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Abstract
Diabetes is one of the non-communicable diseases (NCDs) group which are the leading 

cause of death worldwide. High levels of blood glucose may induce the glycation of sugars and 

proteins both inside and outside the cell, leading to the formation of advanced glycosylation end 

products (AGEs), thereby reducing the elasticity of blood vessels and promoting more oxidation 

in the cells. Nowadays, there is growing interest in natural health care and more research has 

begun on rice, an important economic crop in Thailand, in the treatment of diabetes and its 

complications. However the study of the rice husks is still not very extensive. This work aimed 

to study the antioxidant activity by 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) assay and the  

antiglycation property by in vitro BSA-glucose assay in crude extracts from 4 types of Thai rice 

husks containing pigments: Khao Dawk Mali Rice, Sangyod Rice, Riceberry Rice, and Black 

Sticky Rice. The rice husks were extracted by 2 methods: extraction with 70% ethanol  

(maceration) and extraction by decoction. The results showed that the anti-oxidant and  

antiglycation activities were significantly higher in ethanolic extracts than in the decoction extracts 

(p < 0.05). Black Sticky Rice husk extract had the highest anti-oxidant activity with IC
50
 = 139.76 

± 52.07 µg/mL, when compared to the standard substance butylated hydroxytoluene (BHT) (IC
50
 

= 161.38 ± 33.75 µg/mL). Moreover, it also had the highest antiglycation effect, with IC
50
 = 

234.69 ± 29.02 µg/mL, when compared to aminoguanidine (AG) (IC
50
 = 430.23 ± 6.03 µg/mL), 

which is used as AGE formation inhibitor. These may correspond to the highest amount of the 

total phenolic compounds content (60.60 ± 3.57 mg GAE/g) and the total anthocyanin content 
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(2.064 ± 0.2 mg/L) in Black Sticky Rice husk extract. This study may provide information for 

the development of drugs and dietary supplements for diabetic patients.

Keywords:	Anthocyanin, Antioxidant, Antiglycation, Diabetes, Pigmented Thai rice husk
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 1 เมษายน 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระและการต้านไกลเคชันของสารสกัด
จากแกลบข้าวไทยที่มีรงควัตถุ

ศศิฉาย รักฉิม1 และ กัญญาณัฐ เปี่ยมงาม2*

1บัณฑิตศึกษา สาขาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี
2ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี

บทคััดย่่อ
โรคเบาหวานเป็นโรคไม่ติดต่อเรื้อรังซึ่งเป็นสาเหตุอันดับต้นในการเสียชีวิตของคนท่ัวโลก 

น้ำ�ตาลในเลือดท่ีสงูจะเหน่ียวนำ�ใหเ้กิดปฏิกิรยิาไกลเคชนัระหวา่งน้ำ�ตาลกบัโปรตีนท้ังภายในและภายนอก

เซลล์จนทำ�ให้เกิดสาร advanced glycosylation end products (AGEs) ทำ�ให้ความยืดหยุ่นของหลอด

เลือดลดลง และเกิดออกซิเดชันในเซลล์มากข้ึน ปัจจุบันเร่ิมมีการศึกษาการใช้ข้าวซ่ึงเป็นพืชเศรษฐกิจท่ี

สำ�คัญของไทยในการรักษาโรคเบาหวานอย่างกว้างขวางขึ้น แต่การศึกษาในส่วนของแกลบข้าวยังมี 

ไม่มาก งานวิจัยน้ีจึงได้ศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay และฤทธ์ิต้านการเกิด 

ไกลเคชันด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay ในสารสกัดหยาบจากแกลบข้าวไทยท่ีมีรงควัตถุ 4 ชนิดคือ 

ข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด ข้าวไรซ์เบอร์รี และข้าวเหนียวดำ� โดยเปรียบเทียบผลจากการสกัดด้วย 2 วิธี

คือ สกัดด้วยสารละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 และสกัดด้วยการต้มในน้ำ�พบว่า การสกัดด้วยเอทานอล 

มีฤทธ์ิยับยั้งอนุมูลอิสระและฤทธ์ิต้านการเกิดไกลเคชันได้ดีกว่าการต้มอย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) 

โดยสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�มีฤทธ์ิยับยั้งอนุมูลอิสระดีท่ีสุด มีค่า IC
50
 = 139.76 ± 52.07 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรซึ่งมีฤทธิ์ดีกว่าสารมาตรฐานบิวทิเลเตทไฮดรอกซีโทลูอีน (BHT) (IC
50
 = 161.38 

± 33.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  และมีฤทธิ์ต้านการเกิดไกลเคชันดีที่สุด มีค่า IC
50
 = 234.69 ± 29.02 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีฤทธิ์ดีกว่าอะมิโนกัวนิดีน (AG) ที่ใช้เป็นสารต้านไกลเคชัน (IC
50
 = 430.23 

±  6.03 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) สอดคล้องกบัปรมิาณสารประกอบฟนีอลกิรวม (60.60 ± 3.57 มิลลกิรมั 

gallic acid equivalent (GAE) ต่อกรัม) และปริมาณแอนโทไซยานินรวม (2.064 ± 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ท่ีพบสูงสดุในสารสกดัจากแกลบขา้วเหนียวดำ� ผลการศกึษาดังกลา่วอาจเปน็แนวทางในการนำ�ไปพฒันา

เป็นยาและอาหารเสริมสำ�หรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน

คำ�สำ�คัญ:  ต้านอนุมูลอิสระ  ต้านไกลเคชัน  โรคเบาหวาน  แกลบข้าวไทยที่มีรงควัตถ ุ แอนโทไซยานิน
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บทนำำ�
โรคเบาหวานเป็นหนึ่งในกลุ่มโรค non-

communicable diseases (NCDs) ที่สำ�คัญและมี

แนวโน้มเพิ่มข้ึนทุกปี สาเหตุของโรคเกิดจากปัจจัย

เส่ียงด้านพฤติกรรมและปัจจัยเสี่ยงที่เก่ียวข้องกับ 

กลุ่มอาการเมแทบอลิก เช่น ความดันโลหิตสูง โรคอ้วน 

สมาพันธ์เบาหวานนานาชาติ (The International 

Diabetes Federation: IDF) รายงานสถานการณ์ 

โรคเบาหวานในภาคพื้นแปซิฟิกตะวันตก ในปี  

พ.ศ. 2564 ว่าประเทศไทยมีผู้เป็นโรคเบาหวาน  

6.1 ล้านคน ซึ่งมากเป็นอันดับ 4 รองจาก จีน 

อินโดนีเซีย และญี่ปุ่น(1)  

การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าระดับน้ำ�ตาลใน

เลือดท่ีสูงข้ึนจะส่งผลให้ร่างกายเพิ่มกระบวนการ 

ไกลโคไลซิส เพื่อรักษาสมดุลของน้ำ�ตาลในเลือด โดย

ออกซเิจนท่ีถูกใช้ไปในกระบวนการนีจ้ะเปลีย่นไปเปน็

น้ำ�และออกซิเจนที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระ ซึ่งทำ�ให้เกิด

