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บ ท คั ด ย่ อข้ อ มู ล บ ท ค ว า ม

ฤทธิพันธ์ รุ่งเรือง1* จรัสฟ้า โหมดสุวรรณ1  อมรรัตน์ สีสุกอง2

มหาวิทยาลัยสวนดุสิต  แขวงดุสิต  เขตดุสิต กรุงเทพ 10300

และ ณัติฐพล ไข่แสงศรี3

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี แขวงท่าข้าม เขตบางขุนเทียน กรุงเทพ 10150 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและต้านริ้วรอยของสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพส�าหรับประยุกต์
ใช้ในเครื่องส�าอางบ�ารุงผิวหน้า

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณสารฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ของสารสกัดจากข้าวทับทิมชุมแพเพื่อประยุกต์ใช้ในต�ารับเครื่องส�าอางบ�ารุงผิว โดยสกัด 
ข้าวทับทิมชุมแพด้วยตัวท�าละลายเอทานอล เมื่อน�ามาวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม  
ฟลาโวนอยด์รวม และฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ พบว่า สารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ 
มีปริมาณฟีนอลิกรวม และฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 80.20±0.03 gGAE/g extract และ  
8.18±0.05 gQE/g extract ตามล�าดับ ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• และ ABTS•+  
(IC50) เท่ากับ 0.77±0.006 และ 0.29±0.002 mg/mL ตามล�าดับ ในส่วนของผลการศึกษา 
ฤทธิ์ในการยับย้ังเอนไซม์อีลาสเทสและคอลลาจิเนส (MMP-1 และ MMP-2) พบว่า สาร 
สกัดข้าวทับทิมชุมแพมีร้อยละการยับยั้งเอนไซม์เท่ากับ 84.23±0.14, 83.67±0.49 และ  
83.26±0.16 ตามล�าดับ นอกจากนี้ เมื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังของคน  
(CCD-986 SK) พบว่าสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยมีร้อยละ 
การรอดชีวิตของเซลล์ร้อยละ 100.00±6.23 จึงน�าสารสกัดทับทิมชุมแพมาใส่ครีมบ�ารุงผิว  
โดยเมื่อทดสอบความคงตัวที่สภาวะอุณหภูมิต่างๆ และสภาวะเร่ง เป็นระยะเวลา 3 เดือน  
พบว่าทุกต�ารับมีลักษณะของเนื้อครีมเป็นเนื้อเดียวกัน ไม่แยกชั้น ค่าความเป็นกรดด่าง (pH)  
ความหนืด และค่าสีมีการเปลี่ยนแปลง แต่ไม่มีผลต่อต�ารับ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
สารสกัดข้าวทับทิมชุมแพมีศักยภาพในการน�าไปใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอางบ�ารุงผิว
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A b s t r a c tA r t i c l e  I n f o

