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บทคดัย่อ 
 
การวิจยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาการสกดัอะราบิโนไซแลนส่วนท่ีสกดัไม่ไดด้ว้ยน ้ า 

(water unextracable arabinoxylan, WUAX) จากร าขา้วและศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
และความสามารถรวมในการตา้นอนุมูลอิสระในอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัได ้

 อะราบิโนไซแลนส่วนท่ีสกดัไม่ไดด้ว้ยน ้ า ท าการสกดัจากร าขา้วปราศจากไขมนั จากนั้น
ท าการก าจดัสตาร์ชและโปรตีนออกด้วยเอนไซม์เอนโดไซลาเนส (endoxylanase) จาก Bacillus 
subtilis จากการศึกษาปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการสกดั คือ การให้ความร้อนภายใตแ้รงดนั (autoclave) 
ปริมาณเอนไซม์ และเวลาในการย่อย พบว่า การให้ความร้อนภายใตแ้รงดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ก่อนน ามายอ่ยดว้ยไซลาเนสจ านวน 5 ยูนิตต่อกรัม เป็นเวลา 4 ชัว่โมง
เป็นวิธีการเบ้ืองตน้ท่ีเหมาะสมในการสกดัอะราบิโนไซแลน โดยให้ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดสูง
เท่ากบั 9.14  เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ี การให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสจะเพิ่มปริมาณฟี
นอลิกยึดเหน่ียวรวมและลดปริมาณฟีนอลิกอิสระในร าขา้ว และกรดฟีนอลิกหลกัท่ีพบคือกรดเฟอรู
ลิกรูปแบบฟีนอลิกยดึเหน่ียว 

 อะราบิโนไซแลนจาก WUAX สามารถตกตะกอนด้วยเอทานอลออกเป็น 3 ส่วน ตาม
ความเขม้ขน้ของเอทานอล ไดแ้ก่ สารสกดัท่ีตกตะกอนดว้ยเอทานอลเขม้ขน้ 0-60 เปอร์เซ็นต ์(F60) 
สารสกดัท่ีตกตะกอนด้วยเอทานอลเขม้ขน้ 60-90 เปอร์เซ็นต์ (F6090) และสารสกดัท่ีตกตะกอน
ดว้ยเอทานอลเขม้ขน้มากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต ์(F90) การวเิคราะห์องคป์ระกอบสารฟีนอลิกในอะราบิ
โนไซแลนท่ีไดจ้ากการตกตะกอนดว้ยเอทานอล พบวา่ สารสกดั F60 และ F6090 มีกรดฟีนอลลิกช
นิดยดึเหน่ียวมากกวา่กรดฟีนอลลิกชนิดอิสระ โดยสารสกดั F60 และ F6090 มีกรดเฟอรูลิกท่ีอยูใ่น
รูปฟีนอลิกยึดเหน่ียวเป็นองคป์ระกอบหลกั ส่วนสารสกดั F90 มีปริมาณกรดเฟอรูลิกและกรดคูมา
ริกยู่ในรูปฟีนอลิกยึดเหน่ียวใกล้เคียงกัน น ้ าหนักโมเลกุลของสารสกัด F60  F6090 และ F90 
วิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแยกขนาด พบว่า มีค่าเท่ากับ 5.786×104, 4.137×104 และ 
1.525×103 กรัมต่อโมล ตามล าดบั การวิเคราะห์น ้ าตาลดว้ยวิธีเมทาโนไลซิส (methanolysis) พบว่า
น ้ าตาลหลกัในสารสกดั F60 และ F6090 คือไซโลสและอะราบิโนส โดยปริมาณอะราบิโนไซแลน
ของสารสกดัทั้งสองส่วนมีค่าเท่ากบั 70.3 และ 73.8 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั  ส่วนน ้าตาลหลกัท่ีพบใน
สารสกดั F90 คือกลูโคสและไซโลส จากการศึกษาโครงสร้างของอะราบิโนไซแลนพบอะราบิโนส
ท่ีส่วนก่ิงเช่ือมกับไซโลสด้วยพนัธะ -1, 3  เป็นส่วนใหญ่และมีปริมาณ 29-33 เปอร์เซ็นต์โมล 
การศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) พบว่า สารสกดั F6090 มี
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดอย่างมีนยัส าคญั (p<0.05) โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 389.5 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตร  อนัดบัรองลงมาคือ สารสกดั F60 และ F90  การทดสอบคุณสมบติัรีดกัชนัดว้ยวิธี Ferric 
reducing ability power assay (FRAP)  แสดงผลท่ีมีแนวโนม้เดียวกนัคือ สารสกดั F6090 และ F60 มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูงกวา่สารสกดั F90 
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Abstract 
 

The objective of this research was to optimize the preparation conditions of the water 
extractable arabinoxylan (WUAX) from rice bran and the composition structure, phenolic 
compound and antioxidant effect of arabinoxylan hydrolysates were investigated. 

The WUAX was extracted from defatted rice bran. Removal of starch and proteins from 
defatted rice bran was perfomed by enzymatic treatment with Bacillus subtilis endoxylanase. The 
important factors affecting extraction such as autoclave condition, enzyme concenttration and 
hydrolysis time were optimized. Autoclaving at 121 C for 4 h before enzymatic hydrolysis with 
5 unit/g of xylanase for 4 h was a suitable method for the extraction of WUAX, a high yield of 
9.14% total sugar was oserved on an enzymatic hydrolysate. In addition, an autoclaving at 121 
C allowed increasing total phenolic content of bound-form but decreasing phenolic content of 
free-form. The major phenolic acid found in WUAX was ferulic in the bound-form. 

The WUAX was further fractionated into 3 fractions by ethanol precipitation:  0-60% 
ethanol (F60), 60-90% ethanol (F6090), and above 90% ethanol (F90). The analysis of ethanol-
fractionation of WUAX showed that F60 and F6090 had the higher phenolic acid content in the 
bound-form than that the free-form. F60 and F6090 fractions contained mostly bound ferulic acid, 
while F90 had comparable amounts of ferulic acid and coumaric acid. The molecular weights of 
F60, F6090 and F90, determined by HPSEC-MALLS, were 5.786×104, 4.137×104, and 1.525×103 
g/mol, respectively. The sugar analysis by methanolysis method showed that the major 
monosaccharides of F60 and F6090 fractions were xylose and arabinose in which arabinoxylans 
of both fractions were 70.3 and 73.8%, respectively. For F90, the major monosaccharides were 
glucose and xylose. Structural characterization of all three fractions of WUAX indicated that the 
majority of the arabinose residues were -1, 3-linked to monosubstituted xylose and was about 
29-33 % molar ratio. 

The free radical scavenging activity of antioxidants in WUAX was studied. The F6090 
showed highest radical scavenging effect in the 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay, 
with an EC50 value of 389.5 µg/mL, followed by F60 and F90. Howeber, the F60 and F6090 
fractions had higher total reducing power in the FRAP assay than that of F90. In the cell-based 
antioxidant assay with HepG2 using DCFH DA probe, the effective concentrations of F60, F6090 
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and F90 in scavenging intracellular ROS were 5, 10 and 10 μg/mL, respectively. The cytotoxicity 
against HepG2 of these fractions was varied. F60 fraction only slightly induced cell death (12-
35%) at the concentration range of 50-2,500 μg/mL. At 500 to 12,500 μg/mL, F6090 fraction had 
no cytotoxic effect but could slightly enhance the growth of HepG2 cells. F90 fraction exhibited 
the most potent cytotoxic activity against the HepG2 with the IC50 value of 8,132 μg/mL. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1. ความส าคัญและทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย 

ร าขา้ว (rice bran) เป็นผลิตผลพลอยไดท่ี้ไดม้าระหวา่งกระบวนกระเทาะเปลือกและการขดั
สีขา้วเปลือกใหไ้ดข้า้วสาร มีประมาณร้อยละ 10.5 ของขา้วทั้งเมล็ด ร าขา้วจดัเป็นวตัถุดิบราคาถูกท่ี
ส่วนใหญ่น าไปใชเ้ล้ียงสัตว ์และบางส่วนน าไปสกดัเป็นน ้ามนัแต่การน าไปใชป้ระโยชน์ในดา้นอ่ืน
ยงัไม่มากนกั ร าขา้วประกอบดว้ยชั้นเยื่อหุ้มเมล็ด (kernel) ชั้นต่างๆ และจมูกขา้ว (germ) เป็นส่วน
ใหญ่ซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูงท่ีสุดของขา้ว (Rohrer และ Siebenmorgen, 2004) ร า
ข้าวประกอบไปด้วยสารอาหารต่างๆ ท่ี มีประโยชน์ต่อร่างกาย ได้แก่ คาร์โบไฮเดรตเป็น
องคป์ระกอบหลกั (ร้อยละ 31.1-52.3) ไขมนั (ร้อยละ 15.0-19.7) โปรตีน (ร้อยละ 12.0-15.0) เยือ่ใย
หยาบ (ร้อยละ 7.0-11.4) จากองคป์ระกอบดงักล่าวท าให้ร าขา้วมกัจะถูกน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการ
สกดัเป็นน ้ ามนัร าขา้ว หรือถูกน าไปผลิตเป็นอาหารสัตว ์และในบางคร้ังก็มีการผลิตโปรตีนเขม้ขน้
จากกากร าขา้วท่ีเหลือจากการสกดัน ้ ามนั อย่างไรก็ตาม กากร าขา้วท่ีเหลือยงัมีคาร์โบไฮเดรตและ
เยื่อใยอยูม่ากท่ีประกอบไปดว้ยอะราบิโนไซแลน เฮมิเซลลูโลส (Arabinoxylan Hemicellulose) ซ่ึง
สามารถน าไปใชป้ระโยชน์และผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมีมูลค่าสูงได ้นอกจากน้ี ร าขา้วยงัอุดมไปดว้ย
วติามินซ่ึงไดแ้ก่ วติามินอี ไทอามีน ไนอาซิน รวมไปถึงเกลือแร่ เช่น อะลูมิเนียม แคลเซียม คลอรีน 
เหล็ก แมงกานีส แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม โซเดียม และสังกะสี อีกดว้ย Sunders (1990 
และ Ryan (2011) ได้รายงานเพิ่มเติมไวด้้วยว่าร าข้าวยงัประกอบไปด้วยสารออกฤทธ์ิส าคญัใน 
ป ริ ม าณ สู ง  เ ช่ น  Ferulic acid, g-oryzanol, Inositol hexaphosphate, Campesterol, b-sitosterol, 
Linoleic acid, α-tocopherol, Tocotrienol, Salicylic acid, Caffeic acid, Coumaric acid และ Tricin 
เป็นตน้ โดยสารดงักล่าวมีประโยชน์ต่อร่างกายอยา่งยิ่งในกิจกรรมดา้นการป้องกนัโรค ร้ายต่าง ๆ 
โดยเฉพาะโรคหวัใจและโรคมะเร็ง  

สารไฟโตเคมิคอลท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีพบในร าขา้วคือสารประกอบกลุ่มโพ
ลีฟีนอล ท่ีพบมากท่ีสุดคือกรดฟีนอลิก (phenolic acids) โดยเฉพาะกรดเฟอรูลิก (ferulic acid) ซ่ึง
เป็นเกาะติดอยู่กบัอะราบิโนไซแลน (arabinoxylans; AX) และลิกนินท่ีเป็นองค์ประกอบของผนัง
เซลล์พืช กรดเฟอรูลิกเป็นสารท่ีมีคุณค่าสูงเน่ืองจากมีฤทธ์ิในการป้องกนัการเกิดออกซิเดชนั ยบัย ั้ง
แบคทีเรีย มีผลควบคุมการงอก และสามารถดูดซับรังสีอลัตราไวโอเลตได ้จึงมีการน าไปใช้ทั้งใน
อุตสาหกรรมอาหารและอ่ืนๆ (Rohrer และ Siebenmorgen, 2004; Ergun, Coban, Onurdag, และ 
Banoglu, 2012)  นอกจากน้ีสารสกดัจากร าขา้วมีผลดา้น anti-complementary activity และมีผลให้
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เซลล์มะเร็งเกิดกระบวนการ apoptosis และยงัส่งผลช่วยเสริมฤทธ์ิของยารักษามะเร็งเตา้นมด้วย 
(Ghoneum และ  Gollapudi, 2003; Ghoneum, Halminton, และ  Gollapudi, 2004; Gollapudi และ 
Ghoneum, 2008) การศึกษาการตา้นทานการเกิดออกซิเดชนัของร าส่วนใหญ่เป็นการศึกษาจากสาร
สกดัจากร าขา้วสาลี  พบวา่สารสกดัอะราบิโนไซแลนท่ีมีกรดเฟอรูลิก (feruloyl arabinoxylans) เป็น
องค์ประกอบอยู่ในโมเลกุลด้วยให้ผลในการต้านออกซิเดชันได้ดีกว่ากรดเฟอรูลิกอิสระ  และ
ความสามารถน้ีเพิ่มข้ึนเม่ือจ านวนน ้ าตาลในสายโพลิเมอร์อะราบิโนไซแลนเพิ่มข้ึน (Ishii, 1997; 
Ohta, Yamasaki, Egashira, และ  Sanada, 1994; Ohta, Semboku, Kuchii, Egashira, และ  Sanada, 
1997; Wang, Zhang, และ Chen, 2008) 

ในปัจจุบนัประเทศไทยยงัครองความเป็นหน่ึงของการส่งออกขา้วในตลาดโลก ประมาณ 
30% ของตลาดส่งออกทั้งหมด ตามมาด้วยเวียดนาม สหรัฐอเมริกา ปากีสถาน จีน และอินเดีย 
ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามสถานการณ์ของการส่งออกขา้วโดยรวมของประเทศไทย ยงัมีภาวะถดถอย 
ราคาขา้วยงัไม่เป็นท่ีน่าพอใจของเกษตรกร เน่ืองจากมีปัจจยัหลายประการท่ีเก่ียวขอ้งทั้งในดา้นการ
เพิ่มผลผลิตทางการเกษตร ระบบชลประทานท่ีส่งเสริมปริมาณผลผลิต การแปรรูปข้าวในเชิง
อุตสาหกรรม และรวมไปการคา้ขา้วภายใตอ้งคก์ารคา้โลก (WTO) (กรมวชิาการเกษตร, 2543) การ
ใช้ประโยชน์จากร าข้าวมีค่อนข้างน้อยเม่ือเทียบกับคุณค่าและปริมาณท่ีเกิดในอุตสาหกรรม 
(Moongngarm, Daomukda, และ Khumpika, 2012) ซ่ึงในปีหน่ึงๆ ประเทศไทยมีผลพลอยไดร้ าขา้ว
จากกระบวนการขดัสีขา้วประมาณ 3 ลา้นตนัต่อปี (official of Agricultural Economics, 2010) การ
คิดคน้พฒันาและวิจยัดา้นขา้วจึงเป็นส่ิงส าคญัท่ีจะสร้างผลิตภณัฑ์มูลค่าเพิ่มทางการเกษตร โดยกา
กร าขา้วจดัเป็นแหล่งวตัถุดิบท่ีมีราคาถูก แต่มีปริมาณสารไฟโตเคมิคอลสูง ดงันั้น การน าส่วนของ
กากร าขา้วมาสกดัสารอะราบิโนไซแลน (feruloyl arabinoxylans) จึงมีความคุม้ค่าในเชิงเศรษฐกิจ 
และทั้งยงัเป็นการเพิ่มมูลค่าของร าขา้วอีกดว้ย 

 
1.2. วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
  1.2.1. เพื่อศึกษาการสกดัอะราบิโนไซแลนในร าขา้วดว้ยเอนไซม ์
 1.2.2. เพื่อเตรียมอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัใหมี้ขนาดโมเลกุลแตกต่างกนั 
 1.2.3. เพื่อประเมินผลการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของอะราบิโนไซแลนท่ีมีขนาดโมเลกุล
แตกต่างกนั 
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บทที ่2 
วรรณกรรมและทบทวนเอกสารทีเ่กีย่วข้อง (Literature Reviews) 

2.1. โครงสร้างของอะราบิโนไซแลน (Arabinoxylan structure) 
จากการศึกษาในระดบัโครงสร้างของร าขา้ว อะราบิโนไซแลนเป็นสารประกอบโพลิแซค

คาไรด์ประเภทเฮมิเซลลูโลสซ่ึงเป็นส่วนประกอบส าคญัของผนังเซลล์พืช ส่วนของผนังบางๆท่ี
ห่อหุ้มเซลล์เม็ดแป้ง (starchy endosperm) และส่วนของเน้ือเยื่อชั้น aleurone ของขา้วประกอบไป
ด้วยอะราบิโนไซแลน 40%  (Izydorczyk และ  Biliaderi, 1995) อะราบิโนไซแลนจากร าข้าวมี
โครงสร้างซบัซอ้นกวา่ท่ีพบในร าขา้วสาลี (Shibuya และ Iwasaki, 1985)  

โครงสร้างของอะราบิโนไซแลนท่ีพบในธญัพืชประกอบดว้ยสายหลกัของไซแลน (xylan) 
ซ่ึงเป็นโพลิเมอร์ของน ้ าตาลไซโลส (D-xylopyranosyl residues; Xylp) ท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β 

(1, 4) โดยมี α-L-arabinofuranose (น ้ าตาลอะราบิโนส; Araf) มาจบัเป็นก่ิงกา้นของสายหลกัไซแลน 
โดยเขา้จบัท่ีพนัธะตรงต าแหน่ง O-2 และ/หรือ O-3 ของน ้ าตาลไซโลส  อตัราส่วนของอะราบิโนส
ต่อไซโลส (arabinose to xylose ratio; A/X) ในโมเลกุลอะราบิโนไซแลนมักถูกน ามาใช้อธิบาย
คุณลกัษณะโครงสร้างอยา่งคร่าวๆ ของอะราบิโนไซแลนในลกัษณะการเขา้แทนท่ีน ้าตาลไซโลสใน
สายหลกัด้วยน ้ าตาลอะราบิโนส (substitution pattern)  อย่างไรก็ตามการระบุความซับซ้อนของ
โครงสร้างอะราบิโนไซแลนอย่างละเอียดและถูกตอ้งจ าเป็นตอ้งอาศยัวิธีการอ่ืนท่ีมีความแม่นย  า
และถูกตอ้งสูง เช่น การตรวจสอบดว้ยวธีิ 1H NMR (Ordaz-Ortiz, Devaux, และ Saulnier, 2005) 

จากการเขา้แทนท่ีขา้งตน้ท าให้เกิดโครงสร้างหลกัแบบ 4 ส่วนยอ่ยในโมเลกุลอะราบิโนไซ
แลน ดงัรูปท่ี 1.1 คือ (a) ส่วนของไซโลสท่ีไม่ถูกแทนท่ีเลย (unsubstituted Xylp; uXylp)  (b) และ 
(c) ส่วนของไซโลสท่ีถูกแทนท่ีด้วยอะราบิโนส (monosubstituted Xylp; mXyl) ท่ีต  าแหน่ง O-2 
หรือ O-3 ตามล าดบั และ (d) ส่วนของไซโลสท่ีถูกแทนท่ีดว้ยอะราบิโนสทั้งท่ีต าแหน่ง O-2 และ O-
3  (disubstituted Xylp; dXylp) โดยท่ีต าแหน่ง O-5 ของอะราบิโนสบางโมเลกุลจบักบักรดเฟอรูลิ
กดว้ยพนัธะโควาเลนตข์องเอสเทอร์  ทั้งน้ีแบบแผนการเขา้จบัท่ีสายไซแลนของน ้ าตาลอะราบิโนส
จะแตกต่างกันไปตามแต่ชนิดของพืช (Izydorczyk และ Biliaderi, 1995; Izydorczyk และ Dexter, 
2008; Saulnier, Sado, Branlard, Charmet และ  Guillon, 2007; Zhou และคณะ , 2010;  Zhang, Li, 
Smith, และ  Musa, 2015) 
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รูปที ่1.1  โครงสร้างของหน่อยย่อยท่ีพบในอะราบิโนไซแลน (a) unsubstituted Xylp; (b) 

monosubstituted  Xylp at O-2; (c)  monosubstituted Xylp at O-3; (d) 
disubstituted Xylp at O-2,3 (Izydorczyk และ Dexter, 2008) 

 
อะราบิโนไซแลนในธญัพืชพบได ้2 รูปแบบ คือ อะราบิโนไซแลนท่ีสกดัไดด้ว้ยน ้า (water-

extractable AX; WEAX) และส่วนท่ีสกัดไม่ได้ด้วยน ้ า (water-unextractable AX; WUAX) ท่ีพบ
เป็นส่วนใหญ่ในธัญพืชคือส่วนท่ีไม่สามารถสกดัได้ด้วยน ้ า ความแตกต่างในเร่ืองสมบติัในการ
ละลายน ้ าหรือสมบัติการละลายในสารประกอบแอลคาไลน์ของพอลิแซคคาไรด์เหล่าน้ีอาจ
เน่ืองจากความแตกต่างในดา้นแบบแผนของการจดัวางโมเลกุลของอะราบิโนสและโมเลกุลอ่ืนท่ี
พบในโครงสร้างนั้นๆ ท่ีส่งผลต่อการการขดัขวางหรือส่งเสริมการเขา้ท าปฏิกิริยาของสารต่างๆ 
หรือแมแ้ต่การเกิดพนัธะโควาเลนต์ของเอสเทอร์ระหว่างหมู่ฟังก์ชนัคาร์บอกซิลของกรดฟีนอลิก
กับหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิลของสายอะราบิโนไซแลนเอง รวมถึงการเกิด diferulic aicd bridges 
ระหว่างสายอะราบิโนไซแลนขา้งเคียงดว้ยกนัเองก็อาจส่งผลถึงตวามแตกต่างเร่ืองสมบติัในการ
ละลายน ้ าของอะราบิโนไซแลนได้ดว้ยเช่นกนั  กล่าวไดว้่าลกัษณะการกระจายตวัของ arabinose 
side chains บนสายหลัก xylan ก่อให้เกิดลักษณะการวางตวัของโครงสร้างอะราบิโนไซแลนท่ี
ต่างกัน ส่งผลให้เกิดสมบัติทางเคมีท่ีแตกต่างกันออกไปด้วย (Izydorczyk และ Biliaderi, 1995; 
Zhang, Li, Smith, และ  Musa, 2015) 

การศึกษาส่วน WUAX ของแป้งสาลี หลังจากผ่านการสกัดด้วยด่าง พบว่าโครงสร้าง
พื้นฐานของอะราบิโนไซแลนส่วนท่ีสกดัได้ดว้ยด่าง (Alkaline-extractable arabinoxylan; AEAX) 
นั้นเหมือนกับโครงสร้างของ WEAX เพียงแต่มีน ้ าหนักโมเลกุลเฉล่ียสูงกว่า WEAX เล็กน้อย  
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นอกจากน้ี AEAX ยงัมีสัดส่วน A/X ท่ีสูงกวา่เล็กนอ้ยเน่ืองมาจากโมเลกุลประกอบไปดว้ยส่วนของ
ก่ิงอะราบิโนสท่ีมากกวา่นัน่เอง (Ordaz-Ortiz, Devaux, และ Saulnier, 2005) 

Pastell และคณะ ท าการสกัดอะราบิโนไซแลนจากแกลบข้าว แกลบข้าวบาร์เลย์ ซัง
ข้าวโพด และ oat spelts โดยการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ endoxylanase ทางการค้า (Shearzyme® 
GH10 eno-1,4--D-xylanase) พบวา่อะราบิโนไซแลนท่ีไดป้ระกอบไปดว้ยส่วนของโซ่ขา้ง 2-O--
Xylp--L-Araf ซ่ึ ง ต่ างจากอะราบิ โน ไซแลน ท่ีสกัด ได้ด้วยวิ ธี อ่ืน  (Pastell, Virkki, Harju, 
Tuomainen, และ Tenkenen, 2009)  โดยทัว่ไปอะราบิโนไซแลนท่ีพบในข้าวและข้าวฟ่างมกัจะ
ประกอบไปดว้ยสายหลกัของไซแลนท่ีมีก่ิงกา้นจ านวนมากเม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีพบในขา้วสาลี ขา้ว
ไรย ์และขา้วบาร์เลย ์ นอกจากน้ีในโมเลกุลอาจจะพบน ้าตาลกาแลคโตส  กรดกลูโคนิก และน ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียวคาร์บอน 5 อะตอมชนิดอ่ืนรวมอยูด่ว้ย ทั้งน้ีค่า Ara/Xyl ratio ของอะราบิโนไซแลนท่ี
พบในเอนโดสเปิร์มของธญัพืชแต่ละชนิดยงัแตกต่างกนัอีกดว้ย แต่ปริมาณอะราบิโนไซแลนท่ีพบ
ยงันอ้ยกวา่ท่ีพบในส่วนของร า (Izydorczyk และ Biliaderi, 1995)   

 
2.2. สารประกอบกรดฟีนอลกิ (Phenolic acids) 

สารประกอบฟีนอลิก (Phenolics หรือ Phenolic compounds) เป็นสารไฟโตเคมิคอลท่ี
ส าคญัท่ีพบพืชท่ีเป็นอาหารเพราะท าหนา้ท่ีเป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์สารส าคญัต่างๆของพืช 
ทั้งยงัมีคุณสมบติัท่ีมีประโยชน์ในเชิงสุขภาพและการแพทยอี์กดว้ย สารประกอบในกลุ่มน้ีสามารถ
จ าแนกได้เป็นหลายกลุ่ม ท่ีพบทัว่ไปในพืชคือ  กลุ่มสารประกอบกรดฟีนอลิก (Phenolic acids) 
กลุ่มสารประกอบฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) กลุ่มสารประกอบแทนนิน (Tannins) และกลุ่ม
สารประกอบลิกแนน (Lignans) (Nazck และ Shahidi, 2006) 

สารประกอบกรดฟีนอลิกท่ีพบในพืชโดยธรรมชาติมี 2 กลุ่มย่อย คือ กลุ่มกรดไฮดรอกซี
เบนโซอิก (Hydroxybenzoic acids) และกลุ่มกรดไฮดรอกซีซินนามิก (Hydroxycinnamic acids) ซ่ึง
กลุ่มท่ีพบมากในธญัพืช พืชตระกูลถัว่ พืชท่ีใหน้ ้ ามนั ผกั ผลไม ้และเคร่ืองด่ืม คือกลุ่มกรดไฮดรอก
ซีซินนามิกและอนุพนัธ์ุ เช่น กรดคูมาริก กรดคาเฟอิก กรดเฟอรูลิก และกรดไซแนปพิก โดยมี
โครงสร้างทางเคมีดงัแสดงในรูปท่ี 1.2  พบไดท้ั้งในรูปท่ีเกาะตรึง (insoluble-bound form) อยู่กบั
สารประกอบส าคญัในผนังเซลล์ของพืช เช่น เซลลูโลส ลิกนิน และในรูป soluble form ซ่ึงพบใน
ส่วนของไซโพลาสซึมของเซลล์  สารประกอบไฮดรอกซีซินนาเมทมีฤทธ์ิในเชิงการแพทยม์ากมาย 
เช่น มีความสามารถดา้น anti-inflammatory, antibacterial, antiproliferative, anticarcinogenic และมี
ความสามารถในการต้านทานการเกิดออกซิเดชัน เป็นต้น (Cheng และคณะ , 2007) ปริมาณ
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สารประกอบกลุ่มกรดไฮดรอกซีซินนาเมทและอนุพนัธ์ุท่ีพบในธญัพืชชนิดต่างดงัแสดงในตารางท่ี 
1.1  

 

 
รูปที ่1.2  โครงสร้างของ hydroxycinnamic acids และอนุพนัธ์ุ (Shahidi และ Chและ

rasekara, 2010) 
 

