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บทคัดย่อ

	 งานวิจยันีม้วีตัถุประสงคเ์พือ่ศึกษาตัวทำาละลายทีเ่หมาะสมในการสกัดสารตา้นอนมุลูอสิระจากข้าวหอมนลิ	โดย

ตวัทำาละลายท่ีใช้คือ	น้ำา	เมทานอลและเอทานอล	รว่มกับการใช้กรดซิตรกิความเข้มข้น	0,	0.05	และ	0.1	mol/dm3	จากนัน้ 

ทำาการศึกษาประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ	3	วิธีคือ	ABTS,	DPPH	และ	FRAP	รวมถึงหาปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลิกและแอนโทไซยานิน	จากผลการทดลอง	พบว่า	การสกัดด้วยน้ำาร่วมกับกรดซิตริกความเข้มข้น	0.1	mol/dm3	ได้

ปริมาณแอนโทไซยานินสูงที่สุดเท่ากับ	 23.01	 µg/ml	 นอกจากนี้	 พบว่า	 การใช้น้ำาให้ประสิทธิภาพในการสกัดสารต้าน

อนุมูลอิสระได้ดีใกล้เคียงกับการสกัดด้วยเมทานอล	แต่ได้ปริมาณแอนโทไซยานิน	ค่า	ABTS	และ	FRAP	ที่สูงกว่ากรณี

การสกัดด้วยเมทานอล

 คำ�สำ�คัญ :	การสกัด	/	สารต้านอนุมูลอิสระ	/	ข้าวหอมนิล	/	กรดซิตริก
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 This research aimed to study the use of different solvents for the extraction of antioxidants from 
Hom nin rice. The solvents used were water, methanol and ethanol in combination with citric acid at  
concentrations of 0, 0.05 and 0.1mol/dm3. The effectiveness of the antioxidants was measured by the  
ABTS DPPH and FRAP assays. The contents of phenolic compounds and anthocyanins were also  
determined. The results showed that the extracts obtained using water with 0.1 mol/dm3 of citric acid  
exhibited the highest anthocyanin content (23.01 µg/ml). Water was noted to have similar extraction  
efficiency to methanol. However, using water as an extraction solvent led to the extract with higher  
anthocyanin content and antioxidant activity (via both the ABTS and FRAP assays) than by using methanol.
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Abstract

Effects of Solvent Type and Concentration of Citric Acid on the 
Extraction of Antioxidants from Hom Nin Rice
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1. บทนำ�
	 ข้าว	(rice)	จัดเป็นธัญพืชและเป็นผลผลิตที่สำาคัญของ

ประเทศไทย	ซึ่งเป็นอาหารหลักของประชากรมากกว่าครึ่ง

โลก	[1,2]	นอกจากอดุมไปดว้ยสารอาหารทีม่ปีระโยชนเ์ช่น

โปรตีน	คาร์โบไฮเดรต	ไขมัน	เยื่อใย	วิตามินและแร่ธาตุ

แลว้ยังพบวา่ข้าวมอีงคป์ระกอบทีเ่ปน็ประโยชนต์อ่ร่างกาย
มนุษย์อีกหลายชนิดคือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและสาร

ต้านอนุมูลอิสระ	 (antioxidant)	 [3]	 โดยเฉพาะข้าวที่มีสี

ได้แก่	ข้าวสีดำา	สีม่วงและสีแดง	เป็นต้น	รงควัตถุสีม่วงดำา 

หรือสีแดงที่พบในข้าวส่วนใหญ่เป็นสารกลุ่ม	 แอนโทไซยานิน  

[4]	 สายพันธุ์ข้าวมีสีที่น่าสนใจคือ	 ข้าวหอมนิลเพราะ

เป็นข้าวท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการที่สูงกว่าข้าวสายพันธ์ุ

อื่นได้แก่	 มีปริมาณโปรตีน	 วิตามินและแร่ธาตุท่ีสูง	 [5]	

นอกจากนี้ยังพบว่า	 ข้าวหอมนิลมีสารที่มีประโยชน์หลาย

ชนิด	เช่น	แกมมาออริซานอล	(γ-oryzanol)	โทโคเฟอรอล	 
(tocopherols)	 โทโคไตรอินอล	 (tocotrienols)	 

ไฟโตสเตอรอล	(phytosterols)	และกรดไฟติค	(phytic	acid)	

เป็นต้น	 [6]	ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ	สามารถช่วยลด 

การเสี่ยงของการเป็นโรคมะเร็ง	 ภาวะอุดตันของหลอด

เลือดที่หล่อเลี้ยงเนื้อเย่ือหัวใจ	 รวมถึงการป้องกันโรค	

Alzheimer’s	 โรคภูมิแพ้และเพิ่มระดับของเอชดีแอล

คอเลสเตอรอลในเลือด	 [7]	 นอกจากนี้ในข้าวหอมนิล 

ยังมี	 แอนโทไซยานิน	 ซ่ึงเป็นรงควัตถุชนิดหนึ่งมีรายงาน 

การวิจัยพบว่า	 รงควัตถุกลุ่มนี้มีประสิทธิภาพในการต้าน

อนุมูลอิสระได้ดีกว่าวิตามินซี	 วิตามินอีและเบต้าแคโรทีน	

(beta-carotene)	 โดยแอนโทไซยานินสามารถลดไขมัน 

อุดตันในเส้นเลือดลดระดับคอเลสเตอรอล	 ในร่างกาย

มนุษย์	 ป้องกันโรคหัวใจและโรคความดันโลหิตสูงยับย้ัง

การเจริญเติบของเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ	 ในร่างกาย	 เช่น	

