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บทคดัย่อ  

งานวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัแคโรทนีอยด์จากเนื้อสเีหลอืงของ 
ฟักขา้วโดยใชเ้อนไซม ์Rapidase Ex Color และประเมนิความสามารถในการต้านอนุมลูอสิระของ
สารสกัด โดยเริ่มต้นศึกษาระดับความเข้มข้นของเอนไซม์ในช่วงร้อยละ 0.25–3.0 พบว่า 
ความเขม้ขน้ของเอนไซมร์อ้ยละ 1 ใหป้รมิาณลูทนี ไลโคพนีและเบตา้แคโรทนีสงูสุด ดงันัน้จงึเลอืก
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ความเขม้ขน้ของเอนไซมร์อ้ยละ 1 ไปศกึษาผลของระยะเวลาในการสกดัต่อปรมิาณแคโรทนีอยดท์ี่
สกดัได ้พบว่าระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการสกดัคอื 3 ชัว่โมงโดยใหป้รมิาณปรมิาณลูทนี ไลโคพนี 
และเบต้าแคโรทนีเท่ากบั 40, 33 และ 48 มลิลกิรมั/กรมั ตามล าดบั จากนัน้น าสารสกดัที่เตรยีม
ได้มาท าการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH-RSA, FRAP และ 
Reducing powder พบว่าสารสกดัจากเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้วที่ใช้เอนไซม์ในกระบวนการสกดัมี
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระสงูกว่าชุดการทดลองทีไ่มม่กีารใชเ้อนไซมใ์นกระบวนการสกดั
ประมาณ 2 เท่าเมือ่วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีDPPH-RSA และ Reducing power และประมาณ 1.5 เท่าเมือ่
วิเคราะห์ด้วยวิธี FRAP ดังนัน้การใช้เอนไซม์ Rapidase Ex Color สามารถช่วยในการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการสกดัแคโรทีนอยด์จากเนื้อสีเหลืองของฟักข้าวและส่งผลให้ความสามารถใน  
การตา้นอนุมลูอสิระเพิม่ขึน้เชน่กนั 
ค าส าคญั: ฟักขา้ว, Rapidase Ex Color, แคโรทนีอยด,์ เนื้อสเีหลอืง  
 

ABSTRACT 
The aims of the current research were to optimize conditions of Rapidase Ex Color-assisted 
carotenoid extraction from yellow pulp of Gac fruit and to evaluate the antioxidant capacities 
of its extract. First, the proper Rapidase Ex Color concentrations (0.25–3.0%) were 
investigated. It was found that the highest lutein, lycopene and β-carotene contents was 
observed for the sample treated with 1% of enzyme. Thus, 1% of enzyme was selected for 
further study relating to the effect of pretreatment time on the carotenoid contents. The result 
showed that the pretreatment time with enzymatic treatment for 3 h gave the highest lutein 
(40 mg/g), lycopene (33 mg/g) and β-carotene (48 mg/g) contents. Furthermore, the extract, 
prepared by applying 1% of enzyme and 3 h of pretreatment time, was accessed its 
antioxidant capacities by DPPH-RSA, FRAP and reducing power methods. The data 
revealed that the antioxidant capacities of the enzyme-treated sample was higher 
approximately 2 times for DPPH-RSA and reducing power methods and 1.5 times for FRAP 
methods when compared to that of the enzyme without enzymatic treatment. Therefore, the 
utilization of Rapidase Ex Color could assist for increasing yield of carotenoid extraction as 
well as antioxidant capacities. 
KEYWORDS: Gac fruit, Rapidase Ex Color, carotenoid, yellow pulp 
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1.  บทน า  
แคโรทนีอยดจ์ดัเป็นสารกลุ่มไฟโตเคมคิอล (Phytochemical) ทีพ่บในธรรมชาตทิัง้พชืและสตัว ์