The aim of this research was to analyze the contents of total phenolics, total  
flavonoids as well as biological activity of Tubtim Chumphae rice (TCR) extract  
for application in a cosmetic product. TCR was extracted with ethanolic  
solution. Total phenolics content, total flavonoids content and antioxidant  
activities of the extract were first investigated. It was found that the total  
phenolics and flavonoids contents were 80.20±0.03 gGAE/g extract and  
8.18±0.05 gQE/g extract, respectively. IC50 of DPPH• and ABTS•+ were  
0.77±0.006 and 0.29±0.002 mg/mL, respectively. The elastase and collagenase  
(MMP-1 and MMP-2) inhibition activities were 84.23±0.14%, 83.67±0.49% and  
83.26±0.16%, respectively. Moreover, the toxicity to human skin fibroblast  
cells (CCD-986SK) was determined by the MTT colorimetric assay. The results  
indicated that TCR extract did not affect the CCD-986SK cells of which the  
survival of cells was 100.00±6.23%. The extract was then incorporated into a  
facial cream formulation, which was then tested for its stability under long-term  
and accelerated conditions for 3 months. Results showed that all the  
formulations were homogeneous upon the storage. Although the pH, viscosity  
and color of the products changed, such changes did not affect the product  
quality. Results suggested that ethanolic extract of TCR has a good potential  
for skin care product application.
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1. บทน�า
 ปัจจุบันสภาวะภูมิอากาศที่รุนแรงส่งผลต่อผิวพรรณของ 
คนไทยเป็นอย่างมาก เช่น ริว้รอย รอยหมองคล�า้ หรือจดุด่างด�า 
บนใบหน้า รวมไปถึงประเทศไทยก�าลังจะเข้าสู่ภาวะผู้สูงวัย  
ดังนั้นการเกิดริ้วรอยจึงเป็นปัญหาที่พบได้มาก และนอกจาก 
ริ้วรอยที่เกิดขึ้นตามวัยแล้ว ร้ิวรอยก่อนวัยสามารถเกิดข้ึนได้  
ตัวบ่งบอกถึงการเกิดริ้วรอยก่อนวัยได้ชัดเจนท่ีสุด คือลักษณะ 
ภายนอกที่พบเห็นได้ เช่น ผิวหนังแห้ง เหี่ยวย่น ขาดความ 
ชุ่มชื้น และมีการฟื้นฟูกลับมาปรกติได้ยาก ท�าให้เกิดผลิตภัณฑ ์
เครื่องส�าอางต่างๆ ขึ้นมามาก เช่น เซรัม โลชั่น ครีม หรือแผ่น 
มาร์คหน้าบ�ารุงผิว แต่ผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอางในปัจจุบันมีการ 
อ้างสรรพคุณที่เกินความเป็นจริง และไม่มีงานวิจัยรองรับ  
นอกจากนี้ สารเคมีที่ใช้ส่วนใหญ่เป็นสารสังเคราะห์ ซ่ึงอาจ 
ท�าให้เกิดอาการแพ้ หรือระคายเคืองแก่ผิว และก่อให้เกิด 
อันตรายต่อผู้บริโภคได้ ดังนั้น การใช้สารจากธรรมชาติ เช่น  
ข้าว ซึ่งข้าวอุดมไปด้วยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพส�าคัญท่ีม ี
ประโยชน์ต่อสุขภาพและความงาม เช่น สารโทโคไตรอีนอล  
สารแกมมาออริซานอล กรดเฟอรูลิก [1, 2] และพบว่าทั้งใน 
ข้าวขาวและข้าวที่มีสีมีสารในกลุ่มฟีนอลิก เช่น สาร Protoca- 
techuic acid, Hydroxybenzoic acid, Vanillic acid,  
Syringic acid, Chlorogenic acid, Caffeic acid, p-Coumaric  
acid, Ferulic acid, Sinapinic acid และ Feruloylsucrose  
[3] ส่วนในข้าวที่มีสีส่วนมากจะพบแอนโธไซยานินซ่ึงเป็นสาร 
ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซึ่งมีฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  
[4] และ reduces oxidative stress ของเอนไซม์ที่เกี่ยวกับ 
การต้านอนุมูลอิสระ [5] ปัจจุบันข้าวสีที่มีความโดดเด่น และม ี
ปริมาณการปลูกที่เพิ่มสูงขึ้น คือ ข้าวทับทิมชุมแพ เป็นข้าว 
ที่เกิดจากการผสมพันธุ์ระหว่างข้าวเจ้าขาวดอกมะลิ 105  
กลายพันธุ์จากรังสีทรงต้นเต้ีย (Semidwarf KDML105) กับ 
ข้าวเจ้าพนัธุส์งัข์หยดพทัลงุซ่ึงเป็นข้าวเจ้าทีม่เียือ่หุม้เมลด็สแีดง  
ได้เป็นข้าวสายพันธุ์บริสุทธ์ิ SRN06008-18-1-5-7-CPA-20  
ลักษณะเด่นของข้าวสายพันธุ์นี้คือมีสารฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ 
α-Tocopherol และ γ-Oryzanol รวมทั้งฤทธิ์ในการต้าน 
อนุมูลอิสระที่สูงกว่าข้าวสังข์หยดพัทลุง [6, 7] จากสมบัติ 
ดงักล่าวข้าวทับทิมชุมแพจงึเหมาะทีจ่ะน�ามาศกึษาและแปรรูป 
เป็นผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอางบ�ารุงผิว

2.  อุปกรณ์และวิธีการวิจัย
 2.1 การเตรียมตัวอย่าง 
     น�าข้าวทับทิมชุมแพ โดยได้รับความอนุเคราะห์จาก 
ศูนย์วิจัยข้าวชุมแพ จังหวัดขอนแก่น มาอบด้วยตู้อบลมร้อน  
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ให้ความชื้นไม่เกิน ร้อยละ 10  
จากนัน้น�ามาบดให้เป็นผง และร่อนผงข้าวผ่านตะแกรงละเอยีด 
ขนาด 100 เมช จะได้ผงข้าวทับทิมชุมแพ

 2.2 การสกัดตัวอย่าง 
     น�าข้าวทับทิมชุมแพที่เตรียมได้จากข้อ 1 มาสกัดด้วย  
70% เอทานอล ในอัตราส่วน 1 ต่อ 5 (w/v) เป็นระยะเวลา  
24 ชัว่โมง ทีอ่ณุหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส โดยเขย่าทีค่วามเรว็รอบ  
120 rpm จากนั้นน�ามากรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 แล้ว 
น�าไประเหยด้วยเครือ่งระเหยสญุญากาศ (rotary evaporator)  
จนได้สารสกัดหยาบที่มีลักษณะข้นเหนียว (crude extract)  
น�าสารสกดัหยาบทีไ่ด้เกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส ส�าหรบั 
น�าไปวิเคราะห์ต่อไป