มะเรง็ปอด	เต้านม	กระเพาะอาหารและเมด็เลอืดขาวและ

ยังป้องกันไวรัส	HSV-1	เป็นต้น	[8]	มีรายงานการวิจัยที่

ศึกษาถึงการใช้ประโยชน์จากพืชชนิดอื่นที่มีส่วนประกอบ

ของแอนโทไซยานินเพื่อสุขภาพและเป็นสีผสมอาหาร

เช่น	สีม่วงจากข้าวเหนียวดำา	[9]	สีแดงจากกระเจี๊ยบแดง	 

เป็นต้น	 ซ่ึงการใช้ประโยชน์จากพืชดังกล่าวได้มาจากการ

สกัด	 โดยการสกัดมีด้วยกันหลายวิธี	 แต่วิธีท่ีได้รับความ

นิยมคือการใช้ตัวทำาละลายในการสกัด	 เนื่องจากเป็น 

วิธีการที่ง่าย	 ค่าใช้จ่ายค่อนข้างต่ำา	 ตัวทำาละลายท่ีนิยม 

นำามาใช้สกัดมีด้วยกันหลายชนิด	 ได้แก่	 น้ำา	 เอทานอล		 

เมทานอล	อะซิโตนและเฮกเซน	เป็นต้น	ซึ่งสอดคล้องกับ	 

Sharma	 และคณะ	 [10]	 ได้ทำาการสกัดสารต้านอนุมูล

อิสระและสารประกอบฟีนอลิกในน้ำาผลไม้โดยใช้ตัวทำา

ละลายทีแ่ตกตา่งกัน	พบว่า	การใช้น้ำา	เอทานอล	เมทานอล 

และอะซิโตน	 มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระและสาร 

ประกอบฟีนอลิกท่ีสูงใกล้เคียงกันอยู่ในช่วง	 21.3-26.0	

GAE	mg/100	ml	และร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ	63.4-

84.0	 ตามลำาดับ	 ทั้งนี้การเลือกใช้ตัวทำาละลายข้ึนอยู่กับ

กลุ่มของสารที่ต้องการสกัด	 นอกจากนี้ยังนิยมใช้กรดมา

ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัดเพราะช่วยในการทำาลาย

ผนังเซลล์ของพืชทำาให้สารต้านอนุมูลอิสระถูกปลดปล่อย

ออกมาได้มากข้ึนและทำาให้สารต้านอนุมูลอิสระบางชนิด

เช่น	 แอนโทไซยานินมีความคงตัวมากขึ้น	 โดยกรดที่นิยม

ใช้	 ได้แก่	 กรดไฮโดรคลอลิก	 กรดซิตริกและกรดอะซิติก	

โดย	Routray	 และ	Orsat	 [11]	 ได้ใช้กรดซิตริกช่วยใน

การสกัดสารประกอบฟีนอลิกและแอนโทไซยานิน	 จากใบ

ของต้นบลูเบอรี่	พบว่า	ปริมาณสารประกอบ	ฟีนอลิกและ

แอนโทไซยานินเพิ่มขึ้นเมื่อใช้กรดซิตริกช่วยสกัด	นอกจาก

นี้	 Kim	 และคณะ	 [12]	 ได้ศึกษาใช้กรดไฮโดรคลอริก	 

กรดซัลฟิวริกและกรดอะซิติก	ในการสกัด	Paclitaxel	จาก

พืชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพบว่า	 การใช้กรดช่วยสกัดมีปริมาณ	

Paclitaxel	 สูงกว่าไม่ใช้กรดช่วยเช่นกัน	 แต่งานวิจัยนี้

เลือกใช้กรดซิตริกเพราะเป็นกรดอินทรีย์ที่ปลอดภัยและ

กลิ่นไม่แรง	

	 ดงันัน้	การสกัดสารต้านอนมุลูอสิระจากข้าวหอมนลิจงึ

จำาเปน็ทีต่อ้งหาชนดิของตวัทำาละลายและความเข้มข้นของ

กรดท่ีใช้ในการช่วยสกัดเพื่อให้ได้ปริมาณสารต้านอนุมูล

อิสระมากที่สุด	ซึ่งเป็นวิธีการสำาคัญที่จะนำาสารต้านอนุมูล

อสิระมาใช้ประโยชน	์เนือ่งจากมตีน้ทุนในการผลติทีต่่ำาเมือ่

เปรียบเทียบกับการสกัดด้วยวิธีการอื่น	 นอกจากนี้ยังเป็น

แนวทางในการเพิม่มลูค่าให้แก่ผลติผลทางการเกษตร	และ

สามารถประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารต่อไป

2. วัตถุดิบและวิธีก�รทดลอง
 2.1  ก�รคัดเลือกตัวอย่�งที่ใช้ในก�รทดลอง

   กลุม่ตวัอย่างทีใ่ช้ในการศกึษาครัง้นีค้อื	ข้าวหอมนลิ	

(Oryza	sativa L.)	จากบ้านหนองปิ้งไก่	ตำาบลนาบ่อคำา	
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อำาเภอเมือง	จังหวัดกำาแพงเพชร	ใช้ข้าวหอมนิลที่ผ่านการ

สีแบบกะเทาะเปลือก	หลังจากสีไม่เกิน	24	ชั่วโมง	จากนั้น

นำามาบดตัวอย่างให้ละเอียดและทำาการร่อนผ่านตะแกรง 

ขนาด	 100	 mesh	 เก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิ	 -20	 องศา

เซลเซียส	เพื่อนำามาศึกษาตัวทำาละลายที่เหมาะสม	ในการ

สกัดสารต้านอนุมูลอิสระต่อไป

 2.2  ก�รสกัดส�รต้�นอนุมูลอิสระ

	 	 	การสกัดสารตา้นอนมุลูอสิระมกีารศกึษา	2	ปัจจยั

คือ	ชนิดของตัวทำาละลาย	ได้แก่	น้ำา	เอทานอล	เมทานอล	
และระดับความเข้มข้นของกรดซิตริกท่ีใช้ได้แก่	 0,	 0.05	

