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บทคัดย่อ 
  ออริซานอลเป็นสาร ต้านอนุมูลอิสระซึ่ ง ใน
ปัจจุบันนิยมใช้เป็นอาหารเสริม พบมากในน้้ามันร้าข้าว 
แต่น้้ามันร้าข้าวดิบท่ีได้จากการสกัดมีสิ่งปนเปื้อนปะปน 
ได้แก่ ขี้ผึ้ง และยางเหนียว ซึ่งจ้าเป็นต้องก้าจัดออกก่อน
การท้าน้้ามันร้าข้าวดิบให้บริสุทธิ์ ด้วยกรรมวิธีหลาย
ขั้นตอน ในขั้นแรกเป็นการสกัดน้้ามันจากร้าข้าวหอมมะลิ
ด้วยวิธีการสกัดเย็นและวิธีการแช่ในตัวท้าละลายเอทานอล
และเฮกเซน หลังจากนั้นก้าจัดสิ่ งปนเปื้อนออกด้วย
กระบวนการตกผลึกด้วยอะซิโตนในสารละลายผสม 2 
ระบบ ท่ีศึกษาเปรียบเทียบกันได้แก่ เมทานอล:อะซิโตน 
และเอทานอล:อะซิโตน กระบวนการตกผลึกมีสอง
ขั้นตอนการวิเคราะห์ปริมาณแกมม่าออริซอนอลในส่วนท่ี
เป็นของแข็งและของเหลวท้าโดยใช้เครื่อง RP-HPLC ส่วน
การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระใช้วิธี DPPH ผลการ
ทดลองพบว่าแกมม่าออริซอนอลท่ีได้ในทุกสภาวะมี
ลักษณะเป็นผงสีขาวนวลจนไปถึงสีเหลืองซีด สภาวะการ
ผลิตท่ีดีท่ีสุดคือการสกัดเย็นและตกผลึกด้วยสารละลาย
ผสมเอทานอลผสมกับอะซีโตน ผลได้เป็นร้อยละ 12.31 
ซึ่งมีความบริสุทธ์ิร้อยละ 94.71 ผลึกแกมม่าออริซอนอลท่ี
ได้นี้น้าไปวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ีประสิทธิภาพการ
ต้านร้อยละ 50 (IC50) ท่ีความเข้มข้น 0.171 mg/ml ซึ่งอยู่
ในช่วงเดียวกันกับสารมาตรฐาน BHT แต่มีค่าต้่ากว่าสาร
มาตรฐานแกมม่าออริซอนอลท่ีใช้ในเชิงการค้า 
 

ค าส าคัญ: การต้านอนุมูลอิสระ การสกัด กระบวนการท้าให้
บริสุทธ์ิ น้้ามันร้าข้าว แกมม่าออริซานอล 
 

ABSTRACT 
  Oryzanols are well-known antioxidant and 
now used as food supplements. Crude rice bran 
oil (CRBO) composes of many impurities such as 
wax and gum sludge which are required to be 
removed prior to purifying CRBO with many serial 
steps. Firstly, CRBO was extracted from jasmine 
rice bran by cold press extraction and maceration 
with ethanol and hexane extraction then 
impurities; such as waxes and gums, were 
removed from the CRBO by 2 different systems, 
i.e., methanol:acetone and ethanol:acetone 
crystallisation systems which were then compared. 
The crystallisation involved two steps and yielded 
a solid and a liquid phase under cold conditions. 
The -oryzanol content in all phases was analysed 
by RP-HPLC and the antioxidant scavenging activity 
was analyzed by DPPH assay. The -oryzanol 
obtained from all conditions was a fine white to 
pale yellow crystal. The best extraction conditions 
were cold pressed extraction with crystallisation in 
ethanol: acetone, which yielded 12.31% -
oryzanol crystals with 94.71 % purity. The -
oryzanol crystals were evaluated for their 
antioxidant scavenging activity and had an IC50 of 
0.171 mg/ml, with almost the same range as the 
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BHT standard. However, it was lower than that 
obtained with a commercial -oryzanol standard. 
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บทน า 
  ประเทศไทยเป็นหนึ่งในสิบของผู้ผลิตและผู้
ส่งออกข้าวในระยะเวลา 7 ปีที่ผ่านมา สถานการณ์สินค้า
เกษตรประเภทธัญพืชและจากรายงานแนวโน้มในเดือน
พฤศจิกายนปี 2014 จัดอันดับให้ประเทศไทยเป็นผู้ผลิต
ข้าวรายใหญ่อันดับที่หกและเป็นอันดับที่สามในฐานะผู้
ส่งออกในโลกทั้งนี้มีการผลิตข้าวมากถึง 20.5 ล้านตัน
ต่อปี [1] การสีข้าวท้าให้เกิดร้าข้าวที่เป็นผลพลอยได้ขึ้น 
ประมาณร้อยละ 10.5 ของน้้าหนักข้าวเดิม ร้าข้าวเป็นแหล่ง
ของสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ โทโคไตรอินอล ออริซานอล 
ฟีนอลลิก แอนโทไซยานิน ไฟเตท และโพลีฟีนอล เป็นต้น 
[2-9] 
  ออริซานอล เป็นสารประกอบเอสเทอร์ของกรด 
เฟรูลิกที่มีอยู่ประมาณร้อยละ 2 ในร้าข้าว ออริซานอล 
สามารถยับยั้งการดูดซึมคอเลสเตอรอล เพ่ิมการขับสเต
อรอล และเพ่ิมการหลั่งน้้าดี ช่วยลดการตกตะกอนของ
แพลตเลต และช่วยควบคุมการท้างานของสมอง ออริซา
นอลเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่นิยมใช้เป็นอาหารเสริมใน
ปัจจุบันอีกด้วย [10-11] มีนักวิจัยได้พัฒนาวิธีสกัดและท้า
ออริซานอลให้บริสุทธิ์จากแหล่งธรรมชาติ เช่น น้้ามันร้าข้าว
ดิบ (crude rice bran oil, CRBO) [4, 11-17] CRBO ถูก
สกัดจากร้าข้าวโดยผ่านหลายขั้นตอน ตัวอย่างวิธีการสกัด
ได้แก่ การใช้ชุดซอห์กเลท การแช่ การใช้น้้าภายใต้
สภาวะกึ่งวิกฤติ (subcritical water extraction, SWE) 
และการสกัดด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ภายใต้ภาวะวิกฤติยวด
ยิ่ง (supercritical carbon dioxide extraction, SC-CO2) 
[3-4, 11,17-19] อย่างไรก็ตามวิธีการสกัดข้างต้นค่อนข้าง
แพงดังนั้นการสกัดเย็นและการใช้ตัวท้าละลายจึงเป็นวิธีที่
ยังนิยมและสามารถประยุกต์ได้ดีในระบบขยายขนาด 

ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของวัสดุ โดยทั่วไปแล้วเฮกเซน
ถูกใช้ในการสกัดสารที่ไม่มีขั้ว เช่น น้้ามัน ในขณะที่เอทา
นอลถูกใช้ส้าหรับสารประกอบที่มีขั้วเช่น แกมม่าออริซา
นอล ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใช้ตัวท้าละลายทั้งสองในการ
สกัด [11, 14, 20] อย่างไรก็ตามการสกัดอย่างเดียวไม่
เพียงพอในการท้าสารแกมม่าออริซานอลให้บริสุทธิ์ จาก
การศึกษางานวิจัยในอดีตพบว่ามีหลายวิธี ได้แก่ การ
ใช้อัลคาไล (ด่าง) การกลั่นทางกายภาพ การกลั่นทาง
เคมี การใช้วิธีทางโครมาโตกราฟฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง และการเหนี่ยวน้าให้ตกตะกอนโดยแคลเซียมไอออน 
แต่กระบวนการเหล่านี้ให้ค่าผลได้ของแกมม่าออริซานอล
ต่้าและแกมม่าออริซานอลที่ได้มีคุณภาพต่้ากว่าสารที่ผลิต
ในเชิงการค้า [12-13, 21] บางงานวิจัยท้าการทดลอง
เบื้องต้นโดยใช้การตกตะกอนสองขั้นตอนซึ่งมีคุณภาพสูง 
สกัดน้้ามันร้าข้าวดิบด้วยชุดซอห์กเลท โดยใช้เฮกเซนเป็น
ตัวท้าละลาย [13] อย่างไรก็ตาม กระบวนการสกัด
น้้ามันร้าข้าวดิบด้วยวิธีการแช่ด้วยตัวท้าละลายเฮกเซน 
และเอทานอล อีกทั้งชนิดตัวท้าละลายที่เลือกใช้ปลอดภัย
และแตกต่างกันในขั้นตอนการตกผลึก (การท้าให้บริสุทธิ์) 
เป็นปัจจัยที่ส้าคัญและมีผลกระทบต่อผลผลิตที่ได้ของ
แกมม่าออริซานอลและคุณภาพของผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่
ได้ แต่ส่วนนี้ยังไม่มีรายงานอย่างแน่ชัด ดังนั้นงานวิจัย
ฉบับนี้ท้าขึ้นมาเพ่ือเติมเต็มในส่วนดังกล่าว 
 งานวิจัยนี้แสดงถึงการเปรียบเทียบการตกผลึก
สารแกมม่าออริซานอลจากน้้ามันร้าข้าวดิบสายพันธุ์ข้าว
ขาวดอกมะลิที่ปลูกกันมากในภาคกลางของประเทศไทย 
ในขั้นต้นศึกษาวิธีการสกัดที่แตกต่างกันสามสภาวะ 
ได้แก่ การสกัดเย็น การแช่โดยใช้สารเฮกเซนและเอทานอล 
และศึกษาขั้นตอนการตกผลึกซึ่งด้าเนินการต่อเนื่องสอง
ขั้นตอนซึ่งขั้นตอนการตกผลึกจะแทนเมทานอลด้วย
เอทานอลซึ่งไม่เป็นพิษ จากนั้นจะน้าเอาผลึกที่ได้มา
วิเคราะห์ความบริสุทธิ์และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
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วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
1. วัตถุดิบ 
  ใช้ร้าข้าวขาวดอกมะลิที่เป็นผลผลิตพลอยได้ของ
กระบวนการสีจากจังหวัดสุพรรณบุรี ประเทศไทย น้าร้าข้าว
เก็บรักษาในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -25 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ป้องกันการเสื่อมคุณภาพของสารออริซานอล เมทานอล 
ไอโซโพรพานอล เอทิลอะซีเตต และเฮกเซน (เกรด HPLC) 
จาก Burdick และ Jackson ประเทศสหรัฐอเมริกา เม
ทานอล ร้อยละ 95 เอทานอล และอะซีโตน จาก RCI 
Labscan ประเทศไทย สารมาตรฐานแกมม่าออริซานอล
สังเคราะห์ที่มีความบริสุทธิ์ร้อยละ 98.7 จากบริษัท 
Tsuno Rice Fine Chemicals ประเทศญี่ปุ่น สาร 2,2- 
Diphenyl -1- pic-rylhydrazy (DPPH) และ สาร 2,6-Di-
tert-butyl-4-methylphenol (BHT) จาก Sigma-
Aldrich, ประเทศเยอรมนี 
 