 2.3 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกรวม  
     (Total phenolics content)  
     วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟินอลิกรวม โดยใช้วิธี  
Folin-Ciocalteu assay ดดัแปลงจาก Slinkard และ Singleton  
[8]  โดยน�าตัวอย่างสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ ความเข้มข้น 1  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใส่ลงใน 96-well plate ปริมาตร 20  
ไมโครลิตร เติมสารละลาย 10% Folin-ciocalteu reagent  
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วทิ้งไว้เป็นเวลา 7  
นาที จากน้ันเติม 7.5% Sodium carbonate ปริมาตร 80  
ไมโครลิตร เขย่าให้สารเข้ากัน ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 60 นาที และ 
น�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร  
ด้วยเครื่อง Microplate reader (Biochrom รุ่น EZ Read  
2000) น�าค่าที่ได้ค�านวณหาปริมาณ ฟีนอลิก โดยเปรียบเทียบ 
กับสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค (Gallic acid)

 2.4 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์รวม  
     (Total flavonoids content) 
     วิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์รวม ด้วยวิธี Alu- 
minium chloride colorimetric method ประยุกต์จากงาน 
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วิจัยของ Ghasemzadeh และคณะ [9] น�าสารสกัดตัวอย่าง 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใส่ลงใน 96-well plate  
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร จากนั้นเติม NaNO2 (1:5, w/v) ที่ 
ละลายในเมทานอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกันแล้วทิ้งไว ้
เป็นเวลา 6 นาที จากนั้นเติม AlCl3 (1:10, w/v) ปริมาตร  
15 ไมโครลิตร ผสมและตั้งทิ้งไว้ 6 นาที จากนั้นเติม 1M NaOH  
ปริมาตร 55 ไมโครลิตร และบ่มทิ้งไว้ 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง  
จากนั้นน�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510  
นาโนเมตร ท�าการทดลองอีกครั้งโดยเปลี่ยนจากสารสกัด 
ตัวอย่างเป็นสารละลายมาตรฐานเควอซิทิน (Quercetin) น�า 
ค่าทีไ่ด้ค�านวณหาปรมิาณฟลาโวนอยด์รวม โดยเปรยีบเทยีบกบั  
calibration standard curve ของ สารมาตรฐานเควอซิทิน  
ในหน่วย mg Quercetin equivalent (mg QE/g extract)

 2.5 การวิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินด้วย 
     เครื่อง HPLC
     วิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินด้วยเครื่อง High  
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ตามวิธี 
ของ Rungruang และคณะ [7] คอลัมน์ที่ใช้ Agilent Eclipse  
XDB-C18 reverse phase (4.6 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร  
5 ไมโครเมตร) สภาวะที่ใช้วิเคราะห์เป็น Isocratic elution  
system มี Mobile phase 2 ชนิด โดย Mobile phase A  
คือ 0.1% Trifluoroacetic acid in Milli-Q water และ  
Mobile phase B คือ acetonitile (ACN) ก�าหนด flow rate  
เท่ากับ 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที โดยใช้ตัวอย่างสารสกัดข้าวความ 
เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ใช้  
UV-visible diode-array ความยาวคลื่น 250 นาโนเมตร  
วิเคราะห์ปริมาณเทียบกับสารมาตรฐานไซยานิดิน-3-กลูโคไซด์  
(Cyaniding-3-O-glucoside chloride)

 2.6  การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกด้วย 
     เครื่อง HPLC
     วิเคราะห์ปริมาณแอนโธไซยานินด้วยเครื่อง High  
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ตามวิธี 
ของ Ghasemzadeh และคณะ [9] คอลัมน์ที่ใช้ Agilent  
Eclipse XDB-C18 reverse phase (4.6 มิลลิเมตร x 150  

มิลลิเมตร 5 ไมโครเมตร) สภาวะที่ใช้วิเคราะห์เป็น Isocratic  
elution system มี Mobile phase 2 ชนิด โดย Mobile  
phase A คือ 0.03M Orthophosphoric acid และ Mobile  
phase B คอื Methanol ก�าหนด flow rate เท่ากบั 1 มลิลลิติร 
ต่อนาที อุณหภูมิคอลัมน์ 35 องศาเซลเซียส มีสภาวะการ 
วิเคราะห์ ดังนี้ 0 นาที 40% B, 10 นาที 100% B, 15 นาที  
100% B และ 20 นาที 40% B โดยใช้ตัวอย่างสารสกัดข้าว 
ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 5 ไมโครลิตร  
ใช้ UV-visible diode-array ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  
วิเคราะห์ปริมาณเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน  
ดงันี ้กรดแกลลกิ (Gallic acid) ไมรเิซตนิ (Myricetin) ลทูอีโีอลนิ 
(Luteolin) แคมพ์เฟอรอล (Kaempferol) และ อะพิจีนีน  
(Apigenin)