และ	0.1	mol/dm3	(M)	ซึ่งพบว่าสารละลายดังกล่าวมีค่า	

pH	เท่ากับ	6.89,	2.27	และ	2.07	ตามลำาดับ	การสกัด

ทำาโดยการชั่งตัวอย่าง	ข้าวหอมนิล	5	กรัม	สกัดด้วยตัวทำา

ละลาย	50	มิลลิลิตรจากนั้นนำาไปเขย่าบนเครื่อง	shaker	

ทีค่วามเร็ว	100	รอบต่อนาที	เป็นเวลา	2	ช่ัวโมงทีอ่ณุหภมู	ิ

25	องศาเซลเซียส	กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์	1	และ
ทำาการสกัดด้วยวิธีเดิมอีกครั้ง	 นำาสารสกัดที่ได้ทั้งสองครั้ง

รวมกัน	 ปรับปริมาตรให้ครบ	 100	 มิลลิลิตรด้วย	 ตัวทำา

ละลายทีใ่ช้	[13,14]	นำาสารสกัดจากข้าวหอมนลิไปทดสอบ

สมบัติต่อไป

 2.3  ก�รทดสอบสมบัติของส�รสกัดจ�กข้�วหอมนิล

	 	 	นำาสารสกัดข้าวหอมนิลที่ได้ไปทำาการทดสอบ

สมบัติต่างๆ	 ที่อุณหภูมิ	 25	 องศาเซลเซียส	 โดยมีการ

ทดสอบดังนี้	

	 	 	2.3.1	วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วย

เทคนิค	Folin-Ciocalteu	method	 โดยใช้	gallic	acid	

เป็นสารมาตรฐานเร่ิมจากปิเปตสารสกัดตัวอย่างปริมาตร	 

200	µl	ใสใ่นหลอดทดลองเติมสารละลาย	Folin-Ciocalteu	 
ปริมาตร	800	µl	และเติมน้ำากลั่นปริมาตร	4	ml	ผสมให้

เข้ากันเติมสารละลาย	Na2CO3	ความเข้มข้นร้อยละ	7.5	

ปริมาตร	2	ml	เขย่าให้เข้ากัน	2	นาทีเติมน้ำากลั่น	3	ml	

ผสมให้เข้ากัน	 เก็บไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิ	 ห้อง	 2	 ช่ัวโมง

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น	 750	 nm	 สำาหรับ	

blank	ใช้น้ำากลั่นแทนสารสกัดตัวอย่างและใช้	gallic	acid	

ที่ความเข้มข้น	5,	10,	20,	50,	และ	100	ppm	เป็นสาร

มาตรฐาน	รายงานผลในหน่วยของ	mg	of	gallic	acid	

ต่อตัวอย่างข้าวหอมนิล	1	g	[15]

	 	 	2.3.2	Total	 anthocyanin	 content	 โดยใช้

เทคนิค	pH	differential	method	บัฟเฟอร์ที่ใช้คือ	KCl	

pH	1	และ	CH3COONa	pH	4.5	ดัดแปลงจากวิธีการ

ของ	Wrolstad	และ	Giusti	 [16]	 ค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น	520	และ	700	nm.	ตามลำาดับ	คำานวณ

ในรูป	cyanidin-3-glucoside	โดยมีวิธีการคำานวณดังนี้

		Anthocyanins(mg/100g)	=	(A×Mw×1000)/(ε×1)	

เมื่อ	 A	=	(A520-A700)pH	1.0-(A520-A700)pH	4.5	

				 Mw	=	449.2	g/mol	for	cyanidin-3-glucoside	

    ε	 =	 26900	molar	 extinction	 coefficient	 in						

L/mol/cm	for	cyanidin-3-glucoside	

				 1	=	pathlength	in	cm	

				 1000	=	conversion	from	g	to	mg

	 	 	2.3.3	ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกัดจากข้าวหอมนิล

	 	 	โดยการทดสอบประสิทธิภาพในการต้านสาร

อนุมูลอิสระใช้	3	วิธีคือ	

	 	 	 -	ABTS	ปิเปตสารสกัดตัวอย่างปริมาตร	150	µl	
ใสใ่นหลอดทดลองเติมสารละลาย	ABTS	ปรมิาตร	2850	µl	 
ผสมให้เข้ากัน	 ตั้งทิ้งไว้ในท่ีมืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา	 2	

ช่ัวโมงวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น	 734	 nm	

คำานวณในรูปของ	µmol/g	of	TEAC	(Trolox	equivalent	 

antioxidant	capacity)	 [17]	สำาหรับ	blank	ใช้น้ำากลั่น

แทนสารสกัดตัวอย่าง	และใช้	Trolox	ความเข้มข้น	25,	

50,	100,	300,	และ	600	µM	เป็นสารมาตรฐานรายงาน

ผลในหน่วยของ	 µmol	 Trolox	 ต่อตัวอย่างข้าวหอมนิล	

1	g

	 	 	 -	DPPH	radical	scavenging	ability	 โดยใช้	

2,2-	diphenyl	-	1	-	picryl	-	hydrazyl	radical	(DPPH)	

เป็นอนุมูลอิสระคำานวณในรูปของ	 µmol/g	 of	 TEAC	

(Trolox	equivalent	antioxidant	capacity)	 [18]	 เริ่ม

จากปิเปตสารสกัดตัวอย่างปริมาตร	 150	µl	 ใส่ในหลอด
ทดลองเติมสารละลาย	DPPH	เข้มข้น	0.6	mM	ปริมาตร	
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3	 ml	 ผสมให้เข้ากันเก็บในที่มืดอุณหภูมิห้อง	 30	 นาที 

วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น	 517	 nm	 โดยใช้ 

น้ำากลั่นเป็น	blank	แทนสารสกัดตัวอย่างและใช้	Trolox	

ความเข้มข้น	25,	50,	100,	300,	และ	600	µM	เป็น

สารมาตรฐานรายงานผลในหน่วยของ	µmol	Trolox	ต่อ

ตัวอย่างข้าวหอมนิล	1	g

	 	 	-	Ferric	 Reducing	 Antioxidant	 Power	

(FRAP)	เร่ิมจากปเิปตสารสกัดตวัอย่างปรมิาตร	150	µl	ใส่
ในหลอดทดลองเติมสารละลาย	FRAP	ปริมาตร	2850	µl	 
ผสมให้เข้ากันเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องในที่มืดเวลา	 30	 นาที	

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น	593	nm	คำานวณ

ในรูปของ	 µmol/g	 of	 TEAC	 (Trolox	 equivalent	 

antioxidant	capacity)	 [19]	สำาหรับ	blank	ใช้น้ำากลั่น

แทนสารสกัดตัวอย่าง	และใช้	Trolox	ความเข้มข้น	25,	50,	 

100,	300,	และ	600	µM	เป็นสารมาตรฐานรายงานผล

ในหน่วยของ	ตmol	Trolox	ต่อตัวอย่างข้าวหอมนิล	1	g

 2.4  ก�รวิเคร�ะห์ข้อมูล

	 	 	ทำาการทดลอง	3	ซ้ำาวิเคราะห์ความแปรปรวนของ

ข้อมูล	 (ANOVA)	 โดยการจัดสิ่งทดลองแบบ	 Factorial	

และวางแผนการทดลองแบบ	CRD	สำาหรับการวิเคราะห์

สมบัติทุกด้านทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี	

DMRT	ที่ระดับนัยสำาคัญ	0.05	 โดยใช้โปรแกรม	SPSS	

Version	17.0

3. ผลก�รทดลองและวิจ�รณ์
 3.1  ปริม�ณส�รประกอบฟีนอลิกของส�รสกัดจ�ก

ข้�วหอมนิล

	 	 	เมื่อได้สารสกัดจากข้าวหอมนิลแล้วจึงทำาการ

วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก	 โดยคำานวณในรูป

ของ	milligram	 of	 gallic	 acid	 แสดงดังรูปที่	 1	 จาก 

ผลการทดลองพบว่า	ชนดิของตัวทำาละลายและความเข้มข้น

ของกรดซิตริกมีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกที่สกัด

ได้จากข้าวหอมนลิอย่างมนียัสำาคญัทางสถิติ	(p<0.05)	โดย

การสกัดด้วยเมทานอลมีแนวโน้มของปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลิกสูงที่สุด	รองลงมาคือ	เอทานอลและน้ำา	ตามลำาดับ	

นอกจากนี้	พบว่า	ปัจจัยทั้งสองคือ	ชนิดของตัวทำาละลาย

และความเข้มข้นของกรดซิตริกมีปฏิสัมพันธ์กัน	 โดยการ 

สกัดด้วยน้ำาและเอทานอล	 จะมีแนวโน้มของปริมาณสาร

ประกอบฟีนอลิกลดลงเมื่อใช้กรดซิตริกท่ีความเข้มข้นที่สูง

ข้ึน	 ส่วนการสกัดด้วยเมทานอลจะมีแนวโน้มของปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกสูงข้ึนเมื่อใช้กรดซิตริกที่มีความเข้มข้น

สูงข้ึนตามลำาดับแสดงว่า	 น้ำาและเอทานอลมีปฏิสัมพันธ์

เชิงลบกับความเข้มข้นของกรดซิตริกส่วนเมทานอลมี

ปฏสิมัพนัธ์เชิงบวกกับกรดซิตริก	ซ่ึงการสกัดด้วยเมทานอล 

ร่วมกับกรดซิตริกความเข้มข้น	 0.1	 M	 ได้ปริมาณสาร 

ประกอบฟีนอลิกสูงที่สุดคือ	244.09	milligram	of	gallic	

acid	 ส่วนปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท่ีสูงท่ีสุดของการ

สกัดด้วยน้ำาและเอทานอล	 พบว่า	 การสกัดด้วยน้ำาและ 

เอทานอลทีไ่มใ่ช้กรดซิตริกช่วยสกัดได้ปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลิกเท่ากับ	204.09	และ	230.32	milligram	of	gallic	

acid	ตามลำาดบั	ถือว่ามปีริมาณทีไ่มต่า่งกันมากนกั	สาเหตุ

ท่ีเป็นเช่นนี้เพราะสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบได้ในพืชเกือบ

ทุกชนิด	 ส่วนใหญ่อยู่ในรูปแบบท่ีมีข้ัวละลายน้ำาได้	 [20]	

ซ่ึงการสกัดสารประกอบฟีนอลิกมักใช้ตัวทำาละลายอินทรีย์

เพราะต่างก็เป็นสารอินทรีย์เหมือนกันจึงเกิดการละลาย

กันตามหลักการละลายกันได้	(like	dissolves	like)	ตัวทำา 

ละลายอินทรีย์ที่นิยมใช้สำาหรับสกัดสารประกอบฟีนอลิก

ได้แก่	 เมทานอลเอทานอล	 [21]	 นอกจากนี้ยังเป็นสาร 

ที่มีความปลอดภัยกว่าตัวทำาละลายอินทรีย์ชนิดอื่น	 ซ่ึงผล

การทดลองที่ได้มีความสอดคล้องกับการทดลองของ	Arab	

และคณะ	[22]	ได้ทำาการศึกษาชนดิของตัวทำาละลายทีใ่ชใ้น

การสกัดสารประกอบฟนีอลกิจากข้าว	2	สายพนัธุคื์อ		Fajr	

และ	 Tarem	ตัวทำาละลายที่ใช้คือ	 เมทานอล	 เอทานอล	 
และเอทิลอะซิเตท	 พบว่า	 การใช้เมทานอลมีปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกสูงท่ีสุด	 รองลงมาคือเอทานอลและ 

