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ขั้นตอนที ่1 ศึกษาวตัถุดบิทีเ่หมาะสมในการนํามาประกอบการผลติข้าวเสริมสารต้านอนุมูล
อสิระ 
  การศึกษาวตัถุดิบท่ีเหมาะสมในการนาํมาประกอบการผลิตขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระจาํแนก
เป็น 2 ตอนยอ่ย ประกอบดว้ย 
  ขั้นตอนที ่1.1 ขั้นศึกษาบริบทของพชืผกัพืน้บ้านจังหวดักาํแพงเพชรและพนัธ์ุข้าวเจ้า และพนัธ์ุข้าว
เหนียวทีนิ่ยมปลูกในเขตพืน้ที ่จังหวดักาํแพงเพชร 
  ศึกษาบริบทของพืชผกัพื้นบา้นจงัหวดักาํแพงเพชรและพนัธ์ุขา้วเจา้ และพนัธ์ุขา้วเหนียวท่ีนิยมปลูก
ในเขตพ้ืนท่ี จงัหวดักาํแพงเพชรเพ่ือนาํไปใช้ประโยชน์ในการสกดัสารตา้นอนุมูลอิสระโดยศึกษาจาก
เอกสารงานวิจัยท่ีเก่ียวขอ้ง จากสารสนเทศ ศึกษาการสกัดสารตา้นอนุมูลอิสระจากเอกสารงานวิจัยท่ี
เก่ียวขอ้ง และเลือกชนิดของพืชผกัพื้นบา้นจาํนวน 10 ชนิด และขา้วจา้ว 2 ชนิด ขา้วเหนียว 2 ชนิดเพื่อนาํไป
ศึกษาประสิทธิภาพการสกดัสารตา้นอนุมูลอิสระ โดยการเลือกแบบเจาะจงเฉพาะพืชผกัท่ีพบไดใ้นจงัหวดั
กาํแพงเพชร 
 
   ขั้นตอนที ่1.2 ขั้นศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระของวตัถุดิบ 
   ศึกษาฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระจากพืชผกัพื้นบา้นจงัหวดักาํแพงเพชร จาํนวน 10 ชนิด ไดแ้ก่ ยอด
ออ้ย ผกักา้นตง ยอดขนุน ผกัหนาม ผกัปลงั ผกักดู ยอดฟักขา้ว ผกัอีซึก ผกัอีนูน และผกัพาย  ขา้วจา้ว 2 ชนิด
ไดแ้ก่ ขา้วเจา้เสาไห้ และขา้วเจา้ขาวตาแห้ง  ขา้วเหนียว 2 ชนิด ไดแ้ก่ ขา้วเหนียวกข 6 และขา้วเหนียวดอ
ดาํเนินการไดด้งัต่อไปน้ี    
        1. อุปกรณ์ สารเคมี เคร่ืองมือ 
                   1.1  อุปกรณ์ / เคร่ืองมือ 
      1)   ควอร์ตเซลล ์  (quart cell) 
      2)  ปิเปต (measuring pipette ) 
      3)  หลอดทดลอง (test  tube ) 
      4)  เคร่ืองกรองดูด  (buchner funnel ) 
     5)  กรวยกรอง  (funnel ) 
      6)  ขวดนํ้ากลัน่  (polyethylene wash bottle ) 
      7)  ชอ้นตกัสาร (spatular) 
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                   8)  แท่งแกว้  (stirring rod) 
      9)  หลอดหยด (dropper) 
     10)  ขวดวดัปริมาตร  (volumetric flasks) 
     11)  ขวดรูปชมพู ่ (erlenmeyer flasks) 
     12)  ครกบด   ( mortar ) 
     13)  บีกเกอร์ (beaker) 
     14)  วงแหวน (metal ring) 
     15)  กระดาษกรอง  (filter papers) 
     16)  ขาตั้ง (stand) 
     17)  ขวดโพลีเอทิลีน  (polyethylene bottle) 
     18)  โถดูดความช้ืน  ( desicator ) 
   19)   UV-Visible Spectrophotometer   
       20)  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า  4  ตาํแหน่ง  
       21)   ตูอ้บ  ( oven ) 
       22)   เคร่ืองใหค้วามร้อน  ( hot plate ) 
            1.2  สารเคมี   
      1)   3-tert-Butyl-4-hydroxyanisole (BHA : C11H16O2) 
     2)   2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  (DPPH : C18H12N5O6) 
     3)   นํ้ากลัน่ 
       
