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บทคัดย่อ 
ข้าวระยะเม่าเป็นข้าวท่ียังไม่แก่เต็มท่ี แต่อุดมไปด้วยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า การศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใช้วิธี 
high performance liquid chromatography (HPLC) และ ultra performance liquid chromatography (UPLC) ส่วนการศึกษา
ฤทธิ์ต้ านอนุมูลอิสระใช้วิธี  2,2′-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate) assay (ABTS assay), ferric reducing antioxidant 
power assay (FRAP assay) และ thiobarbituric acid reactive substances assay (TBARS assay) จากการศึกษาด้วยวิธี HPLC 
พบว่าข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า มี ไนอะซิน ไพริดอกซีน ไทอะมีน แอลฟาโทโคฟีรอล และแกมมาออไรซานอล เท่ากับ 
14.33±0.02, 36.18±0.14, 11.47±0.02, 274.27±4.39 และ 259.59±4.41 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ จากการใช้
วิธี UPLC ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก พบว่าข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่ามีสารประกอบฟีนอลิกหลายชนิด โดยกรดซิแนปิก
เป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบมากท่ีสุด เท่ากับ 122.81±5.20 ไมโครกรัมต่อกรัมน้ำหนักแห้ง จากการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
ข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าด้วยวิธี ABTS assay, FRAP assay และ TBARS assay พบว่ามีค่าเท่ากับ ร้อยละ 92.18±0.08,     
ร้อยละ 71.25±1.20 และ ร้อยละ 51.07±1.21 ตามลำดับ งานวิจัยน้ีชี้ให้เห็นว่าข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าประกอบด้วย         
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 

คำสำคัญ: ข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6  ระยะเม่า  สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
 

Abstract 
Rice in the dough stage is rice that is not yet fully mature but rich in bioactive compounds. The objective 

of this research was to study the content of bioactive compounds and antioxidant activity of glutinous rice RD 6 in 
dough stage. To study the content of bioactive compounds, high performance liquid chromatography (HPLC) and 
ultra performance liquid chromatography (UPLC) were used. To study antioxidant activity, 2,2′-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline 6-sulfonate) assay (ABTS assay), ferric reducing antioxidant power assay (FRAP assay) and 
thiobarbituric acid reactive substances assay (TBARS assay) were used. By using HPLC, it was found that glutinous 
rice RD 6 in dough stage contained niacin, pyridoxine, thiamine, -tocopherol and -oryzanol with the amount of 
14.33±0.02, 36.18±0.14, 11.47±0.02, 274.27±4.39 and 259.59±4.41 mg/100 g dry weight, respectively. By using 
UPLC to study the content of phenolic compounds, it was found that glutinous rice RD 6 in dough stage 
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contained a variety of phenolic compounds. Sinapic acid was the most abundant phenolic compound with the 
amount of 122.81±5.20 µg/g dry weight. Antioxidant activity of glutinous rice RD 6 in dough stage studied by ABTS 
assay, FRAP assay and TBARS assay were 92.18±0.08%, 71.25±1.20% and 51.07±1.21%, respectively. This research 
indicated that glutinous rice RD 6 in dough stage contained various bioactive compounds and exhibited 
antioxidant activity. 
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1. บทนำ  

ข้าวเป็นพืชส่งออกอันดับ 1 ของประเทศไทย สมาคม
ผู้ส่งออกข้าวไทยรายงานว่าในปี พ.ศ. 2564 ประเทศไทยส่ง
ข้าวออกปริมาณ 6.11 ล้านตัน ซ่ึงจัดเป็นลำดับท่ี 3 ของโลก 
รองจากอินเดีย และเวียดนามท่ีส่งข้าวออกปริมาณ 19.55 
และ 6.24 ล้านตัน ตามลำดับ [1] ข้าวเป็นอาหารท่ีนิยม
รับประทานเป็นอาหารหลักของคนเอเชีย เช่น ไทย ญี่ปุ่น พม่า 
ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย อินเดีย จีน เป็นต้น ถือเป็นอาหารหลัก
ของคนเอเชีย ข้าวเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว มีชื่อทางวิทยาศาสตร์
ว่า Oryza sativa อยู่ ในวงศ์ (Family) Gramineae ข้าวเอเชีย
แบ่งเป็น 3 ชนิดย่อย (Subspecies) ได้แก่ japonica, indica 
และ javanica โดยข้าวไทยจัดอยู่ในชนิดย่อย indica (Oryza 
sativa subsp. indica)  