เอทิลอะซิเตท	 ตามลำาดับ	 รวมถึง	 Tan	 และคณะ	 [23]	

ได้ศึกษาการใช้น้ำาและเมทานอลในการสกัดสารประกอบ 

ฟีนอลิกจากข้าวสายพันธุ์	 temukut	พบว่า	 การสกัดด้วย

เมทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงกว่าการสกัด

ด้วยน้ำา	 นอกจากนี้	 Pinelo	 และคณะ	 [24]	 ได้ทำาการ

สกัดสารประกอบฟีนอลิกจากข้ีเลื่อยจากต้นสนโดยใช้ตัว

ทำาละลายที่แตกต่างกันคือ	น้ำา	 เมทานอล	และเอทานอล	

พบว่า	 การสกัดด้วยเมทานอลได้ปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลิกมากที่สุด	รองลงมาคือการสกัดด้วยเอทานอลและ

น้ำา	ตามลำาดับ	เช่นเดียวกับ	Jianmei	และคณะ	[25]	ได้
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ทำาการสกัดสารประกอบฟีนอลิกจากผิวของถ่ัวลิสงโดยใช้	

น้ำา	 เมทานอล	 และเอทานอลเข้มข้นร้อยละ	 80	 พบว่า	

การสกดัดว้ยเมทานอลได้ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิมาก

ที่สุด	 รองลงมาคือการสกัดด้วยเอทานอลและน้ำา	 โดยมี

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกคำานวณในรูปของ	milligram	

of	gallic	acid	ต่อตัวอย่างแห้ง	1	กรัม	เป็น	90.1	89.9	

และ	 56.7	 ตามลำาดับ	 นอกจากนี้ยังได้ผลการทดลองที่

สอดคล้องกับ	 Bahar	 และคณะ	 [26]	 ที่ได้ศึกษาผลของ

เอทานอลร่วมกับกรดซิตริกที่มีต่อการสกัดสารประกอบ 

ฟีนอลิกจากผลมะกอก	 โดยใช้กรด	 ซิตริกเข้มข้นร้อยละ	

30	ปริมาตร	5	10	และ	15	มิลลิลิตรต่อน้ำาหนักตัวอย่าง	

1	กิโลกรัม	พบว่า	การใช้กรดซิตริก	10	มิลลิลิตรในการ

ช่วยสกัดมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงที่สุดแต่เมื่อใช้

กรดซิตริกในปริมาณสูงข้ึนกลับพบว่าปริมาณสารประกอบ 

ฟนีอลกิมปีรมิาณลดลง	ทัง้นีเ้ป็นเพราะการใช้กรดมาช่วยใน

การสกัดมีผลทำาให้ผนังเซลล์ของพืชแตกออกได้ง่ายส่งผล 

ให้สารประกอบฟีนอลิกหรือสารสำาคัญถูกปลดปล่อยออก

มาได้มากข้ึน	 แต่การใช้กรดในปริมาณที่มากเกินไปมีผล

ทำาให้โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกถูกทำาลายและไป

จับกบัโพลแิซคคาไรด์	ทีอ่ยูใ่นพืชไดเ้ปน็สารประกอบตวัอื่น

ที่ไม่ใช่สารประกอบฟีนอลิกส่งผลให้ปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลิกลดลง	 นอกจากนี้ยังแสดงให้เห็นว่า	 ตัวทำาละลาย

แต่ละชนิดยังมีความเข้มข้นของกรดซิตริกที่เหมาะสม 

แตกต่างกันอีกด้วย

รูปที่ 1	ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดที่สกัดจากข้าวหอมนิลโดยใช้ตัวทำาละลายร่วมกับการใช้กรดซติริกความ 

	 	 เข้มข้นต่างกัน

Series1, นํ , 204.09 

Series1, นํ       0.05 M, 144.95 

Series1, นํ       0.1 M, 142.58 

Series1, เมทานอล, 214.62  

Series1,  
เมทานอล  0.05 M, 243.01 

Series1, เมทานอล 0.1  M, 244.09 

Series1, เอทานอล, 230.32  
Series1,  

เอทานอล 0.05 M,  
178.49 Series1,  

เอทานอล 0.1 M,  
138.06 
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 3.2  ปริม�ณแอนโทไซย�นินของส�รสกัดจ�กข้�ว

หอมนิล

	 	 	การศึกษาปริมาณแอนโทไซยานินของสารสกัด

จากข้าวหอมนิลได้ผลการทดลองดังรูปที่	 2	 พบว่า	 การ

สกัดด้วยน้ำามีปริมาณแอนโทไซยานินสูงที่สุด	 รองลงมา

คือ	 เมทานอลและ	 เอทานอล	 ตามลำาดับ	 ทั้งนี้เพราะ 

แอนโทไซยานินละลายได้ดีในตัวทำาละลายที่มีข้ัวซ่ึง	 น้ำา

เป็นตัวทำาละลายท่ีมีสภาพมีข้ัวแรงที่สุด	 รองลงมาคือ	 

เมทานอลและเอทานอล	นอกจากนี้พบว่า	ชนิดของตัวทำา

ละลายและความเข้มข้นของกรดซิตริก	 มีผลต่อปริมาณ

แอนโทไซยานิน	อย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ	(p<0.05)	โดย

