีนอลิกจากข้าวที่มีสีมีความ
ความสมัพนัธก์บัฤทธิ์ตา้นอนมุลูอิสระอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  

การศึกษาในครัง้นีไ้ดท้ าการทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัขา้วไรซเ์บอรร่ี์ภายใตต้ัวท าละลาย
ต่างชนิดกันเปรียบเสมือนการเปรียบเทียบความสามารถของสารสกัดภายใต้สารอินทรียท์ี่เป็น
ตวักลางต่างขัว้กนั นอกจากนีฤ้ทธิ์ตา้นอนุมลูอิสระของสารสกดัขึน้กบัองคป์ระกอบทางพฤกษเคมี
ที่แตกต่างกนัในแต่ละสารสกดั แสดงใหเ้ห็นว่าตวัท าละลายที่ใชใ้นการสกดัเป็นตวัแปรส าคญัเพราะตวั
ท าละลายสามารถเป็นตัวก าหนดปริมาณของสารฟีนอลิก สารฟลาโวนอยดแ์ละสารแอนโทไซยานินที่
สกดัได ้
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ข้อเสนอแนะ 
1. การศึกษาการสกัด cyanidin-3-O-glucoside โดยใชว้ิธี sonication ด้วยตัวท าลาย

ผสมระหว่างตัวท าละลายอินทรีย์และสารละลายกรดถึงแม้จะให้ปริมาณ cyanidin-3-O-
glucoside ออกมาดว้ยวิธีการสกดัดังกล่าว แต่สารสกดั cyanidin-3-O-glucoside อาจไม่บริสทุธิ์ 
จึงควรมีการศกึษาวิธีการท่ีจะท าใหส้ารสกดั cyanidin-3-O-glucoside บรสิทุธิ์ต่อไป 

2. สามารถน าวิธีที่พัฒนาขึน้ไปประยุกตใ์ชก้ับการวิเคราะห ์cyanidin-3-O-glucoside 
ในตวัอย่างอื่น ๆ ได ้ที่มีสารแอนโทไซยานินเป็นองคป์ระกอบ 

3. น าวิธีวิเคราะห์สารฟีนอลิก สารฟลาโวนอยด ์และสารแอนโทไซยานิน ในการศึกษา
ครัง้นีไ้ปประยกุตใ์ชก้บัผลิตภณัฑข์า้วไรซเ์บอรร์ี่ที่มีอยู่ในทอ้งตลาดได ้
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ตาราง 32 แสดงค่าความเป็นกรด-ด่างของตวัท าละลาย 

 
อตัราสว่น HCl : MeOH 

0:100 15:85 30:70 45:55 60:40 100:0 
0.1N HCl 4.39 1.52 1.49 1.40 1.27 1.11 
0.5N HCl 4.39 0.94 0.88 0.79 0.72 0.81 
1N HCl 4.39 0.66 0.57 0.50 0.33 0.28 

H2O 4.39 5.06 5.23 5.60 5.79 5.14 
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ภาพประกอบแสดงข้อมูลโครมาโทแกรมเพ่ิมเติมของงานวิจัย 
 

 0.1N HCl 
 

 0.5N HCl 
 

 1N HCl 
 

 H2O 

ภาพประกอบ 25 แสดงโครมาโทแกรมการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราเทสโกโลตสัดว้ย HCl:MeOH 
อตัราสว่น 100 : 0 
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 0.1N HCl 
 

 0.5N HCl 
 

 1N HCl 
 

 H2O 

ภาพประกอบ 26 แสดงโครมาโทแกรมการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราเทสโกโลตสัดว้ย HCl:MeOH 
อตัราสว่น 15 : 85 
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 0.1N HCl 
 

 0.5N HCl 
 

 1N HCl 
 

 H2O 

ภาพประกอบ 27 แสดงโครมาโทแกรมการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราเทสโกโลตสัดว้ย HCl:MeOH 
อตัราสว่น 30 : 70 
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 0.1N HCl 
 

 0.5N HCl 
 

 1N HCl 
 

 H2O 

ภาพประกอบ 28 แสดงโครมาโทแกรมการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราเทสโกโลตสัดว้ย HCl:MeOH 
อตัราสว่น 45 : 55 
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 0.1N HCl 

 0.5N HCl 

 1N HCl 

 H2O 

ภาพประกอบ 29 แสดงโครมาโทแกรมการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราเทสโกโลตสัดว้ย HCl:MeOH 
อตัราสว่น 60 : 40 

 

ภาพประกอบ 30 แสดงโครมาโทแกรมการสกดัขา้วไรซเ์บอรร์ี่ตราเทสโกโลตสัดว้ย MeOH 
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