2. วิธีการ 
 กระบวนการสกัดที่ใช้มี 2 วิธี ได้แก่ การสกัดเย็น 
และการแช่ในตัวท้าละลายที่แตกต่างกันสองตัว คือ เฮกเซน
และเอทานอล ขั้นตอนต่อไป เป็นการเอาขี้ผึ้งและกัมออก ผัง
กระบวนการทดลองแสดงดัง Figure 1 น้้ามันร้าข้าวดิบ 
แสดงได้ดัง Figure 2 และการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี
ของร้าข้าว ตามวิธี AOAC และ ASEANFOODS [20-21] 
ดังที่แสดงใน Table 1 
 
3. กระบวนการสกัดเย็น 
  กระบวนการการสกัดเย็นหรือบีบอัด ใช้เครื่องจักร
จากบริษัท Lopburi Vegetable Oil จังหวัดลพบุรี 
ประเทศไทย โดยน้าน้้ามันร้าข้าวดิบ (CRBO) ที่ได้จากการ
สกัดถูกมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เพ่ือ
ก้าจัดตะกอนออก จากนั้นน้ามาเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  จนกว่าจะน้ามาทดลอง 
 
 

4. กระบวนการสกัดด้วยการแช่ 
  น้าร้าข้าวผสมกับเฮกเซนด้วยอัตราส่วน 1:6 
(W/V) หลังจากนั้น เขย่าที่ความเร็ว 200 rpm ที่อุณหภูมิ 
30±1 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง [ดัดแปลงมา
จาก 13, 22] น้ามากรองผ่านกระดาษ whatman เบอร์ 1 
และระเหยเฮกเซนออกด้วยเครื่องระเหยภายใต้ความดัน 
175 mmHg ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ท้าการ
ทดลองเช่นเดิมแต่ใช้ ร้อยละ 95 เอทานอล แทนและใช้
สภาวะการระเหยภายใต้ความดัน 90 mmHg ที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส 
 
5. การเอาขี้ผึ้งและกัมออก 
 น้าน้้ามันร้าข้าวดิบที่เตรียมได้ 50 กรัม มา
ละลายในอะซีโตนที่อัตราส่วน 1 ต่อ 6 (W/V) จากนั้น
น้ามาอุ่นที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ท้าให้เย็นและเก็บที่อุณหภูมิ -25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะได้ขี้ผึ้งและกัม น้ามาแยกออกโดย
กรองผ่านกระดาษ whatman เบอร์ 1 ระเหยอะซีโตนที่
อยู่ในของเหลวด้วยเครื่องระเหยที่ความดัน 200 mmHg 
ทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  น้าสารละลายที่เหลือมาใช้
ในขั้นตอนการตกผลึก [13] 
 
6. การตกผลึก 
  น้าน้้ามันร้าข้าว 10 กรัม ละลายในตัวท้าละลาย
ผสมเมทานอลและอะซีโตนที่อัตราส่วน 7:3 (V/V) ปริมาตร 
400 มิลลิลิตร แล้วจึงน้าสารละลายผสมที่ได้นี้แช่แข็งที่
อุณหภูมิ -65±3 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 ชั่วโมง 
แยกส่วนของแข็งออกจากส่วนของเหลวโดยกรองผ่าน
กระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 ก้าจัดตัวท้าละลาย
ออกด้วยเครื่องระเหยที่ 45 องศาเซลเซียส  ความดัน 150 
mmHg ได้ของเหลวที่ 1 (LP1) ส่วนของแข็งที่เรียกเป็น 
SP1 เก็บของเหลว LP1 ในภาชนะดูดความชื้นที่
อุณหภูมิห้อง (30±1 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นเติมเฮกเซน 20 มิลลิลิตร น้ามาเก็บที่อุณหภูมิ 
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5±1 องศาเซลเซียส  เป็นเวลาหนึ่งสัปดาห์ น้ามากรอง
เพ่ือแยกผลึกของสารแกมม่าออริซานอล (SP2) ออกส่วน
ของเหลวที่เหลือเรียกว่า LP2 ล้าง SP2 ด้วยเฮกเซน 30 
มิลลิลิตร [13, 19] และน้ามาวิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโตก

ราฟี (Reverse phase, RP-HPLC) [24] ท้าการทดลอง
เช่นเดิมแต่เปลี่ยนตัวท้าละลายเป็นเอทานอลและอะซีโตน
นี้และท้าการระเหยที่สภาวะ 175 mmHg ที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Flow diagram 
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7. การวิเคราะห์ปริมาณแกมม่าออริซานอล 
  วิเคราะห์โดยโครมาโตกราฟีแบบย้อนกลับ [24] 
ด้วยคอลัมน์ที ่C-18 (ACE Scotland) ยาว 25 cm ใช้เฟส
เคลื่อนที่เป็น เมทานอล : ไอโซโพรพานอล : เอทิลอะซีเตต 
ที่อัตราส่วน 47.5:40:12.5 (V/V) และอัตราการไหลเท่ากับ 
1 ml/min ในการวิเคราะห์แต่ละครั้งจะใช้ตัวอย่างน้้ามัน
ร้าข้าวที่ได้จากการสกัดที่ความเข้มข้น 30 µg/ml 
ปริมาณ 20 µl รายงานผลโดยใช้โปรแกรม Shimadzu LC 
Solution เตรียมกราฟมาตรฐานของแกมม่าออริซานอล
ในช่วงความเข้มข้น 0.05-50 µg/ml การวิเคราะห์ปริมาณ
ท้าโดยพิจารณาจากโครมาโตแกรมที่เกิดขึ้นที่เวลา
เดียวกับเวลาของสารมาตรฐาน 
 
8. การวิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของผลึกของออริซานอล 
  ความบริสุทธิ์ของผลึกของออริซานอลแสดงในรูป
ร้อยละความบริสุทธิ์ของแกมม่าออริซานอล (%-
oryzanol purity) และร้อยละประสิทธิภาพของการท้าให้
บริสุทธิ์ (%Purification efficiency) ซึ่งหาได้จากสมการ
ดังต่อไปนี้ 
 
%-Oryzanol purity = 
 

(
Area of   ory anol peak 

Total area under all peaks
)     

 

 Puri cation ef ciency   (
PC   PC B 

PC B 
)     

 
เมื่อ PC คือ ร้อยละความบริสุทธิ์ของแกมม่าออริซานอล
ในผลึกผลิตภัณฑ์ 
 PCRBD คือ ร้อยละความบริสุทธิ์ของแกมม่าออริซา
นอล ในน้้ามันร้าข้าวดิบ (CRBO) 
 
 

9. การทดสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี DPPH 
  การทดสอบประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระ
ใช้สาร DPPH ความเข้มข้น 0.5 mM ละลายผลึกของ
สารแกมม่าออริซานอลในเอทานอลที่ช่วงความเข้มข้น 
0.03–1.5 mg/ml ใช้ตัวอย่าง 100 µl ท้าปฏิกิริยากับ
สารละลาย DPPH 100 µl น้ามาเก็บในที่มืดเป็นเวลา 
30 นาที จากนั้นน้ามาอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 517 nm ด้วยเครื่องอ่านไมโครเพลท (EMS 
Reader MF, Labsystems, Finland) เปรียบเทียบกับ
สารมาตรฐาน BHT ที่เตรียมในช่วงความเข้มข้น 0.02–
2.00 mg/ml การลดลงของ DPPH ค้านวณจากสมการ; 
 

DPPH reduction   (%) = (
Ao – As

As
)      

 
เมื่อ Ao = ค่าการดูดซับแสงของสารละลายควบคุม 
(absorbance) 
 As = ค่าการดูดซับแสงของสารละลายตัวอย่าง 
(absorbance) 
 

  ความเข้มข้นของสารแกมม่าออริซานอลที่
สามารถยับยั้งด้วยสารอนุมูลอิสระ DPPH ลงร้อยละ 50 
(แสดงในรูป IC50) และประเมินค่าโดยการใช้ 
GraphPad Prism เวอร์ชัน 5.0  IC50 ที่มีค่าที่ต่้ากว่า
แสดงว่ามีกิจกรรมของสารต้านอนุมูลอิสระมากกว่า 
 
10. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
  การทดลองทุกปัจจัยท้าการทดลอง 3 ซ้้า แล้ว
ด้าเนินการหาค่าเฉลี่ย  จากนั้นเปรียบเทียบความ
แตกต่างแต่ละปัจจัยด้วย ANOVA ภายใต้วิธีการของ 
Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) 
ด้วยโปรแกรมทางสถิต ิSPSS 22.0 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การสกัดน้ ามันร าข้าวดิบ 
  วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยประมาณของร้า
ข้าวตามกระบวนการ AOAC (2012) และ ASEANFOODS 
(2011) ได้ผลดัง Table 1 น้้ามันร้าข้าวดิบที่ได้จากการสกัด
ด้วยสามกระบวนการที่แตกต่างกัน ได้แก่ กระบวนการสกัด
เย็น และกระบวนการแช่ด้วยตัวท้าละลาย 2 กระบวนการ 
การสกัดเย็นมีอุณหภูมิอยู่ที่ประมาณ 49.5 องศา
เซลเซียส ซึ่งเป็นสภาวะที่สารแกมม่าออริซานอลไม่
เสื่อมสลาย ผลการสกัดด้วย 3 สภาวะแสดงดัง Table 2 
ซึ่งพบว่าการสกัดด้วยตัวท้าละลายให้ผลผลิตสูงกว่าการ
สกัดเย็น คือ มีค่าอยู่ในช่วง ร้อยละ 10.24-13.80 และ
ได้สารแกมม่าออริซานอลในช่วง 2.81-2.96 mg/g ของ
ร้าข้าว ในขณะที่การสกัดด้วยการบีบเย็นได้ค่าผลได้ของ
น้้ามันและสารแกมม่าออริซานอลอยู่ที่ ร้อยละ 5.06 
และ 0.93 mg/g ตามล้าดับ ทั้งนี้เนื่องจากยังมีสาร

แกมม่าออริซานอลถูกกักอยู่ในร้าข้าว ในขณะที่ตัวท้า
ละลายสามารถแทรกซึมเข้าไปในร้าข้าวได้ดีกว่า 
 การสกัดด้วยตัวท้าละลายแสดงให้เห็นว่า เฮกเซน
ถึงแม้ว่าจะสกัดน้้ามันได้ปริมาณมากกว่าแต่พบว่าได้
ปริมาณสารแกมม่าออริซานอลน้อยกว่าเอทานอล ดังนั้น
ความเข้มข้นของสารแกมม่าออริซานอล เมื่อสกัดด้วย
เอทานอลมีค่ามากกว่าสกัดโดยเฮกเซน ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลของงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งได้ท้าการทดลองสกัดสาร
แกมม่าออริซานอลภายใต้ความดันบรรยากาศ พบว่า
ปริมาณสารแกมม่าออริซานอลมากกว่าเมื่อใช้เอทานอล
ในการสกัดแทนเฮกเซน [11] ที่เป็นเช่นนี้เนื่องจากแกมม่า
ออริซานอลเป็นสารที่มีขั้ว ประกอบด้วยไตรเทอปีน หรือ 
สเตอรอยด์และกรดเฟอรูริก ดังนั้นจึงละลายได้ดีกว่า 
ถึงแม้ว่ามีผลได้ของสารแกมม่าออริซานอลมากกว่าการใช้
เฮกเซนเพียงแคร่้อยละ 5.3 