ภาวะ oxidative stress และมีการกระตุ้นการสร้าง 

protein kinase C และกระบวนการไกลเคชันระหวา่ง

น้ำ�ตาลกับโปรตนีท้ังภายในและภายนอกเซลลจ์นทำ�ให้

เกิดสาร advanced glycosylation end products 

(AGEs) สาร AGEs นีเ้ปน็สารพิษท่ีไมล่ะลายน้ำ�และ

อยู่ในร่างกายเป็นเวลานาน นอกจากนี้ สาร AGEs 

จะจับกับอีลาสตินและคอลลาเจนทำ�ให้ความยืดหยุ่น

ของหลอดเลือดลดลง เกิดการทำ�ลายเนื้อเยื่อใน

รา่งกาย และมสีารอนมุลูอสิระเพิม่ข้ึน ซึง่ทำ�ให้รา่งกาย

สรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระมากขึน้เพ่ือกำ�จดัอนมุลูอสิระ

เหล่านั้น เมื่อเกิดสารซูเปอร์ออกไซด์แอนไอออนข้ึน

ภายในเซลล์ เอนไซม์ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส 

(SOD) จะเปลี่ยนอนุมูลอิสระเป็นไฮโดรเจนเปอร์-

ออกไซด ์ซึง่จะถูกเปลีย่นไปเปน็ออกซเิจนและน้ำ�โดย

การเร่งของเอนไซม์คาทาเลสและกลูตาไทโอนเปอร์-

ออกซเิดส  แตเ่มือ่มกีารสรา้งสารตา้นอนมุลูอสิระมาก

ข้ึน ยนีท่ีสรา้งเอนไซมเ์หลา่นีจ้ะเริม่มกีารเปลีย่นแปลง

ทำ�ให้สรา้งเอนไซม์ไดน้อ้ยลงส่งผลให้มสีารอนมุลูอิสระ

เพิม่มากข้ึน ทำ�ใหเ้กิดผลกระทบตอ่รา่งกายโดยเฉพาะ

ในผู้ป่วยโรคเบาหวาน นั่นคือ ทำ�ให้มีการเพิ่มปริมาณ

กรดไขมนัและโฮโมซสิเตอนีในเลอืด และเกิดภาวะดือ้

ต่ออินซูลิน ซึ่งส่งผลให้ผู้เป็นโรคเบาหวานมีระดับ

น้ำ�ตาลในเลือดสูงเป็นเวลานาน ควบคุมระดับน้ำ�ตาล

ในเลือดไดย้าก และเส่ียงตอ่การเกิดโรคแทรกซอ้นจาก

โรคเบาหวาน(2, 3)

การวจิยัเก่ียวกับสารสกัดจากธรรมชาตท่ีิช่วย

ในการรกัษาโรคเบาหวานและอาการแทรกซอ้นของโรค

เบาหวาน เริ่มมีการศึกษาในข้าวซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจ

ท่ีสำ�คัญของไทยและมีการส่งออกมากเป็นอันดับสอง

ของโลกรองจากประเทศอินเดียในปี พ.ศ. 2561(4)  

ได้แก่ การศึกษาปริมาณฟลาโวนอยด์ สารประกอบ 

ฟีนอลิกท้ังหมด และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของ 

สารสกัดจากข้าวไทย(5) การทดสอบความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระและสารประกอบฟีนอลิกในแกลบ  

รำ�ข้าวและเมลด็ข้าว(6) การศกึษาฤทธิต์า้นอนมุลูอสิระ

และคณุลกัษณะของโพลฟีนีอลจากแกลบข้าวพืน้เมอืง

ลา้นนาและความสมัพนัธก์บัคณุสมบตัขิองเมลด็ข้าว(7) 

และการเปรยีบเทียบปรมิาณสารประกอบฟนีอลกิและ

แอนโทไซยานินในกลุ่มข้าวดิบและข้าวสุก 4 ชนิด 

เป็นต้น(8)  นอกจากนี้การศึกษาเก่ียวกับข้าวต่างสี 

พบว่ามีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน เช่น การศึกษาสาร 

โพลีฟีนอลอิสระและองค์ประกอบทางชีวภาพในการ

ต้านอนุมูลอิสระของข้าวสายพันธ์ุท่ีมีสีและไม่มีสีของ

ประเทศไต้หวัน(9) หรือการศึกษาความสามารถในการ

ต้านไกลเคชันและการต้านอนุมูลอิสระของข้าวไทย  

15 สายพันธุ์ ซึ่งพบว่าข้าวที่มีสีมักจะมีคุณสมบัติการ

ต้านอนุมูลอิสระและการต้านไกลเคชันมากกว่าข้าวท่ี

ไม่มีสี(10) แต่การศึกษาในแกลบซึ่งเป็นส่วนที่มีมูลค่า

น้อยยังมีไม่มาก ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะนำ�ส่วน

แกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด ข้าวไรซ์เบอร์รี 

และข้าวเหนียวดำ� ซึ่งเป็นข้าวไทยท่ีมีสีแตกต่างกัน 
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มาศึกษาฤทธิ์การยับยั้งออกซิเดชันและไกลเคชันใน 

ผู้ป่วยโรคเบาหวาน เพื่อนำ�ความรู้ท่ีได้ ไปใช้ในการ 

ส่งเสริมสุขภาพด้านอาหารในการป้องกันและบรรเทา

ภาวะแทรกซอ้นของโรคเบาหวาน หรอืตอ่ยอดไปสูก่าร

พัฒนายารักษาโรคเบาหวานในอนาคต 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. การเตรียมสารสกัดจากแกลบ

แกลบข้าว 4 ชนิด ที่นำ�มาทดสอบ ได้แก่ 

แกลบข้าวหอมมะลิ (Oryza sativa L. cv. Khao 

Hom Mali 105) จากจังหวัดศรีสะเกษ แกลบข้าว

สังข์หยด (Oryza sativa L. cv. Sangyod) จาก

จังหวัดพัทลุง แกลบข้าวเหนียวดำ� (Oryza sativa 

var. glutinosa) จากจังหวัดขอนแก่น และแกลบ 

ข้าวไรซ์เบอร์รี (Oryza sativa L. cv. Riceberry) 

จากจังหวัดพิจติร ซึง่มแีหลง่ท่ีมาจากเกษตรกรผูป้ลกู

และสีข้าวเองโดยตรง และไม่มีการปนเป้ือนจากแกลบข้าว

ชนิดอื่น นำ�แกลบที่ล้างทำ�ความสะอาดและทำ�ให้แห้ง

แล้วมาบด และนำ�ไปสกัดด้วย 2 วิธี คือ (1) การ 

สกัดดว้ยเอทานอล นำ�แกลบ 5 กรมั หมกัในเอทานอล

เข้มข้นร้อยละ 70 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา  

2 วัน จากนั้นกรองแยกกากและนำ�ส่วนของเหลวมา

ทำ�ให้แห้งด้วยเครื่องปั่นเหว่ียงระเหยสารแบบ

สุญญากาศ (Vacufuge Concentrator system)  