กรดเฟอรูลิก (Ferulic acid หรือ 3-methoxy-4-hydoxycinnamic acid)  เป็นสารประกอบไฮ
ดรอกซีซินนาเมทท่ีพบมากท่ีสุดในพืช เน่ืองจากเป็นโมเลกุลท่ีท าหนา้ท่ีเป็นตวัเช่ือมระหวา่งสายโพ
ลิแซคคาไรด์ดว้ยกนัเองหรือเป็นตวัเช่ือมระหวา่งสายโพลิแซคคาไรด์กบัลิกนิน ท าให้เกิดโครงข่าย
ของผนังเซลล์ท่ีแข็งแรงซ่ึงช่วยเสริมการยึดเกาะระหว่างเซลล์เน้ือเยื่อของพืชและช่วยยบัย ั้งการ
ขยายตวัของเซลล์ท่ีมากเกินไป เฟอรูลิกถูกจดัให้เป็นสารเติมแต่งในอาหารท่ีมีฤทธ์ิในการถนอม
อาหารและเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ พบมากในส่วนของร าของเมล็ดธัญพืช เปลือกของผกัผลไม ้
และราก    ทั้งในรูปอิสระ, soluble ester หรือ conjugate form และ insoluble-bound form  โดยเกาะ
ตรึงกบัสายพอลิเมอร์อ่ืน เช่น ลิกนิน และอะราบิโนไซแลน ปริมาณของเฟอรูลิกอิสระท่ีพบใน
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ธัญพืชมีเพียง 0.1-0.5% เท่านั้น ซ่ึงส่วนมากท่ีพบในเมล็ดธัญพืชจะอยู่ในรูปของ insoluble-bound 
form มีรายงานการตรวจวดัปริมาณกรดฟีลอนิกในขา้วและขา้วโพด พบวา่ประกอบไปดว้ยส่วนของ 
insoluble-bound form 74% และ 69% ของปริมาณฟีนอลิกรวม ตามล าดบั (Ishii, 1997; Zhao และ 
Moghadasian, 2008)   ปริมาณกรดเฟอรูลิกท่ีพบในส่วนต่างๆของเมล็ดพืชแสดงในตารางท่ี 1.2  
ตารางที ่1.1  สารประกอบกรดไฮดรอกซีซินนามิกและอนุพนัธ์ุท่ีพบในธญัพืชชนิดต่างๆ  
ธัญพืช Hydroxycinnamates 
บาร์เลย ์(barley) Ferulic, p-coumaric, caffeic, chlorogenic acids, 8-O-4 diFA, 5-5 diFA,  

8-5 diFA (benzofuran) 8-5 diFA 
ขา้วโพด (corn) Ferulic, p-coumaric, 8-5 diFA, 8-8 diFA (cyclic), 8-O-4diFA 
ขา้วโอต๊ (oat) Ferulic, caffeic, p-coumaric, sinapic, o-coumaric acids, Avenanthramides 
ขา้ว (rice) Ferulic, p-coumaric, caffeic acids, 5-5 diFA, 5-8 diFA (benzofuran form), 

8-5 diFA, 8-8 diFA, 8-O-4 diFA, 4-O-5 diFA, 60-O-(E)-feruloylsucrose, 
60-O-(E)-sinapoylsucrose, feruloyl esters of triterpene alcohols 
และ sterols, o-methoxycinnamic acid, arabinoxylanferulate, disinapates 

ขา้วไรย ์(rye) Ferulic, caffeic, p-coumaric, sinapic acids, 8-O-4 diFA 
ขา้วสาลี (wheat) Ferulic, caffeic, p-coumaric, sinapic acids, campestanyl, 

sitostanyl (steryl ferulates), 8-8 diFA (cyclic), 5-8 diFA, 5-5 diFA,  
8-O-4 diFA, 8-5 diFA (benzofuran) 

(ดดัแปลงจาก Shahidi และ rasekara, 2010) 
 

ลกัษณะโครงสร้างของเฟอรูลิกในรูป dehydrodimer และ dehydrotrimer ของเฟอรูลิกท่ีพบ
ในเซลล์พืชแสดงดงัรูปท่ี 1.3  ปริมาณของสารประกอบไฮดรอกซีซินนาเมทจะแตกต่างกนัไปตาม
ชนิดของเน้ือเยื่อและชนิดของธญัพืช กรดเฟอรูลิกและ dehydrodimer ของเฟอรูลิกพบมากในส่วน
ของเน้ือเยื่อชั้นนอกของเปลือก (outer layer of kernel) และ เน้ือเยื่อชั้น aleurone ของผนงัเซลล์พืช
ซ่ึงเป็นส่วนทีมีอะราบิโนไซแลนปริมาณมาก  ในขณะท่ี dehydrotrimer ของเฟอรูลิกพบไดเ้ฉพาะ
ส่วนเน้ือเยื่อชั้นเพอริคาร์พของข้าวสาลี (Saulnier, Sado, Branlard, Charmet และ Guillon, 2007)  
การเขา้จบัของเฟอรูริกกบัโพลีแซคคาไรด์ดว้ยพนัธะเอสเทอร์เกิดเป็น Feruloyl polysaccharide และ
แมแ้ต่การจบักนัเองของกรดเฟอรูลิกเกิดเป็น acid dimer/trimer มีส่วนส าคญัในการเกิดโครงข่าย
สารประกอบของผนงัเซลล์ท่ีแขง็แรงท่ีช่วยป้องกนัการเส่ือมสลายทางชีวภาพของผนงัเซลล์อนัเกิด
จากการท างานของจุลินทรยไ์ดดี้ (Ishii, 1997) 
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ตารางที ่1.2  ปริมาณกรดเฟอรูลิกในส่วนต่างๆของเมล็ดธญัพืช 

Grain Ferulic acid content (mg/100 g) 

Refined corn bran   2,610-3,300 

Barley extracts   1,358-2,293 

Soft และ hard wheat bran  1,351-1,456 

Rice endosperm cell wall 910 

Fine wheat bran   530-540 

Rye bran                    280 

Corn dehull kernels   174 

Whole wheat kernels   64-127 

Whole wheat flour   89 

Whole grain rye flour    86 

Whole brown rice   42 

Corn flour     38 

Whole oats     25-35 

Whole grain barley flour   25-34 

Oat bran    33 
(ดดัแปลงจาก Zhao และ Moghadasian, 2008) 
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รูปที ่1.3  โครงสร้างของ dehydrodimers และ dehydrotrimers ของกรดเฟอรูลิกท่ีพบใน

เมล็ดธัญพืช (ดัดแปลงจาก Saulnier, Sadao, Branlard, Charmet, และ  Guillon, 
2007) 

 
2.3. ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและภาวะเครียดออกซิเดชัน (Antioxidant 
activity และ Oxidative stress) 
  อนุมูลอิสระ (free radicals) คือ สารท่ีมีอิเล็กตรอนท่ีขาดคู่อยูใ่นวงรอบนอกของอะตอม ท า
ให้โมเลกุลไม่มีความเสถียร จึงจ าเป็นตอ้งหาอิเล็กตรอนมาเขา้คู่เพื่อก่อให้เกิดความเสถียรข้ึนใน
โมเลกุล จึงเกิดการเขา้แย่งอิเล็กตรอนจากสารอ่ืนมาเขา้คู่กบัอิเล็กตรอนอิสระของมนัเอง ซ่ึงสารท่ี
ถูกแย่งอิเล็กตรอนไปก็กลายเป็นโมเลกุลท่ีอิเล็กตรอนขาดคู่ เป็นโมเลกุลท่ีไม่มีความเสถียรหรือ
กลายเป็นอนุมูลอิสระนั่นเองกรบวนการน้ีเกิดข้ึนเป็นลูกโซ่ต่อเน่ืองไปเร่ือยๆ จึงก่อให้เกิดการ
สะสมของอนุมูลอิสระในระบบมากข้ึนนเร่ือยๆ หากไม่มีการก าจดัออกไปจะก่อให้เกิดปัญหาต่อ
ระบบได ้การผลิตอนุมูลอิสระเช่นน้ีเกิดข้ึนระหวา่งกระบวนการเมทาบอลิซึมของส่ิงมีชีวิตทัว่ไป 
เช่น ของเสียท่ีเกิดจากกระบวนการยอ่ยอาหาร และร่างกายอาจรับมาจากส่ิงแวดลอ้มภายนอก เช่น 
การสูบบุหร่ี อากาศท่ีเป็นพิษ และรังสีต่างๆ  อนุมูลอิสระสามารถเขา้ท าปฏิกิริยากบัสารชีวโมเลกุล
ต่างๆ ในร่างกายได้อย่างง่ายดาย เช่น  DNA  ไขมนั  โปรตีน จนก่อให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์ได ้
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อนุมูลอิสระมีอายุสั้นและไวต่อการเขา้ท าปฏิกิริยาเคมีมาก  นอกจากน้ียงัมีสารกระตุน้อีกหน่ึงตวัท่ี
ส าคญั เรียกวา่ reactive oxygen species (ROS) คือโมเลกุลท่ีมีความไวต่อการท าปฏิกิรริยา โดย ROS 
อาจจะเป็นอนุมูลอิสระหรือไม่ใช่อนุมูลอิสระ (nonradicals) ตวัอย่างของอนุมูลอิสระ และ ROS 
ได้แก่ อนุมูลซูเพอร์ออกไซด์ (superoxide anion radical) อนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) 
อ นุ มู ล เพ อ ร์ อ อ ก ไ ซ ด์  ( peroxide radical) อ นุ มู ล เพ อ ร์ อ อ ก ซิ ล  (peroxyl radical)
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide)โอโซน(ozone) ออกซิเจนอะตอมเด่ียว (singlet 
oxygen) อนุมูลไฮโดรเจน (hydrogen radical) และอนุมูลเมทิล (methyl radical) เป็นต้น (อนันต ์
สกุลกิม, 2551) 

อนุมูลอิสระมีความจ าเป็นต่อร่างกายของคนเราเพื่อรักษาสมดุลภายในร่างกายแต่ตอ้งการ
เพียงในระดับต ่ามาก หากมีการสะสมของอนุมูลอิสระในร่างกายมากเกินไปจะก่อให้เกิดภาวะ
เครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) ท  าให้เซลล์และเน้ือเยื่อถูกท าลายจนเสียหาย อนัก่อให้เกิด
ความเส่ือมถอยของวยั (aging) โรคเร้ือรังต่างๆ เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคเก่ียวกับระบบ
ภูมิคุม้กนัท าวานผดิปกติ โรคไขขอ้อกัเสบ โรคอลัไซเมอร์และโรคพกิ์นสัน เป็นตน้ เซลลท่ี์เสียหาย
อาจเกิดการกลายพนัธ์ุของเซลล์จนกลายเป็นเซลล์มะเร็งได้ในท่ีสุด (Klaunig และ Kamendulis, 
2004) สารแอนติออกซิแดนช่วยยบัย ั้งการเกิดภาวะเครียดอออกซิเดชันของเซลล์โดยเข้าไป
แทรกแซงในขั้นต่างๆของปฏิกิริยาออกซิเดชนั ทั้งน้ีวธีิการยบัย ั้งออกซิเดชนัอาจเกิดจากหลายกลไก
การท างานของสารตา้นอนุมูลอิสระ (Halliwell, 2007)  

สารตา้นอนุมูลอิสระอาจจะมาจากแหล่งธรรมชาติหรือเป็นสารสังเคราะห์ข้ึนซ่ึงมีฤทธ์ิเป็น
สารชะลอหรือสารป้องกนัการเกิดออกซิเดชนัของสารเร่ิมตน้หรือซบัสเตรทนั้นๆได ้สารตา้นอนุมูล
อิสระยบัย ั้งการท างานของอนุมูลอิสระโดยการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระนั้นเพื่อให้เปล่ียนไป
เป็นโมเลกุลสารท่ีไม่เป็นอนัตรายต่อเซลล์ ท าให้เซลล์ไม่ถูกท าลายจากอนุมูลอิสระของออกซิเจน 
(Bagchi และคณะ, 2000)  สารอาหารหลายชนิดมีสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ เช่น วิตามินอี  
วติามินซี  แมงกานีส  กลูตา้ไธโอน  โคเอนไซมคิ์วเทน ซีลีเนียม  แคโรทีนอยด ์และสารประกอบฟี
นอลิก เป็นต้น สารต้านอนุมูลอิสระเหล่าน้ีป้องกันหรือยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชันโดยเข้าก าจดั 
carbon-centered radicals และ peroxyl radical ท่ี เกิด ข้ึนในระบบ (Gropper และคณะ , 2005) มี
การศึกษาทางการแพทยแ์ละระบาดวิทยามากมายพบวา่ การบริโภคผกัและผลไมใ้นปริมาณมากมี
ส่วนช่วยป้องกนัการเกิดโรคเร้ือรังต่างๆ ไดม้ากมาย รวมทั้งช่วยในเร่ืองปัญหาต่างๆ ท่ีมาพร้อมกบั
วยัท่ีเพิ่มข้ึน เพราะในผกัและผลไมมี้สารไฟโตเคมิคอลท่ีมีฤทธ์ิในการเป็นสารตา้นออกซิเดชัน
จ านวนมาก  สารตา้นอนุมูลอิสระเหล่าน้ีช่วยป้องกนัไม่ให้เซลล์เกิดความเสียหายอนัเกิดจากอนุมูล
อิสระได้ เป็นผลให้มีการยบัย ั้งหรือป้องกนัการเกิดโรคมะเร็งหรือโรคเก่ียวกบัหัวใจได้ (Babich 
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และคณะ, 2011)  สารตา้นอนุมูลอิสระพบไดต้ามธรรมชาติในผกั ผลไม ้พืชสมุนไพรและเคร่ืองเทศ 
ธญัพืช หรือแมแ้ต่เปลือกไมต่้างๆ เป็นตน้ มีการศึกษาวา่ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของ
พืชสมุนไพรท่ีใชใ้นอาหารมากมาย พบว่าพืชสมุนไพรแห้งมีความสามารถในการเป็นตา้นอนุมูล
อิสระไดสู้งถึง 465 nmol Fe2+/100 g น ้าหนกัแหง้ของสมุนไพร (Dragl และคณะ, 2003)  การบริโภค
สารไฟโตเคมิคอลหลายชนิดพร้อมกัน ถึงแม้จะปริมาณน้อยในแต่ละชนิดอาจจะส่งผลท่ีดีต่อ
สุขภาพมากกว่าการไดรั้บสารไฟโตเคมิคอลชนิดเดียวหรือน้อยชนิดในปริมาณมากในคร้ังเดียว มี
การศึกษามากมายพบวา่สารไฟโตเคมิคอลจากพืชท่ีมีสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระซ่ึงอาจช่วย
ลดความเส่ียงของการเป็นมะเร็งและโรคเก่ียวกบัหวัใจ (Babich และคณะ, 2011)   

สารตา้นอนุมูลอิสระมีคุณสมบติัในการท าให้อนุมูลอิสระเหล่าน้ีกลบัสู่สภาวะเสถียรโดย
ท าหนา้ท่ีใหอิ้เล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระโดยท่ีตวัมนัเองไม่เปล่ียนตวัเองไปอยูใ่นสภานะอนุมูลอิสระ 
จึงช่วยป้องกนัไม่ให้เกิดความเสียหายภายในเซลล์ได ้เน่ืองจากสารตา้นอนุมูลอิสระมีความเสถียร
ของโมเลกุลทั้งก่อนและหลงัการเขา้ท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระ  อยา่งไรก็ตามสมบติัการยบัย ั้งหรือ
ป้องกันออกซิเดชันของตวัมนัก็หมดไปด้วยหลังจากจ่ายอิเล็กตรอนให้แก่อนุมูลอิสระไปแล้ว  
กระบวนการเมทาบอลิซึมภายในเซลล์เกิดข้ึนตลอดเวลาท าให้มีการผลิตสารอนุมูลอิสระอยู่
ตลอดเวลาเช่นกนั ดงันั้นความเส่ียงท่ีอนุมูลอิสระในร่างกายคนเราจะก่อให้เกิดโรคต่างๆ มีอยูเ่สมอ
และจะเพิ่มข้ึนไปตามอายุ จึงเป็นเหตุผลวา่ท าไมเราจึงควรบริโภคหรือรับสารตา้นอนุมูลอิสระเขา้สู่
ร่างกายไปอย่างต่อเน่ืองเพื่อเสริมสร้างระบบการต่อตา้นการเกิดออกซิเดชันภายในร่างกายให้มี
ประสิทธิภาพมากข้ึน 

ในระบบของส่ิงมีชีวติ สารตา้นอนุมูลอิสระอาจหมายถึงสารใดๆท่ีเม่ืออยูร่่วมกบัสารตั้งตน้
ท่ีสามารถเกิดออกซิเดชนัไดง่้าย แลว้สามารถช่วยชะลอหรือป้องกนัการเกิดออกซิเดชนัของสารตั้ง
ตน้นั้นแมจ้ะพบความเขม้ขน้ต ่าก็ตาม สารตั้งตน้ของปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีพบในส่ิงมีชีวิตมกัเป็น
สารประกอบไขมัน โปรตีน DNA หรืออาจเป็นคาร์โบไฮเดรต  หากสารตั้ งต้นของการเกิด
ออกซิเดชนัคือไขมนั กลไกหลกัในการท างานของสารตา้นอนุมูลอิสระคือเขา้ไปท าลายส่วนของ
ปฏิกิรยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระ หรือแมแ้ต่ขดัขวางการเกิด pro-oxidant effects โดยการเขา้
ไปจบักบัโมเลกุลโปรตีนท่ีมีส่วนของ catalytic metal sites ก็เป็นอีกหน่ึงกลไกการท างานของสาร
ตา้นอนุมูลอิสระในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัเช่นกนั ความซบัซอ้นของกลไกการท างานของสาร
ต้านอนุมูลอิสระจึงจ าเป็นต้องน ามาเป็นปัจจัยในการเลือกใช้วิธีท่ี เหมาะสมในการวิเคราะห์
ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารนั้นๆ เพื่อการระบุความสามารถอยา่งถูกตอ้ง
และน่าเช่ือถือ ส่วนใหญ่การทดสอบความสามารถการตา้นออกซิเดชนัมกัท าข้ึนในสภาวะท่ีมีสาร
ตั้งตน้ท่ีไวต่อการเกิดออกซิเดชนัเพียงประเภทเดียวคือสารประกอบไขมนัในระบบการทดลองนั้น 
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อาจเป็นเพราะวา่สารประกอบไขมนัจดัเป็นสารตั้งตน้ท่ีมีผลต่อการเกิดออกซิเดชนัมากและง่ายท่ีสุด 
อยา่งไรก็ตามในความเป็นจริงระบบของส่ิงมีชีวิตมีความซบัซอ้นมากกวา่นั้นเพราะมีการอยูร่่วมกนั
ของสารตั้ งต้นท่ีไวต่อการเกิดออกซิเดชันหลายชนิดในระบบเดียวกัน    วิธีการวิเคราะห์
ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของสารมีหลายวิธีข้ึนอยู่กบัหลกัหรือกลไกในการ
ท างานของสารตา้นอนุมูลอิสระ  หากวิธีการท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ใชห้ลกัการเร่ืองความสามารถของ
สารต้านอนุมูลอิสระในการเข้าจบักับอนุมูลอิสระ (Radical scavenging test) ก็ควรกล่าวอธิบาย
ความสามารถอยา่งเจาะจงวา่เป็นความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัโดยการเขา้จบัอนุมูลอิสระซ่ึง
ไม่ได้หมายรวมถึงความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระด้วยการเขา้จบักบัโลหะ (Metal 
chelating mechanism) ทั้งน้ีจากท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้วา่ในระบบของส่ิงมีชีวิตหรือแมแ้ต่ระบบของ
อาหารนั้ นมีความซับซ้อนของการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันมาก ดังนั้ นในการยบัย ั้งการเกิด
ออกซิเดชนัวนระบบท่ีซบัซ้อนดงักล่าวจึงตอ้งเกิดจากกลไกในการท างานของสารตา้นอนุมูลอิสระ
หลายกลไก จึงจะก่อใหก้ารตา้นออกซิเดชนันั้นสัมฤทธ์ิผล (Frankel และ Meyer, 2000) 
2.4. ความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของสารประกอบฟีนอลิกและอะราบิโนไซแลน 
(Antioxidant activity of phenolics และ arabinoxylan)  

จากงานวจิยัมากมายพบวา่สารประกอบฟีนอลิกและอะราบิโนไซแลนท่ีพบมากในธญัพืชมี
ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระไดดี้  โดยสารฟีนอลิกในส่วนท่ีเป็น insoluble-bound 
phenolics คือส่วนท่ีมีความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุด รองมาคือ soluble-
conjugated phenolics และ สารฟีนอลิกในรูปอิสระตามล าดบั (Madhujith และ Shahidi, 2009)  จาก
การศึกษาในระบบการเกิดออกซิเดชนั Ethyl linoleate ท่ีมีการสร้าง peroxide radicals 4 ชนิด กรด
เฟอรูลิก (ในรูป methyl ester) ท าหน้าท่ีเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยอาศยักลไกการเขา้ยบัย ั้งการ
เกิดออกซิเดชันด้วยกลไก free radical scavenging reaction ซ่ึงเกิดข้ึนท่ีต าแหน่ง 3-ของ ferulate 
radical ท าให้อนุมูลอิสระ peroxides ด าเนินเข้าสู่กระบวนการ Diels-Alder reaction เพื่อท่ีอนุมูล
อิสระนั้ นนั้ นจะได้เปล่ียนรูปไปเป็น tricyclics peroxides ท่ีมีความเสถียร (Yamada, Maekawa, 
Takeda, และ Yamaguchi, 2006)  

การศึกษาความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของ Ferulic acid-arabinoxylan 
ester ท่ีสกดัจากร าขา้วโพด (Ohta, Semboku, Kuchii, Egashira และ Sanada, 1997; Zhao, Egashira 
และ Sanada, 2003) ด้วยวิธีการย่อยด้วยออกซาเลทและตามด้วยการแยกส่วนโดยเทคนิก Gel 
filtration พบว่ากรดเฟอรูลิกในรูปท่ีจบักบัสารอ่ืน (Ferulic acid sugar esters) เช่น 5-o-feruloyl-L-
arabinofuranose แล ะ  Ferulic acid-arabinoxylan ester มี ป ระ สิ ท ธิ ภ าพ ใน ก ารต้ าน ก าร เกิ ด
ออกซิเดชันของสารประกอบไลโพโปรตีนความหนาแน่นต ่า (Low density lipoprotein; LDL) ได้
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มากกว่ากรดเฟอรูลิกอิสระ แสดงวา่ความแตกต่างของความสามารถในการเขา้จบักบัโมเลกุลของ 
LDL ระกว่างกรดเฟอรูลิกในรูปอิสระ กบั รูปท่ีเกาะพ่วงกบัสารอ่ืนมีผลต่อความสามารถในการ
ตา้นออกซิเดชนัเป็นอยา่งยิง่ 

Katapodis และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเกาะเช่ือมกบักรดเฟอรูริก
ดว้ยพนัธะเอสเทอร์ (Feruloylated oligosaccharides) จากส่วนของอะราบิโนไซแลนท่ีไม่ละลายน ้ า
ในแป้งสาลี (insoluble wheeat flour arabinoxylan) โดยวิธีการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์Thermoascus 
aurantiacus family 10 Endoxylanase และท าให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิก Anion-exchange และ Size-
exclusion chromatography  จากการระบุองค์ประกอบ พบวา่ โอลิโกแซคคาไรด์ท่ีไดป้ระกอบดว้ย 
อะราบิโนสและไซโลส ในอตัราส่วนโมเลกุล 1:3 จึงระบุว่าโอลิโกแซคคาไรด์น้ี คือ Feruloyl 
arabinoxylotrisaccharide (FAX) การทดสอบความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยการ
เป็ น  free radical scavenger ด้ว ยวิ ธี  DPPH reduction assay ซ่ึ ง เป็ น วิ ธี ท่ี ต รวจวัด โดยอาศัย
ความสามารถในการให้อนุมูล H ของตวัสารตา้นอนุมูลอิสระเองให้กบั DPPH radical ก่อให้เกิด
โมเลกุลของ DPPH radical ใหม่ท่ีมีความเสถียรสูงพอท่ีจะไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูล
อิสระเป็นลูกโซ่ต่อเน่ืองไปเร่ือยๆนั้นพบว่า FAX มีความสามารถในการจบักบั DPPH radical ต ่า
กว่ากรดเฟอรูลิกอิสระ โดยมีค่า EC50 มากกว่าของกรดเฟอรูลิกถึงเกือบ 6 เท่า  แต่เม่ือทดสอบ
ความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัในระบบการเกิดออกซิเดชนัแบบ Copper-mediate 
oxidation ของ LDL กลบัพบวา่ FAX มีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัมากกว่ากรด
เฟอรูลิกอิสระ  โดยวัดจากความเข้มข้นของสารประกอบ conjugated lipid hydroperoxides 
(conjugates dienes) ท่ีเกิดข้ึนในระบบตามระยะเวลาของการเกิดออกซิเดชันท่ีก าหนดไว ้60 นาที  
ปริมาณ conjugated dienes ท่ีตรวจพบในระบบท่ีใช ้FAX เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมีนอ้ยกวา่ท่ีพบ
ในระบบท่ีมีกรดเฟอรูลิกอิสระเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีศึกษาเท่ากนั  และ
พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 32 µM  FAX  สามารถยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชนัไดเ้กือบสมบูรณ์ 

จากการศึกษาขา้งตน้ กล่าวไดว้า่ลกัษณะโครงสร้างโมเลกุลของสารตา้นอนุมูลอิสระมีผล
ต่อความสามารถในการต้านออกซิเดชัน  ทั้งน้ีข้ึนกับกลไกของการเขา้ท าปฏิกิรยาของสารตา้น
อนุมูลอิสระและลักษณะการเกิดออกซิเดชันในระบบนั้ นๆ เป็นส าคัญ ในกรณีของ Feruloyl 
arabinoxylotrisaccharide ท่ีพบว่ามีความสามารถในการยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชันของ LDL ได้
มากกว่ากรดเฟอรูลิกอิสระ ถึงแมว้่าความสามารถในการเป็น DPPH radical scavenger จะต ่ากวา่ก็
ตามนั้นเน่ืองมาจากในระบบการเกิดออกซิเดชนัของ LDL ท่ีศึกษาประกอบไปดว้ยส่วนท่ีเป็นทั้ง 
hydrophilic (aqueous) phase และ lipophilic phase ดงันั้นความสามารถของโมเลกุลสารตา้นอนุมูล
อิสระในการเขา้ถึง radicals หรือเขา้ไปท าปกิกิริยกบัส่วนต่างๆ ในระบบยอ่มเก่ียวขอ้งกบั partition 
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coefficiency ระหว่าง aqueous phase และ lipophilic phase ของสารต้านอนุมูลอิสระนั้ นๆ  จาก
โครงสร้างโมเลกุล Feruloyl arabinoxylotrisaccharide ท่ีประกอบดว้ยส่วนของน ้ าตาลท าให้โมเลกุล
มีความเป็น hydrophilic สูงกว่ากรดเฟอรูลิกอิสระ ทั้ งย ังมีส่วนของโมเลกุลท่ี เกิดจาก ethyl 
esterification ระหว่าง arabinoxylan กบักรดเฟอรูลิกท่ีมีสมบัติความเป็น lipophilic ดงันั้นการท า
หน้าท่ีในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของ Feruloyl arabinoxylotrisaccharide ในระบบดงักล่าวจึง
เกิดจากความสามารถในการเขา้ท างานทั้งสองเฟสในระบบ  ต่างจากกรดเฟอรูลิกอิสระท่ีเขา้ท า
หนา้ท่ีสารตา้นอนุมูลอิสระไดเ้พียงในส่วน aqueous phase ของระบบเท่านั้น (Katapodis และคณะ, 
2003; Ishii, 1997; Kikuzaki และคณะ, 2002; Ohta, Yamasaki, Egaehira, และ Sanada, 1994) 
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บทที ่3 
วธิีด าเนินการวจิัย 