ข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 เป็นพันธุ์ข้าวเหนียวหอม ท่ี
ได้รับการปรับปรุงพันธุ์จากข้าวเจ้าพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 โดย
วิธีการฉายรังสีแกมมาด้วยปริมาณรังสีเท่ากับ 20 Krad ในปี 
พ.ศ. 2508 ท่ีสำนักงานพลังงานปรมาณูเพื่อสันติแห่งประเทศ
ไทย หลังจากการคัดเลือกพันธุ์ และทดลองปลูกพบว่า สาย
พันธุ์ KDML 105’65-G3U-68-254 (ข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6) 
ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ข้าวเหนียวท่ีให้ผลผลิตเฉลี่ยสูงสุด มีคุณสมบัติ
ทนแล้งได้ดี เมื่อนำไปหุง ข้าวท่ีได้มีความนุ่ม และกลิ่นหอม 
กรมวิชาการเกษตรจึงพิจารณาให้เป็นพันธุ์รับรอง และแนะนำ
ให้เกษตรกรปลูก เมื่อวันท่ี 4 พฤษภาคม 2520 [2] 

ข้าวเป็นพืชท่ีมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด 
เช่น สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compounds), แอลฟา
โทโคฟีรอล (-Tocopherol), แกมมาออไรซานอล (-Oryzanol), 
กรดแกมมาอะมิโนบิวทีริก (-Aminobutyric acid, GABA) 
สารเหล่าน้ีมีคุณสมบัติหลายอย่างท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย 
เช่น ความสามารถในการต้าน หรือยับยั้งการสร้างอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant activity) ซ่ึ ง ได้ แ ก่  Hydroxyl radical (OH•) , 
Alkyl radical (L•) , Alkoxyl radical (LO•), Peroxy radical 
(LOO•), Nitric oxide (NO•) และ  Superoxide radical (O2

•-) 
นอกจากน้ียังมีรายงานว่าข้าวมีสารท่ีสามารถป้องกัน ต่อต้าน 

และยับยั้งโรคบางชนิด เช่น โรคหลอดเลือดตีบตัน โรคหัวใจ 
โรคความดันโลหิต ต่อต้านการอักเสบ ตลอดจนโรคมะเร็ง [3]-[9] 

ระยะการพัฒนาของเมล็ดข้าว แบ่งเป็น 3 ระยะ คือ 
ระยะน้ำนม (Milky stage) ระยะเม่า (Dough stage) และ
ระยะแก่ เต็ม ท่ี  (Mature stage) เมล็ดข้าวในระยะน้ำนม 
ภายในเมล็ดข้าวเป็นของเหลวสีขาวคล้ายน้ำนม เมล็ดข้าวใน
ระยะเม่า ภายในเมล็ดข้าวเริ่มมีเน้ือแป้ง ไม่อ่อนไม่แก่เกินไป 
เมล็ดข้าวมีสีเขียวอมน้ำตาล ส่วนเมล็ดข้าวในระยะแก่เต็มท่ี 
ภายในเมล็ดข้าวมีการสะสมแป้งมาก เมล็ดข้าวมีความแข็ง 
และพร้อมท่ีจะเก็บเกี่ยว ข้าวแต่ละพันธุ์มีช่วงเวลาในการเข้าสู่
ระยะต่าง ๆ ของระยะการพัฒนาเมล็ดข้าวท่ีแตกต่างกัน 
สำหรับข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าจะใช้เวลาประมาณ 
15-21 วันหลังดอกบานและผสมเกสรแล้ว ด้วยเหตุท่ีข้าวระยะ
เม่าอุดมไปด้วยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพต่าง ๆ ท่ีเป็นประโยชน์
ต่อผู้บริโภค [10] จึงมีการส่งเสริมการผลิตข้าวระยะเม่าเชิง
พาณิชย์ หรือการนำข้าวระยะเม่าไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์เชิง
พาณิชย์หลากหลายชนิด เพื่อสร้างมูลค่าเพ่ิมให้แก่ข้าว  