 
 Table 1. Proximate chemical compositions of rice bran (n=3) 

Compositions % Test methods 
Protein 11.64±0.15 AOAC (2012) 
Total fat 19.22±1.36 AOAC (2012) 
Moisture 8.00±0.02 Asean Manual of Food Analysis, 2011 
Ash 9.04±0.02 Asean Manual of Food Analysis, 2011 
Crude fiber 15.11±0.04 AOAC (2012) 

 

Table 2. Crude rice bran oil and -oryzanol yields extracted by different methods  

Extraction method 
Crude oil yield 

(%, g/g rice bran) 

-Oryzanol 
concentration (mg/g of 

rice bran oil) 

-Oryzanol yield 
(mg/g of rice bran) 

Cold press 5.06 18.33 ± 1.55c 0.93 ± 0.08c 
Maceration 

 
 

 
Hexane 13.80 20.23 ± 2.17b 2.81 ± 0.30b 
Ethanol 10.24 28.92 ± 0.63a 2.96 ± 0.06a 

Remark: values within each column with the same superscript character are not significantly different at P < 0.05 
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 Figure 2 แสดงลักษณะทางกายภาพของน้้ามัน
ร้าข้าวดิบที่สกัดจากวิธีต่างๆ น้้ามันร้าข้าวดิบที่ได้จาก
การสกัดด้วยกระบวนการบีบอัดด้วยอุณหภูมิต่้ามีสี
น้้าตาลเข้มและกลิ่นหอมของข้าว ในขณะที่น้้ามันจาก
การสกัดเอทานอลเปลี่ยนจากสีน้้าตาลเป็นสีด้า และมี

กลิ่นหอมของข้าวเช่นเดียวกัน แต่มีตะกอนสีเหลือง
เล็กน้อยด้านล่างภาชนะ น้้ามันร้าข้าวดิบที่ได้จากการ
สกัดจากเฮกเซนมีสีน้้าตาลอ่อนและใสกว่าน้้ามันร้าข้าว
ดิบที่ได้จากการสกัดด้วยเอทานอลและวิธีบีบอัดที่
อุณหภูมิต่้าแต่ไม่มีกลิ่นหอมของข้าว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2. Characteristics (color and smell) of crude rice bran oil extracted by different extraction 
methods; A. cold press B. hexane extraction C. ethanol extraction 
 
2. กระบวนการก าจัดขี้ผึ้งและกัม 
  ในขั้นตอนการก้าจัดขี้ผึ้งและสารเหนียวออก
โดยใช้ตัวท้าละลายเป็นอะซิโตน พบว่าสารที่ก้าจัดออก
นี้มีลักษณะเป็นเมือกที่มีองค์ประกอบของฟอสโฟลิพิด
และโลหะปนเปื้อน เรียกสารสถานะของแข็งนี้ว่า 
สภาวะของแข็ง [13-23] และสารในสถานะของเหลวที่
เป็นน้้ามันดิบที่ปราศจากขี้ผึ้งและสารเหนียวแล้วว่า 
สภาวะของเหลว จากการท้าสมดุลมวลจะได้ปริมาณใน
แต่ละสภาวะแสดงดัง Table 3 สารละลายเอทานอลใน
ขั้นตอนการก้าจัดขี้ผึ้งและกัมสามารถรักษาปริมาณ
แกมม่าออริซานอล (ร้อยละ 5.330.01) ให้อยู่ในน้้ามัน
ในสภาวะของเหลวได้ปริมาณที่สูงกว่าเมื่อเทียบกับเฮกเซน 
(ร้อยละ 5.070.01) อีกทั้งท้าให้สัดส่วนสภาวะของเหลว
มีปริมาณมากกว่าสภาวะของแข็ง ทั้งนี้เนื่องจากเฮกเซน
ช่วยดึงสารที่ไม่มีขั้วออก ซึ่งได้แก่ขี้ผึ้ งและกัม สิ่งที่
สังเกตได้คือ แกมม่าออริซานอลปริมาณน้อยมากที่หาย

จากน้้ามันร้าข้าวดิบที่ได้จากการสกัดด้วยวิธีการบีบเย็น
และการสกัดด้วยเฮกเซน ในขณะประมาณ ร้อยละ 25 
หายไปจากน้้ามันร้าข้าวดิบที่ได้จากการสกัดด้วยเอทา
นอล อย่างไรก็ตาม ปริมาณของแกมม่าออริซานอลใน
น้้ามันร้าข้าวที่ได้จากการสกัดที่ถูกน้าขี้ผึ้ งและสาร
เหนียวออกแล้วยังสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับน้้ามันร้า
ข้าวดิบที่ได้จากการสกัดด้วยการบีบอัดด้วยความเย็นและ
การสกัดโดยใช้เฮกเซน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารแกมม่าออ
ริซานอลเป็นสารที่มโีครงสร้างใหญ่และน้้าหนักโมเลกุลมาก
อาจเป็นไปได้ว่าบางส่วนของโครงสร้างไปเกาะติดกับ
ส่วนที่ไม่มีขั้วของขี้ผึ้งและกัม 
  น้้ามันร้าข้าวที่ได้จากการบีบเย็นที่ก้าจัดขี้ผึ้ง
และกัมออกแล้วมีสีขาวขุ่นและมีกลิ่นข้าว ในขณะที่
น้้ามันร้าข้าวที่ได้จากการสกัดด้วยเฮกเซนมีสีน้้าตาลใส
และไม่มีกลิ่นอโรมา ส่วนการสกัดน้้ามันร้าข้าวที่ได้จาก
การสกัดด้วยเอทานอลมีสีน้้าตาลเข้มและมีกลิ่นอโรมา