(2) การสกัดด้วยการต้ม นำ�แกลบ 5 กรัม ต้มในน้ำ�ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนำ�ไปกรอง

และทำ�ให้แห้งด้วยเครื่องทำ�แห้งด้วยหลักการแช่ 

เยือกแข็งภายใต้สุญญากาศ (Freeze Dryer, dry  

LABCONCO Freeze Dry System) เก็บสารสกัด

ที่ -20 องศาเซลเซียส

2. การทดสอบประสทิธิภาพการยบัยัง้ออกซเิดชัน 

โดยวิธี DPPH assay

ทดสอบสารสกัดด้วยวิธี DPPH assay(11) 

โดยนำ�สารสกัดจากแกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าว 

สงัข์หยด ข้าวเหนยีวดำ� และขา้วไรซเ์บอรร์ ีทีส่กัดดว้ย

เอทานอลและสกัดด้วยการต้ม  ท่ีความเข้มข้น 1, 5, 25, 

50,100, 250, 500 และ 1,000 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิิตร 

ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร มาทำ�ปฏิกิรยิากับสารละลาย 

2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) ซึง่เปน็

สารอนุมูลอิสระท่ีมีสีม่วง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

โดยมี butylated hydroxytoluene (BHT) เป็นสาร

มาตรฐาน นำ�ไปไว้ในท่ีมืด ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  

30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร  

นำ�คา่ท่ีวัดไดม้าลบดว้ยคา่ sample blank ของสารสกัด

จากแกลบแต่ละชนิดเพื่อลดการรบกวนจากสีของ

แกลบ แล้วนำ�มาคำ�นวณค่าร้อยละการออกฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระ (%radical scavenging) โดยใช้สมการ

		  ค่าร้อยละการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  =  [(AB - AA) / AB] x 100

		  เมื่อ 	AA = ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารที่ทดสอบผสมกับ DPPH

			   AB = ค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ของสารละลาย DPPH

3. การหาปรมิาณสารประกอบฟนีอลกิท้ังหมด โดย

วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric

วิธี Folin-Ciocalteu colorimetric 

ดัดแปลงจากวิธีของ Chan SW, พ.ศ. 2552(12) โดย

การนำ�สารสกัดจากแกลบข้าวท่ีมีความเข้มข้น  

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ลงใน 

96 well plate เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu เข้มข้น

ร้อยละ 10 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน ตั้งท้ิงไว้ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง นาน  

5 นาที จากน้ันเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้น
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ร้อยละ 7.5 (โดยน้ำ�หนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง 

30 นาที นำ�สารละลายที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร จากนั้นนำ�ค่าที่วัดได้

มาลบด้วยค่า sample blank ของสารสกัดจากแกลบ

แตล่ะชนดิเพือ่ลดการรบกวนจากสขีองแกลบ นำ�คา่ท่ี

ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก และ

คำ�นวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

4. การหาปริมาณแอนโทไซยานิน โดยวิธี pH 

differential

การหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH 

differential ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC,  

พ.ศ. 2548(13) เตรียมสารสกัดจากแกลบความเข้มข้น 

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สองชุด ชุดที่หนึ่งนำ�มา 

ทำ�ปฏิกิริยากับสารละลายโพแทสเซียมคลอไรด์บัฟเฟอร์ 

เข้มข้น 0.025 โมลาร์ พีเอช 1.0 และชุดที่สองนำ�มา

ทำ�ปฏิกิริยากับสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ 

เข้มข้น 0.4 โมลาร์ พีเอช 4.5 ในอัตราส่วน  

1:10 โดยใส่สารสกัดจากแกลบ 100 ไมโครลิตร  

ต่อสารละลายบัฟเฟอร์ 900 ไมโครลิตร จากนั้น 

นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520  

นาโนเมตร และ 700 นาโนเมตร นำ�ค่าที่ได้มาคำ�นวณ

ค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้สูตร

			   A = ( A
510nm

 - A 
700nm 

)
pH1.0

 - (A
510nm

 - A
700nm

)
pH4.5 

แล้วนำ�ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาคำ�นวณหาปริมาณแอนโทไซยานินจากสูตร

		  ปริมาณแอนโทไซยานิน (มิลลิกรัมต่อลิตร ) = (A x MW x DF x 1000) / 
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นอลเข้มข้นร้อยละ 70  ปริมาตร 50 มิลลลิติร  เป็นเวลา 2 วนั จากนั 6นกรองแยกกากและนําสว่นของเหลวมาทําให้แห้งด้วย
เครื;องปั;นเหวี;ยงระเหยสารแบบสญุญากาศ (Vacufuge Concentrator system) (2) การสกดัด้วยการต้ม นําแกลบ 5 กรัม 
ต้มในนํ 6าปริมาตร 50 มิลลลิติร เป็นเวลา 15 นาที  จากนั 6นนําไปกรองและทําให้แห้งด้วยเครื;องทําแห้งด้วยหลกัการแชเ่ยือก
แข็งภายใต้สญุญากาศ (Freeze Dryer, dry LABCONCO Freeze Dry System) เก็บสารสกดัที; -20 องศาเซลเซียส 
2. การทดสอบประสทิธิภาพการยับยั {งออกซเิดชัน โดยวธีิ DPPH assay 

ทดสอบสารสกดัด้วยวิธี DPPH assay (//) โดยนําสารสกดัจากแกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสงัข์หยด ข้าวเหนียว
ดํา และข้าวไรซ์เบอร์รี ที;สกดัด้วยเอทานอลและสกดัด้วยการต้ม  ที;ความเข้มข้น 1, 5, 25, 50,100, 250, 500 และ 1000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทําปฏิกิริยากบัสารละลาย 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) 
ซึ;งเป็นสารอนุมูลอิสระที;มีสีม่วง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยมี butylated hydroxytoluene (BHT) เป็นสารมาตรฐาน 
นําไปไว้ในที;มืด ที;อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววดัค่าการดดูกลืนแสงที; 570 นาโนเมตร นําค่าที;วดัได้มาลบด้วยค่า 
sample blank ของสารสกดัจากแกลบแตล่ะชนิดเพื;อลดการรบกวนจากสีของแกลบ แล้วนํามาคํานวณคา่ร้อยละการออก
ฤทธิkต้านอนมุลูอิสระ (%radical scavenging) โดยใช้สมการ 
                                                   คา่ร้อยละการออกฤทธิkต้านอนมุลูอิสระ  =  [(AB – AA) / AB] x100 