สารประกอบในกลุ่มแคโรทนีอยด์ส่วนใหญ่มสีแีดงและเหลอืง มคีุณสมบตัลิะลายได้ในไขมนั โดย
สารประกอบในกลุ่มนี้มมีากกว่า 600 ชนิด ซึ่งล้วนมคีุณสมบตัิที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายมนุษย์ 
โดยบางส่วนมคีุณสมบตัใินการต้านอนุมูลอสิระ และมคีุณสมบตัใินการท าหน้าทีเ่ป็นโปรวติามนิเอ 
(provitamin A) โดยโปรวติามนิเอทีรู่จ้กักนัดคีอื เบตา้-แคโรทนี (β-carotene) และแอลฟา-แคโรทนี 
(α-carotene) ซึ่งพืชหลายชนิดจดัว่าอุดมไปด้วยสารประกอบแคโรทีนอยด์ ได้แก่ มะเขอืเทศ 
ฟักทอง แครอท มะละกอ เป็นตน้ โดยผกัทอ้งถิน่ของประเทศไทยอกีหนึ่งชนิดทีม่รีายงานการวจิยั
ว่าเป็นแหล่งของแคโรทนีอยดค์อืฟักขา้วมชีื่อวทิยาศาสตร์คอื Momordica cochinensis Spreng. มี
ถิน่ก าเนิดในประเทศจนี พม่า ไทย ลาว บงักลาเทศ มาเลเซยี และฟิลปิปินส์ ฟักขา้วเป็นพชืทีอุ่ดม
ไปด้วยสารออกฤทธิท์างชวีภาพกลุ่มแคโรทนีอยด์ โดยมลีูทนี ไลโคปีน และเบต้าแคโรทนี ซึ่งมี
คุณสมบตัิในการช่วยลดความเสี่ยงของการเกดิโรคมะเรง็ โรคหวัใจ และโรคเบาหวาน เป็นกลุ่ม  
สารหลกั อีกทัง้ยงัมกีรดไขมนัชนิดที่ช่วยในการดูดซึมสารไลโคปีน และเบต้าแคโรทนี  [1] โดย 
เยื่อเมล็ดของฟักข้าวมีปริมาณเบต้าแคโรทีนสูงกว่าแครอทถึง 10 เท่า และมีไลโคปีนมากกว่า 
มะเขือเทศถึง 12 เท่า [2-3] สอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Kubola and Siriamornpun [4] 
พบว่าฟักขา้วบรเิวณเยื่อหุม้เมลด็สแีดงมปีรมิาณไลโคปีน 7.02 mg/g extract ปรมิาณเบต้าแคโร
ทีน 8.90 mg/g และมีปริมาณลูทีน 6.50 mg/g อย่างไรก็ตามเยื่อหุ้มเมล็ดฟักข้าวมีการน ามา 
ใช้ประโยชน์มากกว่าเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้วซึ่งมรีายงานการวจิยัพบว่าเนื้อสเีหลอืงของฟักข้าว 
มีปริมาณไลโคปีนประมาณ 4 mg/g ปริมาณเบต้าแคโรทีนประมาณ 3 mg/g และปริมาณลูทีน
โดยประมาณ 2 mg/g โดยมงีานวจิยัพบว่าไลโคปีนสามารถช่วยลดอตัราเสีย่งในการเกดิมะเรง็ได้
บางชนิด เช่น มะเร็งต่อมลูกหมาก มะเร็งใน  ระบบทางเดินอาหาร และมะเร็งปอด ส่วนเบต้า 
แคโรทนีนัน้สามารถเปลีย่นเป็นวติามนิเอไดใ้นร่างกายของมนุษย์ซึง่มคีวามจ าเป็นต่อสุขภาพและ
การพฒันาของเนื้อเยื่อเซลล์ และลูทนีมปีระโยชน์ต่อสุขภาพของดวงตา มสี่วนช่วยลดความเสีย่ง
การเกดิโรคหลายชนิดดว้ยกนั ทีส่ าคญัคอื โรคตอ้กระจก และโรคจุดรบัภาพเสือ่ม [5] 