  2.  การเตรียมสารสกดั 
      2.1. การเตรียมพืชตวัอยา่ง 
          เตรียมพืชตวัอยา่ง โดยยอดออ้ย ผกักา้นตง ยอดขนุน ผกัหนาม ผกัปลงั ผกักดู ยอดฟักขา้ว 
ผกัอีซึก ผกัอีนูน เก็บเฉพาะส่วนยอด โดยยอดออ้ยนาํมาปอกให้ถึงส่วนในท่ีอ่อนท่ีนาํไปรับประทานได ้   
ผกัพายเก็บเฉพาะกา้นดอก นาํมาลา้งทาํความสะอาด ลดขนาด แลว้นาํไปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 7 ชัว่โมง ตามวิธีการของ Bocco et al. (1998 อา้งถึงในสุภาพร และคณะ, 2552) นาํมาบดให้
ละเอียดเป็นผงแลว้บรรจุในถุงพลาสติกและแช่เยน็ไวท่ี้อุณหภูมิ 5 + 2 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการวิเคราะห์
ต่อไป ส่วนขา้วจา้ว 2 ชนิดได้แก่ ขา้วเจา้เสาไห้ และขา้วเจา้ขาวตาแห้ง  ขา้วเหนียว 2 ชนิด ได้แก่ ขา้ว
เหนียวกข 6 และขา้วเหนียวดอ กน็าํมาลา้งทาํความสะอาดและเตรียมเช่นเดียวกบัการเตรียมพืชตวัอยา่ง 
 
 
 



44 
 

   2.2  วิธีการสกดั 
    1 ) ชัง่ตวัอยา่งพืชท่ีผา่นการบดละเอียด จาํนวน  3  ตวัอยา่ง ตวัอยา่งละ 5 กรัม ใส่ใน       
บีกเกอร์    
           2)  จากนั้นเติมนํ้ากลัน่ปริมาตร  75 มิลลิลิตร ในแต่ละบีกเกอร์ คนใหเ้ขา้กนัแลว้ปิดดว้ย
อลูมิเนียมฟอยด ์ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  24 ชัว่โมง   
           4) เม่ือครบระยะเวลาท่ีกาํหนดไวก้น็าํไปกรองผา่นกระดาษกรองขนาดเบอร์ 1  
  5) นาํส่วนท่ีใสมาทาํใหแ้หง้โดยการใชเ้คร่ืองระเหยแหง้สุญญากาศแบบหมุน (rotary 
evaporator) 
           6)  แลว้เกบ็ใส่ภาชนะท่ีแหง้ปิดสนิทและป้องกนัแสงได ้ แลว้เกบ็ในตูเ้ยน็        ( 4 ๐C)  
สาํหรับทาํการทดลองต่อไป 
  3.  การตรวจหาฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระของตัวอย่างสารสกดั 

3.1 หลกัการ 
             2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  (DPPH)  เป็นสารอนุมูลอิสระท่ีเสถียรและมีสี   ซ่ึงมีค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี  517 nm สารใดก็ตามท่ีมีความสามารถในการจบักบัอนุมูลอิสระ  DPPH น้ีไดจ้ะส่งผลให้สี
ของ  DPPH  ท่ีแสดงออกมาลดลงและค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดก้็ลดลงดว้ย  (Ohtake, Tagashira, 1998)  
ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ี หากสารสกดัพืชตวัอยา่งสามารถกาํจดัอนุมูลอิสระ  DPPH  ได ้ค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีวดัไดก้จ็ะลดลงจากปกติ 
    3.2   วิธีการทดลอง 
    1) เตรียมสารละลาย  DPPH  (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl  ) ใหมี้ความเขม้ขน้  0.2  
mM ในเอทานอล   
         2)  นาํสารละลาย  DPPH  ไป scan  หาค่าความยาวคล่ืนสูงสุด  (max)  scan  ท่ีความยาว
คล่ืน  400-800 nm  
         3)  เตรียมสารตวัอยา่งความเขม้ขน้ 1 % ในนํ้า นาํตวัอยา่งสารสกดัมา  1  ml  ผสมกบั
สารละลาย  DPPH  2  ml  ในหลอดทดลอง  ตั้งท้ิงไวใ้นท่ีมืดประมาณ  30  นาที 
         4)  เตรียมสารละลายควบคุม (control) โดยใชน้ํ้ า  ผสมกบัสารละลาย  DPPH  2  ml  ใน
หลอดทดลอง  ตั้งท้ิงไวใ้นท่ีมืดประมาณ  30  นาที 
         5)  วดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งและสารละลายควบคุมท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด  ท่ี  
scan ไดจ้าก  ขอ้ 2)  
        6)  คาํนวณหาเปอร์เซ็นตข์อง   radical  scavenging  activity  ดงัสมการ 