 
3.1. วตัถุดิบและสารเคมี 

ร าขา้วสกดัไขมนัได้รับความอนุเคราะห์จากบริษทั น ้ ามนัร าข้าวสุรินทร์ จ  ากดั สารเคมี 
ได้ แ ก่  Ascorbic acid, 2,2-azobis (2-methylpropionamide) dihydrochloride (AAPH), 2,2-azobis 
(2-amidinopropane) dihydrochloride (ABAP), amyloglucosidase A7095, arabinose, bovine serum 
albumin (BSA), N,O-bis  trimethylsilyl trifluoroacetamide (BSTFA), 2,7-dichlorofluorescin 
diacetate (DCFDA), dimethyl sulfoxide (DMSO), 2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl (DPPH˙), 4-
dimethylaminocinnamaldehyde, ferulic acid, glucuronic acid, galactose, galacturonic acid 
monohydrate, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), hanks’ balance 
salt solution (HBSS), phenol, quercetin, sodium carbonate (Na2CO3), sodium nitrite (NaNO2), 
sulfuric acid, trimethylchlorosilane (TMCS) และ trimethylchlorosilane, trysin (EDTA) จากบริษทั 
Sigma-Aldrich Company Ltd. เมือง St. Louis ประเทศสหรัฐอเมริกา เอนไซม์ Endoxylanase จาก 
Bacillus subtilis GHF 11 (Grindamyl Powerbake) ได้รับจากบริษัท  Danisco A/S ประเทศไทย 
Fetal bovine serum albumin (FBS) จากบริษทั Gibco เมือง New York ประเทศสหรัฐอเมริกา Iron 
(III) chloride (FeCl3), iron (II) sulphate (FeSO4) แ ล ะ  2, 4, 6-Tripyridyl-s-triazin (TPTZ) จ า ก
บริษทั Merck เมือง KgaA ประเทศเยอรมนันี  

 
3.2. การเตรียมตัวอย่างเบื้องต้น 

ตวัอยา่งร าขา้วสกดัไขมนัถูกน ามาให้ความร้อนดว้ยคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้า (autoclave) ท่ี
อุณหภูมิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาทีเพื่อก าจดักิจกรรมของเอนไซม์ ตามดว้ยการบดดว้ย
เคร่ือง Ika-Werke M20 ร่อนผ่านตระแกรงขนาด 0.5 มิลลิเมตร และเก็บท่ีอุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส 

 
3.3. การเตรียมอะราบิโนไซแลนที่ไม่ละลายน ้า (water-unextractable arabinoxylans, WUAX) 
จากร าข้าวสกดัไขมัน 
 
 3.3.1. การเตรียมสารสกัดอะราบิโนไซแลนที่ไม่ละลายน ้าโดยการก าจัดสตาร์ชและโปรตีน 
และการให้ความร้อนภายใต้ความดัน 
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ท าการสกดัอะราบิโนไซแลนจากร าขา้วโดยการก าจดัสตาร์ชและโปรตีนดว้ยวิธีท่ี
ดดัแปลงจาก Swennen และคณะ (2005) และ Yuan และคณะ (2005) โดยน าร าขา้ว 12.5 กรัม เติม
น ้าปราศจากไอออน (deionised water) 30 เท่า ใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พร้อมเขยา่
อยา่งสม ่าเสมอเพื่อให้เกิดการพองตวัเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้น เติมเอนไซมแ์อลฟาอะมิเลส (-
amylase) 937.5 ไมโครลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาทีภายใต้สภาวะ
ควบคุมความช้ืน จากนั้น ลดอุณหภูมิตวัอยา่งจนถึงอุณหภูมิห้องและปรับสภาวะเป็นกลาง (pH 7.5 
 0.2) แลว้เติมเอนไซมแ์อลคาเลส (alcalase) 375 ไมโครลิตร เขยา่ผสม และบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีภายใตส้ภาวะควบคุมความช้ืน จากนั้น สารละลายตวัอยา่งถูกท าให้เยน็
ลงจนถึงอุณหภูมิห้องและปรับค่า pH ให้อยู่ในช่วง 4.0-4.6 แล้วเติมเอนไซม์อะมิโลกลูโคซิเดส 
(amyloglucosidase) 437.5 ไมโครลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลงั
การยอ่ยดว้ยเอนไซมน์ าสารละลายตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000g เป็นเวลา 10 นาที 
ด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงรุ่น Thermo Scientific Sorvall Legend Mach 1.6 R ประเทศสหรัฐอเมริกา 
ตะกอนท่ีไดน้ าไปละลายและลา้งดว้ยน ้ าร้อน และลา้งดว้ยน ้ า DI จนกระทัง่น ้ าท่ีออกจากส่วนของ
สารกรองใส จากนั้น ลา้งดว้ยน ้ าร้อนอีก 2 ซ ้ าและสุดทา้ยลา้งดว้ยเอทานอลความบริสุทธ์ิ 95% (v/v) 
และอะซีโตนตามล าดบั ตะกอนตวัอย่างท่ีได้น ามาท าแห้งในเคร่ืองอบแห้งสุญญากาศ รุ่น WTB 
Binder ประเทศเยอรมนันี ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นน าไปบดดว้ย
เคร่ืองบดรุ่น IKA -Werke M20 ประเทศเยอรมนันี และร่อนผ่านตระแกรงขนาด 250 ไมครอน ใน
ขั้นตอนน้ีตวัอยา่งท่ีไดเ้รียกวา่ destarched, deproteinised bran (DSDPB)  

DSDPB ความเขม้ขน้ 2% โดยน ้ าหนกั (w/v) น ามาให้ความร้อนดว้ยคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ
ดว้ยไอน ้ า (Hirayama HVA -110 เมือง Heidolph ประเทศเยอรมนันี) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1-8 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน าป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000g เป็นเวลา 10 นาที ตะกอน
ท่ีไดใ้นขั้นตอนน้ีเรียกว่า autoclaved DSDPB (ADSDPB) น าไปท าแห้งด้วยเคร่ืองท าแห้งแบบแช่
เยอืกแขง็ รุ่น Heto FD8 ประเทศแอฟฟริกาใต ้และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.3.2. การเตรียมสารสกดัอะราบิโนไซแลนทีไ่ม่ละลายน า้โดยการตกตะกอนด้วยเอทานอล 
3.3.2.1. การย่อยด้วยเอนไซม์  

WUAX เตรียมโดยวิธีดดัแปลงจากจาก Swennen และคณะ (2005) และ Yuan และ
คณะ (2005) กิจกรรมของเอนไซม์ endoxylanase จาก Bacillus subtilis วิเคราะห์โดยใช้ insoluble 
azurine crosslinked-arabinoxylan (AZCL-AX) ซ่ึงอธิบายไวใ้น Megazyme Data sheet T-XAX200 
โดยเอนไซม์ endoxylanase ท าการเจือจางในโซเดียมอะซีเตตบัฟเฟอร์  (sodium acetate buffer) 
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ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ (pH 4.7) สารละลายเอนไซมเ์จือจางน ามาบ่มร่วมกบั AZCL-AX และ
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง UV/Visible spectrophotometer 
รุ่น Specto - Biochrom Libra S22 ประเทศสหราชอาณาจกัร โดย 1 หน่วยกิจกรรมเอนไซม ์(1 unit) 
คือ ปริมาณเอนไซมท่ี์สามารถเปล่ียนสารตั้งตน้ไปเป็นผลิตภณัฑ์โดยให้ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 1 
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสและ pH 4.7 

ท าการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเติมเอนไซม์ท่ีให้ปริมาณ WUAX 
สูงสุด โดยทดลองท่ีความเข้มขน้ของเอนไซม์ endoxylanase 1, 2 และ 5 Unit ส าหรับการเตรียม
เอนไซม ์สารละลายเอนไซม์ endoxylanase (2 Unit/mL) เตรียมเร่ิมตน้จาก endoxylanase 2.17 กรัม 
และ sodium acetate buffer ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ (pH 4.7) 25 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 30 นาทีและป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000g เป็น
เวลา 30 นาที สารละลายเอนไซมเ์ก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในขั้นการเตรียมตวัอยา่ง ตวัอยา่ง
แช่แข็งผง DSDPB 10 กรัม น ามาละลายในน ้ า DI และเติมสารละลายเอนไซม์ endoxylanase แล้ว
บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0.5 – 17.5 ชั่วโมงในตูบ้่มพร้อมเขย่า (New Brunswick 
Scientific Excella E24 series ประเทศสหราชอาณาจกัร) ตวัอยา่งท่ียอ่ยถูกเก็บท่ีระยะเวลา 0.5, 2.5, 
7.5 และ 17.5 ชั่วโมงเพื่อท าการวิเคราะห์ ตวัอย่างท่ีเก็บระยะเวลาต่างๆ ท าการหยุดกิจกรรมของ
เอนไซม์ endoxylanase โดยการตม้ในน ้ าเดือดเป็นเวลา  30 นาที จากนั้นท าให้เยน็ถึงอุณหภูมิห้อง
แล้วป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000g เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนใสเหนือตะกอน (rice bran 
WUAX supernatant) และเก็บตวัอย่างไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสก่อน าไปแยกส่วนด้วยเอทา
นอล  

 
3.3.2.2. การแยกส่วนโดยการตกตะกอนด้วยเอทานอล  

 Rice bran WUAX supernatant จากขา้งตน้ สามารถแยกออกเป็น 3 ส่วนโดยการ
ตกตะกอนดว้ยเอาทานอล เติมเอทานอลโดยกวนต่อเน่ืองให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 60% โดย
ปริมาตร (v/v) จากนั้นกวนผสมต่อเน่ืองเป็นเวลา 30 นาที และเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
ขา้มคืน จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาทีดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง รุ่น Thermo Scientific Sorvall Legend Mach 1.6R ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เก็บตะกอนท่ีไดแ้ละน าไปละลายในน ้ า DI และท าแห้งดว้ยคร่ืองท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง รุ่น Heto 
FD8 ประเทศแอฟฟริกาใต ้โดยตะกอนตวัอยา่งส่วนน้ีเรียกวา่ F60 จากนั้นเพิ่มความเขม้ขน้ของเอทา
นอลเป็น 90% (v/v) และท าการตกตะกอนด้วยวิธีข้างต้น ตะกอนตวัอย่างส่วนน้ีเรียกว่า F6090 
ของเหลวส่วนท่ีเหลือน าไประเหยเอทานอลด้วยเคร่ืองเคร่ืองกลั่นระเหยสารแบบหมุน(rotary 
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evaporator) รุ่น Buchi Rotavapor R-114 ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ ตะกอนท่ีได้จากส่วนน้ีเรียกว่า 
F90 

 
3.4. การตรวจสอบสมบัติทางเคมีและกายภาพของร าข้าวและอะราบิโนไซแลนจากร าข้าว 
 3.4.1. การตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีเบื้องต้น (Proximate compositions)  

ปริมาณความช้ืน โปรตีน เถา้ ใยอาหารทั้งหมด (total dietary fiber, TDF)ใยอาหารท่ีละลาย
ไม่ได ้(insoluble dietary fiber, IDF) และใยอาหารท่ีละลายได ้(soluble dietary fiber, SDF) ของแป้ง
ลูกเดือยวเิคราะห์ดว้ยวธีิ AOAC (2000) การวเิคราะห์ปริมาณไขมนัใชเ้คร่ือง 2050 Soxtec Avanti 
autoextraction unit (Foss Tecator, Sweden) และปริมาณสตาร์ชทั้งหมดวเิคราะห์ดว้ยวธีิ AACC 
method (2000) 

 
3.4.2. การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 
ปริมาณโปรตีนใน rice bran WUAX ท่ีสกดัโดยการแยกส่วนดว้ยเอทานอลวเิคราะห์ตามวิธี 

Bradford ซ่ึงอธิบายโดย Bollag, Rozycki และ Edelstein (1996)  ท าการวิเคราะห์โดยน า rice bran 
WUAX ป ริมาตร  40 ไมโครลิตรผสมกับสารละลาย Bradford working buffer ป ริมาตร 20 
ไมโครลิตรในถาดปฏิกิริยาแบบ 96 หลุม (96 well plate) ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์และวางใน
ถุงพลาสติกแบบ Zip-lock ถาดตวัอยา่งเขยา่ในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
UV/Visible spectrophotometer รุ่น Specto - Biochrom Libra S22 ประเทศสหราชอาณาจกัร โดยใช้
สารละลาย Hanks’ balance Salt Solution (HBSS) เป็นตวัอยา่งควบคุม (blank) โดยปริมาณโปรตีน
จะค านวณเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 

 
3.4.3. การวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด (total sugar content) 
ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดวเิคราะห์ดว้ยวธีิการท าปฏิกิริยากบัสารประกอบ Phenol-sulfuric 

acid ตามวธีิวเิคราะห์ของ Dubois, Gilles, Hamilton, Pebers และ Smith (1956) สารละลายตวัอยา่ง 
0.5 มิลลิตร น ามาท าปฏิกิริยากบัสารประกอบฟีนอล (phenol) ความเขม้ขน้ 4% ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร และเติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (96%) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นตั้งทิ้ง
ไว ้ 30 นาทีและวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV/Visible 
spectrophotometer รุ่น Specto - Biochrom Libra S22 ประเทศสหราชอาณาจกัร ปริมาณน ้าตาล
ทั้งหมดจะค านวณเทียบกบัสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
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3.4.4. การวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์วิเคราะห์โดย Somogyi-Nelson’s method (Somogyi, 1952) 

สารละลายตวัอยา่ง 0.5 มิลลิลิตรท าปฏิกิริยากบั Alkaline copper reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั
ตม้ในน ้าเดือด 15 นาที หลงัจากนั้นท าใหเ้ยน็ในอ่างน ้าแขง็ เติม Nelson reagent 1 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนั จากนั้นตั้งทิ้งไว ้ 30 นาที เติมน ้า DI 5 มิลลิลิตร และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
520 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV/Visible spectrophotometer รุ่น Specto - Biochrom Libra S22 
ประเทศสหราชอาณาจกัร ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดจะค านวณเทียบกบัสารละลายมาตรฐานน ้าตาล 
Arabinose ต่อ Xylose เท่ากบั 0.93:1 

 
3.4.5. การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 

 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของร าขา้วและ rice bran WUAX ท่ีสกดัโดยการแยก
ส่วนดว้ยเอทานอล วเิคราะห์ตามวธีิของ Mattila และคณะ (2005) 
 
   3.4.5.1. การเตรียมตัวอย่าง  
    ตวัอยา่งร าขา้ว DSDPB, ADSDPB และ rice bran WUAX ท่ีสกดัโดยการ
แยกส่วนดว้ยเอทานอล 0.1-0.5 กรัม เติมเมทานอลความเขม้ขน้ 80% ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ในห้อง
เยน็ปราศจากแสงเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาทีเป็น
เวลา 5 นาที เก็บส่วนใสและเติมเมทานอลความเขม้ขน้ 80% ปริมาตร 5 มิลลิลิตรอีกคร้ัง และน าไป
ป่ันเหวี่ยง น าส่วนใสทั้งหมดไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกอิสระทั้งหมด (total free 
phenolic) ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu และปริมาณกรดฟีนอลิกอิสระ (free phenolic acids) โดย HPLC 
ส่วนสารประกอบฟีนอลิกยึดเหน่ียว (bound phenolic compounds) จะสกดัจากส่วนตะกอนท่ีเหลือ 
โดยเติมน ้ า DI 3 มิลลิลิตร NaOH ความเขม้ขน้ 5 โมล่าร์ 5 มิลลิลิตร และ NaOH ความเขม้ขน้ 10 โม
ล่าร์ 5 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ผสมเป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนั้นน าสารละลายตวัอยา่งปรับค่า pH เป็น 2 
เติมสารละลายเอทิลอะซีเตต 12 มิลลิลิตรและกรอง ท าการสกดัดว้ยเอทิลอะซีเตต 3 คร้ัง จากนั้น
รวมตวัอย่างท่ีได้จากการกรองน าไประเหยแห้ง แล้วละลายในเมทานอลความเข้มข้น  50% 4 
มิลลิลิตร ท าให้เป็นเน้ือเดียวกันด้วย sonicator กรอง และน าไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกอิสระทั้งหมดและปริมาณกรดฟีนอลิกอิสระ    
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   3.4.5.2. การวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด (Total phenolic content) 
    วเิคราะปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu ตาม
วิธีการของ Singleton, Orthofer, and Lamuela-Raventos (1999) ท าการเจือจางสารละลายสกัด
ตวัอยา่งจากขอ้ 4.4.1 ในอตัราส่วน 1:10 ในน ้ ากลัน่ เติมสารประกอบ Folin-Ciocalteu’s phenol เจือ
จาง ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว ้2 นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตปริมาตร 0.8 
มิลลิลิตร เขยา่เป็นเวลา 5 นาทีในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส จากนั้นท าให้เยน็และ
น าไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตรเทียบกบัสารมาตรฐานกรดเฟอรูริก 
(ferulic acid, FAE) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดแสดงในหน่วยมิลลิกรัมของกรดเฟอรูริก
ต่อ 100 กรัมของตวัอยา่งแหง้ 
 

3.4.5.3. การวเิคราะห์ปริมาณกรดฟีนอลกิโดยเทคนิคด้วยวธีิการทางโครมาโตก
ราฟีเหลวความดันสูง (high performance liquid chromatography, HPLC) 

ระบบ HPLC จากบริษทั Shimadzu Corporation เมืองโตเกียว ประเทศญ่ีปุ่น 
Japan ประกอบดว้ย SPD-M10AVP diode array detector, CTO-10ACVP column oven, DGU-14A 
degasser, LC-10ADVP solvent delivery module, SIL-10ADVP autoinjector และ SCL-10AVP 
system controller คอลมัมท่ี์ใชใ้นการวเิคราะห์คือ Luna 2504, 6 mm, 5μm C18 column จาก 
Phenomenex, Torrance, CA ประเทศสหรัฐอเมริกา อุณหภูมิของคอลมัมใ์นการวเิคราะห์ตั้งไวท่ี้ 30 
องศาเซลเซียส ท าการชะสารตวัอยา่งแบบ gradient elution ดว้ยอตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที 
โดยเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ประกอบดว้ยสารละลาย A และสารละลาย B สารละลาย A คือ 
triflouroacetic acid (TFA) ความเขม้ขน้ 0.05% สารละลาย B คือ acetonitrile ความเขม้ขน้ 95%  ท่ี
ผสมกบั 0.05% TFA ตั้งโปรแกรมการชะตวัอยา่งดงัน้ี isocratic elution 90% A, 0-3 min; linear 
gradient from 90% A to 87.5% A, 3-15 min; linear gradient from 87.5% A to 82.5% A, 15-25 
min; linear gradient from 82.5% A to 70% A, 25-30 min; linear gradient from 70% A to 40% A, 
30-36 min; linear gradient from 40% A to 20% A, 36-40 min; linear gradient from 20% A to 65% 
A, 40-43 min, linear gradient from 65% A to 90% A, 43-53 min; และ post-time, 6 min 

ตวัอยา่งวิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และวดัค่าการดูดกลืนแสง
ในช่วง UV ท่ีความยาวคล่ืน 3 ระดบั ไดแ้ก่  

- 260 นาโนเมตรส าหรับวเิคราะห์ปริมาณสาร protocatechuic acid, 4-
OH-benzoic acid และ vanilic acid  
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- 270 นาโนเมตรส าหรับวเิคราะห์ปริมาณสาร -coumaric acid และ 
gallic acid  

- 280 นาโนเมตรส าหรับวิเคราะห์ปริมาณสาร caffeic acid, p-coumaric 
acid และ ferulic acid  

ปริมาณกรดฟีนอลิกแสดงในหน่วยไมโครกรัมของกรดฟีนอลิกแต่ละชนิดต่อกรัมของ
ตวัอยา่งแหง้ 

 
3.4.6. การวเิคราะห์น า้หนักโมเลกุล  

ตวัอยา่ง WUAX ท่ีสกดัโดยการแยกส่วนดว้ยเอทานอล ปริมาณ 2 มิลลิกรัมละลาย
ใน 10 mM NaNO3 ปริมตร 1.0 มิลลิลิตร และกรองผา่นเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอนดว้ย 
polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filter น ้าหนกัโมเลกุลวเิคราะห์โดยเทคนิค high-
performance size exclusion chromatography (HPSEC) ระบบ HPSEC รุ่น Agilent 1200 series 
ประเทศสหรัฐอเมริกา ประกอบดว้ย pump ร่วมกบั online degasser (Dionex DG-1210 ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) และ and autosampler (Agilent Technologies G1367C ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
ตวัอยา่งถูกชะผา่น คอลมัม ์GPC 2 คอลมัม ์ (Agilent PL Aquagel-OH Mixed-H, pore size, 8µm) 
และวดัการกระเจิงและการดูดกลืนแสงดว้ย multiangle laser-light scattering (HPSEC-MALLS) 
detector (Wyatt Technologies DAWN HELEOS, Santa Barbara ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึง 
วเิคราะห์ท่ี 120 mW solid-state laser 658 nm) ร่วมกบั Dynamic light scattering (DLS) detector 
(Wyatt Technologies DynaPro NanoStar,USA  detection angle-90o ประเทศสหรัฐอเมริกา) และ RI 
detector (Shodex RI-101 ประเทศญ่ีปุ่น) ตวัอยา่งวิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิห้อง อตัราการไหล 1.0 
มิลลิลิตรต่อนาที โดยเฟสเคล่ือนท่ี คือ โซเดียมไนเตรต (NaNO3) ความเขม้ขน้ 0.01 โมล่าร์ ซ่ึงกรอง
ผา่นเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอน (VacuCup Supor membrane, Pall life science ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) น ้าหนกัโมเลกุลค านวณโดยโปรแกรม ASTRA software Version 6.0.1 (Wyatt 
Technologies, California ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 
3.4.7. การวเิคราะห์น า้ตาลมอโนแซ็กคาไรด์และ linkage 

3.4.7.1. การวเิคราะห์น า้ตาลมอโนแซ็กคาไรด์ 
วิเคราะห์น ้ าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแลกเปล่ียนประจุ 

(High performance anion exchange chromatography, HPAEC) โดยใช้ ดี เทค เตอ ร์แบบ  Pulsed 
amperometric detector (PAD) (Dionex ICS 3000 system) ตามวิธีของ Beaugrand และคณะ (2004) 
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ตวัอยา่ง rice bran WUAX จากการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์endoxylanase ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรน ามายอ่ย
ดว้ยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขม้ขน้ 1 โมล่าร์ปริมาตร 45 ไมโครลิตร จากนั้นเจือจางตวัอย่าง
ด้วยน ้ า  DI ป ริมาตร  15 ไมโครลิตร  และกรองผ่ าน เมม เบ รนขนาด  0.2 ไมครอน  ด้วย 
polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filter ก่อนฉีดเข้าคอลัมน์  ใช้คอลัมน์  CarboPac PA 20 
column (150 mm × 3 mm, Dionex, Sunnyvale ประเทศสหรัฐอเมริกา)ควบคุมอตัราการไหลของ
เฟสเคล่ือนท่ีให้มีอตัราการไหลเท่ากบั 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที โดยเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใช้ประกอบดว้ย 
สารละลาย A คือ น ้ า DI และสารละลาย B คือ สารละลายโซเดียมอะซีเตรตเขม้ขน้ 250 มิลลิโมล่าร์ 
ตั้งโปรแกรมการชะตวัอยา่งดงัน้ี linear gradient from 96% A to 20% A, 0-30 min; isocratic elution 
20% A, 30-40 min; linear gradient from 20% A to 96% A, 40-60 min วิ เค ร าะ ห์ ข้ อ มู ล ด้ ว ย
โปรแกรม Chromelon software version 6.80  

 
3.4.7.2. การวเิคราะห์น า้ตาลมอโนแซ็กคาไรด์และโครงสร้างโมเลกุลของอะราบิโน

ไซแลนด้วยเทคนิค Methylation และ Silylation 
3.4.7.2.1. Methylation 
 ตัวอย่างร าข้าว  DADPB, ADSDPB และ  ethanol fractionated rice bran 

WUAX ท าท าปฏิกิริยา Methylation ตามวิธีของ  Asres และ  Perreault (1997) จากนั้ นปฏิกิริยา 
acidic methanolysis ถูก เร่งป ฏิ กิ ริยาตามวิ ธีของ Sundberg, Sundberg, Lillandt และ  Holmbom 
(1996) โดยชั่งตัวอย่าง 1-2 มิลลิกรัม เติม acidic methanol ความเข้มข้น 2 โมล่าร์ ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ผสมและให้ความร้อนในตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 100  องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
จากนั้นท าให้เยน็ถึงอุณหภูมิห้องและเติม pyridine ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และท าให้เป็นกลาง
ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก เติมสารละลาย Sorbitol 1 มิลลิลิตรเพื่อเป็น internal standard และผสมให้
เป็นเน้ือเดียวกัน จากนั้นท าการระเหยเพื่อก าจดัส่วนของเหลวภายใตแ้ก๊สไนโตรเจนในอ่างน ้ า
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส ตวัอยา่งท่ีเหลือน าไปท าแห้งในโถดูดความช้ืนท่ีเช่ือมต่อกบั
ป๊ัมสุญญากาศแรงดนัสูงเป็นเวลา 20 นาที 

 
3.4.7.2.2. Silylation  
ตวัอย่างถูกท าให้อ่ิมตวัใน pyridine ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลาย BSTFA [N,O-bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamide] ท่ีผสม 10% 
TMCS (trimethylchlorosilane) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงใปในหลอดทดลอง สารละลายตวัอยา่ง
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง และท าการเจือจางตวัอย่างด้วยการเติม 
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ethyl acetate ป ริม าตร  600 ไม โคร ลิ ต ร  ก รองผ่ าน เมม เบ รนขน าด  0.45 ไม ครอน  ด้ว ย
polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filter ก่อนน าไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟฟี 
(Gas chromatography, GC) 

ระบบ GC ท่ีใช้รุ่น  Agilent 6890N โดยใช้ดีเทคเตอร์ รุ่น Agilent 5973 
Series mass selective detector (Agilent Technologies, Santa Clara ประเทศสห รัฐอ เม ริกา ) น า
ตวัอย่างกรองท่ีผา่นกระบวนการ Silylation ปริมาตร 1 ไมโครลิตรฉีดลงใน HP-5 column (30 m x 
0.25 mm, film thickness, 0.25 m) อุณห ภู มิ  260 องศาเซล เซี ยส  split ratio เท่ ากับ  1:50 ตั้ ง
โปรแกรมให้อุณหภูมิเพิ่มข้ึนดงัน้ี 100 องศาเซลเซียส 2 นาที ดว้ยอตัราเร็ว 4 องศาเซลเซียสต่อนาที 
จากนั้นเพิ่มเป็น 220 องศาเซลเซียส 2 นาที ดว้ยอตัราเร็ว 15 องศาเซลเซียสต่อนาที และเพิ่มถึง 300 
องศาเซลเซียส 2 นาที เฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชคื้อแก๊สฮีเลียมดว้ยอตัราการไหลคงท่ีท่ี 1 มิลลิลิตรต่อนาที  
ดีเทคเตอร์จะสแกนในช่วง 40 ถึง 600 Da (70 eV) วิเคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม MSD Chemstation 
E.2.01.1177 software จาก Agilent Technologies.  