B.  hexane extraction A.  cold press 
- Rice smell - No sweet smell - Rice smell 

C. ethanol extraction 
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ของข้าว การวิจัยข้างต้นนี้ชี้ให้เห็นถึงความจ้าเป็นต้อง
ศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือค้นหาวิธีการลดการสูญเสียสาร

แกมม่าออริซานอลในกระบวนการที่สกัดด้วยเอทานอล
ในงานวิจัยถัดไป 

 
Table 3. Yields of each phase from dewaxing & degumming process 

Extraction method 
Wax and gum yield in 

product (%) 
RBO yield in product 

(%) 
-Oryzanol yield in RBO 

(%) 
Cold press 51.27 ± 0.15 48.73 ± 0.20 4.14 ± 0.00 
Maceration 

 
 

 
(Rice bran:solvent 1:6 w/v) 

   
Hexane 54.31 ± 0.09 45.69 ± 0.30 5.07 ± 0.01 
Ethanol 33.92 ± 0.10 66.08 ± 0.07 5.33 ± 0.01 
Remark: wax and gum (solid phase), dewaxed and degummed rice bran oil (RBO) (liquid phase) and -oryzanol 
from dewaxing & degumming process 
 
3. กระบวนการตกผลึก 
  ศึกษากระบวนการตกผลึก 2 ระบบ คือ ระบบที่
ใช้เมทานอลผสมกับอะซีโตน และระบบเอทานอลผสม
กับอะซีโตน จากการทดลองพบว่าส่วนที่เป็นของแข็งที่ถูก
สกัดจากของเหลวหลักในขั้นตอนแรกของการตกผลึก 
SP1 และสถานะของเหลว LP1 แสดงดัง Figure 3 SP1 
ประกอบด้วยสเตอริล เอสเทอร์ และไตรอะซิลกลีเซอรอล 
และมีลักษณะดัง LP1 โดยที่ LP1 จะประกอบไปด้วย
กรดไขมันอิสระ โมโนเอซีลไกลซีรอล สควาลีน โทคอล 
ไฟโตสเตอรอยด์ และไดอะซิลกลีเซอไรด์ [13] และเมื่อน้า 
LP1 มา ตกผลึกในขั้นตอนที่ 2 จะได้ของเหลว LP2 
โดยการสกัดด้วยวิธีบีบเย็นและวิธีที่ใช้สารละลายเฮ
กเซนจะได้ผลึกของแกมม่าออริซานอลที่มีสีขาว ภายใน 
3 วัน ในขณะที่การสกัดในเอทานอล จะเกิดผลึกของ
แกมม่าออริซานอลภายใน 1 สัปดาห์ โดยน้้าหนักของ
ส่วนของแข็งและของเหลวที่ได้และความเข้มข้นของสาร
แกมม่าออริซานอลแสดงดัง Table 4 และสมบัติทาง
กายภาพ และความเข้มข้นของแกมม่าออริซานอลใน
ผลึกที่ได้จากน้้ามันร้าข้าวดิบ 50 g แสดงดัง Table 5 
 จากผลการทดลองพบว่าวิธีการสกัดแบบบีบ
เย็นจะให้แกมม่าออริซานอลใน LP1 สูงที่สุด และเมื่อ

เปรียบเทียบกับการสกัดด้วยตัวท้าละลาย พบว่าให้ผล
เหมือนกัน (Table 4) SP1 ในระบบที่มีเมทานอล:อะซีโตน
ให้ความเข้มข้นของแกมม่าออริซานอลสูงที่สุด ส้าหรับการ
สกัดแบบบีบเย็นเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนๆ ในทาง
ตรงกันข้าม น้้ามันร้าข้าวดิบที่ได้จากการสกัดแบบบีบ
เย็นในระบบเอทานอล:อะซีโตนให้ปริมาณของแกมม่า
ออริซานอลต่้าที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการ
สกัดวิธีอ่ืนๆ ซึ่งก็หมายความว่า ปริมาณแกมม่าออริซานอล
จ้านวนมากสูญเสียไปในระบบเมทานอล:อะซีโตนมากกว่า
ระบบเอทานอล:อะซีโตนในกระบวนกาารตกผลึกขั้นที่สอง 
  สารแกมม่าออริซานอลที่ตกผลึกด้วยระบบ
เอทานอล: อะซีโตนสูญหายไปยังของเหลวส่วนที่ 2 (LP2) 
วิธีการสกัดแบบบีบเย็นท้าให้เกิดการสูญหายมากกว่าวิธี
อ่ืน โดยมีการสูญเสียประมาณร้อยละ 72.25 และ 63.83 
เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยเฮกเซนและเอทานอลตามล้าดับ 
อาจเป็นไปได้ว่ าผลผลิตขี้ผึ้ งและสารเหนียวนั้นมี
สารประกอบทั้งส่วนมีขั้วและไม่มีขั้วที่ เชื่อมต่อกับ
แกมม่าออริซานอล ดังนั้นท้าให้สารแกมม่าออริซานอล
หายไปปริมาณมากในขั้นตอนนี้ ในขั้นตอนนี้แนะน้าว่า
งานวิจัยในอนาคตควรเพ่ิมความมีขั้วของตัวท้าละลาย
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เพ่ือให้เกิดการตกผลึกที่มีปริมาณสารแกมม่าออริซานอล
ปริมาณมาก 
  ถึงแม้ว่ามีการสูญเสียแกมม่าออริซานอลใน LP2 
ในระบบที่ใช้เอทานอล:อะซีโตนมากกว่าระบบเมทานอล:
อะซีโตน อย่างไรก็ตามน้้าหนักสุดท้ายของผลึกของ
แกมม่าออริซานอลที่ได้จากระบบที่ใช้เอทานอล:อะซีโตน
ยังสูงกว่ายกเว้นส้าหรับน้้ามันร้าข้าวดิบที่สกัดด้วยเฮกเซน 
(Table 5) ผลึกแกมม่าออริซานอลที่ได้จากระบบเอทา