 2.7 การวิเคราะห์ฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูล 
     อิสระด้วยวิธี DPPH• (Antioxidant  
     activity; DPPH•)
     วิเคราะห์ฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี  
DPPH scavenging assay ดัดแปลงจาก Brand และคณะ [10]  
โดยการน�าสารละลาย DPPH• ความเข้มข้น 0.16 มิลลิโมลาร์  
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ท�าปฏิกิริยากับสารสกัดข้าวทับทิม 
ชุมแพความเข้มข้นเริ่มต้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร  
150 ไมโครลิตร ใน 96-well plate แล้วน�าไปเก็บในที่มืด 
เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้น�าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงด้วยเครือ่ง  
Microplate reader (Biochrom รุ่น EZ Read 2000) ที่ 
ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกับสารละลาย 
มาตรฐาน Trolox และ L-ascorbic acid น�ามาค�านวณใน 
สมการ 

% Scavenging = [(Acontrol - ASample)/Acontrol] x100

ค�านวณหาค่าความเข้มข้นต�่าสุดที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระ 
ได้ร้อยละ 50 หรือค่า IC50 โดยเปรียบเทียบระหว่างค่า IC50  
ของสารสกัดและค่า IC50 ของ Trolox และ L-ascorbic acid
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 2.8  การวิเคราะห์ฤทธ์ิในการเป็นสารต้านอนุมูล 
     อสิระด้วยวธิ ีABTS•+ (Antioxidant activity;  
     ABTS•+ assay)
     การวเิคราะห์ฤทธิใ์นการเป็นสารต้านอนมุลูอสิระ ด้วย 
วิธี ABTS scavenging assay ดัดแปลงจาก Cai และคณะ [11]  
โดยเตรียมสารละลาย ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ผสม 
กับโพแทสเซียมเพอร์ซัลเฟต ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์  
อตัราส่วน 2:1 โดยปริมาตร จากนัน้น�าไปเกบ็ไว้ในทีม่ดื เป็นเวลา  
16 ช่ัวโมง เพื่อให้ได้ ABTS•+ radical cation น�ามาเจือจาง 
ด้วยเอทานอล และท�าการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง  
Microplate reader (Biochrom รุ่น EZ Read 2000) ที่ 
ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ที่  
0.700 ± 0.030 นาโนเมตร จากนั้นน�าสารละลาย ABTS•+  
ปริมาตร 160 ไมโครลิตร ท�าปฏิกิริยากับสารสกัดข้าวทับทิม 
ชุมแพความเข้มข้นเริ่มต้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 40  
ไมโครลิตร ใน 96-well plate แล้วน�าไปเก็บในที่มืดเป็นเวลา  
30 นาที จากนั้นน�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Micro- 
plate reader ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร โดยเปรียบ- 
เทียบกับสารละลายมาตรฐาน Trolox และ L-ascorbic acid  
น�ามาค�านวณในสมการ 

% Scavenging = [(Acontrol - ASample)/Acontrol] x100

ค�านวณหาค่าความเข้มข้นต�่าสุดที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 
ร้อยละ 50 หรือค่า IC50 โดยเปรียบเทียบระหว่างค่า IC50 ของ 
สารสกัดและค่า IC50 ของ Trolox และ L-ascorbic acid

 2.9  การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการท�างานของ 
     เอนไซม์อลีาสเทส (Anti-elastase inhibitory  
     activity)
     การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการท�างานของเอนไซม ์
อีลาสเทส ประยุกต์จากงานวิจัยของ Kim และคณะ [12] โดย 
น�าตวัอย่างสารสกดัทีค่วามเข้มข้นเริม่ต้น 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร  
เตมิลงใน 96-well plate และเติมเอนไซม์ Porcine pancreatic  
elastase (PE – E.C.3.4.21.36) ทีเ่ตรยีมด้วย 0.2 mM Tris-HCL  
buffer (pH 8.0) ความเข้มข้น 3.33 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บ 
ท่ีอุณหภูมห้ิอง 15 นาท ีจากนัน้เตมิ 1.6 mM N-Succinyl-Ala- 

AlaAla-p-nitroanilide (AAAPVN) โดยให้ปริมาตรสุทธิอยู่ที่  
250 ไมโครลิตรต่อหลุมทดสอบ ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้น  
น�าไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วย Microplate reader (Biochrom  
รุน่ EZ Read 2000) ทีค่วามยาวคลืน่ 381 และ 402 นาโนเมตร  
โดยเทียบกับสารมาตรฐานคือ Epigallocatechin gallate  
(EGCG)

 2.10 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการท�างานของ 
      เอนไซม์คอลลาจิเนส (Anti-collagenase  
      inhibitory activity)
      การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการท�างานของเอนไซม ์
คอลลาจิเนสประยุกต์จากงานวิจัยของ Pientaweeratch และ 
คณะ [13] โดยใช้ชุด Kit ของ EnzChek® collagenase/ 
gelatinase น�าตวัอย่างสารสกัดทีค่วามเข้มข้นเริม่ต้น 1 มลิลกิรมั 
ต่อมิลลิลิตร ใส่ลงใน 96-well plate ชนิด Fluorescence- 
based Assays และเติม MMP-1 ใช้ DQTM collagen 1 หรือ  
MMP-2 ใช้ DQTM gelatin ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้น 
เตมิ Collagenase (ChC) ทีไ่ด้จาก Clostridium histolyticum  
บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง ในที่มืด เป็นระยะเวลา 90 นาที จากนั้น 
น�าไปวัดค่าด้วย fluorescence intensity ก�าหนด excitation  
wavelength คอื 485 นาโนเมตร และ emission wavelength  
คือ 538 นาโนเมตร โดยเทียบกับสารมาตรฐานคือ Epigallo- 
catechin gallate (EGCG)