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 
ระยะเม่า เพื่อเป็นข้อมูลพ้ืนฐานท่ีสำคัญสำหรับการต่อยอดเพื่อ
เพิ่มมูลค่าเชิงพาณิชย์ของข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าต่อไป 

 
2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  

2.1. การเตรียมตัวอย่างข้าวเหนียว 
ข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า (Glutinous rice RD 6 

in dough stage) ท่ีใช้ในการศึกษาน้ีเป็นข้าวท่ีมีอายุ 15-18 วัน
หลังออกดอก เมล็ดมีสีเขียว เอนโดสเปิร์ม (Endosperm) มี
ลักษณะแข็ง เปลือกหุ้มเมล็ดมีสีเขียว นำเมล็ดข้าวไปค่ัวให้สุก 
แล้วนำไปตำด้วยครกเพื่อแยกเอาเปลือกออก จากน้ันอบแห้ง
ด้วยเครื่องทำแห้งแบบ Hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส เวลา 4 ชั่วโมง แล้วนำไปสีข้าวเอาเปลือกออก บดให้
ละเอียด ร่อนด้วยตะแกรงขนาด 80 เมช (Mesh) เก็บท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส ไว้สำหรับใช้ในการทดลอง 
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แป้งข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า ท่ีเตรียมได้มี
ความชื้นร้อยละ 10.73±0.12 เถ้าร้อยละ 1.0±0.03 ไขมัน 
ร้อยละ 2.03±0.05 โปรตีนร้อยละ 11.4±0.56 เส้นใยร้อยละ 
1.00±0.03 และคาร์ โบไฮเดรต (Carbohydrates; CHO)   
ร้อยละ  73.39±1.57 (Figure 1) (ต รวจสอบด้ วยวิ ธี ก าร
มาตรฐานของ AOAC [11]) 

 

 
 

Figure 1 Proximate composition of  
ground glutinous rice RD 6 in dough stage 

 

2.2. การวิเคราะห์ปริมาณสารในกลุ่มวิตามินบีด้วย
วิธี HPLC   

การวิเคราะห์ปริมาณสารในกลุ่มวิตามินบี ซ่ึงได้แก่ 
ไทอะมีน (Thiamine) ไนอะซิน (Niacin) และไพริดอกซีน 
(Pyridoxine) ด้วยวิธี HPLC มีขั้นตอน ดังน้ี ชั่งตัวอย่างข้าว
เหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า 10 กรัม เติมน้ำกลั่น 20 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องฮอโมจีไนเซอร์ (Homogenizer)   
เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันนำมาเขย่าด้วยเครื่องอัลตราโซนิค 
(Ultrasonic bath) เป็นเวลา 20 นาที นำตัวอย่างท่ี ได้มา
กรองด้วยกระดาษเบอร์ 1 และเบอร์ 4 นำเฉพาะส่วนใสไป
ระเหยให้แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary 
evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แล้วละลายกลับ
ด้วยน้ำขจัดอิออน (Deionized water) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
และกรองด้วยแผ่นกรองสารชนิดไนลอน (Nylon membrane 
filter) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.45 ไมโครเมตร นำสารที่ได้มา
วิเคราะห์ปริมาณไทอะมีน ไนอะซิน และไพริดอกซีน ด้วยวิธี 
HPLC โดยใช้คอลัมน์วิเคราะห์ยี่ห้อ Shimazu ชนิด Inertsil 
ODS (C18) ขนาดของคอลัมน์เท่ากับ 150 มิลลิเมตร x 4.5 
มิลลิเมตร Particle size เท่ากับ 4 ไมโครเมตร ใช้เฟสเคลื่อนท่ี 
(Mobile phase) ประกอบด้วยอะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile, 
ACN) และสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟต (Potassium 
phosphate, KH2PO4) ความ เข้มข้น  0.1 โมลาร์  (Molar)   