นอล:อะซีโตนมีขนาดเล็กกว่าที่ไดจ้ากระบบเมทานอล:อะซี
โตน ส้าหรับในๆ ทุกสภาวะนั ้น โดยน้้าหนักผลึก
แกมม่าออริซานอลมากที่สุดประมาณ 112.8 mg/ 50 
g ของน้้ามันร้าข้าวดิบได้จากการสกัดโดยการถูกบีบเย็น
และตกผลึกในระบบเอทานอล:อะซีโตน รองลงมา คือ 
ระบบเอทานอล:อะซีโตนโดยการใช้น้้ามันร้าข้าวดิบที่ได้
จากการสกัดด้วยเอทานอล 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Characteristics of the solution in the first-step crystallisation by two crystallisation 
systems (LP1 in Figure 1); A. cold press B. hexane extraction C. ethanol extraction  
 
Table 4.  Yield of each phase produced using two crystallisation systems (methanol:acetone, 
ethanol:acetone) 

Extraction 
methods 

Weight (g) -Oryzanol concentration 
(mg/g of each phase) 

 
 

Methanol:acetone 
LP1 SP1 LP2 LP1 SP1 LP2 

Cold press 2.40±0.06 3.62±0.38 1.51±0.11 123.43±1.46 51.07±21.67 45.10±4.80 
Maceration             

Hexane 4.09±0.06 3.73±0.52 3.14±0.13 39.86±0.29 1.87±0.24 24.78±6.76 
Ethanol 5.99±0.06 0.89±0.24 3.49±0.21 30.77±6.30 2.85±0.46 22.16±2.93 

 
Ethanol:acetone 

 
LP1 SP1 LP2 LP1 SP1 LP2 

Cold press 2.72± 0.13 4.82 ± 0.43 1.83± 0.15 161.88±31.91 1.16±0.07 89.05±6.83 
Maceration             

Hexane 3.91±0.20 1.74±0.11 2.90±0.14 44.61±1.63 2.90±0.14 32.68±0.55 
Ethanol 6.22±0.44 1.33±0.09 3.28±0.39 40.81±5.77 3.28±0.39 30.35±1.76 

Remark: LP1 = Liquid phase 1, LP2 = Liquid phase 2, SP1 = Solid phase 1  
 

Ethanol Hexane   Cold press 
1) methanol:acetone 

  Cold press Hexane Ethanol 
2) ethanol:acetone 
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Table 5. -Oryzanol content and characteristics of the crystal product (SP2)  
Crystallization solvent: Methanol & acetone 

  
Extraction methods -Oryzanol weight 

(mg/50 g crude rice bran oil) 
Physical appearance 

crystal 
Remarks 

Cold press 86.6±3.1 
(9.45%*) 

   

Large-sized crystals 
with opaque white 
color 

Maceration     

Hexane 70.4±0.8 
(6.96%*) 

 

  

Large-sized crystals 
with pale yellow 
color 

Ethanol 

 
53.6±2.6 
(3.71%*) 

 

 
 
 
 
 

Fine crystals with 
shiny white color 

Crystallization solvent: Ethanol & acetone     

Cold press 112.8±3.0 
(12.31%*) 

 

 
 
 
 
 

Small-sized crystals 
with opaque white 
colour 

Maceration 
 

Hexane 
52.6±2.5 
(5.20%*) 

 

  
 
 
 

Small crystals with 
white colour 

Ethanol 
82.2±3.3 
(5.68%*) 

  
 
 
 
 

Fine crystals with 
shiny white colour 

Remark: * is -oryzanol yield, weight percent of -oryzanol in crystal product (%) and crude rice bran oil (g) 
 The crystal was obtained from 5 g CRBO 
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 ร้อยละความบริสุทธิ์ของสารแกมม่าออริซานอล
มีค่าใกล้เคียงกันทุกๆ กระบวนการสกัดและทั้งสอง
กระบวนการตกผลึกดังที่แสดงใน Table  6 อย่างไรก็
ตาม ระบบการตกผลึกทั้งสองระบบนั้นเพ่ิมร้อยละ

ประสิทธิภาพของการท้าให้บริสุทธิ์ของมันร้าข้าวดิบที่ได้
จากการสกัดโดยการบีบเย็นที่ประมาณ ร้อยละ 82–84  
ขณะที่ทั้งวิธีการสกัดด้วยเฮกเซนและเอทานอลได้ค่า
เป็นร้อยละ 74 และ 62 ตามล้าดับ 

 

Table 6.  Purification yield and purity of -oryzanol in the final products obtained by different 
methods 

Extraction methods 
Purification yield 

(mg of -oryzanol/mg of crystal) 