 2.11 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์  
      (Cytotoxicity assay)
     การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT colo- 
rimetric assay กับเซลล์ Human skin fibroblast ATCC no.  
CRL 1947 (CCD-986 SK) ตามวิธีของ Rungruang [14] โดย 
เลี้ยงเซลล์ด้วยอาหาร RPMI1640 ที่มี 5% FCS ในตู้บ่ม 5%  
CO2 จนได้เซลล์ท่ีเจริญอยู่ในระยะ exponential phase  
จากนั้นท�าการ Trypsinization ด้วย 0.05% Trypsin-EDTA  
และเจือจางเซลล์ให้มีความเข้มข้น 2.5 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  
เติมลงใน 96 well plates ปริมาตร 200 ไมโครลิตรต่อหลุม  
เลี้ยงไว้ 1 วัน เติมสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพที่ความเข้มข้น 2,  
8, 20, 40 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรใน Dimethyl  
sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เลี้ยงไว้เป็นระยะ 
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เวลา 3 วัน แล้วเติมสารละลาย MTT เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหลุม บ่มท่ี 37 องศา 
เซลล์เซียส เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก  
และเตมิ DMSO ปรมิาตร 150 ไมโครลติรต่อหลมุ และ Glycine  
buffer pH 10.4 ปรมิาตร 25 ไมโครลติร เขย่าให้ผลึก Formazan  
ละลาย จากนัน้น�าไปวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540  
นาโนเมตร ค�านวณร้อยละการรอดของเซลล์ 
(% Survival) = (OD sample / OD control) x 100
โดยที่ OD sample = ค่าการดูดกลืนแสงหลุมที่
          ใส่สารสกัด
  OD control = ค่าการดูดกลืนแสงหลุมที่
   ไม่ใส่สารสกัด

 2.12 การตั้งต�ารับเครื่องส�าอางจากสารสกัด
      ข้าวทับทิมชุมแพ
      การเตรยีมต�ารบัผลติภณัฑ์บ�ารงุผวิหน้าด้วยวธิ ีSmall  
scale processing – Beaker method ประยุกต์จากงานวิจัย 
ของ Limpongsa และคณะ [15] โดยมีสูตรดังแสดงในตาราง 
ที่ 1 โดยละลาย Xanthan gum ลงใน Glycerin และ Propy- 
lene glycol จากนั้นเติม DI Water แล้วน�าไปปั่นผสมด้วย 
เครือ่งกวนสารแบบใบกวน (Overhead stirrer) เตมิ Carbopol  
aqua SF1 และ Triethanolamine ปั่นผสมให้เข้ากัน จน 
ผลิตภัณฑ์ข้นขึ้นแล้วเติมสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพที่ละลาย 
อยูใ่นรปู PG solution ผสมให้เข้ากนั จากนัน้เตมิ Spectrastat  
PHL และ Fragrance เป็นล�าดับสุดท้าย เทลงในภาชนะบรรจ ุ
เพื่อน�าไปทดสอบความคงตัว

ตารางที่ 1  ส่วนประกอบของต�ารับครีมบารุงผิวหน้า

หมายเหตุ : qs หมายถึง ปรับปริมาตรให้ครบ 100

 2.13 การทดสอบความคงตัวของผลิตภัณฑ์
      การเร่งด้วยอุณหภูมิ (Heating-cooling cycle) โดย 
น�าต�ารับใส่ในตู้อบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24  

ชัว่โมง แล้วน�ามาใส่ตูเ้ยน็ทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 24 ชัว่โมง  
นับเป็น 1 รอบ สลับกันเช่นนี้ไปเรื่อยๆ จนครบ 6 รอบ แล้ว 
ประเมินความคงตัวที่สภาวะต่างๆ ระยะเวลา 3 เดือน ดังนี้  
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ตารางที่ 2  ปริมาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์รวม และสารส�าคัญที่พบในสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ

อุณหภูมิเย็น (4°C) อุณหภูมิห้อง (25°C) อุณหภูมิร้อน (50°C)  
สภาวะแสงแดดส่อง (Light exposure) โดยน�ามาประเมิน pH  
โดยใช้ pH meter การประเมินความหนดืด้วยเครือ่ง Brookfield  
viscometer DVLV-I Prime หัววัดขนาด 62 ความเร็วรอบ  
0.3 rpm อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส สังเกตการแยกชั้น  
และวัดค่าสี L*, a*, b* ด้วยเครื่อง Chroma meter CR-400  
Konica Minolta [16]