% radical scavenging  =                   
(Absorbance Control – Absorbance Sample)   × 100            

Absorbance Control 
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หมายเหตุ 1. สารละลาย  DPPH ตอ้งเตรียมใหม่ทุกวนัและเกบ็ในท่ีมืดอุณหภูมิ   
4 องศาเซลเซียส  โดยหุม้ดว้ยอลูมิเนียมฟอยด ์       
    2. ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเทียบกบัสารมาตรฐาน BHA โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
BHA เขม้ขน้  1% ในนํ้ า แลว้นาํสารละลายมาตรฐาน BHA มา 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย DPPH 2 
มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง ตั้ งท้ิงไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างและ
สารละลายควบคุมท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด  ท่ี  scan ได ้คาํนวณหาเปอร์เซ็นตข์อง   radical  scavenging  
activity  
  

ขั้นตอนที ่2 ผลติข้าวเสริมสารต้านอนุมูลอสิระจากจากพชืผกัพืน้บ้านในจงัหวดักาํแพงเพชร 
        คดัพืชท่ีมีฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด 3 อนัดบัแรก ไดแ้ก่ ยอดขนุน  ผกัคนัทรง ยอดออ้ย นาํไป
ทดลองร่วมกบัขา้วเจา้เสาไห้ ขา้วเจา้ขาวตาแห้ง ขา้วเหนียวกข 6 และขา้วเหนียวดอ เพื่อผลิตขา้วเสริมสาร
ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธีการต่างจาํนวน 3 วิธี ดงัน้ี 
  1. การเตรียมข้าวเสริมสารต้านอนุมูลอสิระโดยวธีิการเคลอืบ 
     เตรียมนํ้าคั้นผกั โดยนาํพืชผกัพื้นบา้นจาํนวน 3 ชนิดท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุดสามอนัดบั
แรก ไดแ้ก่ ยอดขนุน ผกัคนัทรง ยอดออ้ย โดยยอดออ้ยนาํมาปอกใหถึ้งส่วนในท่ีอ่อนท่ีนาํไปรับประทานได ้
นาํผกัมาลา้งทาํความสะอาด ตากใหน้ํ้ าแหง้แลว้นาํมาอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง หัน่
ขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 มิลลิเมตร ชัง่นํ้ าหนกั 10 กรัม แลว้นาํมาป่ันใหล้ะเอียดนาน 5 นาที ส่วนนํ้ าผกัผสม
ให้ชัง่นํ้ าหนกัพืชท่ีหั่นเป็นช้ินแลว้ อตัราส่วน 1:1 นํ้ าหนกัรวม 10 กรัม นาํมาป่ันให้ละเอียดนาน 5 นาที
เช่นเดียวกนั คั้นให้ไดน้ํ้ าผกัจนไม่มีนํ้ าผกัเหลืออยูท่ี่กาก ดงันั้นในขั้นตอนน้ีจะไดน้ํ้ าคั้นผกัเด่ียว 3 ชนิด คือ 
ยอดขนุน ผกัคนัทรง ยอดออ้ย และนํ้ าคั้นผกัผสม 4 ชนิดคือ ยอดออ้ย+ผกัคนัทรง ยอดออ้ย+ยอดขนุน ผกั
คนัทรง+ยอดขนุน และยอดออ้ย+ผกัคนัทรง+ยอดขนุน 
   หลงัจากนั้นนาํขา้วเจา้เสาไห้ นํ้ าคั้นผกับดแต่ละชนิดและกรดปาลมิ์ติกมาผสมกนัโดยใชอ้ตัราส่วน 
ขา้ว 10 กรัม:พืชผกัแต่ละชนิดใชน้ํ้ าพืชท่ีคั้นไดท้ั้งหมด:กรดปาลมิ์ติก 4 กรัม เทส่วนผสมทั้งหมดลงในเคร่ือง
ผสมความเร็วปานกลาง ผสมนาน 2 นาที เม่ือส่วนผสมเขา้กนัดีแลว้ นาํมาเป่าดว้ยลมร้อนอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส นาน 2 นาที แลว้นาํไปอบในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ 
เก็บตวัอยา่งขา้วเสริมใส่ถุงซิปลอ็คเก็บไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง ดดัแปลงจากวิธีการของ Further & Lauter (1949, 
p. 133)   
     ทาํการทดลองเคลือบขา้วเจา้ขาวตาแหง้ ขา้วเหนียวกข 6 และขา้วเหนียวดอ เช่นเดียวกบัขา้วเจา้เสา
ไห ้
  2. การเตรียมข้าวเสริมสารต้านอนุมูลอสิระโดยแช่ในนํา้พชืผกั  
    เตรียมนํ้ าพืชผกั โดยนาํพืชผกัพื้นบา้นท่ีผ่านการเตรียมและหั่นเช่นเดียวกบันํ้ าคั้นผกัมาชัง่นํ้ าหนกั 
10 กรัม ใส่ในเคร่ืองป่ัน เติมนํ้ ากลัน่ 5 มิลลิลิตร แลว้นาํมาป่ันใหล้ะเอียดนาน 5 นาที ส่วนนํ้ าผกัผสมใหช้ัง่
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นํ้าหนกัพืชท่ีหัน่เป็นช้ินเลก็ๆ อตัราส่วน 1:1 นํ้าหนกัรวม 10 กรัม คั้นนํ้าออกดว้ยผา้ขาวบางเพ่ือแยกกากออก 
คั้นจนไม่มีนํ้ าผกัเหลืออยูท่ี่กาก นาํนํ้ าท่ีคั้นไดใ้ส่ในภาชนะท่ีสะอาด และหุ้มดว้ยอะลูมิเนียมฟอยด ์เก็บใน
ตูเ้ยน็เพื่อใชใ้นการเตรียมขา้วแช่นํ้ าพืชผกั ดงันั้นในขั้นตอนน้ีจะไดน้ํ้ าพืชผกัเด่ียว 3 ชนิด และนํ้ าพืชผกัผสม 
4 ชนิด หลงัจากนั้นนาํขา้วเจา้เสาไห ้10 กรัม ใส่นํ้ าพืชผกัท่ีได ้คนใหท้ัว่ ปิดหุม้ดว้ยอลูมิเนียมฟอยด ์แช่ไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง (30 + 5 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 ชัว่โมง แลว้เทนํ้าท้ิง ท้ิงไว ้5 นาที แลว้นาํไปอบใหแ้หง้ดว้ย
ตูอ้บลมร้อนแบบถาดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง เพื่อใหข้า้วแช่นํ้ าผกัแหง้มีความช้ืนไม่เกิน 
13% เกบ็ไวใ้นถุงซิปลอ็คท่ีอุณหูมิหอ้ง  
    ทาํการทดลองเคลือบขา้วเจา้ขาวตาแหง้ ขา้วเหนียวกข 6 และขา้วเหนียวดอ เช่นเดียวกบัขา้วเจา้เสา
ไห ้ 