pH 6.5 ทำการเปล่ียนอัตราส่วนของ ACN : KH2PO4 ตลอดการ
วิเคราะห์ โดยท่ีเวลาเริ่มต้นให้อัตราส่วนของ ACN : KH2PO4 
เท่ากับ 90 : 10 เป็นเวลา 10 นาที อัตราการไหลเท่ากับ 1 
มิลลิลิตรต่อนาที จากน้ันให้อัตราส่วนของ ACN : KH2PO4 
เท่ากับ 100 : 0 อัตราการไหลเท่ากับ 0.9 มิลลิลิตรต่อนาที 
จนกระท่ัง ท่ี เวลา 25 นาที ฉีดสารตัวอย่างปริมาตร 20 
ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องตรวจวัดสัญญาณ
แบบยูวี ท่ีความยาวคลื่น 325 นาโนเมตร (UV detector, 
HPLC, SPD-20A, Shimazu, Japan) ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 
ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
2.3. การวิเคราะห์ปริมาณแอลฟาโทโคฟีรอลและ

แกมมาออไรซานอลด้วยวิธี HPLC 
การวิ เค ราะห์ ป ริ ม าณ แอ ลฟ าโท โค ฟี รอล  (-

Tocopherol) และแกมมาออไรซานอล (-Oryzanol) ด้วยวิธี 
HPLC มีขั้นตอน ดังนี้ นำตัวอย่างข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะ
เม่า 10 กรัม มาเติมด้วยสารผสมระหว่างไอโซโพรพานอล 
(Isopropanol) และไดคลอโรมีเทน (Dichrolomethane) ท่ีมี
อัตราส่วนเท่ากับ 2 : 1 ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน
ด้วยเครื่องฮอโมจีไนเซอร์ (Homogenizer) เป็นเวลา 10 นาที 
จากน้ันนำมาเขย่าด้วยเครื่องอัลตราโซนิค (Ultrasonic bath) 
เป็นเวลา 20 นาที นำตัวอย่างท่ีได้มากรองด้วยกระดาษเบอร์ 
1 และเบอร์ 4 นำเฉพาะส่วนใสไประเหยให้แห้งด้วยเครื่อง
ระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส แล้วละลายกลับด้วยสารผสมระหว่าง      
ไอโซโพรพานอล และไดคลอโรมีเทน ท่ีมีอัตราส่วนเท่ากับ 2 : 1 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และกรองด้วยแผ่นกรองสารชนิดไนลอน 
(Nylon membrane filter) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.45 
ไมโครเมตร นำสารท่ีได้มาวิเคราะห์ปริมาณแอลฟาโทโคฟีรอล
และแกมมาออไรซานอล ด้วยวิธี HPLC โดยใช้คอลัมน์
วิ เค ราะห์ ยี่ ห้ อ  Shimazu ช นิ ด  Inertsil NH2 ขนาดขอ ง
คอลัมน์เท่ากับ 220 มิลลิเมตร x 4.6 มิลลิเมตร Particle size 
เท่ากับ  5 ไมโครเมตร  ใช้ เฟสเคลื่ อนท่ี  (Mobile phase) 
ประกอบด้วย เมทานอล (Methanol) และน้ำ ทำการเปลี่ยน
อัตราส่วนของเมทานอลและน้ำตลอดการวิเคราะห์ โดยท่ีเวลา
เริ่มต้นให้อัตราส่วนของ เมทานอล : น้ำ เท่ากับ 90 : 10 เป็น
เวลา 10 นาที อัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
จากน้ันให้อัตราส่วนของ เมทานอล : น้ำ เท่ากับ 100 : 0 
อัตราการไหลเท่ากับ 0.9 มิลลิลิตรต่อนาที จนกระท่ังท่ีเวลา 
25 นาที ฉีดสารตัวอย่างปริมาตร 20 ไมโครลิตร วัดค่าการ
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ดูดกลืนแสงด้วยเครื่องตรวจวัดสัญญาณแบบยูวี ท่ีความยาว
ค ลื่ น  325 น า โน เม ต ร  (UV detector, HPLC, SPD-20A, 
Shimazu, Japan) ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ผลการทดลองแสดง
เป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
 