                           เมื;อ AA = คา่การดดูกลืนแสงที;วดัได้ของสารที;ทดสอบผสมกบั DPPH 
                   AB = คา่การดดูกลืนแสงที;วดัได้ของสารละลาย DPPH 

3. การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั {งหมด โดยวธีิ Folin–Ciocalteu colorimetric 
วิธี Folin–Ciocalteu colorimetric ดดัแปลงจากวิธีของ Chan SW, พ.ศ.2552 (/0) โดยการนําสารสกดัจากแกลบ

ข้าวที;มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ลงใน 96 well plate เติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu เข้มข้นร้อยละ10 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนั ตั 6งทิ 6งไว้ในที;มืดที;อณุหภมูิห้อง นาน 5 
นาที จากนั 6นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้นร้อยละ 7.5 (โดยนํ 6าหนกัตอ่ปริมาตร)  ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากนัทิ 6งไว้ในที;มืดที;อณุหภมูิห้อง 30 นาที นําสารละลายที;ได้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที;ความยาวคลื;น 760 นาโนเมตร 
จากนั 6นนําคา่ที;วดัได้มาลบด้วยคา่ sample blank ของสารสกดัจากแกลบแตล่ะชนิดเพื;อลดการรบกวนจากสีของแกลบ นํา
คา่ที;ได้มาเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดแกลลกิ และคํานวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 
4. การหาปริมาณแอนโทไซยานิน โดยวธีิ pH –differential 

การหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH –differential ดดัแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC, พ.ศ. 2548 (/1) เตรียม
สารสกดัจากแกลบความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สองชุด ชุดที;หนึ;งนํามาทําปฏิกิริยากบัสารละลายโปแตสเซียม
คลอไรด์บฟัเฟอร์ เข้มข้น 0.025 โมลาร์ พีเอช 1.0 และชดุที;สองนํามาทําปฏิกิริยากบัสารละลายโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ 
เข้มข้น 0.4 โมลาร์ พีเอช 4.5 ในอตัราส่วน 1:10 โดยใส่สารสกดัจากแกลบ 100 ไมโครลิตร ต่อสารละลายบฟัเฟอร์ 900 
ไมโครลติร จากนั 6นนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที;ความยาวคลื;น 520 นาโนเมตร และ 700 นาโนเมตร นําคา่ที;ได้มาคํานวณ
คา่การดดูกลนืแสงโดยใช้สตูร 

A = ( A510nm – A 700nm )pH1.0 – (A510nm – A700nm)pH4.5  

 

แล้วนําคา่การดดูกลืนแสงที;ได้มาคํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานินจากสตูร 

                         ปริมาณแอนโทไซยานิน (มิลลกิรัมตอ่ลติร ) = ( A x MW x DF x 1000 ) / e x l 
              เมื;อ      A     =  คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายที;ใสบ่ฟัเฟอร์ 
                          MW =  449.2  กรัมตอ่โมล (คา่มวลโมเลกลุของ ไซยานิดนิ 3-กลโูคไซด์)  

                         e     =  26,900  ลติรตอ่โมลตอ่เซนตเิมตร-1  
                          l     =  1  เซนตเิมตร (ความกว้างของควิเวต) 
                          DF =  10  (diluton factor)  
5. การทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน ด้วยวธีิ In-vitro BSA-glucose assay 

ทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชนั ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay (/8)    โดยเตรียม bovine serum 
albumin (BSA) ที;ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกบันํ 6าตาลกลโูคสความเข้มข้น á≠≠ มิลลิโมลาร์ที;ละลายใน 
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เซไลน์ (PBS) เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 แล้วเติมสารสกดัจากแกลบของข้าวหอมมะล ิข้าว

 x l

เมื่อ     	A     =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ใส่บัฟเฟอร์

		  MW  =  449.2 กรัมต่อโมล (ค่ามวลโมเลกุลของ ไซยานิดิน 3-กลูโคไซด์) 
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นอลเข้มข้นร้อยละ 70  ปริมาตร 50 มิลลลิติร  เป็นเวลา 2 วนั จากนั 6นกรองแยกกากและนําสว่นของเหลวมาทําให้แห้งด้วย
เครื;องปั;นเหวี;ยงระเหยสารแบบสญุญากาศ (Vacufuge Concentrator system) (2) การสกดัด้วยการต้ม นําแกลบ 5 กรัม 
ต้มในนํ 6าปริมาตร 50 มิลลลิติร เป็นเวลา 15 นาที  จากนั 6นนําไปกรองและทําให้แห้งด้วยเครื;องทําแห้งด้วยหลกัการแชเ่ยือก
แข็งภายใต้สญุญากาศ (Freeze Dryer, dry LABCONCO Freeze Dry System) เก็บสารสกดัที; -20 องศาเซลเซียส 
2. การทดสอบประสทิธิภาพการยับยั {งออกซเิดชัน โดยวธีิ DPPH assay 

ทดสอบสารสกดัด้วยวิธี DPPH assay (//) โดยนําสารสกดัจากแกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสงัข์หยด ข้าวเหนียว
ดํา และข้าวไรซ์เบอร์รี ที;สกดัด้วยเอทานอลและสกดัด้วยการต้ม  ที;ความเข้มข้น 1, 5, 25, 50,100, 250, 500 และ 1000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทําปฏิกิริยากบัสารละลาย 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) 
ซึ;งเป็นสารอนุมูลอิสระที;มีสีม่วง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยมี butylated hydroxytoluene (BHT) เป็นสารมาตรฐาน 
นําไปไว้ในที;มืด ที;อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววดัค่าการดดูกลืนแสงที; 570 นาโนเมตร นําค่าที;วดัได้มาลบด้วยค่า 
sample blank ของสารสกดัจากแกลบแตล่ะชนิดเพื;อลดการรบกวนจากสีของแกลบ แล้วนํามาคํานวณคา่ร้อยละการออก
ฤทธิkต้านอนมุลูอิสระ (%radical scavenging) โดยใช้สมการ 
                                                   คา่ร้อยละการออกฤทธิkต้านอนมุลูอิสระ  =  [(AB – AA) / AB] x100 

                           เมื;อ AA = คา่การดดูกลืนแสงที;วดัได้ของสารที;ทดสอบผสมกบั DPPH 
                   AB = คา่การดดูกลืนแสงที;วดัได้ของสารละลาย DPPH 

3. การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั {งหมด โดยวธีิ Folin–Ciocalteu colorimetric 
วิธี Folin–Ciocalteu colorimetric ดดัแปลงจากวิธีของ Chan SW, พ.ศ.2552 (/0) โดยการนําสารสกดัจากแกลบ