3. การเตรียมข้าวเสริมสารต้านอนุมูลอสิระโดยวธีิการหุง/น่ึงพร้อมข้าว 
    วิธีการพืชหุง/น่ึงพร้อมขา้ว โดยนาํพืชผกัพื้นบา้นท่ีผา่นการเตรียมและหั่นเช่นเดียวกบันํ้ าคั้นผกัมา
ชัง่นํ้ าหนกั 10 กรัม ส่วนพืชผสมใชอ้ตัราส่วนเดียวกนักบัการผลิตขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวิธีขา้ว
เคลือบและขา้วแช่ หลงัจากนั้นนาํไปหุงพร้อมกบัขา้ว 10 กรัมดว้ยหมอ้หุงขา้วไฟฟ้า โดยควบคุมปริมาณนํ้ า
ท่ีใชใ้นการหุง และจาํนวนการลา้งขา้วใหเ้ท่ากนั 
    ทาํการทดลองหุงพร้อมขา้วเจา้ขาวตาแหง้ ขา้วเหนียวกข 6 และขา้วเหนียวดอ เช่นเดียวกบัขา้วเจา้
เสาไห ้ 

4. ศึกษาฤทธ์ิการต้านอนุมูลอสิระของข้าวเสริมสารต้านอนุมูลอสิระ   
     นาํตวัอยา่งขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระจากทั้ง 3 วิธี ไปสกดัตามวิธีการในขอ้ 1.2 ของขั้นตอนท่ี 1 
และตรวจหาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของตวัอยา่งสารสกดั โดยวิธี DPPH assay แลว้นาํขา้วเสริมสารตา้นอนุมูล
อิสระทั้งหมดไปหุง ดว้ยหมอ้ไฟฟ้า โดยควบคุมปริมาณขา้ว และนํ้ าท่ีใชหุ้งนํ้ าให้เท่ากนัและศึกษาฤทธ์ิการ
ตา้นอนุมูลอิสระของขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระแต่ละชนิด 