 2.14 การประเมินผลทางสถิติ
      โดยวางแผนการทดลองแบบ Randomized Com- 
plete Block Design (RCBD) วิเคราะห์ความแปรปรวน  
(analysis of variance: ANOVA) และวิเคราะห์ความแตกต่าง 
ทางสถิติโดยวิธี Least Significant Difference (LSD) ที่ระดับ 
ความเชือ่มัน่ร้อยละ 95 (p<0.05) โดยใช้โปรแกรม SAS เวอร์ช่ัน  
9 (SAS Institute, USA)

3.  ผลการทดลองและวิจารณ์ผล
 3.1 ปริมาณฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ในข้าว 
     ทับทิมชุมแพ 

     การสกัดข้าวทับทิมชุมแพด้วยตัวท�าละลายเอทานอล  
พบว่า มีร้อยละของน�้าหนักสารสกัดหยาบเท่ากับ 2.39±0.16  
มลัีกษณะทางกายภาพข้นเหนียวและมสีีน�า้ตาลแดงเข้ม มปีริมาณ 
ฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 80.20±0.03 gGAE/g  
extract และ 8.18±0.05 gQE/g extract ตามล�าดับ และพบ 
สารส�าคัญ 6 ชนิด คือ Gallic acid, Myricetin, Luteolin,  
Kaempferol, Apigenin และ Cyanidin-3-glucoside ดัง 
แสดงในตารางที่ 2 ทั้งนี้เนื่องจากเอทานอลเป็นตัวท�าละลาย 
อนิทรีย์ทีส่ามารถสกดัสารในกลุม่ฟีนอลกิได้ และการใช้เอทานอล 
มีความปลอดภัยกว่าตัวท�าละลายชนิดอื่น [17] โดยผลการ 
ทดลองสอดคล้องกับการรายงานของ Goufo และ Trindade  
[18] ที่พบว่าส่วนใหญ่บริเวณร�าข้าวจะพบสารในกลุ่มฟลา 
โวนอยด์ คือ Myricetin, Luteolin, Kaempferol และ  
Apigenin นอกจากนี้ยังพบ Cyanidin-3-glucoside ในข้าว 
ทับทิมชุมแพ [7] ซึ่งในข้าวสีจะพบสารแอนโธไซยานินปริมาณ 
มาก โดยเฉพาะ Cyanidin-3-O-glucoside ที่เป็นแอนโธไซยา- 
นินหลัก [19, 20] จากสมบัติดังกล้าวท�าให้ข้าวสีมีฤทธิ์ในการ 
ต้านอนุมูลอิสระ ROS (Reactive Oxygen Species) สูง [21]



102 วารสารวิจัยและพัฒนา มจธ. ปีที่ 42 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2562

ตารางที่ 3  ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• และ ABTS•+ ของสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ

 3.2  ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
     การศึกษาฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในสาร 
สกัดข้าวทับทิมชุมแพ ด้วยวิธี DPPH• scavenging assay และ  
ABTS•+ scavenging assay เทียบกับสารมาตรฐานวิตามินซี  
และโทรลอกซ์ แสดงในรูปของความเข้มข้นต�่าสุดที่สามารถ 
ยับยั้งอนุมูลอิสระได้ร้อยละ 50 (50% Inhibitory concentra- 
tion) ดังแสดงในตารางที่ 3 พบว่า สารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ 
มีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH• และ ABTS•+ (IC50)  

เท่ากับ 0.77±0.006 และ 0.29±0.002 mg/mL ตามล�าดับ   
ทั้งนี้ เนื่องจากในข้าวที่มีสีส่วนมากจะพบสารในกลุ่มฟีนอลิก  
ฟลาโวนอยด์ และแอนโธไซยานิน ซ่ึงสารเหล่านี้มีฤทธิ์ในการ 
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระสูง [22] ซึ่งสอดคล้องกับผลของสาร 
ฟีนอลิกที่พบในตารางที่ 2 นอกจากนี้ยังพบว่า ข้าวหอมมะลิ  
105 และข้าวพันธุ์สังหยดพัทลุงซึ่งเป็นต้นแม่ในการผสมให้ได้ 
เป็นข้าวทับทิมชุมแพ ก็มีฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
เช่นกัน [23, 24]