ข้าวที;มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ลงใน 96 well plate เติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu เข้มข้นร้อยละ10 (โดยปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนั ตั 6งทิ 6งไว้ในที;มืดที;อณุหภมูิห้อง นาน 5 
นาที จากนั 6นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้นร้อยละ 7.5 (โดยนํ 6าหนกัตอ่ปริมาตร)  ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากนัทิ 6งไว้ในที;มืดที;อณุหภมูิห้อง 30 นาที นําสารละลายที;ได้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที;ความยาวคลื;น 760 นาโนเมตร 
จากนั 6นนําคา่ที;วดัได้มาลบด้วยคา่ sample blank ของสารสกดัจากแกลบแตล่ะชนิดเพื;อลดการรบกวนจากสีของแกลบ นํา
คา่ที;ได้มาเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดแกลลกิ และคํานวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 
4. การหาปริมาณแอนโทไซยานิน โดยวธีิ pH –differential 

การหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH –differential ดดัแปลงจากวิธีมาตรฐาน AOAC, พ.ศ. 2548 (/1) เตรียม
สารสกดัจากแกลบความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สองชุด ชุดที;หนึ;งนํามาทําปฏิกิริยากบัสารละลายโปแตสเซียม
คลอไรด์บฟัเฟอร์ เข้มข้น 0.025 โมลาร์ พีเอช 1.0 และชดุที;สองนํามาทําปฏิกิริยากบัสารละลายโซเดียมอะซิเตทบฟัเฟอร์ 
เข้มข้น 0.4 โมลาร์ พีเอช 4.5 ในอตัราส่วน 1:10 โดยใส่สารสกดัจากแกลบ 100 ไมโครลิตร ต่อสารละลายบฟัเฟอร์ 900 
ไมโครลติร จากนั 6นนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที;ความยาวคลื;น 520 นาโนเมตร และ 700 นาโนเมตร นําคา่ที;ได้มาคํานวณ
คา่การดดูกลนืแสงโดยใช้สตูร 

A = ( A510nm – A 700nm )pH1.0 – (A510nm – A700nm)pH4.5  

 

แล้วนําคา่การดดูกลืนแสงที;ได้มาคํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานินจากสตูร 

                         ปริมาณแอนโทไซยานิน (มิลลกิรัมตอ่ลติร ) = ( A x MW x DF x 1000 ) / e x l 
              เมื;อ      A     =  คา่การดดูกลืนแสงของสารละลายที;ใสบ่ฟัเฟอร์ 
                          MW =  449.2  กรัมตอ่โมล (คา่มวลโมเลกลุของ ไซยานิดนิ 3-กลโูคไซด์)  

                         e     =  26,900  ลติรตอ่โมลตอ่เซนตเิมตร-1  
                          l     =  1  เซนตเิมตร (ความกว้างของควิเวต) 
                          DF =  10  (diluton factor)  
5. การทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน ด้วยวธีิ In-vitro BSA-glucose assay 

ทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชนั ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay (/8)    โดยเตรียม bovine serum 
albumin (BSA) ที;ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกบันํ 6าตาลกลโูคสความเข้มข้น á≠≠ มิลลิโมลาร์ที;ละลายใน 
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เซไลน์ (PBS) เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 แล้วเติมสารสกดัจากแกลบของข้าวหอมมะล ิข้าว

    =  26,900 ลิตรต่อโมลต่อเซนติเมตร 

		  l      =  1 เซนติเมตร (ความกว้างของคิวเวต)

		  DF   =  10 (diluton factor) 

5. การทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน 

ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay

ทดสอบความสามารถการตา้นไกลเคชัน ดว้ย

วิธี In-vitro BSA-glucose assay(14) โดยเตรียม 

bovine serum albumin (BSA) ที่ความเข้มข้น 10 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับน้ำ�ตาลกลูโคสความ 

เข้มข้น 500 มิลลิโมลารท่ี์ละลายในสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์เซไลน์ (PBS) เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 

แล้วเติมสารสกัดจากแกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด 

ข้าวเหนียวดำ�และข้าวไรซ์เบอร์รีที่ความเข้มข้นต่าง ๆ   

และอะมิ โนกัวนิดีน ซึ่งเป็นตัวควบคุมเชิงบวก 

(positive control) บ่มไว้เป็นเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส วัดค่าการดูดกลืนแสงฟลูออเรส-

เซนต์โดยสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ท่ีความยาวคลื่น 

excitation เท่ากับ 370 นาโนเมตร และความยาวคลืน่ 

emission เท่ากับ 440 นาโนเมตร นำ�ค่าที่ได้มา

คำ�นวณร้อยละการยับยั้งการเกิดไกลเคชันและหาค่า

ความเข้มข้นท่ียับยั้งการเกิดไกลเคชันได้ร้อยละ 50 

(IC
50
) ตามสมการ
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ฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระและการต้านไกลเคชันของสารสกัดจากแกลบข้าวไทยที่มีรงควัตถุ 8851

		  ร้อยละการยับยั้งการเกิดไกลเคชัน = (Ac - As) / Ac x 100 

เมื่อ  Ac = ค่าการดูดกลืนแสงฟลูออเรสเซนต์ของปฏิกิริยาที่ไม่มีสารสกัด

     As = ค่าการดูดกลืนแสงฟลูออเรสเซนต์ของปฏิกิริยาที่มีสารสกัด

6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ข้อมลูท่ีไดน้ำ�มาวิเคราะหท์างสถิติโดยการหา

ค่าเฉลี่ย (Mean) ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยใช้ค่า 

standard deviation (SD) วิเคราะห์ความแปรปรวน

ของข้อมูลด้วย ANOVA  จากการทำ�การทดลอง 3 ซ้ำ� 

(triplicate) และทำ�  3 การทดลองแยกกนัอยา่งอสิระ 

คำ�นวณค่าความแตกต่างทางสถิติโดย t-test (p < 

0.05) 

ผลการศึึกษา
1. ผลการศึกษาฤทธ์ิการยับยั้งอนุมูลอิสระโดย 

วิธี DPPH assay

DPPH assay เป็นวิธีทดสอบความสามารถ

การยับยั้งออกซิเดชันโดยการทำ�ปฏิกิริยาทดสอบกับ 

DPPH ซึง่เปน็อนมุลูอสิระท่ีเสถียรและเปน็สารละลาย

สีม่วง ดูดกลืนแสงได้ท่ีความยาวคลื่นประมาณ 520 

นาโนเมตร ซึง่เมือ่ทำ�ปฏิกิรยิากบัสารท่ีมคีณุสมบตัติา้น

อนุมูลอิสระทำ�ให้ DPPH ได้รับไฮโดรเจนอะตอม 

สารละลายจะเปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ผลการ

ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระของแกลบข้าว  

4 ชนิด พบว่า การสกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 

ให้สารท่ีมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระมากกว่าวิธีการต้ม 

โดยพบว่าค่า  IC
50
 ของสารสกัดจากแกลบข้าวหอมมะลิ 

ข้าวสังข์หยด และข้าวไรซ์เบอร์รีที่สกัดด้วยเอทานอล 

และการต้ม มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(p < 0.05) และเมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