2.4. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วย
วิธี UPLC  

การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี 
UPLC ใช้เครื่องรุ่น AcquityTM Ultra Performance Liquid 
Chromatography ท่ีมีตัวตรวจวัดสัญญาณแบบ Photodiode  
array (Waters Corporation, USA) มีขั้นตอนการดำเนินการ 
ดังน้ี นำตัวอย่างข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า 10 กรัม มาเติม
ด้วยเมทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 (70% methanol) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำมาเขย่าด้วยเครื่องอัลตราโซนิค 
(Ultrasonic bath) เป็นเวลา 10 นาที แล้วนำไปปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบเท่ากับ 10,000 xg เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนท่ีเป็นของเหลวไประเหยให้แห้งด้วย
เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แล้วละลายกลับด้วยเมทานอล 
ปริม าตร  5  มิ ลลิ ตร  นำสาร ท่ี ได้ ม าวิ เค ราะห์ ป ริ ม าณ
สารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี UPLC โดยใช้คอลัมน์สำหรับ
วิเคราะห์ชนิด C18 ยี่ห้อ Waters Corporation ขนาดของ
คอลัมน์เท่ากับ 150 มิลลิเมตร × 4.6 มิลลิเมตร Particle size 
เท่ากับ 5 ไมโครเมตร ก่อนทำการวิเคราะห์กรองด้วยเยื่อกรอง
ขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร ฉีดตัวอย่างที่ 10 ไมโครลิตร ด้วย
ระบบฉีดตัวอย่างแบบอัตโนมัติ ให้เฟสเคลื่อนท่ี (Mobile 
phase) ท่ี เป็นสาร A คือกรดอะซิติก (Acetic acid) ความ
เข้ ม ข้ น ร้ อ ย ล ะ  0 .1  แ ล ะ ส าร  B คื อ อ ะ ซิ โต ไน ไต รล์  
(Acetonitrile) มีอัตราการไหลเท่ากับ 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที 
เริ่มต้นให้สาร B ท่ีความเข้มข้นร้อยละ 7 จากน้ันเพิ่มความ
เข้มข้นของสาร B เป็นร้อยละ 15 (ท่ีเวลา 0-10 นาที) เพิ่ม
ความเข้มข้นของสาร B เป็นร้อยละ 35 (ท่ีเวลา 10-15 นาที) 
และเพิ่มความเข้มข้นของสาร B เป็นร้อยละ 55 (ท่ีเวลา 15-
20 นาที) หลังจากน้ันเพิ่มความเข้มข้นของสาร B เป็นร้อยละ 
100 (ท่ีเวลา 20-25 นาที) ปล่อยท้ิงไว้ 15 นาทีเพื่อทำการล้าง
คอลัมน์ ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ใช้การ
ทดสอบชนิดของสารฟีนอลิกด้วยสารมาตรฐาน โดยทดสอบ
แบบใช้สารมาตรฐานภายนอก (External standard) และ
ยืนยันชนิดของกรดฟีนอลิกด้วยการเติมสารมาตรฐานลงไปใน
ตัวอย่าง (Spike test) ทำการทดลอง 3 ซ้ำ  

2.5. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS 
assay 

การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  ABTS 
assay มีขั้นตอน ดังนี้ นำตัวอย่างข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะ
เม่า 10 กรัม มาเติมด้วยเมทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 
(70% Methanol) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่องฮอโมจีไนเซอร์ (Homogenizer) เป็นเวลา 10 นาที นำ
ตัวอย่างท่ีได้มากรองด้วยกระดาษเบอร์ 1 เก็บของเหลวท่ีได้
จากการกรองไว้ใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (ในข้อ 
2.5., 2.6. และ 2.7.) สารท่ีใช้วิเคราะห์เตรียมโดยผสมสารละลาย 
ABTS ท่ีมีความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กับ
สารละลายโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (Potassium persulfate) 
ท่ีมีความเข้มข้น 140 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 88 ไมโครลิตร การ
วิเคราะห์ทำโดยนำตัวอย่างข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าท่ี
เตรียมไว้ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาผสมกับสารวิเคราะห์ท่ี
เตรียมไว้ (ABTS) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 6 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย Spectrophotometer 
ท่ีความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ในการทดลองน้ีใช้เมทานอล
ความเข้มข้นร้อยละ 70 เป็นชุดควบคุม และใช้ Trolox เป็น
สารมาตรฐาน นำค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้มาคำนวณฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระด้วยสมการต่อไปน้ี [(AC-AS)/AC] x 100 เมื่อ  
AC คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม และ AS คือ ค่าการ
ดูดกลืนแสงของตัวอย่าง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ผลการทดลอง
แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
 