 3.3  ฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนส และ 
     อีลาสเทส 
     เอนไซม์คอลลาจิเนส และอลีาสเทสเป็นเอนไซม์ส�าคัญ 
ท่ีท�าให้เกิดริว้รอย และท�าลายความยืดหยุ่นของผวิหนงั เอนไซม์ 
ทั้ง 2 ชนิดจะไปท�าลายคอลลาเจนและอีลาสติน ที่เป็นส่วน 
ประกอบส�าคัญของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของผิว โดยปกติสามารถ 
พบคอลลาเจนประมาณ 70 - 80% ของผิว ช่วยท�าให้ท�าให ้
โครงสร้างผิวมีความกระชับและยืดหยุ่น [25] ซึ่งเอนไซม์อีลาส- 
เทสและคอลลาจเินสเป็นเอนไซม์ส�าคญัทีรู่จ้กักนัดว่ีาเป็นสาเหตุ 
ของการเสื่อมสภาพของผิวหนัง โดยเอนไซม์อีลาสเทสสามารถ 
ย่อยสลาย อีลาสตินซึ่งเป็นโปรตีนท่ีมีความยืดหยุ่นสูงบริเวณ 
ผิวหนัง และนอกจากนี้ยังพบว่ารังสีอัลตราไวโอเลตจากดวง- 
อาทิตย์สามารถกระตุ้นการท�างานของเอนไซม์อีลาสเทส และ 
คอลลาจเินส ส่งผลให้เกิดความหย่อนคล้อย และริว้รอยทีบ่รเิวณ 
ผิวหนัง ซึ่งผลการศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งการท�างานของเอนไซม์ 
อีลาสเทส และคอลลาจิเนส ของสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ  
พบว่า มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์อลีาสเทส ร้อยละ 84.23±0.14  
และคอลลาจิเนส ชนิด MMP-1 ร้อยละ 83.67±0.49 และ 

MMP-2 ร้อยละ 83.26±0.16 ดังแสดงในรูปที่ 1 ซึ่งมีฤทธิ์ 
ใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน EGCG (p<0.05) ทั้งนี้เนื่องจากสาร 
ในกลุ่มฟีนอลิกมีสมบัติในการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนส [26]  
โดยเข้าไปมีผลต่อการเปลี่ยนรูปร่างของเอนไซม์ ท�าให้เอนไซม์ 
ไม่สามารถท�างานได้ [27] และยังพบว่าสารในกลุ่มฟีนอลิกและ 
ฟลาโวนอยด์ส่วนใหญ่มีสมบัตใินการเป็น Chelators ท่ีสามารถ 
จับกับ Zn2+ ไอออน บริเวณ Active site ของเอนไซม์ ส่งผล 
ให้เอนไซม์ไม่สามารถท�างานได้อย่างปกติ [28] สอดคล้องกับ 
งานวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่าสารในกลุ่มฟีนอลิกสามารถยับยั้ง 
การท�างานของเอนไซม์อลีาสเทสได้อย่างมนียัส�าคญั โดยเฉพาะ 
สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เช่น Kaempferol, Quercetin และ  
Myricetin [29] นอกจากนี้งานวิจัยของ Lim และคณะ [30]  
ระบุว่า Kaempferol เป็นสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการท�างาน 
ของเอนไซม์คอลลาจิเนส ในขณะที่ Apigenin เป็นสารในกลุ่ม 
ฟลาโวน (Flavones) ก็มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์คอลลาจิเนส 
เช่นเดียวกันแต่น้อยกว่าฟลาโวนอยด์ ดังนั้น การที่พบสาร 
ฟีนอลิกในข้าวทับทิมชุมแพ จึงมีส่วนช่วยในการคงสภาพของ 
คอลลาเจนในชั้นผิวหนัง [31]
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รูปที่ 1  ฤทธิ์ในการยับยั้งการท�างานของเอนไซม์อีลาสเทส และคอลลาจิเนส (MMP-1 และ MMP-2) ของสารสกัด 
ข้าวทับทิมชุมแพ เทียบกับสารมาตรฐาน Epigallocatechin gallate (EGCG)

รูปที่ 2  การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ CCD-986 SK ของสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ ด้วยวิธี MTT colorimetric assay

 3.4  ความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนัง CCD-986 SK  
     ของสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ
     การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ Human skin fibro- 
blast CCD-986 SK ของสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพที่ความ 
เข้มข้น 200, 40, 20, 8 และ 2  µg/mL พบว่า เซลล์มีอัตรา 
การรอดชีวิต เท่ากับ ร้อยละ 100±6.23, 101.59±0.91,  
96.58±1.34, 98.41±0.87 และ 95.62±7.72 ตามล�าดับ 

(รูปที่ 2) เมื่อน�าเซลล์ Human skin fibroblast CCD-986 SK  
มาส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ก�าลังขยาย 20 เท่า พบว่า ลักษณะ 
ของเซลล์ท่ีเติมสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพมีการเจริญเติบโตดี  
และแผ่กระจายหนาแน่นเต็มพื้นท่ีหลุมเพาะเลี้ยงเช่นเดียวกับ 
เซลล์ที่ไม่เติมสารสกัด (ชุดควบคุม) ที่เซลล์มีการเจริญเติบโตดี  
ดังแสดงในรูปที่ 3
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รูปที่ 3  ลักษณะของเซลล์ CCD-986 SK ที่ไม่เติมสารสกัด (A) และเติมสารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (B) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก�าลังขยาย 20 เท่า