BHT พบว่าฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

แกลบข้าวเหนียวดำ�มีประสิทธิภาพการต้านอนุมูล-

อิสระมากที่สุด ทั้งจากการสกัดด้วยเอทานอล (IC
50 

= 139.76 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และท่ีสกัดด้วย

การต้ม (IC
50 

= 182.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  

รองลงมาคือ สารสกัดจากแกลบข้าวสังข์หยด แกลบ

ข้าวไรซ์เบอร์รี และแกลบข้าวหอมมะลิ ตามลำ�ดับ  

ยิง่กว่านัน้ สารสกัดจากแกลบข้าวเหนยีวดำ�ท่ีสกดัดว้ย

เอทานอลมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระท่ีดีกว่า

สารมาตรฐาน BHT โดยมีค่า IC
50
 ที่ต่ำ�กว่า ค่า IC

50 

ของสารมาตรฐาน BHT ผลการทดสอบทางสถิติ 

พบว่าสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�ท่ีสกัดท้ังสองวิธี 

มีค่า IC
50
 ซ่ึงไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ

เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน BHT แสดงว่าสาร

สกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�ที่สกัดท้ังสองวิธีมีฤทธิ์

การต้านอนุมูลอิสระเทียบเคียงได้กับสารมาตรฐาน 

BHT (Table 1)

2. ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

ทั้งหมด

ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ท้ังหมดโดยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric  

อาศัยหลักการท่ีสารประกอบฟีนอลิกแตกตัวได้เป็น 

ไอออนลบของฟีนอเลท ไอออนลบดังกล่าวจะรีดิวซ์

สารละลาย Folin-Ciocalteu เกิดเป็นสารประกอบ

เชงิซอ้นฟอสโฟทงัสตกิ-ฟอสโฟโมลบิดกิซึง่มสีีน้ำ�เงิน

และดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 760 นาโนเมตร 

ทำ�ให้สามารถวัดปริมาณของสารประกอบทั้งหมดท่ีมี

หมู่ ไฮดรอกซิลในโมเลกุลได้(15) ผลการวิเคราะห์

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจาก

แกลบของข้าวหอมมะลิ ข้าวสังข์หยด ข้าวเหนียวดำ� 

และขา้วไรซเ์บอรร์ท่ีีสกัดดว้ยเอทานอลเข้มข้นรอ้ยละ 
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70 และสกัดด้วยการต้ม เทียบกับค่ามาตรฐานของ

กรดแกลลิก (Fig. 1) พบว่าแกลบท่ีสกัดด้วยเอทานอล 

มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงกว่าแกลบท่ีสกัดด้วยการ 

ต้มอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยสารสกัด

เอทานอลจากแกลบของข้าวเหนียวดำ�มีปริมาณฟีนอลิก 

รวมสูงท่ีสุด คือ มีปริมาณฟีนอลิกรวมเทียบเท่ากับ 

60.60 มิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อน้ำ�หนักตัวอย่าง

แห้ง 1 กรัม ส่วนแกลบของข้าวเหนียวดำ�ที่สกัดด้วย

การต้ม มีปริมาณฟีนอลิกรวมเทียบเท่ากับ 45.54 

มิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อน้ำ�หนักตัวอย่างแห้ง  

1 กรัม ตามด้วย แกลบข้าวสังข์หยด แกลบข้าว 

หอมมะลิและแกลบข้าวไรซ์เบอร์รี ตามลำ�ดับ (Table 2)

3. ผลการหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH 

differential

การหาปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH 

differential เปน็การวดัปรมิาณแอนโทไซยานนิในรปู

โมโนเมอร์ท้ังหมดโดยอาศัยหลักการการเปลี่ยน

โครงสร้างของแอนโทไซยานินเมื่อค่าพีเอชเปลี่ยน  

โดยที่พี เอช 1.0 แอนโทไซยานินจะอยู่ ในรูป 

ออกโซเนียมซึ่งเป็นโครงสร้างที่มีสี ส่วนที่พีเอช 4.5 

แอนโทไซยานนิจะอยู่ในรปูเฮมคิทีอลซึง่ไมม่สี ีวธินีี้ใช้

การวัดค่าการดูดกลืนแสงของแอนโทไซยานินท่ีพีเอช  

1.0 หักลบด้วยค่าการดูดกลืนแสงที่พีเอช 4.5 เพื่อลด 

การรบกวนจากสารอื่นๆ(13) ซึ่งผลการหาปริมาณ 

แอนโทไซยานินโดยวิธี pH differential พบว่าสาร

สกดัจากแกลบทีส่กดัดว้ยเอทานอลเขม้ขน้รอ้ยละ 70 

มีปริมาณแอนโทไซยานินรวมมากกว่าสารสกัดจากแกลบ

ท่ีสกัดดว้ยการตม้อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิต ิ(p < 0.05) 

โดยสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�มีปริมาณ 

แอนโทไซยานินรวมสูงท่ีสุด ตามด้วยสารสกัดจาก

แกลบข้าวไรซ์เบอร์รี แกลบข้าวหอมมะลิ และแกลบข้าว

สังข์หยด ตามลำ�ดับ (Table 3)

4. ผลการทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน 

ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay

ผลการทดสอบความสามารถการต้านไกลเคชัน 

ด้วยวิธี In-vitro BSA-glucose assay โดยใช้  

BSA จากลูกววัท่ีมีโครงสรา้งคล้ายคลึงกับอัลบมูนิใน

เลือดของมนุษย์ทำ�ปฏิกิริยากับน้ำ�ตาลกลูโคสจนเกิด

กระบวนการไกลเคชัน แล้ววัดปริมาณ AGEs ท่ีเกิดข้ึน 

ด้วยเครื่องสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ พบว่าสารสกัด

แกลบที่สกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 มีความ

สามารถยับยั้งการเกิดไกลเคชันได้มากกว่าสารสกัด

แกลบที่สกัดด้วยการต้มอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

(p < 0.05) โดยสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ�มีความ

สามารถยบัยัง้การเกิดไกลเคชันไดม้ากทีสุ่ด รองลงมา

คือแกลบข้าวไรซ์เบอร์รี แกลบข้าวสังข์หยด และ

แกลบข้าวหอมมะลิ ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ

สารมาตรฐาน AG พบว่าสารสกัดจากแกลบข้าวเหนียวดำ� 

และแกลบข้าวไรซเ์บอรร์ท่ีีสกัดดว้ยเอทานอล มคีวาม

สามารถยับยั้งการเกิดไกลเคชันได้มากกว่าสาร

มาตรฐาน AG อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) 

ในขณะท่ีสารสกัดเอทานอลจากแกลบข้าวสังข์หยด 

และสารสกัดด้วยน้ำ�จากแกลบข้าวเหนียวดำ� มีความ

สามารถยับย้ังการเกิดไกลเคชันได้ไม่แตกต่างอย่าง 

มีนัยสำ�คัญจากสารมาตรฐาน AG ส่วนสารสกัดจาก

แกลบชนิดอื่นสามารถยับยั้งการเกิดไกลเคชันได้น้อย

กว่าสารมาตรฐาน AG อย่างมีนัยสำ�คัญ (p < 0.05) 

(Table 4)
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Fig. 1 Calibration curve of standard gallic acid for determination of total phenolic content.  
Gallic acid at the concentrations of 1, 5, 25, 50, 100, 250, 500 and 1,000 mg/mL was used as a 
standard for determination of total phenolic contents by using the Folin–Ciocalteu colorimetric 
method.  
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Table 1	Antioxidant activity of rice husk extract by DPPH assay (IC
50

 values).