% -Oryzanol 
purity 

% Purification 
efficiency 

 
Cold press 

Methanol:acetone 
6.65 ± 0.20ab 

 
93.69±1.86b 82.84±0.22b 

Maceration  
(Rice bran:solvent 1:6 
w/v) 

 

Hexane 6.88 ± 0.88ab 96.240.61a 73.601.11c 
Ethanol 4.63 ± 0.11c 95.810.17a 61.860.28d 

 
Cold press 

Ethanol:acetone 
  7.81 ± 1.36a 94.71±0.28bc 84.83±0.54a 

Maceration  
(Rice bran:solvent 1:6 w/v)  

Hexane 6.17 ± 0.90b 96.290.44a 73.700.79c 
Ethanol 6.62 ± 0.72ab 95.930.18a 62.050.30d 

Remark: values within each column with the same superscript character are not significantly different at P < 0.05 
 
4. การต้านอนุมูลอิสระของผลึกแกมม่าออริซานอล 
  การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH ได้ผล IC50 แสดงใน Table 7 ซึ่งพบว่าร้อยละ
การสลายตัวของ DPPH มีการเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง ตาม
ความเข้มข้นของปริมาณแกมม่าออริซานอลที่เพ่ิมขึ้นและ
มีค่าสูงสุดประมาณร้อยละ 80 และคงที่ที่ระดับเดียวกัน
กับทั้งสองกระบวนการตกผลึก ผลึกแกมม่าออริซานอลที่
ได้จากน้้ามันดิบที ่สกัดด้วยการบีบเย็น และการสกัด
ด้วยเอทานอลมีประสิทธิภาพในการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระที่ดีที่สุด ออริซานอลที่ได้จากการสกัดด้วยเฮกเซน

และตกผลึกด้วยระบบเอทานอล:อะซีโตน มีกิจกรรม
การต้านอนุมูลอิสระที่สูงกว่าในระบบการตกผลึกที่ใช้เมทา
นอล: อะซีโตน อาจเป็นไปได้ว่าความมีขั้วของสารละลาย
ผสมท้าให้เกิดตัวท้าละลายที่แตกต่างกันท้าให้มีผลต่อ
ละลายสารละลายแกมม่าออไรซานอลได้น้อยลง อย่างไรก็
ตาม ในกรณีของการสกัดด้วยเอทานอล พบว่าออริซานอล
ที่ได้มกีิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระไม่แตกต่างกันในทั้งสอง
ระบบการตกผลึก เมื่อน้าค่าความสามารถของกิจกรรมการ
ต้านอนุมูลอิสระของแกมม่าออริซานอลที่ได้ไปเปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐานที่ BHT และแกมม่าออริซานอลในทาง
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การค้า ได้ผลดังแสดงใน Table 7 โดยพบว่ากิจกรรมการ
ต้านอนุมูลอิสระของผลึกของแกมม่าออริซานอลมีค่าอยู่
ในช่วงเดียวกันกับ BHT แต่ต่้ากว่าของแกมม่าออริซานอล

ที่ขายในท้องตลาด ซึ่งอาจเป็นผลจากการปนเปื้อนของ
สารบางอย่างที่เกิดระหว่างกระบวนการเอาขี้ผึ้งและกัม
ออก 

 
Table 7. IC50 of the purified -oryzanol and well-known standard 

Extraction methods/Mixed solvents 
IC50 (mg/ml) 

Methanol:acetone Ethanol:acetone 
Cold press 0.187±0.049b 0.171±0.018b 
Hexane1 0.433±0.020c 0.249±0.049b 
Ethanol1 0.193±0.015b 0.182±0.020b 
BHT 0.185±0.022b 0.185±0.022b 
-Oryzanol standard 0.065 ±0.004a 0.065±0.004a 

Remark: 1Maceration by rice bran:solvent 1:6 w/v 
  a, b and c values within each column with the same superscript character are not significantly 

different at P < 0.05. 
 
สรุปผล 
 กระบวนการสกัดน้้ามันร้าข้าวดิบด้วยการบีบ
เย็นสามารถผลิตผลึกแกมม่าออริซานอลได้มากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับการสกัดน้้ามันร้าข้าวดิบด้วยวิธี อ่ืน 
ได้แก่ การแช่ด้วยตัวท้าละลายเฮกเซน และ เอทานอล 
โดยกระบวนการตกผลึกทั้งระบบ เมทานอล:อะซิโตน 
และ เอทานอล:อะซิโตน สามารถผลิตผลึกสารแกมม่า
ออริซานอลมากถึง 86.6 และ 112.8 mg/50 g น้้ามัน
ร้าข้าวดิบ ซึ่งมีความเข้มข้นของสารแกมม่าออริซานอล
ประมาณร้อยละ 9.45 และ 12.31 ตามล้าดับ จาก
งานวิจัยทั้งหมดนี้พบว่าสภาวะที่ดีที่สุดคือการสกัดน้้ามัน
ร้าข้าวดิบด้วยการบีบเย็นตามด้วยการตกผลึกด้วยระบบ
เอทานอล:อะซิโตน และงานวิจัยนี้ ได้น้าเสนอวิธีที่
ปลอดภัยในการตกผลึกเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความ
บริสุทธิ์สูงและมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH (IC50) เป็น 0.171 mg/ml 
 
กิตติกรรมประกาศ 

 ผู้วิจัยขอขอบคุณบริษัท Lopburi Vegetable 
Oil Company จังหวัดลพบุรี ประเทศไทย ที่สนับสนุน
เครื่องสกัดเย็น นอกจากนี้งานวิจัยนี้สนับสนุนโดย
กองทุนวิจัย รหัสโครงการ KREF025603 สถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
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