พีคจากโครมาโตแกรมท่ีได้จะน ามาเทียบกับระยะรีเทนชั่น (retention 
time) ของสารมาตราฐาน methylated xylose (2,3,4-linked xylose), methylated xylotriose (terminal 
xylose and 4-linked xylose), nonmethylated xylose, arabinose (terminal xylose แ ล ะ  terminal 
arabinose) แ ล ะ  wheat arabinoxylan (2,4-linked and 3,4-linked xylose) ต า ม วิ ธี ข อ ง  Laine, 
Tamminen, Vikkula, and Vuorinen (2002). 

 
3.4.8. การวเิคราะห์คุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant activity)  

   3.4.8.1 การวเิคราะห์ Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
Ferric reducing antioxidant power วเิคราะห์ตามวธีิของ Katalinic, Milos, Modun, 

Music และ Boban (2004) เตรียมสารละลาย FRAP โดยผสมโซเดียมอะซิเตตบฟัเฟอร์ pH 3.6 
(acetate buffer) เขม้ขน้ 300 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตรกบัสารละลายเฟอริกคลอไรด ์(FeCl3) 
เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตรและสารละลาย TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazin) 
เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยสารละลาย TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazin) 
เตรียมจาก TPTZ 31.2 มิลลิกรัมในสารละลายกรดไฮโดรคลอลิก 10 มิลลิลิตร 

สารละลายตวัอยา่งน ามาเจือจางดว้ยน ้า DI ปิเปตปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เติม
สารละลาย FRAP 3 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตรดว้ยเคร่ือง
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สเปคโตโฟโตมิเตอร์ (Libras22, Biochrom, Ltd., Cambridge, England) เทียบกบัสารมาตรฐาน 
Ferrous(II) sulphate ในช่วงความเขม้ขน้ท่ี 0.20 – 1.00 มิลลิโมลาร์ 

 
   3.4.8.2. การวเิคราะห์ DPPH radical scavenging activity 
   DPPH radical scavenging activity วิเคราะห์ตามวิธีการของ Sánchez-Moreno et 
al. (1998) ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย 
DPPH ท่ี ละลายในสารละลายเมทิลแอลกอฮอล์  (6.34  10-5 M methanolic DPPH solution) 
ปริมาตร 3.9 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัและตั้งทิ้งไวน้าน 30 นาทีในความมืด วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน  515 นาโนเมตรด้วยเค ร่ืองสเปคโตโฟโตมิ เตอร์ (Libras22, Biochrom, Ltd., 
Cambridge, England) เทียบกบั blank (DI water) และ control (เมทิลแอลกอฮอล์) รายงานค่าในรูป
ของค่า IC50 โดยการสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง % Inhibition DPPHกบัความเขม้ขน้ของสาร
ตวัอยา่ง เพื่อหาค่า IC50 โดยค านวณ% Inhibition DPPH ตามสูตรดงัน้ี  
 

 
 
 

control sample

control

Abs - Abs•% Inhibition DPPH    =     x  100Abs  

 
 เม่ือ Abscontrol  = ค่าการดูดกลืนแสงของ Control 
   Abssample  = ค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
 

3.4.8.3. การทดสอบทางพิษวิทยาของ WUAX ในการมี ชีวิตของเซลล์ (Cell 
viability) โดยวธีิทดสอบ MTT reduction assay 

ใชเ้ซลลไ์ลน์ (cell line) HepG2 (hepatocellular carcinoma) จาก 
American Type Culture Collection (ATCC, USA) น ามาเพาะเล้ียงในอาหาร Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM) ท่ีเสริมดว้ย Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, NY, USA), 10% 2-[4-(2-
hydroxyethyl) piperazin-1-yl] ethanesulfonic acid (HEPES) 1.5% streptomycin 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และ penicillin (Invitrogen, CA, USA) 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด ์5% ในการทดลองใชเ้ซลลไ์ลน์ท่ีแพสเลส (passage) ไม่เกิน 20 

ทดสอบความเป็นพิษของ WUAX ทั้ง 3 ส่วนต่อเซลล ์ HepG2 ดว้ยวธีิ 
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) ตามวธีิการของ Mosmann 
(1983) น าเซลล ์ HepG2 มาเล้ียงใน 96-well plate โดยใหมี้ปริมาณเซลลใ์นแต่ละหลุมเป็น 3.0x104 
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เซลลต่์อหลุม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทดสอบกบัสารสกดัจาก WUAX ท่ี
ความเขม้ขน้ต่างๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปบ่มต่ออีก 24 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดถ่าย
อาหารเล้ียงเซลลท์ั้งหมดออก แลว้ติมสารละลาย MTT ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม บ่มต่ออีก 4 ชัว่โมง หลงัจากนั้นละลายผลึกฟอร์มาซานท่ี
เกิดข้ึนดว้ยสารละลาย DMSO ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยา่ 96-well plate เบาๆ นาน 10 นาทีก่อน
วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร (Benchmark Plus, Bio-Rad, Japan) ผลการ
ทดลองแสดงเป็นร้อยละของเซลลท่ี์รอดชีวติ (% cell viability)  โดยพล็อตกราฟร้อยละของเซลลท่ี์
รอดชีวติกบัความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง และค านวณค่าความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีมีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งเซลลท่ี์มีชีวติได ้50% (IC50) จากสมการถดถอยแบบไม่เป็นเส้นตรง (nonlinear regression) 
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยท าการทดสอบแต่ละทรีตเมนตอ์ยา่งนอ้ย 4 คร้ัง คร้ังละ 2 ซ ้ า 

 
3.4.8.4. การต้านออกซิเดชันภายในเซลล์ (Cellular Antioxidant Activity (CAA) 

assay) 
ศึกษาฤทธ์ิในการตา้นออกซิเดชนัภายในเซลล์มะเร็งตบั HepG2 ดว้ยสาร 

2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA)  โด ยดัด แป ล งวิ ธี ก ารขอ ง  Girard-Lalancette, 
Pichette, and Legault (2009) โดยน าเซลล์ HepG2 มาเล้ียงใน black wall clear bottom 96 well plate 
(Corning Incorporated, New York, USA) ให้มีปริมาณเซลล์ในแต่ละหลุมเป็น 2.5 ×  104 เซลล์ต่อ
หลุม น าไปบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายอาหารเล้ียงเซลลท์ั้งหมดออกและเติมสารสกดั WUAX จากร าขา้วท่ี
ละลายในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีปราศจากซีรัมปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มไว ้1 ชัว่โมง หลงัจากนั้น
ถ่ายอาหารเล้ียงเซลล์ออก และลา้งดว้ย PBS ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลว้เติมสารละลาย DCFH-
DA ความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม และบ่มเป็นเวลา 30 
นาที แล้วล้างด้วย PBS ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 2 คร้ัง หลังจากนั้ นเติมสารละลาย tert-butyl 
hydroperoxide (t-BuOOH) ความเขม้ขน้ 200 ไมโครโมล่าร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ท่ีละลายใน 
Hank’s balance salt solution (HBSS) เพื่อเหน่ียวน าให้เกิด ROS วดัปริมาณอนุมูลอิสระท่ีเกิดข้ึนใน
เซลล์ ด้วยเคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์ (Spectra MAX Gemini EM, Molecular devices, California) 
ท่ี excited wavelength 485 nm และ emitting wavelength 535 nm อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย
วดัค่าทุก 30 นาทีเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ผลการศึกษาแสดงเป็นค่าเฉล่ียความเข้มข้นของ DCF-
fluorescence intensity±SD โดยท าการทดสอบแต่ละส่ิงทดลองอยา่งนอ้ย 3 ซ ้ า  
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3.5. การวเิคราะห์ทางสถิติ  
วิเคราะห์ข้อมูลและความแปรปรวนโดย ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างของ

ค่าเฉล่ียดว้ยวิธี Duncan’s multiple range tests (DMRT) โดยใชโ้ปรแกรมทางสถิติ (SPSS) program 
for Windows Version 17 
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บทที ่4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูลและการอภิปรายผล 

 
4.1. การสกัดอะราบิ โน ไซแลนที่ ไม่ ละลายน ้ าจากร าข้ าว  (rice bran water unextractable 
arabinoxylans) 
 การทดลองน้ีศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเติมเอนไซมใ์นการสกดัอะราบิโนไซแลนท่ี
ไม่ละลายน ้ า (water unextractable arabinoxylans, WUAX) ตารางท่ี  3.1 แสดงปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ของ rice bran WUAX ท่ีก าจดัสตาร์ชและโปรตีนแลว้ (DSDPB) 
โดยศึกษาปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์แตกต่างกันท่ี 1.0, 2.0 and 5.0 Unit ของเอนไซม ์
endoxylanase และระยะเวลาการย่อยท่ี 0.5, 2.5, 7.5 และ 17.5 ชั่วโมง โดยอตัราส่วนของปริมาณ
น ้ าตาลทั้ งหมดต่อปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์แสดงถึงขนาดโดยเฉล่ียของตัวอย่างท่ีผ่านการย่อย
(hydrolysate) 

จากตารางท่ี 3.1 ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดเพิ่มข้ึนเม่ือปริมาณเอนไซม์และระยะเวลาในการ
ยอ่ยเพิ่มข้ึน ส าหรับปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ไม่เปล่ียนแปลงในช่วงระยะเวลาในการยอ่ยถึง 2.5 ชัว่โมง 
จากการค านวณอตัราส่วนของปริมาณน ้าตาลทั้งหมดต่อปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนเม่ือปริมาณเพิ่ม
ปริมาณเอนไซม ์และระยะเวลาในการยอ่ยเพิ่มข้ึนถึง 2.5 ชัว่โมงและลดลงเม่ือระยะเวลาในการยอ่ย
นานข้ึน แสดงใหเ้ห็นถึงขนาดโดยเฉล่ียของตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนในช่วงแรกของ
การยอ่ย แสดงให้เห็นวา่ในการยอ่ย DSDPB ดว้ยเอนไซม ์endoxylanase จะปลดปล่อยสายยาวของ 
WUAX ในช่วงแรกของการย่อย จากนั้นโมเลกุลจะถูกย่อยให้มีขนาดเล็กลงเม่ือระยะเวลาในการ
ย่อยนานข้ึน Maes, Vangeneugden และDelcour (2004) อธิบายว่า การย่อย WUAX ด้วยเอนไซม ์
Bacillus subtilis endoxylanase จะประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกช่วงการละลายของ WUAX 
และหลงัจากนั้นจะเป็นการย่อยของ WUAX ท่ีละลาย ไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลท่ีแตกต่าง
กนั  

อะราบิโนไซแลนจากร าขา้วเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีโครงสร้างแบบก่ิงกา้นมากมายและมีสายโซ่
ข้าง (side chain) ท่ีซับซ้อน  (Shibuya and Iwasaki, 1985) Schooneveld-Bergmans, Beldma, and 
Voragen, (1999) พบว่า การมีสายโซ่ขา้งแทนท่ีจ านวนมากในอะราบิโนไซแลนท าให้โครงสร้าง
ของอะราบิโนไซแลนทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์ จากการย่อย DSDPB โดยใช้เอนไซม์ท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ 5 ยูนิต พบว่า การย่อยอะราบิโนไซแลนเกิดข้ึนน้อย ดังแสดงในค่าปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดต ่าหลงัการย่อย ดงันั้น ในการทดลองต่อมาจึงท าการทดลองเบ้ืองตน้ถึงกระบวนการก่อน
การยอ่ยของ DSDPB โดยการให้ความร้อน DSDPB ความเขม้ขน้ 2% โดยน ้ าหนกั (w/v) ภายใตค้วาม

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที ่3.1 ปริมาณน ้าตาลทั้งหมดและน ้าตาลรีดิวซ์หลงัการบ่มดว้ยเอนไซม ์endoxylanase ของตวัอยา่ง rice bran WUAX ท่ีก าจดั 
           สตาร์ชและโปรตีนแลว้  

ระยะเวลา
การย่อย 
(ช.ม.) 

0.5 2.5 7.5 17.5 

ความ
เข้มข้น
ของ

เอนไซม์ 

1 U 2 U 5 U 1 U 2 U 5 U 1 U 2 U 5 U 1 U 2 U 5 U 

TS (%) 0.230.03 0.380.05 0.600.05 0.440.06 0.540.06 1.420.06 0.580.19 0.760.03 1.860.26 0.670.16 1.240.1 2.610.34 

RS (%) 0.040.01 0.040.01 0.040.01 0.040.01 0.050.01 0.070.02 0.040.0 0.070.01 0.10.01 0.150.02 0.180.02 0.230.0 

TS/RS 5.62 11.75 15.11 10.41 12.73 19.74 13.52 10.5 17.13 4.50 7.0 11.40 

หมายเหตุ TS คือ ปริมาณน ้าตาลทั้งหมด; RS คือ ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์; U คือ ยนิูต 
 
 
 2
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ดนัดว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้ า ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1ชัว่โมง ก่อนการย่อย
ดว้ยเอนไซม ์endoxylanase 2 ยูนิตต่อกรัม เป็นเวลา 30 นาที พบวา่ กระบวนการน้ีสามารถท่ีจะเพิ่ม
ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ ปริมาณน ้าตาลไซโลส ปริมาณน ้ าตาลอะราบิโนส และ
ปริมาณน ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงสามารถค านวณเป็นปริมาณอะราบิไซแลนท่ีเพิ่มข้ึน 2.5 เท่า (ตารางท่ี 
3.2) ดงันั้น ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์ระยะเวลาในการให้ความร้อนภายใตแ้รงดนั และระยะเวลาใน
การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์จึงปัจจยัท่ีมีผลในการสกดั WUAX  
 
ตารางที ่3.2  องคป์ระกอบทางเคมีของ WUAX จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ปรียบเทียบกบัการให้

ความร้อนภายใตแ้รงดนัร่วมกบัการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์น DSDPB  

Sugar (%) 
Enzyme concentration (Unit/g)/ autoclave time (h)/ incubation time (h) 

2U/0h/0.5 ha 2U/1h/0.5 hb 
Total sugar 0.42  0.04 1.0  0.02 
Reducing sugar 0.04  0.01 0.07  0.0 
Xyl 0.03  0.0 0.14  0.0 
Ara 0.19  0.0 0.38  0.02 
Glu ND 0.11  0.0 
AX 0.19 0.46 
Ara/Xyl 6.33 2.71 
TS/RS 10.5 7.13 
หมายเหตุ AX, arabinoxylan = 0.88 x (%arabinose + %xylose); Ara/Xyl, arabinose to xylose ratio; 

Glu, glucose; TS, total sugar; RS, reducing sugar; TS/RS, total sugar to reducing sugar 
ratio. 

 
การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดั WUAX ให้ไดป้ริมาณผลผลิตสูงสุด โดยการใหค้วาม

ร้อนภายใตแ้รงดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 0, 1, 2 4 และ 8 ชัว่โมง ร่วมกบัการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซม ์Bacillus subtilis endoxylanase 2 ยูนิตต่อกรัม เป็นเวลา 30 นาที ผลของระยะเวลา
ในการให้ความร้อนภายใต้แรงดันต่อปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด แสดงในภาพท่ี 3.1 พบว่า ปริมาณ
น ้ าตาลทั้ งหมดเพิ่มข้ึนจาก 1.14 เป็น 11.2% เม่ือระยะเวลาการให้ความร้อนเพิ่มข้ึนจาก 1 ถึง 8 
ชัว่โมง จากผลการทดลองน้ี ท าให้สามารถเลือกสภาวะการให้ความร้อนภายใตแ้รงดนัท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง เน่ืองจากเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดเพื่อให้ไดค้วาม
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ยาวของสายน ้ าตาลท่ีหลากหลาย และน าไปใชใ้นการศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซมแ์ละระยะเวลา
การยอ่ยท่ีเหมาะสมในการสกดั WUAX ขั้นต่อไป 

 
รูปที ่3.1  ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดหลงัการการให้ความร้อนภายใตแ้รงดนัท่ีระยะเวลา 1 ถึง 8 

ชัว่โมงร่วมกบัการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์endoxylanase 2 Unit เป็นเวลา 30 นาที  
หมายเหตุ ตวัอกัษร a, b, c, d ท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันของปริมาณ
น ้ าตาลทั้งหมดท่ีเวลาในการให้ความร้อนภายใต้แรงดนัท่ี ต่างกนัท่ีระดับความ
เช่ือมัน่ 95% 

 
ในการศึกษาความเขม้ขน้ของเอนไซม์ท่ีระดบั 5 และ 10 ยูนิตต่อกรัม และระยะเวลาการ

ย่อยจาก 0.5 ถึง 12 ชั่วโมงหลังการให้ความร้อนภายใต้แรงดันเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ในการสกัด 
WUAX แสดงผลดังรูปท่ี 3.2 พบว่า ปริมาณเอนไซม์ท่ีระดับ 10 ยูนิตต่อกรัมให้ปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์หลงัการยอ่ยมากกว่าการใชเ้อนไซมท่ี์ระดบั 5 ยูนิตต่อกรัมในทุก
ช่วงระยะเวลาการยอ่ย เม่ือเปรียบเทียบถึงระยะเวลาในการยอ่ย ในช่วง 4 ชัว่โมงแรก ปริมาณน ้าตาล
ทั้งหมดเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ การย่อยจาก 4 ถึง 8 ชัว่โมง ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดคงท่ี 
และถูกย่อยเพิ่มข้ึนในช่วงระยะเวลา 8 ถึง 12 ชัว่โมง ส าหรับการเปล่ียนแปลงของปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์ พบว่า มีการเปล่ียนแปลงน้อยมากเม่ือเทียบกบัปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และไม่เปล่ียนแปลง
ในช่วงของการยอ่ย 4 ชัว่โมงแรก แต่เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยหลงัการยอ่ย 4 ชัว่โมง 

จากผลการทดลองในช่วงแรก (ตารางท่ี 3.1) พบว่า ขนาดโดยเฉล่ียของตวัอยา่งท่ีผา่นการ
ยอ่ยจะมีขนาดเล็กลงเม่ือระยะเวลาการย่อยนานกว่า 7.5 ชัว่โมง Beaugrand และคณะ (2004) และ 
Leguart และคณะ (1999) รายงานว่า การย่อยดว้ยเอนไซม์ endoxylanase GHF 11 could สามารถท่ี
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จะย่อยWUAX ให้เป็นโมเลกุลขนาดเล็กของ xylooligosaccharides ส่วน Maes และคณะ (2004) 
พบว่า การย่อยร าข้าวสาลี (wheat bran) ด้วยเอนไซม์ endoxylanase GHF 11 ท่ีความเข้มข้นของ
เอนไซมต์ ่า จะปลดปล่อยอะราบิโนไซแลนท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ ในการศึกษาน้ีตอ้งการสกดัอะรา
บิโนไซแลนท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ ดงันั้น วิธีการท่ีเหมาะสมในการสกดัอะราบิโนไซแลนสามารถ
ท าไดโ้ดยการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชออกจากร าขา้ว ตามดว้ยการให้ความร้อนภายใตแ้รงดนัเป็น
เวลา 4 ชัว่โมงและยอ่ยดว้ยเอนไซม ์endoxylanase  5 ยนิูต เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 

 

 
รูปที ่3.2  ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีไดรั้บจากการย่อย autoclaved-

destarched, deproteinised bran (ADSDPB) ด้ ว ย  endoxylanase 5 และ  10 ยู นิ ต 
เป็นเวลา 0.5 ถึง 12 ชัว่โมง  
หมายเหตุ ตัวอกัษร a, b, c, d, e, f, g ท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันของ
ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีระยะเวลาการย่อยท่ีต่างกนัท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 
4.2. องค์ประกอบทางเคมี สมบัติทางเคมีและกายภาพของร าข้าวและอะราบิโนไซแลนจากร าข้าว 
 3.2.1. องค์ประกอบทางเคมีของร าข้าวและอะราบิโนไซแลนจากร าข้าว 
 ปริมาณผลผลิต ปริมาณน ้ าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ชนิดต่างๆ ท่ีเป็นองคป์ระกอบของอะราบิ
โนไซแลนและปริมาณโปรตีนของร าขา้วสกดัไขมนั (rice bran), ร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่นการก าจดั
โปรตีนและสตาร์ชแลว้ (DSDPB) และร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผ่านการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชและ
ผา่นการสกดัร่วมดว้ยการใช้ความร้อนภายใตแ้รงดนั (ADSDPB) แสดงในตารางท่ี 3.3 จากผลการ
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ทดลองพบว่า ผลผลิตของ DSDPB ลดลงเหลือ 26% เม่ือร าขา้วผ่านการก าจดัโปรตีนและสตาร์ช
และผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์endoxylanase ส่วนกระบวนท่ีใชค้วามร้อนภายใตแ้รงดนัร่วมดว้ยใน
การสกดันั้น (ADSDPB) ให้ผลผลิตลดลงถึง 20.9% นอกจากน้ี ADSDPB สามารถผลิต WEAX ได ้
2.52% ซ่ึงสามารถแยกไดเ้ป็น F60, F6090 และ F90 ในปริมาณ 9.5, 17.9 และ 72.6% ตามล าดบั 

ร าขา้วสกดัไขมนัมีองค์ประกอบของน ้ าตาลกลูโคสสูง (70.68 มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอย่าง) 
เม่ื อ เที ยบกับน ้ าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ช นิด อ่ืน  ส าห รับ  DSDPB และ ADSDPB พบว่า มี
องค์ประกอบของอะราบิโนส (arabinose) ไซโลส (xylose) กาแลคโตส (galactose) แรมโนส 
(rhamnose) แมนโนส (mannose) แต่ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสลดลง โดยท่ี ADSDPB มีองค์ประกอบ
ของกรดกลูคูโรนิก (Glucuronic acid) และปริมาณอะราบิโนไซแลนสูงกวา่ DSDPB แสดงให้เห็น
ว่า การสกดัอะราบิโนไซแลนด้วยวิธีการย่อยร าขา้วด้วยเอนไซม์ร่วมกบัการให้ความร้อนภายใต้
แรงดนัเป็นวธีิการท่ีเหมาะสมท่ีสามารถสกดัอะราบิโนไซแลนไดใ้นปริมาณสูง  

 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณองค์ประกอบของน ้ าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ใน DSDPB 
และ ADSDPB พบวา่ ADSDPB มีปริมาณน ้ าตาลมอโนแซ็กคาไรด์สูงกวา่ DSDPB โดยเฉพาะอยา่ง
ยิง่อะราบิโนสและน ้ าตาลไซโลส ซ่ึงสามารถค านวณเป็นปริมาณอะราบิโนไซแลนไดสู้งถึง 218.66 
มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอยา่ง แสดงให้เห็นว่า การให้ความร้อนภายใตแ้รงดนัเป็นวิธีการท่ีสามารถจะ
ท าลายโครงสร้างผนงัเซลล์ของร าขา้วและเปิดโครงสร้างท่ีซับซ้อนให้เอ้ืออ านวยต่อการย่อยด้วย
เอนไซม์ ซ่ึงโดยทัว่ไปการใช้ความร้อนสามารถท่ีจะท าให้เกิดการเสียสภาพโครงสร้างดั้งเดิมของ
ไซแลน (xylan) จากลิกโนเซลลูโลส (lignocelluloses) ซ่ึงมีโครงสร้างท่ีแข็งแกร่งและไม่ละลายน ้ า
ไปเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีสามารถละลายน ้ าได ้มีหลากหลายงานวิจยัเก่ียวกบัการกระบวนให้ความ
ร้อนต่อการสกดัคาร์โบไฮเดรตเชิงซ้อน เช่น Vegas, Alonso, Dominguez และ Parajo (2004) และ
Parajo, Garrote, Cruz และ  Dominguez (2004) ท าการศึกษาท่ี อุณหภูมิตั้ งแต่  40 ถึง 225 องศา
เซลเซียส พบวา่ สามารถสกดั xylooligosaccharides จากเปลือกขา้ว (rice hulls) ไดเ้ป็นอยา่งดี  Rose 
และ Inglett (2010) พบวา่ กระบวนการใหค้วามร้อน 2 ขั้นตอน สามารถใชใ้นการผลิต  feruloylated 
arabinoxylooligosaccharides จากข้าวสาลีได้ นอกจาก xylooligosaccharides การใช้ความร้อนช้ืน
หรือการใช้ไอน ้ าสกัดสามารถท่ีจะสกัดเอาสารประกอบอ่ืนๆ ออกมาด้วย ได้แก่ น ้ าตาลมอโน
แซ็กคาไรด์ กรดอะซิติก ลิกนินท่ีละลายในกรด (acid-soluble lignin) สารประกอบเฟอฟูราล 
(furfural) สารประกอบอนินทรียท่ี์ละลายได ้(soluble inorganic components) และอนุพนัธ์ของสาร
โปรตีน (Moure และคณะ 2006) นอกจากน้ี ในการผลิต xylooligosaccharides จากเปลือกอลัมอนด ์
โ ด ย ก า ร ย่ อ ย  autohydrolysis พ บ ส า ร ป ร ะ ก อ บ น ้ า ต า ล ไ ซ โ ล ส , อ ะ ร า บิ โ น ส , 
ก ลู โ ค ส ,hydroxymethylfurfural, Klason-type lignin แ ล ะ  non-identified products (Nabarlatz, 
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Farriol, and Montane, 2005) ก ารก ระจายตัวขอ ง  arabinose side chains บ นส ายห ลัก  xylan 
ก่อให้เกิดลกัษณะการวางตวัของโครงสร้างอะราบิโนไซแลนท่ีต่างกนั ท าให้เกิดสมบติัทางเคมีท่ี
แตกต่างกนัออกไป (Izydorczyk และ Biliaderi, 1995; Zhang, Li, Smith, และ  Musa, 2015) ในการ
ทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่การให้ความร้อนภายใตแ้รงดนัสามารถท าลายพนัธะไฮโรเจนของลิกโน
เซลลูโลสท่ีมีไซแลนเป็นองคป์ระกอบหลกั โดยสายโซ่หลกัของเฮมิเซลลูโลสจะถูกท าลายโดยการ
ยอ่ยและเกิดการแลกเปล่ียนประจุ H+ (hydrogen ions) ซ่ึงเกิดจากแตกตวัเป็นไอออนดว้ยตวัเองของ
น ้ า (water autoionization) และเกิดการสร้างสารประกอบกรดอินทรีย์ (organic acids) ดงัจะเห็นได้
จากค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีลดลงจาก 6.320.2 เป็น 4.740.1 หลงักระบวนการให้ความร้อนภายใต้
แรงดนัและเกิดผลิตภณัฑ์ท่ีสามารถละลายน ้ าได้ซ่ึงโดยส่วนใหญ่เป็นน ้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด ์
(oligosaccharides) น ้ าต าลมอโนแซคค าไรด์  (monosaccharides), acetic acid (Moure, Gullon, 
Dominguez, and Parajo, 2006)  
ตารางที ่3.3 องค์ประกอบทางเคมีของร าขา้วสกดัไขมนั (rice bran), ร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่น

การก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแล้ว (DSDPB) และร าข้าวท่ีสกัดไขมนัท่ีผ่านการ
ก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแล้วและผ่านการสกดัร่วมด้วยการใช้ความร้อนภายใต้
แรงดนั (ADSDPB) 