การสกัดด้วยน้ำาร่วมกับกรดซิตริกความเข้มข้น	 0.1	M	มี

ปริมาณแอนโทไซยานินสูงที่สุดคือ	 23.01	 µg/ml	 ส่วน

การสกัดแอนโทไซยานินด้วยตัวทำาละลายชนิดอื่นพบว่า

มีปริมาณแอนโทไซยานินอยู่ในช่วง	 3.69-22.42	 µg/ml	

นอกจากนี้	พบว่า	ปัจจัยทั้งสองคือ	ชนิดของตัวทำาละลาย

และความเข้มข้นของกรดซิตริกมีปฏิสัมพันธ์กัน	 โดยการ

สกัดด้วยน้ำา	 เมทานอลและเอทานอลจะมีแนวโน้มของ 

ปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มข้ึน	 เมื่อใช้กรดซิตริกท่ีความ

เข้มข้นท่ีสูงข้ึน	 แสดงว่าน้ำา	 เมทานอลและเอทานอลมี

ปฏิสัมพันธ์เชิงบวกกับความเข้มข้นของกรดซิตริก	 ซ่ึง 

ข้าวหอมนิลเป็นข้าวที่มีสีดำาซ่ึงอุดมไปด้วยแอนโทไซยานิน	 
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ซ่ึงเป็นรงควัตถุกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีพืชสังเคราะห์ข้ึน	 [4]	

แอนโทไซยานินเป็นสารท่ีมีความสามารถในการจับกับ

อนุมูลอิสระในร่างกายได้ดีกว่าวิตามินซี	 วิตามินอีและ

เบต้าแคโรทีน	หลายเท่า	[27]	ถือเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

ที่มีประสิทธิภาพสูงท่ีได้จากธรรมชาติ	 [28]	 โดยแอนโท- 

ไซยานินละลายไดด้ีในตวัทำาละลายทีม่ขีัว้	โดยเฉพาะในน้ำา	

นอกจากนี้การใช้กรดในการช่วยสกัดมีผลในการช่วยย่อย

ผนงัเซลลข์องพชืตวัอย่างและทำาให้แอนโทไซยานนิถูกปลด

ปล่อยออกมากประสิทธิภาพในการสกัดสูงข้ึน	 นอกจากนี้	

แอนโทไซยานนิจะมคีวามคงตวัมากข้ึนถ้าอยู่ในสารละลาย

กรด	[29]	ซ่ึงสอดคลอ้งกับการศกึษาของ	Li	และคณะ	[30]	

ได้ทำาการศึกษาการใช้ไมโครเวฟช่วยสกัดแอนโทไซยานิน 

ร่วมกับกรด	ซิตริก	จากเปลือกองุ่น	โดยศึกษาผลของกำาลัง

ไฟ	 ความเข้มข้นของกรดซิตริก	 อัตราส่วนระหว่างสาร

ตัวอย่างและตัวทำาละลาย	 และระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด

ที่มีต่อปริมาณแอนโทไซยานิน	ผลการทดลองพบว่า	ปัจจัย

ทีม่ผีลตอ่ปริมาณแอนโทไซยานนิมากทีส่ดุคือ	ความเข้มข้น

ของกรดซิตริก	 ระยะเวลาท่ีใช้ในการสกัดกำาลังไฟท่ีใช้ใน

การสกัด	อัตราส่วนระหว่างสารตัวอย่างและตัวทำาละลาย	

ตามลำาดับ	 โดยเมื่อความเข้มข้นของกรดเพิ่มข้ึนทำาให้ 

ปริมาณแอนโทไซยานินที่สกัดได้เพิ่มมากขึ้นตามไปด้วย

Series1, น้ำ, 40.38 

Series1, น้ำ 0.05
น้ำ
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รูปที่ 2	ปริมาณแอนโทไซยานินที่สกัดจากข้าวหอมนิลโดยใช้ตัวทำาละลายร่วมกับการใช้กรดซิตริกความเข้มข้นต่างกัน

 3.3  ประสทิธิภ�พในก�รต�้นอนุมูลอิสระของส�รสกดั

จ�กข้�วหอมนิล

	 	 	ทำาการศึกษาประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ

ของสารสกัดจากข้าวหอมนิล	โดยทำาการทดสอบ	3	วิธีคือ	

ABTS	DPPH	และ	FRAP	ซึ่งแต่ละวิธีได้ผลการทดลอง

ดังรูปที่	3	4	และ	5	ตามลำาดับ



360 วารสารวิจัยและพัฒนา มจธ. ปีที่ 39 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2559

รูปที่ 3		ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระท่ีสกัดจากข้าวหอมนิลโดยใช้ตัวทำาละลายร่วมกับการใช้กรดซิตริกความ 

	 	 	เข้มข้นต่างกัน	ทดสอบด้วยวิธี	ABTS

Series1, น้ำา, 1156.84 

Series1, น้ำา 0.05  M, 756.14 

Series1, น้ำ 0.1  M, 683.86 

Series1, เมทานอล, 1112.28  
Series1, เมทานอล    0.05 M, 1055.09

 Series1, เมทานอล  0.1  M, 1065.96
Series1, เอทานอล, 931.2 3 

Series1, เอทานอล     
0.05 M, 480.35 
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0.1 M, 319.30 
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รูปที่ 4	ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระที่สกัดจากข้าวหอมนิลโดยใช้ตัวทำาละลายร่วมกับการใช้กรดซิตริกความ 

	 	 เข้มข้นต่างกัน	ทดสอบด้วยวิธี	DPPH

Series1, น้ำ, 797.33 
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รูปท่ี 5	 ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระท่ีสกัดจากข้าวหอมนิลโดยใช้ตัวทำาละลายร่วมกับการใช้กรดซิตริกความ 