 3.5  การประยุกต์สารสกัดข้าวทับทิมชุมแพใน 
     ต�ารับเครื่องส�าอางบ�ารุงผิว และผลความ 
     คงตัวของต�ารับ 
     การทดสอบความคงตวั 5 สภาวะ คอื สภาวะอุณหภูม ิ
เย็น (4ºC) สภาวะอุณหภูมิห้อง (25ºC) สภาวะอุณหภูมิร้อน  
(50 ºC) สภาวะร้อนสลับเย็น (Heating-cooling) และสภาวะ 
แสงแดดส่อง (Light exposure) ของต�ารับที่ใส่สารสกัดข้าว 
ทบัทมิชุมแพ ดังแสดงในตารางที ่4 พบว่า ลกัษณะทางกายภาพ  
ของต�ารับมีความเป็นเนื้อเดียวกัน ไม่พบการแยกชั้น และกลิ่น 
ไม่เปลี่ยนแปลง ส�าหรับผลของค่า pH พบว่า การทดสอบที่ 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และสภาวะร้อนสลับเย็น มีค่า pH  
ลดลง (p<0.05) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Lourith และ  
Kanlayavattanakul [32] ท่ีพบว่าต�ารบัท่ีใส่สารสกัดจากแกลบ 
ข้าว ทดสอบทีสภาวะร้อนสลับเย็นมีค่า pH ลดลงเนื่องจาก 
ความร้อน นอกจากนี้ยังพบว่าการใช้สารออกฤทธิ์ทางเครื่อง 
ส�าอางที่เป็นสารในกลุ่มฟีนอลิก ก็ส่งผลให้ค่า pH ของต�ารับ 
ลดลงเช่นกัน [33] อย่างไรก็ตามค่า pH ของต�ารับเครื่องส�าอาง 
ที่ทดสอบกับสภาวะอื่นๆ ไม่แตกต่างกัน โดยมีค่าอยู่ในช่วง  

5.78 – 6.02 ซึ่งเป็นช่วงค่า pH เหมาะสม โดย Budiman และ 
คณะ [34] รายงานว่า pH ของต�ารับควรอยู่ในช่วง 4.5 – 6.5  
ซึ่งเป็น pH ท่ีเหมาะสมต่อผิว ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคือง  
ส�าหรับค่าสีของต�ารับแสดงในรูปของค่า L*, a* และ b* พบว่า 
มีค่า L* ลดลง ที่การทดสอบของสภาวะร้อนสลับเย็น และ 
อุณหภูมิสูง สอดคล้องกับผลของความหนืดของต�ารับ พบว่า  
การทดสอบที่สภาวะ 4ºC, 25ºC และแสงแดดส่องไม่แตกต่าง 
กับชุดควบคุม แต่การทดสอบที่อุณหภูมิ 50 ºC และสภาวะ 
ร้อนสลับเย็นมีค่าความหนืดลดลงโดยมีค่าเท่ากับ 87.38±1.01  
และ 87.18±1.02 (x103 cP) ตามล�าดบั เมือ่เทยีบกบัชดุควบคุม 
(88.02±1.01 x103 cP) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Deuschle   
และคณะ [35] ทีอ่ณุหภมูสิงูมผีลท�าให้ความหนดืลดลง เนือ่งจาก 
อุณหภูมิสูงมีผลต่อปฏิกิริยาทางเคมีของสารในต�ารับ ส่งผลต่อ 
ความหนืด สี และกลิ่น อย่างไรก็ตามความหนืดที่เปลี่ยนแปลง 
ไม่ได้มผีลต่อลกัษณะทางกายภาพของผลติภณัฑ์ และความหนดื 
ทีล่ดลงสามารถเพิม่การเกลีย่ของครมี หรอืการกระจายของครมี 
บนผิวได้ดีขึ้น [36, 37]
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ตารางที่ 4  สี ความเป็นกรด-ด่าง ความหนืด และความเข้ากันของต�ารับผลิตภัณฑ์บ�ารุงผิวหน้าท่ีมีส่วนผสมของสารสกัดข้าว 
ทับทิมชุมแพ ที่สภาวะอุณหภูมิ 4, 25 และ 50 องศาเซลเซียส แสงแดดส่อง และสภาวะร้อนสลับเย็น

หมายเหตุ : H หมายถึง ไม่แยกชั้น (Homogeneous)
      NC   หมายถึง ไม่เปลี่ยนแปลง (No Change)
      a,b,c…  ตัวเลขที่มีอักษรก�ากับต่างกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต ิp ≤ 0.05

4.  สรุป
 สารสกัดข้าวทับทิมชุมแพ มีสารฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และ 
แอนโธไซยานิน และยังมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ยับยั้ง 
เอนไซม์คอลลาจิเนส และอีลาสเทส เมื่อน�ามาทดสอบกับเซลล์  
Human skin fibroblast CCD-986 SK พบว่าไม่มีความเป็น 
พิษต่อเซลล์ และเม่ือน�าสารสกัดมาตั้งต�ารับและศึกษาความ 
คงตัวพบว่าต�ารับมีความคงตัวทางกายภาพดี
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