5. ศึกษาคุณสมบัติทางด้านเคมีและกายภาพข้าวเสริมสารต้านอนุมูลอสิระ 
     5.1 ค่าสี   นาํตวัอยา่งขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระจากทั้ง 3 วิธี ไปวดัวิเคราะห์ค่าสี L*, a* และ 
b* โดยดว้ยเคร่ืองวดัสี Hunter Lab รุ่น Color flex      
       5.2 ปริมาณความช้ืน (AOAC, 2000) นาํตวัอยา่งขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระจากทั้ง 3 วิธี ไปวดั
วิเคราะห์ปริมาณความช้ืน ดงัน้ี 
    1) อบถว้ยอลูมิเนียมในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนนํ้าหนกัคงท่ีทาํใหเ้ยน็ใน 
desiccator นาํมาชัง่นํ้ าหนกัท่ีแน่นอน  

2) ชัง่ตวัอยา่งขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระ 3 กรัม ใส่ลงในถว้ยอลูมิเนียมท่ีอบแหง้ และ
บนัทึกนํ้าหนกัท่ีแน่นอน  

3) นาํถว้ยอลูมิเนียมท่ีบรรจุตวัอยา่งเขา้อบท่ีอุณหภูมิ 105 ถึง 107 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 30 นาที นาํเอามาใส่ใน desiccator ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
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4) นาํไปชัง่นํ้ าหนกัอบซํ้าคร้ังละ 30 นาที จนไดน้ํ้ าหนกัคงท่ีซ่ึงค่าท่ีไดจ้ะแตกต่างกนัไม่
เกิน 2 มิลลิกรัม จดนํ้าหนกัท่ีนอ้ยท่ีสุดของถว้ยอลูมิเนียมและนํ้าหนกัตวัอยา่งหลงัจากอบแหง้แลว้ การ
คาํนวณหาเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนจากสูตร  

เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน =   นํ้าหนกัท่ีหายไป (กรัม) x 100  
                                      นํ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

 6. ศึกษาระดับการยอมรับทางประสาทสัมผสัของผู้บริโภคข้าวเสริมสารต้านอนุมูลอสิระ 
     คดัเลือกขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงสุดของวิธีเคลือบ และวิธีแช่ 
จาํนวนชนิดขา้วละ 1 ชนิด แต่หากชนิดพืชซํ้ ากนัจะเลือกพืชท่ีให้ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระถดัไปเพื่อจะไดชิ้ม
ขา้วท่ีหลากหลายสูตร  ดงันั้นจะมีตวัอยา่งขา้วเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีนาํไปทดสอบจาํนวน 8 ชนิด 
   กลุ่มตวัอยา่งท่ีใชใ้นการศึกษา คือนกัศึกษาสาขาวิชาวิทยาศาสตร์การอาหารและสาขาวิชาเคมี 
จาํนวน 20 คน 
    ศึกษาระดับการยอมรับทางประสาทสัมผัสของผู ้บริโภคโดยการให้คะแนนความชอบ 
(hedonic scaling test) โดยทาํการเสิร์ฟตวัอยา่งผลิตภณัฑ ์ภายในระยะเวลา 10 นาที หลงัการหุงเสร็จส้ินแก่ผู ้
ทดสอบชิม ให้แบบฟอร์มการให้คะแนนแบบสเกลความชอบ 9 คะแนน (Nine-point hedonic scale) แก่ผู ้
ทดสอบชิมจาํนวน 20 คน เพื่อทดสอบการยอมรับ มีค่านํ้ าหนกัตามเกณฑต่์อไปน้ี 
    1=ไม่ชอบมากท่ีสุด 

2=ไม่ชอบมาก 
3=ไม่ชอบปานกลาง 
4=ไม่ชอบเลก็นอ้ย 
5=เฉยๆ 
6=ชอบเลก็นอ้ย 
7=ชอบปานกลาง 
8=ชอบมาก 
9=ชอบมากท่ีสุด 

  วิเคราะห์ผล โดยนาํขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์ค่าทางสถิติ ค่าเฉล่ีย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานโดยใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์สาํเร็จรูป 