	 	 เข้มข้นต่างกัน	ทดสอบด้วยวิธี	FRAP

Series1,  

Series1,
0.05 M, 438.89 

Series1, 
0.1 M, 296.00 

Series1,  
เมทานอล, 864.44  

Series1, เมทานอล   
0.05 M, 1009.11 

Series1, เมทานอล     
0.1 M, 760.67 

Series1, เอทานอล,  
829.33 

Series1, เอทานอล     
0.05 M, 546.67 

Series1, เอทานอล  
0.1 M, 402.67 
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	 	 	จากผลการทดลองพบว่า	 ชนิดของตัวทำาละลาย

และความเข้มข้นของกรดซิตริกมีผลต่อประสิทธิภาพใน

การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากข้าวหอมนิลด้วยวิธี	

ABTS	อย่างมนียัสำาคัญทางสถิต	ิ(p<0.05)	นอกจากนี	้พบว่า	 

ปัจจัยทั้งสองคือ	 ชนิดของตัวทำาละลายและความเข้มข้น

ของกรดซิตริกมีปฏิสัมพันธ์กัน	 โดยการสกัดด้วยน้ำาและ 

เอทานอลและเมทานอล	 จะมีแนวโน้มของประสิทธิภาพ

ในการต้านอนุมูลอิสระลดลงอย่างชัดเจนเมื่อใช้กรดซิตริก

ที่ความเข้มข้นที่สูงขึ้น	ตามลำาดับ	

	 	 	จากรูปที่	4	แสดงประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อิสระของสารสกัดจากข้าวหอมนิลด้วยวิธี	 DPPH	 พบว่า	 

ชนิดของตัวทำาละลายและความเข้มข้นของกรดซิตริกมีผล

ต่อประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระอย่างมีนัยสำาคัญ

ทางสถิติ	 (p<0.05)	 นอกจากนี้	 พบว่า	 ปัจจัยทั้งสองมี

ปฏิสัมพันธ์กัน	 โดยการสกัดด้วยน้ำาและเอทานอล	 จะมี

แนวโน้มของประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระลดลง 

เมื่อใช้กรดซิตริกท่ีความเข้มข้นท่ีสูงข้ึน	 ส่วนการสกัด

ด้วยเมทานอลจะมีแนวโน้มของประสิทธิภาพในการต้าน

อนุมูลอิสระเพิ่มข้ึนเมื่อใช้กรดซิตริกที่มีความเข้มข้นสูงข้ึน 

ตามลำาดับซ่ึงมีผลการทดลองท่ีสอดคล้องกับปริมาณสาร

ประกอบฟีนอลิกทั้งหมด	

	 	 	การทดสอบประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ

ของสารสกัดจากข้าวหอมนิลด้วยวิธี	 FRAP	พบว่า	 ชนิด

ของตัวทำาละลายและความเข้มข้นของกรดซิตริกมีผลต่อ

ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระอย่างมีนัยสำาคัญทาง

สถิติ	 (p<0.05)	 นอกจากนี้	 ปัจจัยทั้งสองมีปฏิสัมพันธ์ต่อ

กัน	 โดยการสกัดด้วยน้ำาและเอทานอลจะมีแนวโน้มของ

ประสทิธภิาพในการตา้นอนมุลูอสิระลดลงเมือ่ใช้กรดซิตริก 

ที่ความเข้มข้นที่สูงขึ้น	 ส่วนการสกัดด้วยเมทานอลจะมี

แนวโน้มของประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึน

เมื่อใช้กรดซิตริกเข้มข้น	 0.05	 M	 และมีประสิทธิภาพ

ในการต้านอนุมูลอิสระเมื่อใช้กรดซิตริกที่มีความเข้มข้น 

สูงขึ้นเป็น	0.1	M

	 	 	 เมื่อพิจารณาการทดสอบประสิทธิภาพในการต้าน

อนมุลูอสิระของสารสกัดจากข้าวหอมนลิทัง้	3	วิธแีลว้พบว่า	 

มีผลการทดลองที่สอดคล้องกัน	โดยชนิดของตัวทำาละลาย
และความเข้มข้นของกรดซิตริกที่ใช้ในการสกัดมีผลต่อ

ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระเมทานอลมีแนวโน้ม

ในการสกัดสารประกอบฟีนอลิกและสารต้านอนุมูลอิสระ

ที่ดีกว่าน้ำาและเอทานอล	 ตามลำาดับ	 ทั้งนี้เนื่องจาก	 การ

ใช้แอลกอฮอล์ในการสกัดจะมีความจำาเพาะเจาะจงกว่า

การใช้น้ำา	 ทำาให้สารสกัดที่ได้เป็นสารเฉพาะกลุ่มและ 

เมทานอล	 มีขนาดโมเลกุลที่เล็กกว่ารวมทั้งมีสภาพข้ัวที่

แรงกว่าเอทานอลทำาให้สามารถแพร่กระจายเข้าสู่ช้ันของ

ผนังเซลล์พืชได้ดีกว่า	 ทำาให้สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ที่มีข้ัวออกมาได้ดีกว่า	 ส่วนน้ำามีความสามารถในการสกัด

และละลายสารต่างๆ	 ออกมาได้หลากหลายกว่ารวมถึง

องค์ประกอบของแป้ง	 น้ำาตาลและอื่นๆ	 โดยเฉพาะสารที่
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มีข้ัวเพราะน้ำาเป็นตัวทำาละลายที่มีข้ัวสูง	 ซ่ึงฤทธิ์การต้าน