2.6. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP 
assay 

การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  FRAP 
assay มีขั้นตอน ดังน้ี เตรียมตัวอย่างข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 
ระยะเม่าเช่นเดียวกับท่ีกล่าวไว้ในหัวข้อ 2.5. ส่วนสารท่ีใช้
วิ เคราะห์ เตรียมโดยผสมสารละลายอะซิ เตตบัฟ เฟอร์  
(Acetate buffer) ท่ีมีความเข้มข้น 300 มิลลิโมลาร์ pH 3.6 
กับสารละลาย TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazine) ท่ีมีความ
เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์  และสารละลายเฟอริกคลอไรด์  
(FeCl3.6H2O) ท่ีมีความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 
10:1:1 การวิเคราะห์ทำโดยนำตัวอย่างข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 
ระยะเม่าท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร มาผสมกับสาร
วิเคราะห์ท่ีเตรียมไว้ ปริมาตร 4.75 มิลลิลิตร บ่มในท่ีมืดท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย 
Spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร ใน
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การทดลองน้ีใช้ เมทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 เป็นชุด
ควบคุม และใช้ Trolox เป็นสารมาตรฐาน นำค่าการดูดกลืน
แสงท่ีวัดได้มาคำนวณฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยสมการต่อไปน้ี 
[(AC-AS)/AC] x 100 เมื่อ AC คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุด
ควบคุม และ AS คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง ทำการ
ทดลอง 3 ซ้ำ ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน  
 

2.7. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี TBARS 
assay 

การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  TBARS 
assay มีขั้นตอน ดังน้ี นำไข่แดงมาตีด้วยเครื่องฮอโมจีไนเซอร์ 
(Homogenizer) เพื่อตีไขมันในไข่แดงให้แตกตัว จากน้ันนำไข่
แดงท่ีได้ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร มาผสมกับตัวอย่างข้าวเหนียว
พันธุ์ กข 6 ระยะเม่า (ท่ีเตรียมตามข้อ 2.5.) ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร น้ำกลั่นปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร และสารละลาย     
เฟอริกซัลเฟต (FeSO4) ท่ีมีความเข้มข้น 0.07 โมลาร์ ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 30 นาท่ี จากน้ันเติมกรดอะซิติก 
(Acetic acid) ท่ีมีความเข้มข้นร้อยละ 20 (pH 3.5) ปริมาตร 
3 มิลลิลิตร และกรดไทโอบาร์บิทูริก (Thiobarbituric acid) 
ท่ีมีความเข้มข้นร้อยละ 0.8 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้า
กัน นำไปต้มในน้ำเดือด เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ทำให้เย็น แล้วเติม
สารบิวทานอล (Butanol) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นำไปปั่น
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 xg เป็นเวลา 10 นาที นำเฉพาะ
ส่วนใสไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
ท่ีความยาวคลื่น 532 nm ในการทดลองน้ีใช้เมทานอลความ
เข้มข้นร้อยละ 70 เป็นชุดควบคุม และใช้ Trolox เป็นสาร
มาตรฐาน นำค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้มาคำนวณฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระด้ วยสมการต่อไป น้ี  [(AC-AS)/AC] x 100 เมื่ อ        
AC คือ ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม และ AS คือ ค่าการ
ดูดกลืนแสงของตัวอย่าง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ผลการทดลอง
แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
 
3. ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

3.1. การวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยวิธี 
HPLC 

จากการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในข้าว
เหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าด้วยวิธี HPLC พบว่าแป้งที่เตรียม

จากข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่ามีสารในกลุ่มวิตามินบี 
ดังน้ี ไทอะมีน (หรือวิตามินบี 1) ไนอะซิน (หรือวิตามินบี 3) 
และไพริดอก ซีน (หรือวิตามินบี  6 ) ในปริมาณ เท่ ากับ 
11.47±0.02, 14.33±0.02 และ 36.18±0.14 มิลลิกรัมต่อ
100 กรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ (Table 1 and Figure 2A) 
นอกจากน้ียังพบแอลฟาโทโคฟีรอล (หรือวิตามินอี ) และ
แกมมาออไรซานอล ในปริมาณเท่ากับ 274.27±4.39 และ 
259.59±4.41 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมน้ำหนักแห้ง ตามลำดับ 
(Table 2 and Figure 2B) 