การสกัดสารกลุ่มไฟโตเคมิคอลจากพืชสามารถท าได้หลายวิธีได้แก่ การสกัดโดยใช้ 
ตวัท าละลาย (solvent extraction) เช่น เอทานอล เมทานอล และอะซโิตน อย่างไรกต็ามมรีายงาน
ว่าการสกดัด้วยตวัท าละลายอนิทรยี์เพยีงอย่างเดยีวท าใหไ้ด้รอ้ยละผลผลติทีไ่ด้ค่อนขา้งต ่า ทัง้นี้
อาจเนื่องมาจากโครงสรา้งเนื้อเยื่อของพชืมกีารเรยีงตวัทีแ่น่นท าใหย้ากต่อการแทรกซมึเขา้ไปของ
ตวัท าละลายอนิทรยี ์ดงันัน้เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพการสกดั การใชเ้อนไซมก์ลุ่มทีย่่อยผนังเซลลข์อง
พชื เช่น เอนไซมเ์ซลลูเลส และเอนไซมเ์พคตเินสในกระบวนการ pretreatment ก่อนการสกดัดว้ย
ตวัท าละลายจงึเป็นอกีทางเลอืกหนึ่งทีไ่ดร้บัความนิยมและใหป้รมิาณรอ้ยละผลไดท้ีส่งูขึน้ โดยจาก
งานวิจัยของ Sangkasanya et al [6] ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดแคโรทีนอยด์จาก 
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เนื้อสเีหลอืงของฟักขา้วโดยใชเ้อนไซม ์Rapidase Pineapple พบว่าการใชเ้อนไซม์ดงักล่าวท าให ้
แคโรทนีอยดท์ีส่กดัไดเ้พิม่ขึน้เมื่อเทยีบกบัการใชต้วัท าละลายสกดัเพยีงอย่างเดยีวซึง่จะเหน็ได้ว่า
เอนไซม์มีความสามารถในการช่วยการสกัดเพื่อให้ได้สารออกฤทธิท์างชีวภาพได้โดยสภาวะ 
ที่เหมาะสมคือการใช้เอนไซม์ Rapidase Pineapple ความเข้มข้นร้อยละ 1–2 ได้ปริมาณของ 
สารแคโรทนีอยด์ ไดแ้ก่ ลูทนี ไลโคปีน และเบตา้แคโรทนีประมาณ 16, 15 และ 30 mg/g ดงันัน้ใน
งานวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการใชเ้อนไซมเ์พคตเินสทางการคา้ที่
มีคุณสมบัติในการสกัดรงควัตถุจากพืชซึ่งก็คือ Rapidase Ex Color ที่ระดับความเข้มข้นและ
ระยะเวลาในการสกดัแตกต่างกนัในการเพิม่ประสทิธภิาพการสกดัแคโรทนีอยด์จากเนื้อสเีหลอืง
ของฟักขา้วและประเมนิความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระของสารสกดั 
 
2. วตัถปุระสงคข์องการวิจยั  

1) เพื่อศกึษาผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาของการใช้เอนไซม์ Rapidase Ex Color ใน
กระบวนการ pretreatment ก่อนการสกดัดว้ยตวัท าละลายต่อประสทิธภิาพการสกดัสารแคโรทนีอยด์
จากเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้ว 

2) เพื่อประเมนิคุณสมบตัใินการตา้นอนุมลูอสิระของสารสกดัจากเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้วทีม่ี
การใชเ้อนไซมใ์นกระบวนการ pretreatment  
 
3. วิธีด าเนินการวิจยั  
3.1  วตัถดิุบและเอนไซม ์

ฟักขา้วระยะสุกเตม็ทีม่คีวามสมบูรณ์จากตลาดไท น าฟักขา้วทีไ่ดม้าลา้งท าความสะอาด ปอก
เปลอืก แยกเอาเฉพาะส่วนเนื้อสเีหลอืง จากนัน้น าตวัอย่างที่ได้บรรจุในถุงอลูมเินียมฟอยล์ เก็บ
รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ-18 องศาเซลเซยีส เพื่อรอการวเิคราะหใ์นขัน้ตอนต่อไป และในการวจิยัครัง้นี้จะ
ใชเ้อนไซมเ์พคตเินสทางการคา้ หรอื Rapidase Ex Color จากบรษิทัสยามวกิตอรี ่จ ากดั 

 
3.2  การศึกษาผลของเอนไซม์เพคติเนสทางการค้า (Rapidase Ex Color) ต่อการเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการสกดัสารแคโรทีนอยดจ์ากเน้ือสีเหลืองของฟักข้าว 
3.2.1 การศึกษาผลของความเข้มข้นของเอนไซม ์Rapidase Ex Color ในการ pretreatment 

ต่อปริมาณสารแคโรทีนอยดจ์ากเน้ือสีเหลืองของฟักข้าวท่ีสกดัได้ 
สกดัสารแคโรทนีอยด์จากเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้วที่เตรยีมได้จากขัน้ตอนที่ 1 โดยมปัีจจยั 