Compositions (mg/g) Rice bran DSDPB ADSDPB 

Ara 13.56 0.60 39.40  2.18 94.69  0.51 
Xyl 14.72  0.66 52.11  3.65 153.79  0.71 
Glu  70.68  1.90 3.02  0.07 18.00  1.32 
Gal 2.67  0.09 6.45  0.65 32.49  1.55 
Rham ND 4.21  0.94 4.73  0.18 
Man 0.60  0.06 1.41  0.11 12.69  0.50 
Glucuronic acid ND ND 10.59  0.90 
Galacturonic acid 2.55  0.07 0.82  0.06 6.31  0.77 
Protein 179.1  10.0 140.0  10.0 140.0  10.0 
AX 24.89 80.52 218.66 
Ara/Xyl 0.9 0.8 0.6 
Yield (%) 100 26.0  0.4 20.9  0.3 
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หม าย เห ตุ  Ara, arabinose; Xyl, xylose; Glu, glucose; Gal, galactose; Rhamnose; Man, 
mannose, AX: arabinoxylan = 0.88 × (% Xyl + % Ara); Ara/Xyl: arabinose to xylose 
ratio; DSDPB, destarched, deproteinised rice bran; ADSDPB, autoclaved destarched, 
deproteinised rice bran 
นอกจากน้ี การทดลองยงัพบว่าน ้ าตาลกลูโคสมีค่าเพิ่มข้ึนหลงัการให้ความร้อนภายใต้

แรงดนัจาก 3.02 มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอย่าง เป็น 18.00 มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอยา่ง ซ่ึงอาจเกิดจากการ
ยอ่ยเฮมิเซลลูโลส อยา่งไรก็ตาม น ้ าตาลกาแลคโตส แรมโนส แมนโนส กรดกลูคูโรนิกและกรดกา
แลคโตโรนิก พบในปริมาณต ่า เน่ืองจากโมเลกุลเหล่าน้ีเป็นโมเลกุลท่ีมาเช่ือมต่อกบัสายโซ่หลกั
ของน ้ าตาลไซโลส (Shibuya และ Iwasaki, 1985; Rao และ Muralikrishna, 2007) อตัราส่วนของ อะ
ราบิโนสต่อไซโลส (Ara/Xyl) มีค่าลดลง แสดงให้เห็นวา่สายโซ่ไซแลนบางส่วนอาจถูกท าลายโดย
อุณหภูมิและความดนัท่ีสูงดว้ยกระบวนการน้ี  

 
 4.2.2. ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 

4.2.2.1 สารประกอบฟีนอลิกอิสระทั้ งหมดและสารประกอบฟีนอลิกยึดเหน่ียว
ทั้งหมด (Total free and bound phenolic content) 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกอิสระทั้งหมดและสารประกอบฟีนอลิกยึด
เหน่ียวทั้งหมดของร าขา้วสกดัไขมนั (rice bran), ร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผ่านการก าจดัโปรตีนและ
สตาร์ชแลว้ (DSDPB) และร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่นการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแลว้และผา่นการ
สกัดร่วมด้วยการใช้ความร้อนภายใต้แรงดัน (ADSDPB) แสดงในตารางท่ี 3.4  พบว่า ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกยึดเหน่ียวทั้งหมดสูงกว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกอิสระทั้งหมดในทุก
ตวัอยา่ง ตวัอยา่งร าขา้วท่ีผา่นการก าจดัโปรตีนและสตาร์ช (DSDPB) พบวา่มีปริมาณสารประกอบฟี
นอลิกอิสระทั้งหมดลดลงจาก 490.6 เป็น 48.9 มิลลิกรัม FAE ต่อ 100 กรัมตวัอยา่ง ในขณะท่ีการให้
ความร้อนภายใต้แรงดนัท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกอิสระทั้งหมดเพิ่มข้ึนจาก 48.9 เป็น 
282.0 มิลลิกรัม FAE ต่อ 100 กรัมตวัอย่าง อย่างไรก็ตาม ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกยึดเหน่ียว
ทั้งหมดของ DSDPB และ ADSDPB เพิ่มข้ึนในปริมาณสูงเม่ือเทียบกบัตวัอย่างร าขา้วสกดัไขมนั
เร่ิมตน้ แสดงให้เห็นว่า ตวัอย่างท่ีสกดัไดอ้าจมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูง ซ่ึงจะท า
การทดสอบในการทดลองขั้นถดัไป 

ตวัอยา่งร าขา้วท่ีสกดัไดจ้ากการวจิยัน้ี พบวา่ มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
สูงเช่นเดียวกบัปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในร าขา้วจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ท่ีมีปริมาณ 
297 มิลลิกรัม  FAE ต่อ 100 กรัม (Sunan Butsat และ Sirithon Siriamornpun, 2010) รายงานวิจัย
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ต่างประเทศ เช่น  การรายงานของ  Jung, Kim, Hwang และ  Ha (2007) รายงานว่า  ป ริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมดในร าข้าวสกัดไขมนัมีปริมาณ 27.86 มิลลิกรัม FAE ต่อ 100 กรัม 
Goffman และ  Bergman (2004) พบว่า light-brown rice bran ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดต ่ากว่า red rice bran 10 เท่า Zhang, Zhang, Zhang, และ Liu (2010) รายงานวา่ ค่าเฉล่ียของ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกอิสระ สารประกอบฟีนอลิกยึดเหน่ียว และสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดของ black rice bran มีปริมาณสูงกวา่ white rice bran ในขณะท่ี  Iqbal, Bhanger และ Anwar 
(2005) รายงานวา่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของร าขา้วจากขา้วแตกต่างสายพนัธ์ุจะพบ
ในช่วง 251 ถึง 359 มิลลิกรัม FAE ต่อ 100 กรัม 

 
ตารางที ่3.4  ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกอิสระทั้งหมดและสารประกอบฟีนอลิกยดึเหน่ียว 

ทั้ งหมดของร าข้าวสกัดไขมัน (rice bran), ร าข้าวท่ีสกัดไขมันท่ีผ่านการก าจัด
โปรตีนและสตาร์ชแลว้ (DSDPB) และร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่นการก าจดัโปรตีน
และสตาร์ชแล้วและผ่านการสกัดร่วมด้วยการใช้ความร้อนภายใต้แรงดัน 
(ADSDPB) 

Samples 
Total free phenolic 
(mg FAE a /100g) 

Total bound phenolic 
(mg FAE a /100g) 

Rice bran 490.6  40.2 830.9  70.3 

DSDPB 48.9  0.2 2,599.2  438.9 

ADSDPB 282.0  29.2 1,692.5  239.2 

หมายเหตุ FAE, ferulic acid equivalent. DSDPB, destarched, deproteinised bran; 
ADSDPB, autoclaved destarched, deproteinised bran 

 
4.2.2.2. องค์ประกอบและปริมาณกรดฟีนอลิกอิสระและกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียว

ทั้งหมด (Free and bound phenolic acids content) 
องค์ประกอบของกรดฟีนอลิกอิสระ (free phenolic acid) และกรดฟีนอลิก

ยึดเหน่ียวทั้งหมด (bound phenolic acid) ของร าขา้วสกดัไขมนั (rice bran), ร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ี
ผา่นการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแลว้ (DSDPB) และร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่นการก าจดัโปรตีนและ
สตาร์ชแลว้และผา่นการสกดัร่วมดว้ยการใชค้วามร้อนภายใตแ้รงดนั (ADSDPB) แสดงในตารางท่ี 
3.5 และ 3.6 พบว่า rice bran, DSDPB และADSDPB ประกอบด้วยกลุ่มกรดไฮดรอกซีซินนามิก 
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(Hydroxycinnamic Acid) ได้แก่ กรดแคฟเฟอิก (caffeic acid), กรดเฟอรูริก (ferulic acid) และกรด
คูมาริก (coumaric acids) และกลุ่มกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (hydroxybenzoic acids) ไดแ้ก่ กรดแกล
ลิก (gallic acid), กรดวานิลลิก (vanilic acid), กรดโฟโตเคทชูอิก (protocatechuic acid) และ กรด 4-
ไฮดรอกซีเบนโซอิค (4-hydroxybenzoic acids)   

 
ตารางที ่3.5  องค์ประกอบของกรดฟีนอลิกอิสระ (free phenolic acid) ของร าข้าวสกัดไขมนั 

(rice bran), ร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผ่านการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแลว้ (DSDPB) 
และร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผ่านการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแลว้และผ่านการสกดั
ร่วมดว้ยการใชค้วามร้อนภายใตแ้รงดนั (ADSDPB) 

Free phenolic acids 
(g/g)a 

Rice bran DSDPB ADSDPB 

Gallic acid ND ND 37.7  2.9 

Protocatechuic acid ND ND 2.7  0.3 

4-OH-Benzoic acid 58.7  7.8 0.4  0.0 13.2  2.1 

Vanilic acid 66.0  1.0 ND 3.7  0.6 

Caffeic  acid 89.4  9.0 ND 34.1  2.7 

p-Coumaric acid 275.7  2.1 81.1  2.0 879.1  56.6 

o-Coumaric acid ND ND ND 

Ferulic acid 225.1  8.7 38.0  3.7 650.1  6.1 
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ตารางที ่3.6  องค์ประกอบของกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียว (bound phenolic acid) ของร าข้าวสกัด
ไขมัน (rice bran), ร าข้าวท่ีสกัดไขมันท่ีผ่านการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแล้ว 
(DSDPB) และร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่นการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแลว้และผา่น
การสกดัร่วมดว้ยการใชค้วามร้อนภายใตแ้รงดนั (ADSDPB) 

Bound phenolic acids 
(g/g) 

Rice bran DSDPB ADSDPB 

Gallic acid ND 5.4  1.8 14.2   4.9 

4-OH-Benzoic acid 69.0  11.4 213.2  19.0 218.7  23.1 

Vanilic acid 131.4  0.8 492.5  43.7 589.2  21.2 

Caffeic  acid 24.7  3.3 197.2  53.9 151.5  22.2 

p-Coumaric acid 3,418  28.8 16,052  2,244 19,733  813.3 

o-Coumaric acid ND ND ND 

Ferulic acid 9,139  380.2 24,020  3054.5 44,816  1,865 
 

นอกจากน้ี พบวา่ กรดฟีนอลิกยึดเหน่ียว มีปริมาณสูงกวา่กรดฟีนอลิกอิสระในทุกตวัอยา่ง
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัปริมาณท่ีวิเคราะห์ขา้งตน้ (ตารางท่ี 3.4) และพบวา่ กรด p-Coumaric acid และกรด 
ferulic เป็นองค์ประกอบหลกัของกรดฟีนอลิกอิสระ (ตารางท่ี 3.5)  ส่วน กรด caffeic, vanilic และ 
4-OH-benzoic พบในปริมาณต ่า ผลการทดลองท่ีได้ตรงกับผลของ Sunan Butsat และ Sirithon 
Siriamornpun (2010) และ  Jung, Kim, Hwang และ  Ha (2007) ส าหรับองค์ประกอบของกรดฟี
นอลิกยึดเหน่ียว พบว่า มีกรด ferulic เป็นองค์ประกอบหลัก รองลงมาคือ กรด p-coumaric, กรด 
Vanilic, กรด 4-OH-Benzoic กรด Caffeic  และกรด Gallic ตามล าดับ การสกดัแบบใช้ความร้อน
ภายใตแ้รงดนัร่วมกบัการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์สามารถเพิ่มปริมาณ bound ferulic acid จาก 24,020 เป็น 
44,816 ไมโครกรัมต่อกรัมตวัอย่าง และ p-coumaric acid จาก 16,052 เป็น 19,733 ไมโครกรัมต่อ
กรัมตวัอยา่ง (ตารางท่ี 3.6) แสดงใหเ้ห็นวา่ การสกดัแบบใชค้วามร้อนภายใตแ้รงดนัมีตวามสามารถ
ในการท าลาย rice bran hemicelluloses และปลดปล่อยสารประกอบฟีนอลิกทั้งในรูปกรดฟีนอลิก
อิสระและกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวไดม้าก จากผลการวิจยัน้ี เห็นไดว้า่ ร าขา้วมีกรด ferulic ท่ีอยูใ่นรูป
กรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวในปริมาณสูงสุด (9,139 ไมโครกรัมต่อกรัมตวัอยา่ง) ซ่ึงให้ผลเช่นเดียวกบั 
Zhao และ Moghadasian (2008) ท่ีรายงานถึง ส่วนผนงัเซลล์และเอนโดสเปิร์มของขา้วจะประกอบ
ไปดว้ยกรด ferulic  ประมาณ 9,100 ไมโครกรัมต่อกรัมตวัอยา่ง 
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4.2.2.3. โครงสร้างของอะราบิโนไซแลน 
การศึกษาโครงสร้างของอะราบิโนไซแลนในร าข้าวสกัดไขมัน (rice 

bran), ร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่นการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแลว้ (DSDPB) และร าขา้วท่ีสกดัไขมนั
ท่ีผ่านการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแล้วและผ่านการสกดัร่วมด้วยการใช้ความร้อนภายใตแ้รงดนั 
(ADSDPB) โดยปฏิกิริยา methylation  แสดงสัดส่วนจ านวนโมลการแทนท่ี (% molar ratio) ดงัใน
ตรารางท่ี 3.7 ซ่ึงข้ึนกบั retention time และ mass spectral patterns จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค gas 
chromatography จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบพบว่า สายโซ่หลกัของไซแลนของ rice bran 
WUAX ประกอบไปด้วยน ้ าตาลไซโลสท่ีถูกแทนท่ีท่ีต าแหน่งต่างๆ โดยพบ  arabinofuranosyl 
residues จ านวนมากซ่ึงแทนท่ีในสายโซ่หลักของไซแลนท่ีต าแหน่ง C-(O)-3 ด้วยพันธะ 3, 4- 
linked Xyl และท่ีต าแหน่ง C-(O)-2 ด้วยพันธะ 2, 4- linked Xyl และพบ arabinofuranosyl ท่ีไป
แทนท่ีทั้ งท่ีต าแหน่ง C-(O)-2 และ C-(O)-3 (disubstituted Xylp; dXylp) ด้วยพันธะ 2,3,4- linked 
Xyl บนหน่วยยอ่ยน ้าตาลไซโลส (xylopyranosyl unit) 

ตารางท่ี 3.7 แสดงให้เห็นวา่ โครงสร้างหลกัของอะราบิโนไซแลนในร าขา้วสกดัไขมนั คือ 
น ้าตาลไซโลสท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ β (1, 4) โดยมีน ้าตาลอะราบิโนสมาจบัเป็นก่ิงกา้นของสาย 
ตารางที ่3.7  พนัธะท่ีพบในอะราบิโนไซแลนท่ีได้จากปฏิกิริยา methylation ในร าข้าวสกัด

ไขมัน (rice bran), ร าข้าวท่ีสกัดไขมันท่ีผ่านการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแล้ว 
(DSDPB) และร าขา้วท่ีสกดัไขมนัท่ีผา่นการก าจดัโปรตีนและสตาร์ชแลว้และผา่น
การสกดัร่วมดว้ยการใชค้วามร้อนภายใตแ้รงดนั (ADSDPB) 

Linkages  
(% molar ratio) 

Rice bran 
 

DSDPB 
 

ADSDPB 
 

T- linked Xyl 2.77  0.2 6.55  0.7 5.89  0.2 

T- linked Ara 38.21  0.2 66.64  3.4 19.90  1.6 

4-linked Xyl 4.21  0.02 ND 14.87  1.2 

2,4- linked Xyl 14.10  0.8 14.44  0.7 5.77  0.6 

3,4- linked Xyl 37.78  2.1 ND 44.54  2.6 

2,3,4- linked Xyl 2.94  0.03 12.36  0.1 9.03  0.02 

ห ม า ย เห ตุ  T- linked Xyl, terminal nonreducing end xylose; T- linked Ara , 
terminal nonreducing end arabinose. ND, not detected. 
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หลักไซแลนเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ -1, 3-linked (-1, 3-linked arabinose residues) ปริมาณ 
37.78% นอกจากนั้นยงัมีน ้ าตาลอะราบิโนสท่ีมาแทนท่ีท่ีต าแหน่ง C-(O)-3 หรือ C-(O)-2 ดว้ยพนัธะ 
-1, 2-linkage ปริมาณ 14.10% occurred และน ้ าตาลอะราบิโนสท่ีมาแทนท่ีท่ีต าแหน่ง C-(O)-3 
และ C-(O)-2 บนน ้ าตาลไซโลสอีก 2.94% ส าหรับ ADSDPB พบวา่ โครงสร้างหลกัของอะราบิโน
ไซแลนประกอบไปด้วย -1, 3-linked arabinose residues 44.54% ตามด้วย disubstituted xylose 
9.03% และ -1, 2-linked arabinose residues 5.77% ตามล าดบั  

จากตารางท่ี 3.7 ปริมาณ T- linked Ara พบในปริมาณ 19.90-66.64% molar ratio ซ่ึง T- 
linked Ara หมายถึง non-reducing ends ของ arabinose แสดงให้เห็นวา่โครงสร้างของอะราบิโนไซ
แลนเป็นน ้ าตาลท่ีมีก่ิงก้านสาขามาก ซ่ึงพบเช่นเดียวกบัของอะราบิโนไซแลนในขา้วและมอลต ์
(Rao และ  Muralikrishna, 2007) Shibuya และ  Iwasaki (1985) รายงานว่า ปฎิกิ ริยา methylation 
analysis ของ rice bran hemicellulose จะท าให้สายโซ่ข้างโดยส่วนใหญ่ของอะราบิโนโซแลน
ประกอบไปดว้ยหน่วยย่อย arabinofuranosyl เพียงหน่วยเดียว โดยเป็นสายโซ่ก่ิงสั้ นๆ บนสายสาย
โซ่หลกัไซแลนและท่ีส่วนปลายของ arabinose residues ท่ีต  าแหน่ง O-5 อาจจะจบักบักรดเฟอรูลิ
กด้วยพันธะโควาเลนต์ของเอสเทอร์  (Izydorczyk และ  Biliaderis, 1995) การทดลองน้ีให้ผล
สอดคลอ้งกบั Izydorczyk และ Biliaderis (1995)  ซ่ึงสามารถตรวจพบ terminal xylosyl galactosyl 
และ glucosyl ปริมาณต ่าในตวัตวัอยา่ง 
 
4.3 คุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant activity)  
 4.3.1 ปริมาณและการจ าแนกชนิดของสารประกอบฟลี นอลิกโดยเทคนิค  High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

4.3.1.1 ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดและสารประกอบฟลีนอลิกของอะราบิโนไซแลน
จากร าข้าวด้วยกระบวนการตกตะกอนด้วยเอทานอล (graded ethanol 
precipitation)  

 อะราบิโนไซแลนท่ีไม่ละลายน ้าจากร าขา้วสกดัไขมนัซ่ึงถูกน ามายอ่ยดว้ย
เอนไซม์ endoxylanase และแยกส่วนออกเป็น 3 ส่วน โดยการตกตะกอนด้วยเอทานอล 3 ระดับ 
ตามวิธีท่ีได้อธิบายในบทท่ี 2 โดยตวัอย่างท่ีตกตะกอนในเอทานอลความเขม้ขน้ 0-60% เรียกว่า 
F60 ตัวอย่างท่ีตกตะกอนในเอทานอลความเข้มข้น 60-90% เรียกว่า F6090 และตัวอย่างท่ี
ตกตะกอนในเอทานอลความเขม้ขน้มากกวา่ 90% เรียกวา่ F90 ปริมาณฟีนอลิกอิสระและฟีนอลิก
ยดึเหน่ียวทั้งหมดของทั้ง 3 ส่วน แสดงในตารางท่ี 3.8 พบวา่ ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ฟีนอลิกอิสระ

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

และ ฟี น อ ลิ ก ยึ ด เห น่ี ย วขอ ง  rice bran WUAX อ ยู่ ใน ช่ ว ง726.7-4,636.7, 716.7-3,253.4 mg 
FAE/100g และ 9.98-3,299.4 mg FAE/100g ตามล าดับ  โดยสารสกัดส่วน F6090 จะมีปริมาณฟี
นอลิกทั้งหมดสูงกว่าส่วน F60 และ F90 ตามล าดบั ซ่ึง F60 และ F90 จะมีปริมาณฟีนอลิกอิสระ
ใกล้เคียงกัน แต่สารสกัด F90 มีปริมาณฟีนอลิกยึดเหน่ียวในปริมาณต ่า โดยปริมาณฟีนอลิกยึด
เหน่ียวในสารสกดั F60, F6090 และ F90 พบในปริมาณ 82%, 30% และ 1% ของปริมาณฟีนอลิก
ทั้งหมด ตามล าดบั และปริมาณฟีนอลิกอิสระในปริมาณ 8%, 70% และ 99% ของปริมาณฟีนอลิก
ทั้งหมด ตามล าดบั Rao และ Muralikrishna (2004) รายงาน โพลีแซคคาไรด์ส่วนท่ีไม่ละลายน ้ า 
(water unextractable non-starch polysaccharide) จะประกอบไปดว้ยกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวจ านวน
มากกวา่โพลีแซคคาไรด์ส่วนท่ีสามารถละลายน ้ าได ้(water extractable non-starch polysaccharide) 
ผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ การแยกส่วนโดยการตกตะกอนดว้ยเอทาเทนอลสามารถแยกอะรา
บิโนไซแลนท่ีให้สารประกอบฟีนอลิกซ่ึงมีคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลไดใ้นปริมาณแตกต่าง
กนั  
 
ตารางที ่3.8   ปริมาณฟีนอลิกอิสระ (free phenolic) ฟีนอลิกยึดเหน่ียว (bound phenolic) และฟี

นอลิกทั้งหมด (total phenolic) ของอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัจากการแยกส่วนดว้ย
การตกตะกอนดว้ยเอทานอลออกเป็น 3 ส่วน 

Ethanol fractionated 
WUAX 

Free phenolic 
(mg FAE/100g) 

Bound phenolic 
(mg FAE/100g) 

Total a 

F60 
 
 
 
 
 
 
 
 

727.1  63.2a 
 

3,299.4  435.0c 4,026.5 

F6090 3,253.4  174.9b 
 

1,383.3  317.1b 
 

4,636.7 

F90 716.7  21.7a 9.98  2.6a 726.7 

หมายเหตุ ตวัอกัษร a, b, c ท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัของปริมาณฟี
นอลิกท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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ตารางที ่3.9   ปริมาณกรดฟีนอลิกอิสระ (free phenolic acids) ของอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัจาก
การแยกส่วนดว้ยการตกตะกอนดว้ยเอทานอลออกเป็น 3 ส่วน 

Compounds (g/g) F60 F6090 F90 

Gallic acid ND ND ND 

Protocatechuic acid ND ND 47.3   1.2 

4-OH-Benzoic acid 12.7  0.5 ND 39.8  1.0 

Vanilic acid 27.4  2.1 ND 106.6  9.5 

Caffeic  acid 8.8  1.0 ND 217.4  27.5 

p-Coumaric acid 203.7  21.9 32.4  4.9 858.3  18.5 

o-Coumaric acid 7,492.2  417.8 59,247.3  14.3 ND 

Ferulic acid 643.8  36.8b 199.5  9.9a 737.2  9.6c 
Total 8,388.6 59,479.2 2,006.6 

หมายเหตุ ตวัอกัษร a, b, c ท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัของปริมาณ Ferulic acid ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% 

ตารางที ่3.10  ปริมาณกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียว (bound phenolic acids) ของอะราบิโนไซแลนท่ี
สกดัจากการแยกส่วนดว้ยการตกตะกอนดว้ยเอทานอลออกเป็น 3 ส่วน 

Compounds (g/g) F60 F6090 F90 

Gallic acid 65.1  19.9 20.0  2.7 ND 

Protocatechuic acid ND ND ND 

4-OH-Benzoic acid 88.1  11.8 62.1  6.35 5.6  0.86 

Vanilic acid 365.4  27.4 305.8  2.8 ND 

Caffeic  acid 78.5  12.0 156.6  20.4 ND 

p-Coumaric acid 3,424.0  583.6 1,411.6  104.1 9.9  0.69 

o-Coumaric acid ND ND ND 

Ferulic acid 57,276.5  932.5b 65,670.0  235.4c 107.8  10.88a 
Total 61,297.6 67,626.1 123.3 

หมายเหตุ ตวัอกัษร a, b, c ท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัของปริมาณ 
Ferulic acid ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 
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ปริมาณกรดฟีนอลิกอิสระ (free phenolic acids) และปริมาณกรดฟีนอลิกยึด
เหน่ียว (bound phenolic acids) ของอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัจากการแยกส่วนด้วยการตกตะกอน
ดว้ยเอทานอลไดส้ารสกดัเป็น F60, F6090 และ F90 แสดงในตารางท่ี 3.9 และ 3.10 พบว่า อะราบิ
โนไซแลนท่ีสกดัจากร าขา้วจากการตกตะกอนดว้ยเอทานอลประกอบไปดว้ยกรดฟีนอลิก 2 กลุ่ม 
คือ กลุ่มกรดไฮดรอกซีซินนามิก (Hydroxycinnamic Acid) ได้แก่ กรดแคฟเฟอิก (caffeic acid), 
กรดเฟอรูริก (ferulic acid) และกรดคูมาริก (coumaric acids) และกลุ่มกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 
(hydroxybenzoic acids) ไดแ้ก่ กรดแกลลิก (gallic acid), กรดวานิลลิก (vanilic acid), กรดโฟโตเคท
ชูอิก (protocatechuic acid) และ กรด 4-ไฮดรอกซีเบนโซอิค (4-hydroxybenzoic acids) โดยสารสกดั
ส่วน F6090 พบ ปริมาณกรดฟีนอลิกมากกว่า F60 และ F90 ตามล าดับ และพบกรด ferulic เป็น
องค์ประกอบหลักของกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวตามด้วยกรด  p-coumaric และพบกรด ferulic ใน
รูปแบบกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวมากกว่ารูปแบบอิสระในสารสกัด F60 และ F6090 ส่วนกรด p-
coumaric พบทั้งในแบบกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวและแบบกรดฟีนอลิกอิสระ ส่วนกรด o-coumaric 
พบในรูปแบบกรดฟีนอลิกอิสระ  

กรด ferulic ท่ีพบในสารสกดั F60 และ F6090 โดยส่วนใหญ่เป็นกรดฟีนอลิก
แบบยึดเหน่ียว ปริมาณกรดฟีนอลิกแบบยึดเหน่ียวพบในปริมาณ 89 และ 329 เท่าสูงกว่ากรดฟี
นอลิกแบบอิสระ (ตารางท่ี 3.9 และ 3.10) ผลการทดลองน้ี สอดคล้องกบัปริมาณกรด ferulic ใน 
rice non-starch polysaccharide ซ่ึงพบเป็นกรดฟีนอลิกในรูปแบบยึดเหน่ียวมากกว่าแบบอิสระ 
(Rao และ Muralikrishna, 2004) ส าหรับสารสกดั F90 ประกอบไปดว้ย กรด ferulic ในรูปแบบยึด
เหน่ียวนอ้ยกวา่รูปแบบอิสระ ซ่ึงพบในปริมาณ 13% ของ bound ferulic acids และ 87% ในรูปแบบ 
free ferulic acids ส าหรับกรด p-coumaric ท่ีพบในสารสกัด F60 และ F6090 โดยส่วนใหญ่เป็น
กรดฟีนอลิกแบบยดึเหน่ียวมากกวา่รูปแบบอิสระ แต่ในสารสกดั F90 พบในรูปแบบอิสระมากกวา่
รูปแบบยึดเหน่ียว ผลการทดลองสอดคลอ้งกบัการการทดลองทัว่ไปซ่ึงพบวา่ กรด coumaric เป็น
องค์ประกอบอันดับสองและส่ วนใหญ่ มีป ริมาณน้อยกว่ากรด  ferulic 4 เท่ า  (Rao และ 
Muralikrishna, 2004) ส าหรับกรด gallic นั้นไม่พบในรูปแบบกรดฟีนอลิกอิสระแต่พบในรูปแบบ
กรดฟีนอลิกแบบยดึเหน่ียวในปริมาณต ่าในสารสกดั  F60 และ F6090 ส่วนกรด protocatechuic พบ
ในรูปแบบกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวในสารสกดั F90 ส าหรับสารสกดั F6090 พบกรด coumaric ใน
รูปแบบกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวในปริมาณสูง แต่ไม่พบกรดฟีนอลิกอิสระจ าพวก gallic acid, 
protocatechuic acid, 4-OH-Benzoic acid, vanilic และ caffeic acid  