Rice husk extract

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 

70% ethanol

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 

decoction

p valuea p  valueb p valuec

Khao Dawk Mali rice husk  510.44 ± 68.68 731.20 ± 68.85 0.027 0.001 < 0.001

Sangyod rice husk 333.64 ± 9.21 488.69 ± 71.40 0.020 0.001 0.002

Riceberry rice husk 481.85 ± 26.90 571.27 ± 17.44 0.008 < 0.001 < 0.001

Black sticky rice husk 139.76 ± 52.07 182.02 ± 45.30 0.349 0.579 0.561

BHT  161.38 ± 33.7
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests, and 
the statistically significant difference was at p < 0.05. BHT, butylated hydroxytoluene; aindicates the  
p value among data of different extraction methods in the same type of extracts; bindicates the  
p value among the different types of 70% ethanolic extract data compared with the BHT; cindicates 
the p value among the different types of decoction extract data compared with the BHT.

Fig. 1	 Calibration curve of standard gallic acid for determination of total phenolic contents. 
	 Gallic acid at the concentrations of 1, 5, 25, 50, 100, 250, 500 and 1,000 mg/L was used  
	 as a standard for determination of total phenolic contents by using the Folin–Ciocalteu  
	 colorimetric method. 
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Table 2	Total phenolic contents of rice husk extract by Folin–Ciocalteu colorimetric assay.

Rice husk extract

Total phenolic contents

(mg GAE/ g)

70% ethanol extract

Total phenolic contents

(mg GAE/ g)

extract with decoction

P value

Khao Dawk Mali rice husk 37.72 ± 1.66 20.03 ± 3.39 0.001

Sangyod rice husk 53.55 ± 4.43 30.47 ± 7.77 0.011

Riceberry rice husk 28.42 ± 3.51 19.58 ± 0.19 0.048

Black sticky rice husk 60.60 ± 3.57 45.54 ± 2.31 0.004
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests,  
and the statistically significant difference was at p < 0.05. P value shows statistical differences analysis 
of data in different extraction methods in the same type of extracts.

Table 3	Total anthocyanin of rice husk extract by pH differential assay.

Rice husk extract
Total anthocyanin (mg/L)

70% ethanol extract

Total anthocyanin (mg/L)

extract with decoction
P value

Khao Dawk Mali rice husk  1.129 ± 0.14 0.518 ± 0.16 0.008

Sangyod rice husk 0.603 ± 0.23 0.174 ± 0.07 0.037

Riceberry rice husk 1.711 ± 0.43 0.633 ± 0.10 0.042

Black sticky rice husk 2.064 ± 0.20   0.8791 ± 0.10 0.003
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests,  
and the statistically significant difference was at p < 0.05. P value shows statistical differences analysis 
of data in different extraction methods in the same type of extracts.
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Table 4	 Inhibition of advanced glycation end products of rice husk extract by In-vitro BSA-glucose  

	 assay.

Rice husk extract

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 70% 

ethanol

IC
50

 (µg/mL)

Extract with 

decoction

P valuea P valueb P valuec

Khao Dawk Mali rice   689.31 ± 58.08** 725.47 ± 31.83** 0.327 0.002 < 0.001

Sangyod rice husk 394.23 ± 49.62 641.258 ± 7.95** 0.001 0.280 < 0.001

Riceberry rice husk   258.55 ± 16.89** 515.82 ± 21.67** 0.001 0.006 0.001

Black sticky rice husk   234.69 ± 29.02** 440.88 ± 12.93 0.000 < 0.001 0.167

Aminoguanidine (AG)    430.23 ± 6.03
All analyses are from 3 independent experiments with triplicate measurements. Data were presented 
as mean ± SD. Statistical analysis of differences was performed using independent sample t-tests, and 
the statistically significant difference was at p < 0.05. aindicates the P value among data of different 
extraction methods in the same type of extracts; bindicates the P value among the different types of 
70% ethanolic extract data compared with AG; cindicates the P value among the different types of 
decoction extract data compared with AG.

วิิจารณ์์
งานวิจัยนี้ได้ศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ

และฤทธิ์การต้านไกลเคชันกับความสัมพันธ์ของ 

ปริมาณแอนโทไซยานินในแกลบท่ีมีรงควัตถุโดย

เปรียบเทียบแกลบข้าว 4 ชนิด นอกจากนี้ยังศึกษา

เปรียบเทียบฤทธ์ิของสารสกัดจากการสกัดด้วยวิธีท่ีแตกต่าง 

กันในข้าวชนิดเดียวกัน โดยการสกัดด้วยเอทานอล 

เข้มข้นร้อยละ 70 และการสกัดด้วยการต้ม จากงานวิจัยน้ี 

พบว่าสารสกัดจากเอทานอลมคีวามสามารถในการตา้น

อนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารสกัดด้วยน้ำ� เนื่องจากสาร

จำ�พวก โพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ และควิโนน เป็น

สารท่ีมีสมบัติการต้านอนุมูลอิสระและเป็นสารท่ีมีข้ัว 

จึงสกัดออกมาในเอทานอลได้มากกว่าในน้ำ�(16, 17) 

ข้อดีของการสกัดด้วยเอทานอล คือ ไม่ยุ่งยากและ 

ไม่ต้องผ่านความร้อนท่ีอาจไปทำ�ลายสารสำ�คัญบางชนิด

ของพืชท่ีนำ�มาทดสอบ แต่ข้อเสียคือใช้เวลาในการ

หมกันาน ส่วนข้อดขีองการตม้คอื ทำ�ไดง่้าย ไมยุ่ง่ยาก 

ใช้เวลาไม่นาน แต่ข้อเสียคือความร้อนอาจทำ�ลายสาร

สำ�คัญบางชนิดได้ ซึ่งเราสามารถนำ�องค์ความรู้นี้ไป

พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์หรือเครื่องดื่มบำ�รุงสุขภาพได้ 

โดยผลการวิจัยพบว่าแกลบท่ีสกัดด้วยเอทานอล  

มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ ต้านไกลเคชัน

และมีปริมาณแอนโทไซยานินมากกว่าแกลบชนิด

เดยีวกนัท่ีสกดัดว้ยการตม้อยา่งมนียัสำ�คญั (p < 0.05)  