ในการศึกษา คือ ความเข้มข้นของเอนไซม์ Rapidase Ex Color ในช่วงร้อยละ 0.25–3 มีชุด 
การทดลองควบคุมคอื ชุดการทดลองที่ไม่มกีารใช้เอนไซม์ในการช่วยสกดั โดยวธิกีารสกดัจะใช้
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วิธีการและสภาวะของการใช้เอนไซม์ตามวิธีการของ Sangkasanya et al [6] ซึ่งเริ่มต้นจาก 
เนื้อสเีหลอืงของฟักขา้ว 2 กรมั ผสมกบัน ้ากลัน่ปรมิาตร 28 มลิลลิติร ใส่บกีเกอร์ที่มกีารห่อด้วย
อะลูมเินียมฟอยลแ์ละน าไปโฮโมจไีนซ์ 1 นาท ีเตรยีมเอนไซม์ Rapidase Ex Color ทีค่วามเขม้ขน้
ร้อยละ 0.25, 0.5, 1 , 2, และ 3 (ปริมาตร/ปริมาตร) 5 มิลลิลิตร จากนัน้น ามาผสมกับตัวอย่าง 
เนื้อสีเหลืองของฟักข้าวที่เตรียมไว้ ในระหว่างท าการสกัดจะเป่าก๊าซไนโตรเจนเพื่อไล่ก๊าซ
ออกซเิจนออกจากภาชนะสกดัเป็นเวลา 20 วนิาท ีพรอ้มทัง้เขย่าโดยใช ้orbital shaker เป็นเวลา 
30 นาท ีเมื่อครบเวลาเตมิตวัละลายผสมระหว่าง เฮกเซน : อะซโิตน : เอทานอล (50 : 25 : 25) ที่
ผสมด้วย BHT (เข้มข้นร้อยละ 0.05) ปรมิาตร 50 มลิลิลิตร และน าไปเขย่าซ ้าอีก 30 นาท ีถ่าย
ตวัอย่างลงในกรวยแยก เขย่าเป็นเวลา 3 นาท ีรอใหแ้ยกชัน้ เกบ็ส่วนใสชัน้บน ท าการสกดัซ ้า น า
ส่วนที่สกดัได้ทัง้หมดเก็บรกัษาในภาชนะป้องกนัแสง และน าไปเก็บรกัษาที่อุณหภูม ิ -18 องศา
เซลเซยีส เพือ่รอการวเิคราะหช์นิดและปรมิาณแคโรทนีอยด์ต่อไป 

การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณแคโรทีนอยด์ ด้วยเทคนิค High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) ทีค่วามยาวคลื่น 450 nm ระบบตวัท าละลายเคลื่อนที ่(mobile phase) 
คอื acetonitrile (ACN), dichloromethane (DCM) and methanol (MeOH) ในอตัราส่วน 5 : 4 : 1 
(โดยปรมิาตร) โดยมกีารเตมิสาร BHT 0.1% ในตวัท าละลายเคลื่อนที่ อตัราเรว็ของตวัท าละลาย
เคลื่อนที่ 1 mL/min ปริมาตรในการฉีดตัวอย่าง 20 µL และใช้สารมาตรฐานของเบต้าแคโรทีน 
ไลโคปีน และลทูนี ท ากราฟมาตรฐานเพือ่ค านวณปรมิาณเบตา้แคโรทนี ไลโคปีน และลทูนี [7] 
 
3.2.2 การศึกษาผลของระยะเวลาใน pretreatment โดยใช้เอนไซม ์Rapidase Ex Color ต่อ

ปริมาณสารแคโรทีนอยดจ์ากเน้ือสีเหลืองของฟักข้าวท่ีสกดัได้ 
เลอืกความเขม้ขน้ของเอนไซมท์ีใ่หป้รมิาณแคโรทนีอยดส์งูสุดจากการทดลองในตอนที ่2.1 

มาศกึษาผลของระยะเวลาในการสกดัไดแ้ก่ 0.5, 1, 2, 3 ,4 และ 5 ชัว่โมงต่อปรมิาณแคโรทนีอยดท์ี่
ได ้โดยใชว้ธิกีารสกดัและการวเิคราะหเ์ดยีวกบัการทดลองในตอนที ่3.2.1  
 
3.3 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกดัแคโรทีนอยด์ท่ีสกดั

โดยใช้เอนไซม ์Rapidase Ex Color จากเน้ือสีเหลืองของฟักข้าว  
เลอืกสภาวะการสกดัที่ใหป้รมิาณแคโรทนีอยด์สูงสุดจากการทดลองในตอนที่ 3.2.2 โดยน า