จากงานวิจัยท่ีผ่านมา ซ่ึงศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพในข้าวขาวดอกมะลิ 105 ระยะเม่า พบว่าข้าว
ดังกล่าวมีปริมาณไทอะมีนน้อยกว่า แต่มีปริมาณไนอะซินมากกว่า 
เมื่อเทียบกับข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า ส่วนไพริดอกซีน 
แอลฟาโทโคฟีรอล และแกมมาออไรซานอลพบได้ในปริมาณ
ใกล้เคียงกันในข้าวท้ังสองพันธุ์ [3] 

 
3.2. การวิเคราะหส์ารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี UPLC 
จากการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกในข้าวเหนียว

พันธุ์ กข 6 ระยะเม่าด้วยวิธี UPLC พบว่าแป้งท่ีเตรียมจาก 
ข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่ามีสารประกอบฟีนอลิกหลาย
ชนิด ได้แก่ กรดแกลลิก (Gallic acid), กรดโฟโตคัทซูอิก 
(proto-Catechuic acid), ก ร ด ไฮ ด ร อ ก ซิ ล เบ น โ ซ อิ ก 
(Hydroxy-benzoic acid), ก รด วา นิ ล ลิ ก  (Vanillic acid), 
กรดไซรินจิก (Syringic acid), กรดคูมาริก (p-Coumaric acid), 
กรดทรานส์ เฟ อ รู ลิ ก  (trans-Ferulic acid), เค วอ ร์ ซิ ทิ น 
(Quercetin) และกรดซิแนปิก (Sinapic acid) ซ่ึงมีปริมาณ
แตกต่างกัน (Figure 3) โดยกรดซิแนปิกเป็นสารประกอบ      
ฟีนอลิกท่ีพบได้มากท่ีสุด เท่ากับ 122.81±5.20 ไมโครกรัมต่อ
กรัมน้ำหนักแห้ง 

ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับผลงานวิจัยท่ีเคยมีการ
รายงาน ท่ีทำการศึกษาปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกใน
ข้าวไทยระยะเม่า ซ่ึงพบว่าข้าวในระยะน้ีมีท้ังสารประกอบ      
ฟีนอลิกอิสระ (Free form) และสารประกอบฟีนอลิกท่ีติดแน่น
ท่ีผนังเซลล์ของข้าว (Bound form) โดยชนิดของสารประกอบ 
ฟีนอลิกท้ังสองรูปแบบท่ีพบไม่แตกต่างจากสารประกอบฟีนอลิก
ท่ีพบในข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าในการศึกษาน้ี เพียงแต่
ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกแต่ละชนิดอาจแตกต่างกัน 
ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับพันธุ์ของข้าว [12], [13] 
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Figure 2 HPLC chromatograms obtained from the analysis of glutinous rice RD 6 in dough stage 
(A) 1 = niacin, 2 = pyridoxine, 3 = thiamine; (B) 1 = -tocopherol, 2 = -oryzanol 

 
 
Table 1 Retention times, peak areas and concentrations of B group vitamins detected in glutinous rice RD 6 in 
dough stage as analyzed by HPLC 

Peak Substance Retention time  Peak area Concentration 
(mg/100 g dry weight)  

1 niacin 10.589 4123±110 14.33±0.02 
2 pyridoxine  16.258 14293±506 36.18±0.02 
3 thiamine 25.698 3185±136 11.47±0.14 
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Table 2 Retention times, peak areas and concentrations of -tocopherol and -oryzanol detected in glutinous rice 
RD 6 in dough stage as analyzed by HPLC 

Peak Substance Retention time  Peak area Concentration 
(mg/100 g dry weight)  

1 -tocopherol 4.063 25374±536 274.27±4.39 
2 -oryzanol 6.583 23970±727 259.59±4.41 

 
 

 
 