โดยสรุป กรดฟีนอลิกหลกัๆ ท่ีพบในอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัจากการแยกส่วน
ดว้ยการตกตะกอนด้วยเอทานอล ประกอบไปดว้ยกรด ferulic, p-coumaric และ-coumaric โดย
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กรด ferulic จะพบมากท่ีสุด ซ่ึงโดยทัว่ไปกรด ferulic จะเช่ือมต่อกบั arabinoxylans ในผนังเซลล์
ของ aleurone layers (Shibuya และ Iwasaki, 1985; Izydorczyk และ Biliaderis, 1995) กรด ferulic 
จะพบในรูปแบบกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวมากกวา่รูปแบบอิสระเช่นเดียวกบักรด p-coumaric แต่กรด 
o-coumaric จะพบในรูปแบบกรดฟีนอลิกอิสระมากกวา่รูปแบบกรดฟีนอลิกยดึเหน่ียว จากตวัอยา่ง
ทั้ ง 3 ส่วน สารสกัด F6090 จะมีกรด ferulic รูปแบบกรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวมากสุดในปริมาณ  
65,670 g/g อย่างไรก็ตาม ในสารสกัด F6090 ไม่พบกรดฟีนอลิกอิสระจ าพวก gallic acid, 
protocatechuic acid, 4-OH-Benzoic acid, vanilic และ  caffeic acid ส่วนสารสกัด F90 พบกรดฟี
นอลิกอิสระมากกวา่กรดฟีนอลิกในรูปแบบยดึเหน่ียว มีรายงานการตรวจวดัปริมาณกรดฟีลอนิกใน
ข้าวและข้าวโพด พบว่าประกอบไปด้วยส่วนของ insoluble-bound form 74% และ 69% ของ
ปริมาณฟีนอลิกรวม ตามล าดบั (Ishii, 1997; Zhao และ Moghadasian, 2008) 

4.3.1.2 โครงสร้างน ้าหนักโมเลกุลของของอะราบิโนไซแลนจากร าข้าวที่สกัดด้วย
กระบวนการตกตะกอนด้วยเอทานอล (graded ethanol precipitation)  
โครงสร้างน ้ าหนักโมเลกุลของของอะราบิโนไซแลนจากร าข้าวด้วย

กระบวนการตกตะกอนด้วยเอทานอล  แสดงในตารางท่ี 3.11 พบว่า น ้ าหนักโมเลกุลเฉล่ียของ
ตวัอยา่งท่ีตกตะกอนมีน ้ าหนกันอ้ยเม่ือตกตะกอนในเอทานอลความเขม้ขน้สูง โดยน ้ าหนกัโมเลกุล
เฉล่ียของสารสกัด F60 มีค่าสูงสุดท่ี 5.786×104 กรัมต่อโมล  น ้ าหนักโมเลกุลเฉล่ียของตวัอย่าง 
F6090 มีค่า 4.137×104 กรัมต่อโมล  และน ้ าหนักโมเลกุลเฉล่ียของสารสกดั F6090 มีค่า 1.525×103 

กรัมต่อโมล  แสดงให้เห็นวา่กระบวนการตกตะกอนดว้ยเอทานอลน้ีสามารถแยกอะราบิโนไซแลน
ตามน ้าหนกัโมเลกุลได ้
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ตารางที ่3.11  น ้ าหนักโมเลกุลโดยเฉล่ียโดยน ้ าหนัก (weight-average molecular weight, Mw), 
น ้ าหนักโมเลกุลโดยเฉล่ียโดยจ านวน (number-average molecular weight, Mn), 
Z-value molecular weight (Mz) และดัช นี ก ารก ระจาย  (polydispersity index, 
Mw/Mn, XMz/Mn) ของอะราบิโนไซแลนท่ีสกัดจากการแยกส่วนด้วยการ
ตกตะกอนดว้ยเอทานอลออกเป็น 3 ส่วน 

 Mw  (g/mol) 
Mn 

(g/mol) 
Mz 

(g/mol) 
Mw/Mn 

 
Mz/Mn 

 
DP a 

F60 5.786×104 3.169×104 9.501×104 1.826 2.998 
438 

F6090 4.137×104 1.894×104 1.078×105 2.185 5.693 313 

F90 1.525×103 2.932×102 1.446×104 5.199 49.307 12 
หมายเหตุ Degree of polymerization (DP) =  MW/ 132 g/mol 

Cherukuri และ Cheruvanky (2007) รายงาน น ้ าหนักโมเลกุลของอะราบิ
โนไซแลนจากร าขา้วท่ีผ่านการสกดัดว้ยด่างดว้ยเทคนิค size exclusion chromatography พบวา่ มี 2 
ขนาดโมเลกุลท่ีน ้ าหนักโมเลกุล 40 และ 6 กิโลดาลตนั (kDa) ซ่ึงฃการกระจายขนาดโมเลกุลและ
ขนาดโมเลกุลท่ีพบจากระบวนการตกตะกอนดว้ยเอทานอลในการทดลองน้ีให้ผลแตกต่างจากการ
รายงานข้างต้นโดยพบอะราบิโนไซแลนท่ีมีขนาดโมเลกุลแตกต่างกัน 3 ส่วนและมี degree of 
polymerization สูงกว่าการรายงานของ Zhou และคณะ (2010) และน ้ าหนักโมเลกุลของสารสกดั
F60 มีขนาด 5.786×104 กรัมต่อโมล ซ่ึงต ่ากวา่ heteropolysaccharides จากการสกดัไขมนัในร าขา้ว
ออกดว้ยน ้าร้อนท่ีโดยปกติมีขนาดโมเลกุลเฉล่ียประมาณ 90 กิโลดาลตนั (Wang และคณะ, 2008) 

ดัชนีการกระจาย (polydispersity index) ของโมเลกุลของอะราบิโนไซ
แลนสามารถหาไดจ้ากค่า Mw/Mn และ Mz/Mn ซ่ึงพบว่า ดชันีการกระจายของตวัอย่างสกดัทั้ง 3 
ส่วน มีค่ามากกว่า 1 แสดงให้เห็นว่ามีความกระจายของโมเลกุลสูงหรือมีรูปร่างของโมเลกุลไม่
แน่นอนและ/หรือโมเลกุลมีก่ิงกา้นสาขามาก โดยสารสกดั F90 แสดงค่าดชันีการกระจายมากกว่า 
สารสกัด F60 และ F6090 ซ่ึงอาจเก่ียวข้องกับความสามารถในการตกตะกอน แสดงให้เห็นว่า
ตวัอยา่งท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงแต่มีการกระจายตวัต ่าจะตกตะกอนไดท่ี้ความเขม้ขน้ของเอทานอล
ต ่าดีกว่าความเขม้ขน้ของเอทานอลสูง เน่ืองจาก การตกตะกอนด้วยเอทานอลตอ้งอาศยัความช่ืน
ชอบน ้ า (hydrophobic) ระบบจะมีความเป็น hydrophobic เพิ่มข้ึนเม่ือเพื่อความเข้มข้นของเอทา
นอล ดังนั้น rice bran WUAX ท่ีมีขนาดโมเลกุลสูงจะมีความเป็น  hydrophilic สูงจะรวมตวัและ
ตกตะกอนออกมาก่อน  
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 ความยาวสายโซ่โดยเฉล่ีย (degree of polymerization) สามารถค านวณ
ไดจ้ากสัดส่วนน ้ าหนักโมเลกุลโดยเฉล่ียโดยน ้ าหนักต่อน ้ าหนกัโมเลกุลของน ้ าตาลไซโลส (132 
กรัมต่อโมล) ซ่ึงพบวา่ ความยาวสายโซ่โดยเฉล่ียมีขนาดเล็กลงจาก 438 ถึง 12 เม่ือความเขม้ขน้ของ
เอทานอลเพิ่มข้ึนจาก 60 ถึง >90% โดยตวัอยา่ง F90 ท่ีมี DP 12 แสดงถึง oligosaccharide  

พฤติกรรมการตกตะกอนด้วยเอทานอลใน rice bran WUAX จากการ
ทดลองน้ี พบวา่ เหมือนกบัการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์อง wheat bran WUAX ซ่ึงโมเลกุลของอะราบิโน
ไซแลนจะมีขนาดเล็กลงและจะตกตะกอนเป็นล าดบักบัความเขม้ขน้ของเอทานอล (Swennen และ
คณะ, 2006) โดยโมเลกุลท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีมีหมู่แทนท่ีมากจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ได้น้อยท าให้
โมเลกุลหลงัการยอ่ยมีขนาดใหญ่และมีความเป็น hydrophilic สูง ซ่ึงช่ืนชอบท่ีจะรวมตวักนัท าให้
ตกตะกอนออกมาเป็นอนัดบัแรก  

 
4.3.1.3 ปริมาณน ้าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ โปรตีนและคุณสมบัติทางโครงสร้างของ

ร าข้าวที่สกัดด้วยกระบวนการตกตะกอนด้วยเอทานอล (graded ethanol 
precipitation)  
ปริมาณน ้ าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ของร าข้าวสกัดด้วยกระบวนการ

ตกตะกอนดว้ยเอทานอล แสดงในตารางท่ี 3.12 พบว่า สารสกดั F60 และ F6090 มีน ้ าตาล xylose 
เป็นองค์ประกอบหลกัในปริมาณ 560.22 และ 576.99 มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอย่าง ตามล าดบั และมี
น ้ าตาล arabinose เป็นองค์ประกอบรอง ในปริมาณ 164.44 และ 170.20 มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอย่าง 
ตามล าดับ ซ่ึงสามารถค านวณเป็นปริมาณอะราบิโนไซแลนได้ประมาณ  640 มิลลิกรัมต่อกรัม
ตวัอยา่ง อยา่งไรก็ตามยงัพบน ้าตาล galactose, glucose และ rhamnose และพบ mannose ในปริมาณ
ต ่าซ่ึงสามารถพบได้ทัว่ไปในการสกดัอะราบิโนไซแลนจากร าขา้ว (Shibuya และ Iwasaki, 1985; 
Izydorczyk และ Biliaderis, 1995) และส่วนของอะราบิโนไซแลนท่ีละลายน ้ าจากเมล็ดขา้ว (Rao 
และ Muralikrishna, 2007) จากการทดลองน้ี สารสกดั F60 และ F6090 มีปริมาณและองคป์ระกอบ
ของน ้าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ใกลเ้คียงกนัและใกลเ้คียงกบั rice bran polysaccharides ท่ีผา่นการยอ่ย
ดว้ยเอนไซมจ์าก Aspergillus Oryzae และ Lentinus edodes enzymes จากการรายงานของ Ghoneum 
และ Maeda (1996) ซ่ึงพบวา่ตวัอยา่งท่ีย่อยไดป้ระกอบไปดว้ยน ้ าตาล arabinose, xylose, galactose, 
glucose และ mannose 
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ตารางที ่3.12  องค์ประกอบของ rice bran WUAX ท่ีสกดัดว้ยกระบวนการตกตะกอนดว้ยเอทา
นอล  

Components a (mg/g) F60 F6090 F90 
Ara 164.44  10.02 170.20  1.81 11.09  1.32 
Xyl 560.22  21.88 567.99  16.83 20.45  1.61 
Glu 37.05  2.79 52.07  2.06 49.04  2.11 
Gal 72.35  4.03 43.51  4.68 ND 
Rham 15.65  3.12 19.75  2.93 ND 
Man ND 5.46  0.73 ND 
Glucuronic acid ND ND ND 
Galacturonic acid 3.7  0.52 1.18  0.07 ND 
Proteinb 76.9  0.26 26.1  0.02 6.2  0.03 
AX 637.70 649.60 27.75 
Ara/Xyl 0.29 0.30 0.54 

หมายเหตุ Ara, arabinose; Xyl, xylose; Glu, glucose; Gal, galactose; Rhamnose; 
Man, mannose, AX: arabinoxylan = 0.88 × (% Xyl + % Ara); Ara/Xyl: 
arabinose to xylose ratio; ND, not detected. 

 

ส าหรับ galacturonic acid หรือ uronic acid นั้นพบในปริมาณต ่าเม่ือเทียบ
กบัรายงานก่อนหน้าท่ีพบ uronic acid ใน rice bran water extractable arabinoxylan ในปริมาณ 23 
มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอย่าง (Wang และคณะ, 2008) และท่ีรายงานใน  native และ malted rice grain 
ซ่ึงพบ uronic acid ในปริมาณ  80-130 มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอย่าง (Rao และ Muralikrishna, 2007) 
โดย uronic acids จะพบในโครงสร้างอะราบิโนไซแลนโดยเป็นส่วนท่ีไปเช่ือมต่อกับ  xylose 
residues ท่ีต  าแหน่ง O-2 (Shibuya และ Iwasaki, 1985) 

ปริมาณน ้ าตาล  Arabinose ต่อ  xylose (Ara/Xyl) มีค่ าค่อนข้างต ่ าใน
ตวัอยา่ง F60 และ F6090 มีค่าเพียง 0.29 – 0.3 แสดงให้เห็นถึงการแทนท่ีดว้ยน ้ าตาล Arabinose ต ่า
ในตวัอยา่งทั้ง 2 fraction น้ี  

สารสกัด F90 พบน ้ าตาลกลูโคสปริมาณสูงเม่ือเทียบกันน ้ าตาลมอโน
แซ็กคาไรด์ชนิดอ่ืน พบในปริมาณ 49.04 มิลลิกรัมต่อกรัมตวัอย่าง ซ่ึงจากปฎิกิริยา Methylation 
ของ polysaccharide fraction ท่ีมีกลูโคสเป็นองคป์ระกอบจาก rice bran ท่ีศึกษาโดย Shibuya และ 
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Iwasaki (1985) แสดงให้เห็นว่าสายโซ่หลักของกลูแคนท่ีเช่ือมต่อด้วยพันธะ -(1-4)-linked 
glucan จะมีก่ิงเช่ือมต่อท่ีต าแหน่ง O-6 ประมาณ 40% การทดลองน้ี ในตวัอย่างร าข้าว (rice bran 
hemicelluloses) จะประกอบไปดว้ย xyloglucan นอกเหนือจากอะราบิโนไซแลน ดงันั้น อาจเป็นไป
ไดว้า่ สารสกดั F90 ประกอบไปดว้ย xyloglucan เป็นองคป์ระกอบหลกั นอกจากน้ี ตวัอยา่งร าขา้ว
ท่ีสกดัด้วยกระบวนการตกตะกอนด้วยเอทานอล พบปริมาณโปรตีนท่ีแตกต่างกนั โดยสารสกดั 
F60 มีโปรตีนสูงกว่า F6090 และ F90 ตามล าดับ (76.9, 26.1 และ 6.2 มิลลิกรัมต่อกรัมตัวอย่าง 
ตามล าดบั). 

พนัธะไกลโคซิดิกระหว่างโมเลกุล (interglycosidic linkages) ระหว่าง
น ้ าตาลมอโนแซ็กคาไรด์ของอะราบิโนไซแลนในตวัอย่างแต่ละ fraction ถูกวิเคราะห์โดยการท า
ปฎิกิริยา methylation โดยค านึงถึงเฉพาะน ้ าตาล arabinose และ xylose แสดงสัดส่วนจ านวนโม
ลการแทนท่ี แสดงในตารางท่ี 3.13. ซ่ึงข้ึนกับ retention time และ mass spectral patterns จากการ
วเิคราะห์ดว้ยเทคนิค gas chromatography  

น ้ าตาล Arabinose เป็นน ้ าตาลท่ีมาเช่ือมต่อกับน ้ าตาลไซโลส (terminal 
linked sugar) แสดงเป็น T-linked Ara ในตารางท่ี3.13 พบว่า มีปริมาณ 21.60-23.32 % แสดงให้
เห็นวา่ terminal-linked arabinose เป็นน ้ าตาลองคป์ระกอบหลกัของสายโซ่ขา้งของทุกตวัอยา่ง F60, 
F6090 และ F90 และพบว่าทุก fractions มีก่ิงก้านท่ีแทนท่ีท่ีต าแหน่ง C-(O)-3 monosubstituted 
xylose จ านวนมาก โดยแสดงพนัธะ 3, 4- linked Xyl ในปริมาณ 28.83-32.72% อย่างไรก็ตาม พบ
การแทนท่ีท่ีต าแหน่ง C-(O)-2 monosubstituted xylose residues (พนัธะ 2, 4- linked Xyl) และการ
แทนท่ีท่ีต าแหน่ง C-(O)-2 และ C-(O)-3 di-substituted xylose (พนัธะ2, 3, 4-linked Xyl) residues 
จ านวนน้อย ผลการทดลองน้ีตรงกบัรายงานของ Shibuyu และ Iwasaki (1985) ท่ีพบว่า rice bran 
hemicellulose ประกอบไปดว้ยอะราบิโนไซแลนท่ีมีโครงสร้างก่ิงกา้นมากมาย โดยสายโซ่ไซแลน
จะถูกแทนท่ีดว้ยน ้ าตาลอะราบิโนสท่ีต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึงท่ี C-(O)-2 หรือ C-(O)-3 ในปริมาณ 
24.6-31.3% และมีการแทนท่ีทั้งสองต าแหน่ง (di-substituted xylose) ในปริมาณ 6.7% และอะราบิ
โนไซแลนจากธญัพืชโดยส่วนใหญ่จะพบการแทนท่ีของน ้าตาลอะราบิโนสท่ีต าแหน่งเดียวมากกวา่
การแทนท่ีแบบสองหรือสามต าแหน่ง (Izydorcztk และ Biliaderis, 1995) 
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ตารางที ่3.13  พันธะท่ีพบในอะราบิโนไซแลนท่ีได้จากปฏิกิริยา methylation ใน  rice bran 
WUAX ท่ีสกดัดว้ยกระบวนการตกตะกอนดว้ยเอทานอล 

Linkagesa 
(% molar ratio) 

F60 F6090 F90 

T- linked Xyl  3.51  0.01 3.64  0.2 9.94  0.07 

T- linked Ara  22.85  0.83  23.32  1.47 21.60  0.05 

4-linked Xyl 25.44  1.04 28.40  0.56 27.11  1.52  

2,4- linked Xyl 13.27  0.92 12.67  0.83 6.96  0.5 

3,4- linked Xyl 31.88  4.13 28.83  1.16 32.72  2.16  

2,3,4- linked Xyl 3.05  0.77 3.15  0.24 1.67  0.13 

ห ม า ย เห ตุ  T- linked Xyl, terminal nonreducing end xylose; T- linked Ara , 
terminal nonreducing end arabinose.  

 
non-reducing end arabinose (T-linked Ara) แ ล ะ  non-reducing end 

xylose (T-linked Xyl) เป็นน ้ าตาลท่ีปรากฎในส่วนปลายสุดของสายโซ่ จากตารางท่ี 3.13 พบ Non-
reducing end arabinose ในปริมาณ 21.60–23.32% molar ratio และ non-reducing end xylose 3.54-
9.94% คิดเป็น non-reducing end arabinose: non-reducing end xylose เท่ากับ 6.51, 6.41 และ 2.17 
ส าหรับสารสกดั F60, F6090 และ F90 ตามล าดบั  แสดงให้เห็นวา่อะราบิโนไซแลนจากร าขา้วของ
สารสกดั F60 และ F6090 มีโครงสร้างท่ีเป็นก่ิงกา้นมากมาย Shibuya และ Iwasaki (1985) รายงาน
ว่าโครงสร้างโมเลกุลของ rice bran hemicellulose ประกอบไปสายโซ่ขา้งของ arabino-furanosyl 
เพียง 1 โมเลกุล และนอกจากน ้ าตาลอะราบิโนสจะปรากฎเป็นสายโซ่ขา้งแลว้นั้น ยงัพบ น ้ าตาล 
xylosyl, galactosyl และ glucosyl เป็นส่วนนอ้ยท่ีปรากฎเป็นส่วนปลายของสายโซ่ขา้ง (Izydorczyk 
และ Biliaderis, 1995)  

จากรายงานการวิจัย ท่ี ผ่ านมาของ  Rao และ  Muralikrishna (2007); 
Izydorczyk และ  Biliaderis (1995); Shibuya และ  Iwasaki (1985) ได้สมมติฐานว่า the terminal-
linked arabinose residues คือสายโซ่สั้ นบนสายโซ่หลกัไซแลน และ the terminal-linked arabinose 
residues จะจบักบักรดเฟอรูลิกดว้ยพนัธะโควาเลนตข์องเอสเทอร์ท่ีต าแหน่ง C (O)-5 ของน ้าตาลอะ
ราบิโนส (Smith และ Hartley, 1983; Izydorczyk และ Biliaderis, 1995)  จากตารางท่ี 3.13 ในทุก
ตวัอยา่งเห็นไดว้า่ค่าพนัธะของ 3,4- linked Xyl สูงกวา่ 2,4- linked Xyl 5 เท่า แสดงวา่มีการแทนท่ีท่ี
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ต าแหน่ง C-(O)-3 มากกว่า C-(O)-2 mono-substituted xylose ดงันั้นอาจเป็นไปได้ว่น ้ าตาลอะราบิ
โนสจะเช่ือมต่อกับกรดกรดเฟอรูลิกด้วยพันธะโควาเลนต์เอสเทอร์ ท่ีต าแหน่ง C (O)-5 และ
น ้ าตาลอะราบิโนสท่ีมีกรดเฟอรูลิกจะเช่ือมต่อกับไซโลสท่ีต าแหน่ง C-(O)-3 ท  าให้เกิดเป็น
โครงสร้างของ feruloyl arabinoxylans (Izydorczyk และ Biliaderis, 1995). 

ตัวอย่าง  F60 และ F6090 มีค่ าพันธะ 2,3,4- linked Xyl  ใกล้เคียงกัน 
(ตารางท่ี 3.13) แสดงว่ามีการแทนท่ีของน ้ าตาลอะราบิโนสในน ้ าตาลไซโลสท่ีต าแหน่ง C-(O)-2 
และ C-(O)-3 ใกล้เคียงกนั ผลการทดลองน้ีตรงกบัการทดลองของ Shibuya และ Iwasaki (1985) 
และการแทนท่ีดว้ยน ้ าตาลอะราบิโนสเป็นสายโซ่ทั้งสองต าแหน่งในอะราบิโนไซสยงัมีรายงานใน
การสกัดอะราบิโนไซแลนจากร าข้าวสาลี (Beaugard และคณะ, 2004), dehusked barley (Han, 
2000), native rice และ malted rice (Rao และ  Muralikrishna, 2007) นอกจากน้ี  ไซโลสสายโซ่
ตรงท่ีแสดงโดยพนัธะ 4-linked Xyl ยงัพบในทุกตวัอยา่งในปริมาณ 25.4-28.4% จากผลโครงสร้าง
โดยรวมของอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัจากร าขา้วน้ีแสดงให้เห็นวา่ อะราบิโนไซแลนท่ีสกดัโดยการ
ย่อยด้วยเอนไซม์ endoxylanase ตามด้วยการตกตะกอนด้วยเอทานอลมีโครงสร้างเป็นก่ิงก้านท่ี
ประกอบไปดว้ยสายโซ่หลกัของไซแลนและโซ่ขา้งของน ้ าตาลอะราบิโนสและน ้าตาลอะราบิโนสท่ี
ต่อกบักรดเฟอรูลิกดว้ยพนัธะโควาเลนตเ์อสเทอร์ โดยสายโซ่ขา้งจะเช่ือมต่อกบัสายไซแลนท่ีพนัธะ 
C-(O)-3 ของน ้าตาลไซโลสเป็นหลกั  
 
4.4 คุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของร าข้าวที่สกัดด้วยกระบวนการตกตะกอนด้วยเอทา

นอล  
4.4.1 การยับยั้งอนุมูลอิสระโดยใช้วิธีวิเคราะห์ Diphenenyl-2-picryhydrazyl (DPPH) 

และ Ferric reducing antioxidant power (FRAP)  
ตารางท่ี 3.14 แสดงสมบติัตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัอะราบิโนไซแลนจากร าขา้ว

ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยกระบวนการตกตะกอนดว้ยเอทานอลไดเ้ป็น 3 ส่วน โดยแสดงปริมาณความ

เข้มข้นของสารตัวอย่างท่ีท าให้สารต้านอนุ มูลอิสระลดลง  50% (IC50, 50%  of inhibitory 

concentration) โดยทั่วไป หากค่า IC50 เม่ือเทียบกับสารมาตรฐานแล้วพบว่ามีค่าต ่ ากว่าสาร

มาตรฐานแสดงวา่มีสมบติัยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูง ซ่ึงในการทดสอบน้ีใชส้ารมาตราฐาน 3 ชนิด ไดแ้ก่ 

trolox, ascorbic acid และ ferulic acid การทดสอบใช้ DPPH เป็นอนุมูลอิสระท่ีมีอิเลกตรอนคู่โดด

เด่ียวท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ข้ึน (Prapairat และคณะ, 2011) มีสีม่วงสามารถดูดกลืนแสงไดสู้งสุดท่ี
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ความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร และเม่ืออนุมูลอิสระท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระจะท าให้สี

ม่วงจางลงเป็นสีเหลืองนวลดงัสมการ (บุหรัน พนัธ์ุสุวรรค,์ 2556) 

 
DPPH  +  AH    DPPH-H  +  A 

 
สารสกดัอะราบิโนไซแลนจากร าขา้วท่ีสกดัด้วยกระบวนการตกตะกอนด้วยเอทา

นอลทั้ ง 3 ส่วน F60, F6090 และ F90 แสดงสมบัติการยบัย ั้งอนุมูลอิสระต ่ากว่าสารมาตรฐาน 

Tolox, Ascobic acid และ Ferulic acid โดยมีค่า IC50 สูงกว่าสารสารมาตรฐาน (ตารางท่ี 3.14) สาร

สกัด F60, F6090 และ F90 มีค่า IC50 เท่ ากับ 556.6, 389.6 and 1,314.7 ไมโครกรัมต่อมิลลิ ลิตร

ตวัอยา่ง ตามล าดบั ซ่ึงเห็นไดว้า่สารสกดั F6090 มีสมบติัการยบัย ั้งอนุมูลอิสระดีกว่าสารสกดัจาก 

F60 และ F90 โดยให้ผลสอดคลอ้งกบัปริมาณกรดเฟอรูริกท่ีอยู่ในรูปฟีนอลิกยึดเหน่ียวท่ีมีมากใน

สารสกัด F6090 การทดลองให้ผลเช่นเดียวกับ Yuan, Wang, Yao และ Chen, 2005 ท่ีรายงานค่า 

IC50 จากสารสกัด feruloylated oligosaccharide จากร าข้าวสาลีซ่ึงสกัดจากการย่อยด้วยเอนไซม ์

xylanase จาก Bacillus subtilis เท่ากบั 520 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