อนุมูลอิสระของสารในกลุ่มสารประกอบฟีนอลิกข้ึนอยู่กับ

จำานวนหมู่	ไฮดรอกซิลและสมบัติในการดึงอิเลกตรอนของ 

หมู่คาร์บอกซิลิก	 ในโมเลกุล	 ทำาให้ความสามารถในการ

ให้ไฮโดรเจนลดลง	 [20]	 และหมู่ฟังก์ชันดังกล่าวเป็น 

หมู่ที่บ่งบอกความมีข้ัวของโมเลกุล	 ทำาให้การใช้น้ำาสกัดได้

สารต้านอนุมูลอิสระที่หลากหลายและมากกว่าซ่ึงให้ผล

การทดลองท่ีสอดคล้องกับปริมาณสารประกอบฟีนอลิก	 

เพราะสารต้านอนุมูลอิสระท่ีพบในข้าวส่วนใหญ่เป็นสาร

ประกอบฟีนอลิกและถูกตรึงในเซลลูโลส	 ลิกนิน	 และ

โปรตีน	เช่น	ferulic	acid	ถูกตรึงมากถึงร้อยละ	93	ของ

ปริมาณทั้งหมด	 [21,31]	 ส่วนการใช้กรดช่วยในการสกัด

สามารถทำาลายผนังเซลล์ของพืชและทำาให้สารสำาคัญถูก

ปลดปล่อยออกมา	นอกจากนี้	 ปัจจัยทั้งสองคือ	ชนิดของ

ตัวทำาละลายและความเข้มข้นของกรดซิตริกมีปฏิสัมพันธ์

กัน	 โดยการสกัดด้วยน้ำาและ	 เอทานอล	 จะมีแนวโน้ม

ของประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระลดลงเมื่อใช้กรด 

ซิตริกที่ความเข้มข้นที่สูงขึ้น	ส่วนการสกัดข้าวหอมนิลด้วย	 

เมทานอลจะมีแนวโน้มของประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล

อิสระเพิ่มขึ้นเมื่อใช้กรดซิตริกที่มีความเข้มข้นสูงขึ้น	แสดง

ว่า	 น้ำาและเอทานอลมีปฏิสัมพันธ์เชิงลบกับความเข้มข้น

ของกรดซิตริก	ส่วนเมทานอลมีปฏิสัมพันธ์เชิงบวกกับกรด

ซิตริกสอดคล้องกับ	 Jianmei	 และคณะ	 [25]	 ได้ทำาการ

สกัดสารต้านอนุมูลอิสระจากผิวของถั่วลิสงโดยใช้	น้ำาและ

เอทานอลเข้มข้นร้อยละ	80	ทดสอบสารต้านอนุมูอิสระวิธี	

ABTS	พบว่า	การสกัดด้วยน้ำาได้สารสกัดที่มีประสิทธิภาพ
ในการต้านอนุมูลอิสระดีกว่าการสกัดด้วยเอทานอลโดย

มีสารต้านอนุมูลอิสระคำานวณในรูปของ	 µmol	 Trolox	

equivalents	 ต่อตัวอย่างแห้ง	 1	 กรัม	 เป็น	 4.10	 และ	

3.39	ตามลำาดับ	Pinelo	และคณะ	[24]	ได้ทำาการสกัดสาร

ต้านอนุมูลอิสระจากเปลือกอัลมอนด์โดยใช้	น้ำา	เมทานอล 

และเอทานอลทดสอบสารตา้นอนมุลูอสิระวิธ	ีDPPH	พบว่า	 
การสกัดด้วยเมทานอลได้สารสกัดที่มีประสิทธิภาพในการ

ตา้นอนมุลูอสิระดีกว่าการสกัดด้วยน้ำาและ	เอทานอล	ตาม

ลำาดับ	เช่นเดียวกับ	Anwar	และคณะ	[32]	ได้ทำาการสกัด

สารต้านอนุมูลอิสระจากกะหล่ำาดอกท่ีผ่านการทำาแห้งด้วย

การผึ่งลม	 ตากแดด	 และใช้ตู้อบ	 โดยใช้	 เมทานอลและ

เอทานอลในการสกัด	 แล้วทดสอบสารต้านอนุมูลอิสระ

วิธี	 DPPH	 พบว่า	 การสกัดด้วยเมทานอลได้สารสกัดที่

มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระดีกว่าการสกัดด้วย 

เอทานอลทั้งกะหล่ำาดอกที่ผ่านการทำาแห้งด้วยการผึ่งลม	

ตากแดดและใช้ตู้อบ

4. สรุป
	 จากผลการทดลองพบว่า	 ชนิดของตัวทำาละลายและ

ความเข้มข้นของกรดซิตริกมีผลต่อปริมาณสารประกอบ 

ฟนีอลกิประสทิธภิาพในการตา้นอนมุลูอสิระรวมถึงปริมาณ

แอนโทไซยานนิโดยการสกัดด้วยน้ำาและเมทานอล	ทำาให้ได้

สารสกัดท่ีมปีริมาณสารประกอบฟนีอลกิและประสทิธภิาพ

ในการต้านอนุมูลอิสระสูงใกล้เคียงกันแต่เมื่อใช้กรดซิตริก 

มาช่วยสกัดพบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและ

ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระลดลง	 ส่วนปริมาณ		

แอนโทไซยานิน	 พบว่าการสกัดด้วยน้ำามีปริมาณสูงที่สุด

และเมื่อมีการใช้กรดซิตริกมาช่วยสกัดพบว่า	 ทำาให้ได้

ปริมาณสูงขึ้นตามลำาดับ

5. กิตติกรรมประก�ศ
	 คณะผู้ทำาการวิจัยขอขอบคุณสถาบันวิจัยและพัฒนา	

มหาวิทยาลัยราชภัฏกำาแพงเพชร	 ที่สนับสนุนทุนในการ

วิจัยครั้งนี้	รวมถึงศูนย์ส่งเสริมและตรวจสอบการผลิตตาม

มาตรฐานความปลอดภัยทางอาหาร	 คณะวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยี	 มหาวิทยาลัยราชภัฏกำาแพงเพชร	 ที่

ช่วยอำานวยความสะดวกในเร่ืองเครื่องมือและวัสดุทาง

วิทยาศาสตร์สำาหรับการทดลอง
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