Figure 3 UPLC chromatogram obtained from the analysis of glutinous rice RD 6 in dough stage 
1 = gallic acid, 2 = proto-catechuic acid, 3 = hydroxy-benzoic acid, 4 = vanillic acid, 5 = syringic acid,  

6 = p-coumaric acid, 7 = trans-ferulic acid, 8 = quercetin, 9 = sinapic acid 

 
 

3.3. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS, 
FRAP and TBARS assays 

จากการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS, 
FRAP and TBARS assays พบว่าแป้งที่เตรียมจากข้าวเหนียว
พันธุ์ กข 6 ระยะเม่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เท่ากับ ร้อยละ 
92.18±0.08, 71.25±1.20 และ 51.07±1.21 ตามลำดับ 
(Figure 4) 

ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับผลงานวิจัยท่ีเคยมีการ
รายงาน ซ่ึงทำการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระในข้าวไทยระยะ
เม่า โดยใช้วิธี DPPH assay ซ่ึงพบว่าข้าวในระยะน้ีมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ  โดยฤทธิ์ต้ านอนุมูลอิสระ ท่ี เป็นผลมาจาก
สารประกอบฟีนอลิกอิสระมีค่ามากกว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ี
เป็นผลมาจากสารประกอบฟีนอลิกท่ีติดแน่นท่ีผนังเซลล์ของ

ข้าว ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากสารประกอบฟีนอลิกท่ีอยู่ในสอง
รูปแบบมีชนิดและปริมาณท่ีแตกต่างกัน [13] จากการศึกษา
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในงานวิจัยน้ีด้วยวิธี HPLC และ 
UPLC เป็นไปได้ว่าสารท่ีมีผลต่อฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของข้าว
เหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าอาจเป็นสารประกอบฟีนอลิก  
แอลฟาโทโคฟีรอล และแกมมาออไรซานอล เน่ืองจากสาร
เหล่าน้ีมีรายงานว่าสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ [14]-[16] 

นอกจากน้ียังมีรายงานว่าสารเหล่าน้ีสามารถเปลี่ยน 
ABTS จากรูปท่ีเป็นอนุมูลอิสระให้ไปอยู่ในรูปท่ีไม่เป็นอนุมูล
อิสระได้ โดยการไฮโดรเจนอะตอมและอิเล็กตรอนกับอนุมูล
อิสระ ABTS และสามารถเปลี่ยน FRAP จากรูปท่ีเป็นอนุมูล
อิสระให้ไปอยู่ในรูปท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระได้ โดยการอิเล็กตรอน
กับอนุมูลอิสระ FRAP [17] 
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Figure 4 Antioxidant activity of glutinous rice RD 6  
in dough stage as studied by ABTS, FRAP and  

TBARS assays 
 

4. บทสรุป 
การศึกษาน้ีพบว่าข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่ามี

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลายชนิดท้ังสารท่ีอยู่ในกลุ่ม
สารประกอบฟีนอลิก และวิตามินต่าง ๆ โดยสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพท่ีสำคัญท่ีพบได้ในข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่า 
ได้แก่ กรดแกลลิก กรดโฟโตคัทซูอิก กรดไฮดรอกซิลเบนโซอิก 
กรดวานิลลิก กรดไซรินจิก กรดคูมาริก กรดทรานส์เฟอรูลิก 
เควอร์ซิทิน กรดซิแนปิก ไทอะมีน (หรือวิตามินบี 1) ไนอะซิน 
(หรือวิตามินบี 3) ไพริดอกซีน (หรือวิตามินบี 6 ) แอลฟา     
โทโคฟีรอล (หรือวิตามินอี) และแกมมาออไรซานอล ด้วยเหตุ
ท่ีสารเหล่าน้ีมีความสามารถในการเปลี่ยนอนุมูลอิสระให้
กลายเป็นสารท่ีไม่อยู่ในรูปของอนุมูลอิสระ (อาจจะโดยการให้
อิเล็กตรอน และ/หรือให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลอิสระ) จึง
ทำให้ข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
ข้อมูลท่ีได้จากงานวิจัยน้ีน่าจะมีประโยชน์ต่อการต่อยอดเพื่อเพิ่ม
มูลค่าเชิงพาณิชย์ของข้าวเหนียวพันธุ์ กข 6 ระยะเม่าต่อไป 
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