โดยสารประกอบฟนีอลิกเปน็สารส่วนใหญ่ท่ีพบในพชื 

มีคุณสมบัติเป็นสารที่มี ข้ัว ทำ�ให้ละลายได้ดี ใน

แอลกอฮอล์ โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกเป็น

วงแหวนแอโรแมติกท่ีมีหมู่ ไฮดรอกซิล ดังนั้นเมื่อ

สารละลาย DPPH ซึ่งเป็นสารอนุมูลอิสระมาดึง

ไฮโดรเจนอะตอมของสารประกอบฟีนอลิก ทำ�ให้

สารละลาย DPPH จะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง 

ดังที่เห็นจากงานวิจัยของ Pietta และคณะ(18)
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Wan Ju Yeh และคณะ ในปี พ.ศ. 2560  ได้ศึกษา

ความสามารถและกลไกของสารโพลีฟนีอลในการตา้น

ไกลเคชัน พบว่าสารโพลีฟีนอลสามารถต้านไกลเคชัน

ได้หลายทาง เช่น ยับยั้งการเกิด ROS ในระหว่าง 

ไกลเคชัน ยับย้ัง Schiff base และ Amadori products 

ทำ�ลายพิษของสารเมธิลไกลออกซัลด้วยเอนไซม์ 

ไกลออกซิเลส หรือยับยั้งการจับกันระหว่าง AGE 

และตัวรับ (receptor for advanced glycation end 

products; RAGE) ซึ่งจะช่วยป้องกันการเกิดภาวะ 

oxidative stress และการสร้าง ROS ที่จะไปกระตุ้น

การอักเสบ(19) 

สรุุป
จากการศึกษาพบว่าแกลบท่ีสกัดด้วยเอทานอล

เข้มข้นร้อยละ 70 มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและ 

ต้านไกลเคชันได้มากกว่าแกลบท่ีสกัดด้วยวิธีต้ม 

เนือ่งจากแอลกอฮอลเ์ปน็ตวัทำ�ละลายท่ีใช้ในการสกัด

สารท่ีมีข้ัวได้ดีกว่าน้ำ�จึงเป็นไปได้ว่าสารสำ�คัญที่ออก

ฤทธ์ิจะเปน็สารทีม่ข้ัีว ในขณะทีแ่กลบข้าวเหนยีวดำ�ท่ี

มีสีเข้มท่ีสุดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและต้านไกลเคชัน 

ได้มากกว่าแกลบข้าวหอมมะลิ แกลบข้าวสังข์หยด และ

แกลบข้าวไรซ์เบอร์รีท่ีมีสีอ่อน เน่ืองจากมีสารฟีนอลิกและ

แอนโทไซยานินมากกว่า ซึ่งสารประกอบฟีนอลิกมี

ความสำ�คัญในการยับยั้งไกลเคชัน อันเป็นกระบวน

การที่เกิดในโรคเบาหวานและนำ�ไปสู่ภาวะแทรกซ้อน

จากโรคเบาหวานได้ ดังนั้นจึงเป็นเรื่องท่ีน่าสนใจใน

การศึกษาว่าสารใดเป็นสารหลักที่ออกฤทธิ์ในการต้าน

อนมุลูอิสระตอ่ไป นอกจากนีร้ะยะของแกลบข้าวท่ีนำ�

มาศึกษาและแหล่งที่มาของแกลบก็อาจมีผลต่อการ

ทดลองแตกต่างกัน ซึ่งสามารถนำ�ไปต่อยอดในการ

ศึกษาต่อไป รวมถึงเป็นแนวทางในการพัฒนาเป็นยา 

อาหารเสริม ตลอดจนผลิตภัณฑ์บำ�รุงสุขภาพต่าง ๆ 

ในอนาคต 

  

ผลการวิจัยพบว่าแกลบของข้าวเหนียวดำ�มี

ความสามารถในการตา้นอนมุลูอสิระและมปีรมิาณสาร

ประกอบฟนีอลกิท้ังหมดมากท่ีสุด รองลงมาคอืแกลบ

ข้าวสังข์หยด แกลบข้าวหอมมะลิ และแกลบข้าว 

ไรซ์เบอร์รี ตามลำ�ดับ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Huang 

และคณะ ในปี พ.ศ. 2555(9)  ส่วนผลการหาปริมาณ

แอนโทไซยานินโดยวิธี pH differential พบว่าสาร

สกัดจากแกลบขา้วเหนยีวดำ�มปีรมิาณแอนโทไซยานนิ 

มากที่สุด รองลงมาคือแกลบข้าวไรซ์เบอร์รี แกลบ 

ข้าวหอมมะลิและแกลบข้าวสังข์หยด สอดคล้องกับ

งานวิจัยของ ชัชวิน และคณะ ปี พ.ศ. 2563 ท่ีระบุว่า

สขีองเปลอืกข้าวท่ีมสีดีำ�หรอืแดงจะมปีรมิาณแอนโท-

ไซยานนิมากกว่าเปลอืกข้าวท่ีมสีนี้ำ�ตาลออ่น เนือ่งจาก

มีสารฟีนอลิกหลักคือ anthocyanin cyanidin-3-O-

b-D-glucoside และ peonidin-3-O-b-D-gluco-

side(8) 

ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการยับย้ัง

ไกลเคชัน พบว่าแกลบข้าวเหนียวดำ�มีความสามารถ

ในการยบัยัง้ไกลเคชันมากท่ีสดุ รองลงมาคอืแกลบข้าว

ไรซเ์บอรร์ ีแกลบข้าวสังข์หยดและแกลบข้าวหอมมะล ิ

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Daiponmak และคณะ 

ในปี พ.ศ. 2557 ท่ีศึกษาความสามารถการต้านไกลเคชัน

และการต้านอนุมูลอิสระของข้าวไทย 15 สายพันธุ์  

โดยมีข้าวสีม่วง 9 ชนิด ข้าวสีขาว 4 ชนิด และ 

ข้าวสีแดง 2 ชนิด และพบว่าข้าวสีม่วงพันธุ์ข้าวก่ำ�ไร่ 

(ข้าวก่ำ�หรือข้าวเหนียวดำ�) มีความสามารถการต้าน

อนุมูลอิสระสูงที่สุด และการยับยั้งสาร AGE สูงที่สุด 

รองลงมาคือข้าวกลุ่มสีแดง และข้าวกลุ่มสีขาว 

ตามลำ�ดับ และยังพบว่าปริมาณฟีนอลิกรวมและ 

ความสามารถการต้านอนุมูลอิสระมีความสัมพันธ์กับ 

ความสามารถการตา้นไกลเคชัน เนือ่งจากสารประกอบ 

ฟีนอลิกจะป้องกันการสร้าง AGE โดยกำ�จัด 

สารอนุมูลอิสระในขณะที่เกิดไกลเคชันและยังยับยั้ง 

การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนด้วย(10) นอกจากนี้  
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