การตรวจวิเคราะห์หาความสามารถรวมในการต้านอนุมูลอิสระ Ferric reducing  
antioxidant power หรือ FRAP โดยใช้สารประกอบเชิงซ้อนของเหล็ก เฟอริค Fe3+-TPTZ (ferric 
tripyridyltriazine) เป็นสารทดสอบ อะตอมของเหล็กในสารน้ีจะถูกรีดิวซ์โดยสารตา้นออกซิเดชัน่ 
ไดส้ารประกอบเชิงซ้อนของเหล็กเฟอรัส Fe2+-TPTZ ซ่ึงมีสีน ้าเงินท่ีดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 593 
นาโนเมตร ผลการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  FRAP ของสารสกัด F60, F6090 และ F90 แสดงใน
ตารางท่ี 3.14 พบว่า สารสกดั F6090 มีค่า FRAP สูงท่ีสุด คือ 896.06 ไมโครโมลของ Fe+2ต่อกรัม 
โดยสูงกว่าสารสกดั F60 ท่ีมีค่า FRAP เท่ากับ 786.18 ไมโครโมลของ Fe+2ต่อกรัม และสารสกัด 
F90 มีค่า FRAP นอ้ยสุดท่ีปริมาณ 106.21 ไมโครโมลของ Fe+2ต่อกรัม ผลความสามารถรวมในการ
ตา้นอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP ให้ผลสอดคล้องกบัวิธี DPPH แสดงให้เห็นว่า สารสกดั F6090 มี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระสูง ผลการวจิยัในคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัผลการวจิยัหลายงานวจิยั
ท่ีพบวา่ พืชมีสารประกอบฟีนอลิกจะมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสูง (Ou และคณะ, 2002; 
Javanmardi และคณะ, 2003;  Luximon-Ramma และคณะ, 2003;  Sangkittikomol, 2003; Djeridane 
และคณ ะ , 2006; Ana และคณ ะ , 2007; Jasna และคณ ะ , 2007) และให้ ผลสอดคล้อ งกับ
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากแกลบ (husk) และร า (bran) จากขา้วขาวดอก
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มะลิ 105 ท่ีแสดงสมบติัยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูงจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH และ FRAP (Sunan 
Butsat และ Sirithon Siriamornpun, 2010) 

อย่างไรก็ตาม  จากผลทางสถิติ พบว่า สารสกดั F60 และ F6090 มีค่า FRAP ท่ีไม่
แตกต่างกันทางสถิติ ในขณะท่ีสารสกัด F6090 มีค่า DPPH ต  ่ ากว่า F6090 และ F90 ทางสถิติ
ตามล าดับ ความสามารถรวมในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ FRAP ท่ีแตกต่างกัน  
เน่ืองมาจากวิธีการสกดัและวิธีการวิเคราะห์ท่ีแตกต่างกนั (นิธิยา รัตนปนนท์, 2548; โอภา วชัระ
คุปต์, 2549)  ทั้ งวิธี DPPH และ FRAP เป็นการวิเคราะห์หาความสามารถในการต้านปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ ซ่ึงเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วภายในเวลา 4-6 นาที แต่ในการวิเคราะห์
สารตา้นออกซิเดชนัจากพืชจ าพวกฟีนอลิก จะพบวา่ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร จะเพิ่มข้ึน
เม่ือตั้งทิ้งไว ้ดงันั้นการวดัคร้ังเดียวตามเวลาท่ีก าหนด อาจไม่ใช่ค่าท่ีเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์ วิธี FRAP 
มีขอ้ดีคือเป็นวิธีท่ีง่ายใช้เวลาน้อย ไม่แพง และไม่ตอ้งใช้เคร่ืองมือพิเศษ แต่มีขอ้เสียคือกลไกของ
ปฏิกิริยาท่ีใช้ในการวิเคราะห์ไม่เก่ียวขอ้งกบักลไกในร่างกาย  ส่วนขอ้ดีของวิธี DPPH คือท าง่าย 
อนุมูล DPPH  จะท าปฏิกิริยาอยา่งรวดเร็วกบัสารตา้นอนุมูลอิสระภายในเวลา 30 นาที ปกติจะใช้
เวลาประมาณ 5 นาที อนุมูล DPPH  ละลายไดท้ั้งในน ้ าและสารท าละลายอินทรีย ์ใชว้ิเคราะห์หา
ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัของสารต่างๆ ไม่วา่จะเป็นสารท่ีละลายน ้าหรือสารท่ีละลายใน
ไขมนั ส่วนขอ้เสียของวิธี DPPH คือ DPPH  ไม่เป็นสารตามธรรมชาติท่ีก่อให้เกิดอนุมูลในเซลล์
หรือในร่างกายเช่นเดียวกบั Fe3+-TPTZ (โอภา วชัระคุปต,์ 2549) 
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ตารางที ่3.14  ความสามารถรวมในการตา้นอนุมูลอิสระของ rice bran WUAX ท่ีสกดัดว้ยกระบวนการตกตะกอนดว้ยเอทานอล วิเคราะห์ดว้ยวิธี DPPH 
และ FRAP 

ตัวอย่าง DPPH 

IC50 (g/mL) 

FRAP value 
µmol Fe+2/g mg TRE/mg mg AAE/mg mg FAE/mg 

F60 556.6  31.3c 786.2 ± 2.6b 0.56± 0.02 0.37 ±0.01 0.41 ± 0.01 
F6090 389.5 11.0b 896.1  ± 16.7b 0.65 ± 0.04 0.43 ± 0.02 0.48 ± 0.02 
F90 1,314.7  17.0d 106.2 ± 0.31a 0.07 ± 0.01 0.05 ± 0.00 0.05 ± 0.00 
Trolox 2.98  0.0a 14,065  142c    
Ascorbic acid 2.85 0.03a 21,670 420d    
Ferulic acid 5.28  0.07a 21,347  866d    

หมายเหตุ TRE, trolox equivalent; AAE, ascorbic acid equivalent; FAE, ferulic acid equivalent ตัวอักษร a, b, c และ d ท่ีแตกต่างกัน
แสดงความแตกต่างกนัของปริมาณ DPPH และ FRAP value ในสารสกดัทั้ง 3 ส่วน ท่ีระดบัความเช่ือมัน่95% 
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จากผลความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของ 
rice bran WUAX ท่ีสกดัดว้ยกระบวนการตกตะกอนดว้ยเอทานอลทั้ง 3 ส่วน ในตารางท่ี 3.8, 3.9, 
3.10 และ 3.14 เห็นได้ว่า สารสกดั F60 และ F6090 มีปริมาณสารฟีนอลิกสูงและมีความสามารถ
รวมในการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัด F90 ท่ี มีสารฟีนอลิกต ่ ากว่า การทดลองให้ผล
เช่นเดียวกบั Rao และ Muralikrishna (2006) ท่ีรายงานวา่ สารสกดัอะราบิโนไซแลนท่ีละลายน ้ าได้
ท่ีมีกรดเฟอรูริกเป็นองคป์ระกอบจะมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระอยูสู่งจากการวิเคราะห์ดว้ย
วิธี  DPPH นอกจากน้ี Chatchawan และคณะ  (2008) รายงาน ค่า IC50 จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี 
DPPH ในสารสกดัจากร าขา้วของขา้วไทยหลากหลายสายพนัธ์ พบว่ามีค่า IC50 ในช่วง 0.38-0.74 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของตัวอย่าง โดยคุณสมบัติ เป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกัน  
เน่ืองมาจากสายพนัธ์ท่ีแตกต่างกนั สถานท่ีในการเพาะปลูกท่ีแตกต่างกนั ความอุดมสมบูรณ์ วิธีการ
เก็บรักษา กระบวนการแปรรูป รวมถึงวธีิการสกดัและวธีิการวเิคราะห์ 

ความสัมพนัธ์หว่างความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระกบัขนาดโมเลกุล พบว่า 
สารสกดัอะราบิโนไซแลนท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงจะมีสมบติัยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูง Zhou และคณะ 
(2010) รายงานว่า อะราบิโนไซแลนท่ีสกัดจากร าข้าวสาลีซ่ึงมีน ้ าหนักโมเลกุล 3.252×104 และ 
3.517×105 Da มีผลต่อระบบภูมิคุม้กนัของหนูและมีผลต่อกระบวนการ macrophage phagocytosis 
Cherukuri และ  Cheruvanky (2007) พบว่า  Non-starchy rice bran polysaccharides ท่ี มี น ้ าหนั ก
โมเลกุล  4-7 KDa และ  35- 45 KDa สามารถใช้เป็นอาหารบ าบัดโรคหรืออาหารเฉพาะโรค 
(Therapeutic diet) ส าหรับการลดระดบัคลอเรสเตอรอล ลดระดบัน ้ าตาลในเลือด ป้องกนัการเกิด
โรคเก่ียวกบัไตและป้องกนัการเกิดมะเร็งในล าใส้ใหญ่ 

อยา่งไรก็ตาม สมบติัการตา้นอนุมูลอิสระยงัข้ึนกบัสารประกอบเชิงซ้อนของน ้ าตาล
กบัสารฟีนอลิก เช่น สารประกอบเชิงซ้อนของน ้าตาลกบั -tocopherol (Faraji และ Lindsay, 2004), 
ส ารป ระกอบ เชิ งซ้ อน ขอ ง  chitosan-arabinose แล ะ  chitosan-galactose (Mahae, Chalat,and  
Muhamud, 2011) นอกจากน้ี น ้ าตาล fructose, sucrose, raffinose, sorbitol และ mannitol สามารถ
เกิดสารประกอบเชิงซ้อนกบัสารฟีนอลิกซ่ึงมีผลต่อการการตา้นอนุมูลอิสระในน ้ ามนัปลา (Farali 
และ Lindsay, 2004) ซ่ึงสารสกดัอะราบิโนไซแลนท่ีสกดัไดจ้ากการทดลองน้ีปริมาณน ้ าตาลโมนอ
แซคคาไรดอ์ยูม่ากซ่ึงสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอ้นกบัสารฟีนอลิกท าใหมี้สมบติัการตา้นอนุมูล
อิสระเพิ่มข้ึน 
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4.4.2. ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระประเมินภายในเซลล์ส่ิงมีชีวิต (Antioxidant 
capacity as evaluated within a life cell)  
X  4.4.2.1. ผลของ WUAX ของร าข้าวทีผ่่านการแยกส่วนด้วยเอทานอลต่อการมีชีวติ
ของเซลล์ (cell viability) HepG2 ประเมินโดยวธีิ MTT 
    การประเมินความเป็นพิษของ WUAX ทั้ง 3 ส่วนต่อเซลล์ HepG2 ดว้ยวิธี 
MTT ผลการทดลองแสดงเป็นค่าร้อยละของเซลลท่ี์รอดชีวติ (% cell viability)  และค่า IC50 ในรูปท่ี 
3.3A-3.3C  ผลการศึกษาพบว่าแฟรกชนัF60 เหน่ียวน าให้เกิดพิษเล็กน้อย โดยท่ีความเขม้ขน้ 50-
2,500 g/mL แฟรกชัน  F60 มีผลลดการมีชีวิตของเซลล์  HepG2 ลงประมาณ 12% ถึง 35% 
ตามล าดบั โดยมีค่า IC50 มากกวา่ 2,500 g/mL (รูป 4.3A) ส่วนแฟรกชนั F6090 ท่ีความเขม้ขน้ 500-
12,500 g/mL ไม่มีผลยบัย ั้งการเจริญของ HepG2 ในทางตรงกนัขา้ม WUAX จากร าขา้วแฟรกชนัน้ี
ท่ีความเขม้ขน้ 5,000-10,000 g/mL มีผลกระตุน้การเจริญเติบโตของเซลล์ตบัเล็กนอ้ย และมีค่าIC50 
มากกวา่ 12,500 g/mL (รูปท่ี 3.3B) 

แฟรกชัน F90 ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 50-1,000 g/mL ไม่มีผลเปล่ียนแปลง
การรอดชีวิตของเซลล์ (รูปท่ี 3.3C) อยา่งไรก็ตามในช่วงความเขม้ขน้ 5,000-11,500 g/mL แฟรก
ชนัF90 มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ HepG2 เพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ท่ี
เพิ่มข้ึน (dose related manner) ท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวการรอดชีวิตของเซลล์ HepG2 ลดลง 20% ถึง 
80% ตามล าดบั นอกจากน้ีท่ีความเขม้ขน้สูงๆ แฟรกชนัF90 เป็นพิษต่อ HepG2 มากกว่าแฟรกชนั 
F6090 ค่า IC50 ของ F90 เป็น 8,132  296.4 g/mL   

โดยสรุปเป็นพิษของ WUAX จากร าขา้วท่ีแยกส่วนดว้ยเอทานอลต่อเซลล ์
HepG2 แตกต่างกนัไปในแต่ละแฟรกชัน โดยสามารถเรียงตามล าดบัความเป็นพิษได้ดงัน้ี F60> 
F90> F6090 จากผลการทดสอบน้ีช่วงความเขม้ขน้ของแต่ละแฟรกชนัท่ีไม่เป็นพิษต่อ HepG2 จะ
ถูกเลือกไปใช้ในการประเมินค่าความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในเซลล์ดว้ยวิธี DCFH-DA 
ต่อไป 
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รูปที ่3.3 ผลของ WUAX จากร าขา้วท่ีผา่นการแยกส่วนดว้ยการตกตะกอนดว้ยเอทานอลต่อการรอด
ชีวติ (% cell viability) ของเซลล ์HepG2 เม่ือทดสอบดว้ยวธีิ MTT assay; F60 (A), F6090 
(B), and F90 (C) NA, Naïve; ผลการทดลองแสดงในรูปค่า mean  S.D. (n=3) 
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4.4.2.2.ก าร ล ด ป ริม าณ  ROS ภ าย ใน เซ ล ล์  (Intracellular ROS scavenging 
activity) 

การศึกษาผลของ WUAX จากร าขา้วทั้ง 3 แฟรกชนัต่อ ROS ภายในเซลล ์
ตบั hepatocarcinoma HepG2 ของมนุษย ์โดยใช้ quercetin เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน ใน
การทดสอบเซลล์ HepG2 ไดส้ัมผสัโดยตรงกบั tert-butyl hydroperoxide (t-BuOOH) เพื่อเหน่ียวน า
ให้เกิดอนุมูลอิสระ ROS ภายในเซลล์ ระดบัของ ROS จะถูกวดัโดย DCFH-DA probe โดยDCFH-
DA ท่ีผา่นเขา้สู่เซลล์จะถูกก าจดัหมู่  acetyl โดยเอนไซม ์esterase ไดเ้ป็น DCFH ประจุลบ ซ่ึงจะถูก
เก็บกกัอยู่ภายในเซลล์ และเม่ือ DCFH ถูกออกซิไดซ์โดย ROS ก็จะเปล่ียนเป็น DCF ท่ีเรืองแสง 
(Wolfe and Lui, 2007) ดงันั้นการเรืองแสงท่ีเพิ่มข้ึนของเซลลจึ์งแสดงวา่มี ROS เพิ่มข้ึน 

 

 

รูปที่ 3.4 ผลของ เติมสารสกัด WUAX จากร าข้าวท่ีละลายในอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีปราศจากซีรัม
ปริมาตร 200 L บ่มไว ้1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นถ่ายอาหารเล้ียงเซลล์ออก และลา้งดว้ย PBS 
ปริมาตร 150 L แลว้เติมสารละลาย DCFH-DA คท่ีผ่านการแยกส่วนดว้ยเอทานอล ต่อ
ระดับของ ROS ภายในเซลล์ HepG2 ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิด ROS ด้วย t-BuOOH; F60 
(A), F6090 (B) และ F90 (C) วิเคราะห์ทางสถิติ ANOVA และ DMRT ด้วยโปรแกรม 
SPSS โดยเปรียบเทียบกบัตวัอย่างควบคุมท่ีถูกเหน่ียวน า ณ เวลาเดียวกนั โดยขอ้มูล ณ 
เวลาเดียวกนัท่ีก ากบัดว้ยตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p 
<0.05) 
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รูปที่ 3.4 ผลของ WUAX จากร าขา้วท่ีผ่านการแยกส่วนด้วยเอทานอล ต่อระดบัของ ROS ภายใน
เซลล์ HepG2 ท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิด ROS ด้วย t-BuOOH; F60 (A), F6090 (B) และ F90 
(C) วิเคราะห์ทางสถิติ ANOVA และ DMRT ด้วยโปรแกรม SPSS โดยเปรียบเทียบกับ
ตวัอย่างควบคุมท่ีถูกเหน่ียวน า ณ เวลาเดียวกนั โดยขอ้มูล ณ เวลาเดียวกนัท่ีก ากบัด้วย
ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงถึงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p <0.05)  (ต่อ) 
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จลนศาสตร์ของการเกิดออกซิเดชนัของ DCFH ภายในเซลล์ HepG2 โดย
อนุมูลอิสระท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดข้ึนโดย t-BuOOH เม่ือมีและไม่มีการทรีตดว้ย WUAX จากร าขา้ว 
แสดงในรูปท่ี 4.4 แสดงให้เห็นว่าการเกิดสารเรืองแสง DCF ในเซลล์ HepG2 ของตวัอยา่งควบคุม 
(vehicle control) เพิ่มข้ึนตามเวลาท่ีเพิ่มข้ึน (time dependent manner) จนกระทั่งคงท่ีท่ีค่าระดับ
ความเข้มข้นของ DCF-Fluorescence (DCF-Fluorescence intensity) ประมาณ 715.61 ท่ี เวลา 4 
ชัว่โมง การบ่มดว้ยสารสกดั WUAX จากร าขา้วทั้ง 3 แฟรกชนัเป็นเวลา 1 ชัว่โมง    ก่อนการ ทรีต
ดว้ยสารละลาย DCFH-DA มีผลลดความเขม้ขน้ของ DCF-Fluorescence ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัท่ี
ทุกเวลาท่ีศึกษาจาก 0.5 จนถึง 4 ชัว่โมง (รูป 4.4A-4.4C) โดยเฉพาะอยา่งยิ่งท่ีความเขม้ขน้ต ่าสุดของ
ทุกแฟรกชนัไดเ้หน่ียวน าให้เกิดการลดลงอยา่งมีนยัส าคญัของ ROS และผลน้ีลดลงเม่ือความเขม้ขน้
สารสกดั WUAX จากร าขา้วเพิ่มข้ึน 

ความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการลด ROS ของ F60, F6090 และ 
F90 คือ 5 g/mL, 10 g/mL และ 10 g/mL ตามล าดับ (รูปท่ี 3.4A-3.4C) แม้ว่าทุกแฟรกชันมีผล
อยา่งมากในการลด ROS ภายในเซลล์ แต่ความเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดของทุกแฟรกชนัมี
ประสิทธิภาพนอ้ยกวา่ quercetin ความเขม้ขน้ 10 M เล็กนอ้ย 

ความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัของสารสามารถก่อให้เกิดการตอบสนองทาง
ชีวภาพ ท่ีแตกต่างกัน  ซ่ึ งอาจจะอธิบายได้ด้วยหลักการของฮอร์มี ซิส  (hormesis) ซ่ึ ง เป็น
ปรากฏการณ์การตอบสนองต่อสารโดยการได้รับสารปริมาณน้อย ๆ มีผลช่วยกระตุน้ (low dose 
stimulation) แต่จะเกิดการยบัย ั้งหรือตา้นเม่ือไดส้ารปริมาณมาก (high dose inhibition) ตวัอยา่งของ 
ฮอร์มีซิสสามารถสังเกตไดจ้ากพารามิเตอร์บางอยา่งของการมีสุขภาพดี เช่น อตัราการเจริญเติบโต 
ความสามารถในการมีลูก (fecundity) และการมีอายุยืนยาว (longevity) หรือการตา้นอนุมูลอิสระ 
(Nielsen, Ostergaard, และ Larsen, 2008) การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นวา่ทุกแฟรกชนัของ WUAX 
จากร าข้าวท่ีระดับความเข้มข้นต ่ าสุดมีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดปริมาณ  ROS และ
ประสิทธิภาพน้ีจะไม่เพิ่มข้ึนแต่จะค่อย ๆ ลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของWUAX จากร าขา้วเพิ่มข้ึน มี
รายงานปรากฏการณ์เช่นเดียวกนัน้ีของกรด caffeic ท่ีมีผลเพิ่มระดบั ROS ในเซลล์ไลลน์ HT-1080 
fibrosarcoma ของมนุษยโ์ดยการเรืองแสงท่ีเพิ่มข้ึนของ DCF (Prasad, Karthikeyan, Karthikeyan, 
และ  Reddy, 2011) รวมทั้ งในสารพฤกษเคมี (phytochemicals) ต่าง ๆ ท่ีได้จากอาหารท่ีมาจาก
ธรรมชาติ  (Son, Camandola, และ  Mattson, 2008) ในธรรมชาตินั้ น คุณสมบัติ ท่ี เป็นพิษของ
สารพฤกษเคมีช่วยป้องกนัพืชจากศตัรูพืช และเม่ือมนุษยบ์ริโภคสารพฤกษเคมีเหล่าน้ีในปริมาณท่ี
เหมาะสมจะให้ประโยชน์ต่อสุขภาพ แต่การบริโภคปริมาณมากกลับมีผลกระตุ้นให้เกิดการ
ความเครียดในระดบัโมเลกุลของเซลล์ (cellular stress response) 
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ผลการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่อะราบิโนไซแลนส่วนท่ีไม่ละลายในน ้าของ
ร าขา้วซ่ึงไดจ้ากยอ่ยดว้ยเอนไซม ์endoxylanase ก่อนน ามาการแยกส่วนโดยการตกตะกอนดว้ยเอทา
นอลมีศกัยภาพสูงในการลด ROS ภายในเซลล ์ มีงานวจิยัก่อนหนา้น้ีท่ีศึกษาถึงผลการปกป้องเซลล ์
(cytoprotective effects) ของธญัพืชอ่ืน ๆ  Wang, Sun, Cao, และ Tian, (2009) พบวา่โอลิโกแซคคา
ไรด์ของร าข้าวส าลี ท่ี มี กรด เฟอรู ริค เป็นองค์ประกอบ  (feruloyl oligosaccharides) หลัก มี
ประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์เม็ดเลือดแดงของมนุษยจ์ากภาวะเครียดออกซิเดชัน  (oxidative 
stress) โดยการยบัย ั้ งการสูญเสียรีดิวซ์กลูตาไธโอน  (reduced glutathione, GSH) การเกิดเปอร์
ออกไซด์ของไขมนั (lipid peroxidation) รวมทั้งมีผลลด methaemoglobin และการเกิดคาร์บอนิล 
(carbonyl group) จากโปรตีน โดยท่ีความเขม้ขน้ 10–500 mol/L พบว่าโอลิโกแซคคาไรด์ของร า
ขา้วสาลีท่ีมีกรดเฟอรูริคเป็นองคป์ระกอบไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์เมด็เลือดขาว (lymphocytes) ทั้ง
แบบ  cytotoxicity และ genotoxicity นอกจากน้ีท่ีความเข้มข้น 500 mol/L ยงัช่วยยบัย ั้ งความ
เสียหายท่ีเกิดจาก H2O2 ต่อ DNA ของเซลล์เมด็เลือดขาวไดถึ้ง 91.1% (Wang, Sun, Cao, Song, และ 
Tian, 2008) Ghoneum และ Maeda, (1996) รายงานว่าโพลีแซคคาร์ไรด์จากร าขา้วท่ีผลิตโดยการ
สกัดด้วยเอนไซม์ ซ่ึงประกอบด้วยไซโลสและอราบิโนเป็นส่วนประกอบหลักแสดงคุณสมบติั
เสริมสร้างภูมิคุม้กนั (immunomodulatory properties) โดยการส่งเสริมกิจกรรมของ NK ในผูป่้วย  

ในการศึกษาการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธี CAA assay นั้นมีความ
เป็นไปไดส้องทางท่ีสารใดๆ จะมีผลในการตา้นอนุมูลอิสระคือโดยการตดัวงจรปฏิกิริยาลูกโซ่ของ
การเกิด peroxyl radical ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ หรือโดยการท่ีสารสามารถผ่านเขา้ไปภายในเซลล์และท า
ปฏิกิริยากบั ROS ภายในเซลล์ ดงันั้นจึงคลา้ยกบัวา่ประสิทธิผล (efficacy) ในการตา้นอนุมูลอิสระ
ของสารท่ีทดสอบข้ึนอยู่กับประสิทธิภาพ (efficiency) ในการดูดซึมสารของเซลล์และ/หรือ
ประสิทธิภาพของสารในการเกาะติดกบัเยื่อหุ้มเซลล์ (Yokomizo และ Moriwaki, 2006) ขอ้มูลจาก
การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่แฟรกชนั F6090 ซ่ึงประกอบดว้ยกรดฟีนอลิกชนิดอิสระ (free phenolic 
acids) และชนิดยึดเหน่ียว (bound phenolic acids) มากกว่าอีกสองแฟรกชนัท่ีระดบั 59,479.2 และ 
67,626.1 g/g ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.9 และ 3.10) มีค่า FRAP values สูงท่ีสุดเป็น 896.1µmol Fe+2/g 
และค่า EC50 ของ DPPH ต ่าท่ีสุด (389.5 µg/mL, ตารางท่ี 3.14) ผลการศึกษาโดยวิธี CAA assay 
แสดงให้เห็นวา่สารประกอบฟีนอลิกของแฟรกชนั F6090 สามารถผา่นเขา้ไปภายในเซลล์และ/หรือ
ถูกดูดซับโดยเซลล์ของส่ิงชีวิตได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงสามารถท าหน้าท่ีเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระภายในระบบชีวภาพได ้

ในการทดสอบดว้ยวิธี CAA assay นอกเหนือจากทั้งสองโอกาสท่ีสารจะมี
ผลในการตา้นอนุมูลอิสระดงักล่าวมาแลว้ คุณสมบติัอ่ืน ๆ ของสารพฤกษเคมี (phytochemicals) ก็มี
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ผลต่อประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในเซลล์เพาะเล้ียง (cell culture) ด้วย โดย
ส่วนประกอบโครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกมีบทบาทส าคัญในการปกป้องเซลล์จาก
ความเครียดออกซิเดชนั เช่น โครงสร้างส่วน 3′,4′-hydroxyl groups ใน B ring และส่วนของ 2,3-
double bond ท่ีรวมอยู่กับ 4-oxo group ใน C ring ของ quercetin ท่ีมีผลท าให้ quercetin เป็นสาร
ตา้นอนุมูลอิสระท่ีทรงพลงัมากในการปกป้องเซลล์จากความเครียดออกซิเดชนั ท่ีถูกเหน่ียวน าให้
เกิดข้ึนโดย H2O2 (Wang และ Joseph, 1999) ส าหรับ Hydroxybenzoic acid และ hydroxycinnamic 
acid ซ่ึงโครงสร้างประกอบดว้ยวงแหวน phenyl ring เพียงหน่ึงวงแหวนนั้นมีคุณสมบติัตา้นอนุมูล
อิสระน้อยกว่า quercetin  โดยคุณสมบติัต้านอนุมูลอิสระของสารประกอบทั้งสองเก่ียวข้องกับ
คุณสมบติัของ hydroxyl group ในการเป็น hydrogen donor ท่ีมีศกัยภาพในการลดความหนาแน่น
ของอิเล็กตรอนของ carboxyl group ท่ีติดอยู่กับ aromatic ring (Soobrattee, Neergheen, Luximon-
Ramma, Aruoma, และ Bahorun, 2005) 

ผลการทดสอบด้วย CAA assay แสดงให้เห็นว่า WUAX จากร าขา้วทั้ง 3 
แฟรกชันมีผลลดปริมาณ  ROS เช่นเดียวกนัถึงแม้ว่าจะมีโครงสร้างและองค์ประกอบทางเคมีท่ี
แตกต่างกนั Zhou et al. (2010) ไดศึ้กษาผลของอะราบิโนไซแลนจากร าขา้วสาลีซ่ึงสกดัดว้ยการใช้
ด่าง (alkaline-extracted AX, AXA) และใช้เอนไซม์ (enzyme-extracted AX, AXE) พบว่าการสกดั
ด้วยด่างให้อะราบิโนไซแลนท่ีมีปริมาณโปรตีนต ่ากว่า (4.10%) การสกัดด้วยเอนไซม์ (9.85%) 
รวมทั้งไม่พบกรดเฟอรูริก อตัราส่วนของอะราบิโนสต่อไซโลสส าหรับ AXA และ AXE เป็น 0.83 
และ 0.56 และมีน ้ าหนักโมเลกุลเป็น 3.517×105 Da และ 3.252×104 Da ตามล าดบั และพบว่าไม่มี
ความแตกต่างระหวา่งอะราบิโนไซแลนทั้งสองแบบในการเสริมสร้างการเพิ่มจ านวนเม็ดเลือดขาว 
(lymphocyte proliferation)  ในท านองเดียวกัน Cherkuri และ Cheruvanky (2007) พบว่าโพลีแซค
คาไรด์ท่ีไม่ใช่แป้งจากร าขา้วซ่ึงผลิตโดยสกดัดว้ยด่างมีผลเสริมสร้างระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย 
ป้องกนัการเกิดโรคมะเร็ง และมีผลตา้นไวรัส (anti-viral effects) โพลีแซคคาไรด์น้ีประกอบดว้ย
น ้าตาลกลูโคสเป็นส่วนใหญ่ (92.4 mole%) และส่วนท่ีเหลือเป็นอะราบิโนและไซโลส (5.2 และ 1.9 
mole% ตามล าดบั) 

Frenzel, Richter และ Eschrich, (2002) ได้รายงานว่าน ้ าตาลฟรุคโตส มี
คุณสมบติัในการลด ROS ดว้ยเช่นกนั โดยมีผลยบัย ั้งกระบวนการอะพอพโตซิส (apoptosis) ของ
เซลล์ตบัหนูซ่ึงถูกเหน่ียวน าให้เกิดข้ึนโดยกระบวนการ reoxygenation ผ่านกระบวนการรักษา
เสถียรภาพของกลูตาไธโอน (stabilization of the glutathione pool) Bland, Keshavarz, และ Bucke 
(2004) รายงานว่าโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีระดบัของพอลิเมอร์ (degree of polymerization) มากกวา่ 6 
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มีแนวโน้มท่ีจะสร้างโครงสร้างแบบเฮลิก (helical structures) ซ่ึงเป็นรูปแบบโครงสร้างท่ี มี
ประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการมีอิทธิพลต่อระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย 

จากผลการทดสอบ WUAX จากร าขา้วท่ีแยกส่วนดว้ยเอทานอลดว้ย CAA 
assay ประกอบกบัรายงานขา้งตน้นั้นดูเหมือนว่าโครงสร้างของน ้ าตาลส่งผลกระทบต่อคุณสมบติั
การท างานของ WUAX จากร าข้าว Oku et al, (2003) ได้ตรวจสอบกลไกการท างานต้านอนุมูล
อิสระของทรีฮาโลส (trehalose) ดว้ย NMR และเคมีควอนตมั และพบวา่หน่ึงโมเลกุลทรีฮาโลสท า
ปฏิกิริยาแบบสตอยชิโอเมตริก (stoichiometrically interact)  กบั 1 โมเลกุลของพนัธะคู่แบบซิสของ
โอเลฟิน (cis-olefin double bond) ของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั  แบบจ าลองคอมพิวเตอร์แสดงให้เห็นวา่
เกิดโครงสร้างท่ีซับซ้อนและเสถียรข้ึนระหว่างทรีฮาโลสกบัพนัธะคู่ของโอเลฟินผ่านทางพนัธะ
ไฮโดรเจนแบบ OH and CHO นอกจากนั้นยงัพบการเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัของพลงังาน
กระตุ้นท่ีใช้ในปฏิกิริยาสลัดไฮโดรเจน (hydrogen abstraction reaction) ออกจากหมู่ เมทิ ลีน 
(methylene group) สองโมเลกุลท่ีอยู่ระหว่างพันธะคู่ ท่ีท  าปฏิกิริยากับโมเลกุลของทรีฮาโลส 
ดงันั้นทรีฮาโลสจึงมีผลลดการออกซิเดชนัของของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัผา่นทางการเกิดพนัธะชนิด
อ่อน (weak interaction) กบัพนัธะคู่  

เม่ือพิจารณาผลการศึกษาของ Zhou et al. (2010); Bland et al. (2004) และ 
Oku et al. (2003) ดังท่ีกล่าวมาข้างต้นแสดงให้เห็นว่ารูปแบบและลักษณะโครงสร้าง 3 มิติ 
(conformational characteristics) ของน ้ าตาลมีผลต่อคุณสมบัติในการท าหน้ าท่ี ของน ้ าตาล  
Dervilly-Pinel, Thibault, และ Saulnier (2001) ได้ศึกษาลกัษณะโครงสร้างของอะราบิโนไซแลน
ชนิดละลายน ้าไดข้องแป้งสาลีท่ีผา่นการก าจดักรดเฟอรูริก (deferuloylated) แยกเป็นแฟรกชนั และ
ท าให้บริสุทธ์ิโดย HPSEC ไดท้ั้งหมด 48 แฟรกชนัซ่ึงมีดชันี polydispersity ต ่า พบวา่ทั้ง 48 แฟรก
ชัน มี ลักษณ ะโครงส ร้าง  3 มิ ติ  (persistence length q, hydrodynamic parameter n and Mark–
Houwink exponent a) คลา้ยคลึงกนัและเขา้ไดก้บัลกัษณะโครงสร้าง 3 มิติแบบ semi-flexible ไม่วา่
ลกัษณะโครงสร้าง (structural characteristics) ของแต่ละแฟรกชนัจะเป็นแบบใดก็ตาม และระดบั
การแทนท่ี (Substitution degree) ของโครงสร้างไซแลน (xylan backbone)  ดว้ยอะราบิโนสไม่มีผล
ใดๆ ต่อโครงสร้าง 3 มิติของอะราบิโนไซแลน 

ความมีขั้วของสารเป็นอีกคุณสมบติัหน่ึงท่ีส าคญั การศึกษาของ Crespy, et 
al. (2003) ในหนูแรทพบวา่การเคล่ือนยา้ยฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ผ่านวิลไลขนาดเล็กหรือบรัช
บอร์เดอร์ (brush border) ของล าไส้เล็กเก่ียวขอ้งกับคุณสมบติัด้านความชอบและละลายได้ดีใน
น ้ามนั (lipophilicity) มากกวา่คุณสมบติัดา้นการเรียงตวัของคาร์บอนอะตอม (spatial conformation) 
ฟลาโวนอยดซ่ึ์งมีคุณสมบติัไม่ชอบน ้ า (hydrophobic) อาจจะถูกตรึง (embedded) อยูใ่นเยื่อหุม้เซลล์
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ได้อย่างลึก ซ่ึงมีผลต่อความเป็นของไหล (membrane fluidity) ของเยื่อหุ้มเซลล์และการท าลาย
ปฏิกิริยาลูกโซ่ของปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีเกิดข้ึน ณ เยือ่หุม้เซลล์ไดส่้วนสารประกอบท่ีมีขั้วมากกวา่
จะท าปฏิกิริยากบัผิวหน้าของเยื่อหุ้มเซลล์ผ่านพนัธะไฮโดรเจน และการปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์จาก
ความเครียดออกซิเดชันทั้ งจากภายในและภายนอกเซลล์จะเกิดข้ึนท่ี ผิวหน้าของเยื่อหุ้มเซลล ์ 
สันนิษฐานได้ว่าสารพฤกษเคมีท่ีอยู่ในกลุ่มอ่ืนๆ ซ่ึงมีคุณสมบติัทางกาย เช่นเดียวกบักบัฟลาโว
นอยด์จะท าปฏิกิริยากบัเยื่อหุ้มเซลล์เช่นเดียวกนั (Oteizai, Erlejman, Verstraeten, Keen และ Fraga 
2005) และน่ีอาจจะเป็นเหตุผลท่ีว่าท าไมแฟรกชนั F90 จึงมีประสิทธิภาพในการตา้นอนุมูลอิสระ   
ทั้งท่ีแฟรกชนัน้ีประกอบดว้ยสารประกอบฟีนอลลิกนอ้ยกวา่แฟรกชนัอ่ืนๆ แต่มีคุณสมบติัไม่ชอบ
น ้าสูงกวา่แฟรกชนัอ่ืนๆ  

 Wolfe and Lui (2007) เปิดเผยว่าการทดสอบ CAA ด้วยโปรโตคอลท่ี
แตกต่างกนัคือการล้างหรือไม่ล้างด้วย PBS ก่อนขั้นตอนการเติมสารละลาย DCFH-DA มีผลต่อ
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารแตกต่างกนั เช่น กรดแกลลิก (gallic acid) วติามินซี และกรดคาเฟอิก 
(caffeic acid) แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระลดลงอย่างมากเม่ือมีการลา้งดว้ย PBS ในขณะท่ีการลา้ง
หรือไม่ลา้งดว้ย PBS มีผลต่อเควอซิติน (quercetin) น้อยมาก  ในการศึกษาของเราคร้ังน้ีด าเนินการ
ทดลองโดยใช้โปรโตคอลท่ีมีการล้างด้วย PBS ดังนั้ นจึงอาจมีผลกระทบอย่างใดอย่างหน่ึง
โดยเฉพาะอย่างยิ่งต่อแฟรกชนั F90 ซ่ึงประกอบดว้ยกรดคาฟอิกชนิดอิสระมากมากกว่าแฟรกชนั
อ่ืนๆ 

จากผลการทดสอบสหสัมพนัธ์ท่ีพบว่ามีความสัมพนัธ์เชิงบวกอย่างมาก
ระหว่างน ้ าหนักโมเลกุลของ WUAX จากร าขา้วท่ีแยกส่วนโดยการตกตะกอนด้วยเอทานอล กบั
ความสามารถในการรีดิวซ์โดยวธีิ FRAP (r = 0.914) และ EC50 ของ DPPH (r = -0.897) นอกจากน้ี
ผลการทดสอบดว้ย CAA assay ยงัแสดงใหเ้ห็นวา่แฟรกชนัท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการยบัย ั้ง
การผลิต ROS คือ F60 ซ่ึงเป็นแฟรกชนัท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูงกวา่แฟรกชนัอ่ืนๆ  ดงันั้นจึงคลา้ยกบั
ว่าจ  านวนมวล/โมล (Molar mass) เก่ียวขอ้งต่อความสามารถในการลดอนุมูลอิสระ ในความเป็น
จริงมีรายงานหลายฉบบัท่ีเปิดเผยถึงผลของน ้ าหนกัโมเลกุล (molecular weight) และขนาดโมเลกุล 
(molecular size) ของอะราบิโนไซแลนจากธญัพืช และโอลิโกแซคคาร์ไรดอ่ื์น ๆ ในการตา้นอนุมูล
อิสระและคุณสมบติัดา้นภูมิคุม้กนับ าบดั (immune therapy properties) Zhou et al. (2007) รายงาน
วา่อะราบิโนไซแลนจากร าขา้วสาลีท่ีไดจ้ากการย่อยของเอนไซม ์ซ่ึงมีน ้ าหนกัโมเลกุล (3.252×104 

Da) ต ่ ากว่าอะราบิโนไซแลนท่ีได้จากการย่อยด้วยด่าง 10 เท่ ามีผลเพิ่ ม เซลล์แมโครเฟจ 
(macrophage) และฟาโกไซโทซิส  (phagocytosis) รวมทั้ งลดภาวะภูมิไวเกิน (hypersensitivity 
reaction) ไดม้ากกวา่อะราบิโนไซแลนท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยด่าง 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

การทดสอบความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของโอลิโกแซคคาร์ไรด์
หลายชนิดซ่ึงมีระดบั degree of polymerization (DP) แตกต่างกนั พบว่าความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระของโอลิโกแซคคาร์ไรด์ของอะกาโรส (agaro-oligosaccharides) มีความสัมพนัธ์กับ
ระดับ  DP ซ่ึ ง เก่ี ยวข้องกับการช่วยเพิ่ มการมี ชีวิตของเซลล์  และโอลิโกแซคคาร์ไรด์ ท่ี มี
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดคือ  agaro-hexaose เม่ือเทียบกับ agaro-biose agaro-
tetraose และ agaro-decaose (Chen and Yan, 2005) Bland, Keshavarz, และ Bucke (2004) รายงาน
ว่าผลการทดสอบกับ manno-oligosaccharides (DP 5-7) และ arabino-oligosaccharides (DP 6-8) 
พบวา่โอลิโกแซคคาร์ไรด์เหล่าน้ีมีแนวโนม้ท่ีจะสามารถยบัย ั้งการผลิต ROS เพิ่มข้ึนเม่ือมี DP มาก
ข้ึน และพบวา่โอลิโกแซคคาร์ไรด์ท่ีมีระดบั DP มากกวา่ 6 ซ่ึงมีแนวโนม้ท่ีจะสร้างโครงสร้างแบบ
เฮลิก (helical structures) มีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการมีอิทธิพลต่อระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย 
นอกจากน้ียงัพบผลเช่นเดียวกันน้ีใน manno-oligosaccharides ท่ีได้จาก  locust bean gum และ 
arabino-oligosaccharides อีกดว้ย (Bland, 2002) โพลีแซคคาร์ไรด์จากสาหร่ายทะเล sargassum ซ่ึง
มีน ้ าหนักโมเลกุลมากกว่า 50,000 Da และประกอบด้วย furanopolysaccharide ซ่ึงมี กาแลคโตส, 
ไซโลส, อะราบิโนส,กลูโคส, แรมโนส และฟรุกโตส เป็นองค์ประกอบมีผลยบัย ั้งความเครียด
ออกซิเดชนัโดยการเพิ่มปริมาณของรีดิวซ์กลูตาไธโอน เพิ่มกิจกรรมของ superoxide dimutase และ 
glutathione peroxidase และลดระดบัของ ROS ในเซลล์เม็ดเลือดขาว bursal  (bursal lymphocytes) 
ของไก่ อินฟราเรดสเปกตรัมแสดงให้เห็นในโครงสร้างโมเลกุลของโพลีแซคคาร์ไรด ์sargassum วา่
มีพันธะ  -glycosidic อยู่ ใน โม เลกุ ล  รวมทั้ งพบพี ค ท่ี ค่ าก ารดูดก ลืนแส งตรงกับ  -D-
galactopyranosyl (Zhanga, Hua, Liua, and Shuai, 2011) (Zhanga, หวัหิน, Liua และ Shuai 2011) 
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บทที ่5 
บทสรุป 

 
การสกัดอะราบิโนไซแลนส่วนท่ีสกัดไม่ได้ด้วยน ้ า (water unextractable arabinoxylans, 

WUAX) จากร าข้าว สามารถสกัดได้โดยการให้ความร้อนภายใต้แรงดันหรือการ autoclave ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์ เอนโดไซลาเนส 
(endoxylanase) จาก Bacillus subtilis 5 ยูนิตเป็นเวลา 4 ชั่วโมง สารสกัดจากร าข้าวอุดมไปด้วย
กรดฟีนอลิกยึดเหน่ียวมากกวา่กรดฟีนอลิกอิสระ ซ่ึงโดยส่วนใหญ่เป็นกรดเฟอรูริกและกรดพี-เคอ
มูริก การตกตะกอนในเอทานอลความเขม้ขน้ต่างๆ สามารถสกดัอะราบิโนไซแลนท่ีมีขนาดโมเลกุล
ต่างกนัออกมา 3 ส่วนตามความเข้มข้นของเอทานอล โดยสารสกดัจากเอทานอลเข้มขน้ 0-60% 
(F60) มีน ้ าหนกัโมเลกุล 5.786×104 กรัมต่อโมล สารสกดัจากเอทานอลเขม้ขน้ 60-90% (F6090) มี
น ้ าหนักโมเลกุล 4.137×104 กรัมต่อโมลและสารสกดัจากเอทานอลเขม้ขน้มากกว่า 90% (F90) มี
น ้ าหนักโมเลกุล  1.525×103 กรัมต่อโมล สารสกัดอะราบิโนไซแลนมีน ้ าตาลไซโลสเป็น
องค์ประกอบหลกัและมีน ้ าตาลอะราบิโนสเป็นองคป์ระกอบรอง นอกจากน้ี น ้ าตาลมอโนแซ็กคา
ไรด์ยงัมีกรดเฟอรูริกรูปแบบยึดเหน่ียวเป็นองค์ประกอบ แสดงให้เห็นว่าอะราบิโนไซแลนจากร า
ขา้วเป็นแหล่งของ feruloylated arabinoxylans โครงสร้างโมเลกุลของอะราบิโนไซแลนเป็นแบบก่ิง
กา้น โดยมีสายโซ่หลกัของน ้าตาลไซโลสและมีก่ิงกา้นของน ้าตาลอะราบิโนสท่ีมาแทนท่ีท่ีต าแหน่ง 
C-(O)-3 ของน ้ าตาลไซโลสเป็นส่วนมาก มีการแทนท่ีท่ีต าแหน่ง C-(O)-2 และมีการแทนท่ีตั้งต าแหน่ง 
C-(O)-2 และ C-(O)-3 ในบางโมเลกุลของน ้ าตาลไซโลส โดยมีระดบัการแทนท่ีมากกว่า 90% ในการ
ทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ สารสกดัจาก F60 และ F6090 มี Feruloylated arabinoxylans สูง ท าให้
มีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระสูง ทั้งจากการทดสอบฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัในหลอดทดลอง (in 
vitro) ดว้ยวธีิ DPPH และ FRAP และจากความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระประเมินภายในเซลล์
ส่ิงมีชีวิต ทั้งน้ีสารสกดัจาก F60 และ F90 ยงัประกอบด้วยอะราบิโนไซแลนปริมาณมาก จึงอาจ
กล่าวไดว้า่กรดฟีนอลิกชนิดยดึเหน่ียว จ านวนมวล/โมล  และอะราบิโนไซแลนเป็นปัจจยัหลกัท่ีช่วย
สนบัสนุนการตา้นอนุมูลอิสระ ส าหรับสารสกดั F90 นั้นมีสารประกอบฟีนอลิก และจ านวนมวล/
โมลน้อยกว่าสารสกดั F60 และ F6090 ท าให้มีความสามารถตา้นออกซิเดชนัในหลอดทดลอง (in 
vitro) ต ่ากว่าสารสกดั F60 และ F6090 อย่างไรก็ตาม สารสกดั F90 มีคุณสมบติัไม่ชอบน ้ าและมี
โมเลกุลขนาดเล็ก ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีส าคญัต่อการถูกตรึงอยูใ่นเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้สารสกดั F90 มี
ประสิทธิภาพในการตา้นอนุมูลอิสระในระดบัเซลลเ์ม่ือทดสอบดว้ยวธีิ DCFH DA 
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 จากผลงานวจิยัน้ีแสดงให้เห็นวา่อะราบิโนไซแลนจากร าขา้วมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูล
อิสระสูง อุปกรณ์และวิธีการสกดัไม่ยุง่ยากซบัซอ้น และมีค่าใชจ่้ายต ่า ดงันั้น การผลิตอะราบิโนไซ
แลนจากร าขา้วจะเป็นยกระดบัจากการแปรรูปร าขา้วเพื่อส่งออก ให้เป็นการแปรรูปร าขา้วในเชิง
อุตสาหกรรมไดใ้นอนาคต 
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ภาคผนวก 

การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของวตัถุดิบ 
 

1. ปริมาณความช้ืน (AOAC, 2000) 
 วธีิการ 
 1. อบภาชนะส าหรับหาความช้ืนในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ105 °Cนาน 2-3 ชัว่โมงน าออก
จากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืนรอจนกระทัง่อุณหภูมิของภาชนะลดลงถึงอุณหภูมิห้องแลว้ชัง่และ
บนัทึกน ้าหนกัท่ีแน่นอน 
 2. ชัง่ตวัอยา่งใหไ้ดน้ ้าหนกัท่ีแน่นอน 1-3 กรัมใส่ลงในภาชนะหาความช้ืนท่ีทราบน ้าหนกั
ท่ีแน่นอนแลว้ 
 3. อบตวัอยา่งในตูอ้บไฟฟ้าดว้ยอุณหภูมิ105 °Cนาน 5-6 ชัว่โมง 
 4. เม่ือครบก าหนดเวลาแลว้น าออกจากตูอ้บใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืนรอจนกระทัง่อุณหภูมิ
ของภาชนะลดลงถึงอุณหภูมิหอ้งแลว้ชัง่น ้าหนกั 
 5. ค านวณหาปริมาณความช้ืนจากสูตร 
 ปริมาณความช้ืน(%) = น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ– น ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบx 100 
     น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ 
 
2. ปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) 
 วธีิการ 
 1. ชัง่น ้าหนกัตวัอยา่งบนกระดาษกรองใหไ้ดน้ ้าหนกัท่ีแน่นอนประมาณ 0.5-1.0 กรัมห่อให้
มิดชิดใส่ลงในขวดยอ่ยโปรตีน 
 2. ใส่สารผสมคอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) และโพแทสเซียมซลัเฟต (K2SO4) 5 กรัม
(อตัราส่วนระหวา่งคอปเปอร์ซลัเฟตและโพแทสเซียมซลัเฟต 1:10) เพื่อเร่งปฏิกิริยา 
 3. เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ (H2SO4) ปริมาตร 15-20 มิลลิลิตรและสารป้องกนัการเกิดโฟม 
(anti-foaming agent) 4-5 หยด 
 4. ยอ่ยตวัอยา่งบนเตาเคร่ืองยอ่ยโปรตีนท่ีอุณหภูมิ 380 °C จนไดส้ารละลายใสปล่อยทิ้งให้
เยน็ 
 5. จดัอุปกรณ์การกลัน่แลว้เปิดสวติซ์ไฟและเปิดน ้าหล่อเยน็เคร่ืองควบแน่น 
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 6. ใชข้วดรูปชมพูข่นาด 50 มิลลิลิตรซ่ึงบรรจุกรดบอริก (ความเขม้ขน้ 4%) ปริมาตร 25 
มิลลิลิตรและน ้าซ่ึงเติมอินดิเคเตอร์ 2-3 หยดเรียบร้อยแลว้ไปรับรองของเหลวท่ีกลัน่โดยใหส่้วน
ปลายของอุปกรณ์ควบแน่นจุ่มลงในสารละลายกรดน้ี 
 7. ก าหนดใหเ้คร่ืองเติมน ้ากลนัและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ 32% โดย
น ้าหนกัและท าการกลัน่ท่ีประมาณ 10 นาที ลา้งปลายอุปกรณ์ควบแน่นดว้ยน ้ากลัน่ลงในขวด
รองรับ 
 8. ไตเตรทสารละลายท่ีกลัน่ไดก้บักรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลัจนสีของ
สารละลายเปล่ียนแปลงจากสีเขียวเป็นสีม่วง 
 9. ท า blank และปฏิบติัตามขอ้ 1-8 โดยไม่เติมตวัอยา่ง 
 10. ค านวณปริมาตรโปรตีนจากสูตร 
 ปริมาณโปรตีน(%)  =  (A-B)N x 1.4 x F 
      W 
  เม่ือ A = ปริมาตรกรดท่ีใชไ้ตเตรตตวัอยา่ง(มิลลิลิตร) 
         B = ปริมาตรกรดท่ีใชไ้ตเตรตกบั blank (มิลลิลิตร) 
         N = ความเขม้ขน้ของกรด (นอร์มลั) 
          F = ค่าคงท่ีส าหรับแป้งขา้วเจา้คือ 6.25 
         W = น ้าหนกัตวัอยา่งท่ีเร่ิมตน้ (กรัม) 
 
4. ปริมาณเถ้า (AOAC, 2000) 

ชัง่ตวัอยา่งท่ีทราบน ้าหนกัแน่นอนประมาณ 2 กรัม (น ้าหนกัแหง้) ใส่ในถว้ยกระเบ้ือง 
(crucible) น าไปเผาจนหมดควนัเขา้เตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550 - 600 °C ประมาณ 2 ชัว่โมงหรือจนมีสี
ขาว–เทาทิ้งใหเ้ยน็ในโถดูดความช้ืนชัง่น ้าหนกัค านวณปริมาณเถา้เป็นร้อยละ 
 
ร้อยละเถา้ = (น ้าหนกัตวัอยา่ง + ถว้ยกระเบ้ือง (หลงัเผา)) – น ้าหนกัถว้ยกระเบ้ือง x 100 
 

เม่ือ น ้าหนกัตวัอยา่งเป็นกรัม (น ้าหนกัแหง้) 
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3. การวเิคราะห์หาปริมาณใยอาหารทั้งหมด (Total Dietary Fiber, TDF) 
 ด าเนินการวิเคราะห์หาปริมาณใยอาหารทั้งหมดตามวิธีของ AOAC method 985.29 โดยชัง่
ตวัอยา่งสตาร์ช 1.0 g (ตวัอยา่งท่ีใชต้อ้งบดและร่อนผา่นตะแกรงขนาด 10 meshถา้ตวัอยา่งมีปริมาณ
ไขมนัมากกว่า 10% ให้ท าการสกัดไขมนัออกก่อน) ใส่ในบีกเกอร์ทรงสูงขนาด 500 ml (ท าการ
เตรียมตวัอย่าง 2 ซ ้ า และ Blank 2 ซ ้ า) เติมฟอสเฟตบพัเฟอร์ เขม้ขน้ 0.08 M ปริมาตร 50 ml และ 
sonicatedเพื่อให้แน่ใจว่าตวัอย่างมีการกระจายใน buffer อยา่งสมบูรณ์ เติม heat stable α-amylase 
ปริมาตร  100 µl ปิดบีกเกอร์ดว้ย aluminiumfoild น าบีกเกอร์ใส่ลงใน shaker water bath ท่ีอุณหภูมิ 
95 °C เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาน ามาท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง ปรับ pH ของสารละลายให้มี 
pH 7.5+0.1 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 0.275 M จากนั้นเติม protease solution 
ปริมาตร 0.5 ml น าไปย่อยในshaker water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลา
น ามาท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง ปรับ pH ของสารละลายให้มี pH 4.5+0.2 ดว้ยสารละลายกรดไฮโดร
คลอริก เข้มข้น 0.325 M เติม amyloglucosidase ปริมาตร 0.3 ml น าไปย่อยท่ีอุณหภูมิ 60◦C เป็น
เวลา 30 นาที เติมเอทานอล 95% อุ่นท่ีอุณหภูมิ 60 °C ปริมาตร 280 ml ตั้งสารละลายทิ้งไวข้า้มคืน
เพื่อให้เกิดตะกอนท่ีอุณหภูมิห้อง กรองตะกอนผา่น crucible ท่ีผ่านการเผาท่ีอุณหภูมิ 550 °C อย่าง
น้อย 5 ชั่วโมงมาแล้ว และภายใน crucible บรรจุ celite ท่ีทราบน ้ าหนักท่ีแน่นอนปริมาณ 1.0 g 
กรองตวัอยา่งดว้ย vacuum pump ลา้งตวัอยา่งท่ีติดอยูท่ี่บีกเกอร์ดว้ยเอทานอล 78% ปริมาตร 20 ml 
จ านวน 3 คร้ัง ตามดว้ยเอทานอล 95% ปริมาตร 10 ml จ านวน 2 คร้ัง และอะซิโตน ปริมาตร 10 ml 
จ านวน 2 คร้ัง น า crucible ท่ีมีตะกอนของตัวอย่างไปท าแห้งในตู้อบลมร้อน อุณหภูมิ 105 °C 
ขา้มคืน และน าไปชั่งน ้ าหนักเพื่อหาน ้ าหนักตะกอน น าตะกอนตวัอย่างไปวิเคราะห์หาปริมาณ
โปรตีนโดยวิธีเจลดาห์ล ตามมาตรฐาน AOAC, 2000 และวิเคราะห์หาปริมาณเถา้ตามวิธีมาตรฐาน 
AOAC method 967.04 น าผลมาค านวณหาปริมาณใยอาหารทั้ งหมด (Total Dietary Fiber, TDF) 
จากสูตร 
 

(weight residue - P - A - B
TDF,% =  x 100

weight test portion

 
 
 

 

 
เม่ือ P = weight (mg) of protein 

  A = weight (mg) of ash 
  B = weight (mg) of blank 
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