สารสกดัทีเ่ตรยีมไดม้าวเิคราะหค์วามสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระดว้ยวธิกีารทีแ่ตกต่างกนั 3 วธิี
คือ  การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radical scavenging activity (DPPH-RSA)  วิ ธี  Ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) และวธิ ีReducing power โดยมวีธิกีารวเิคราะหด์งันี้ 
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3.3.1 การวิเคราะหค์วามสามารถในการต้านอนุมลูอิสระด้วยวิธี DPPH-RSA (ดดัแปลงจาก 
Phakawat et al [8]) 
เจือจางสารสกัดในระดบัความเข้มข้นที่เหมาะสม แล้วน าสารสกัดที่เจือจางได้ปริมาตร 

1.5 มลิลลิติร มาเตมิ 0.15 mM DPPH reagent 1.5 มลิลลิติร น ามาบ่มในหอ้งมดืเป็นเวลา 30 นาท ี
จากนัน้น ามาวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 517 nm น าค่าทีไ่ดไ้ปเทยีบกบักราฟมาตรฐาน
ที่มีสารมาตรฐานคือ โทรล็อกซ์  (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid, 
Trolox) 
 
3.3.2 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี FRAP (ดดัแปลงจาก 

Phakawat et al [8]) 
เจือจางสารสกัดในระดบัความเข้มข้นที่เหมาะสม แล้วน าสารสกัดที่เจือจางได้ปริมาตร 

90 ไมโครลติร ผสมสารผสมของ FRAP Reagent 2.7 ml (เตรยีมจาก 300 mM Sodium acetate 
trihydrate pH 3.6 25 มลิลิลิตร, 10 mM 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) 2.5 มลิลิลิตร, 1 
M Ferric chloride hexahydrate 2.5 มลิลลิติร) และเตมิน ้ากลัน่ 0.27 มลิลลิติร น ามาบ่มในหอ้งมดื
เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้น ามาวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 593 nm น าค่าทีไ่ดไ้ปเทยีบ
กบักราฟมาตรฐานทีม่สีารมาตรฐานคอื โทรลอ็กซ ์
 
3.3.3 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Reducing power 

(ดดัแปลงจาก Intarasirisawat et al [9]) 
เจือจางสารสกัดในระดบัความเข้มข้นที่เหมาะสม แล้วน าสารสกัดที่เจือจางได้ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิต ร  จากนั ้น เ ติม  0.2 M Monosodium phosphate pH 6.6 0.5 มิลลิลิต ร  และ  1% 
Potassium ferricyanide 0.5 มลิลิลิตร น ามาบ่มที่อุณหภูม ิ50ºC เป็นเวลา 20 นาท ีจากนัน้เติม
ด้ ว ย  10% Tri-chloro acetic acid 0.5 มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ  0.1% Ferric chloride Hexahydrate 
0.2 มลิลิลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 nm น าค่าที่ได้ไปเทยีบกบักราฟ
มาตรฐานทีม่สีารมาตรฐานคอื โทรลอ็กซ ์
 
4.  การวิเคราะหท์างสถิติ 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และวิเคราะห์ค่าความ
แปรปรวน (Analysis of variance, ANOVA) โดยใช้โปรแกรมส าเรจ็รูป SPSS version 12.0 และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างชุดการทดลองโดยใช้ Duncan’s New Multiple 
Range Test (DMRT) ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่รอ้ยละ 95 
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5.  ผลและอภิปรายผลการวิจยั  
5.1 ผลของความเข้มข้นของเอนไซม ์Rapidase Ex Color ในการ pretreatment ต่อปริมาณ

สารแคโรทีนอยดจ์ากเน้ือสีเหลืองของฟักข้าวท่ีสกดัได้ 
จากการศกึษาผลของความเขม้ขน้ของเอนไซม์ Rapidase Ex Color รอ้ยละ 0, 0.25, 0.5, 1, 

2 และ 3  ในขัน้ตอนการ pretreatment ก่อนกระบวนการสกดัแคโรทนีอยด์จากเนื้อสเีหลอืงของ 
ฟักข้าวได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 1 พบว่าทุกชุดการทดลองที่มีการใช้เอนไซม์ใน
กระบวนการ pretreatment ก่อนการสกัดมีปริมาณลูทีน ไลโคปีน และเบต้าแคโรทีนมากกว่า 
ชุดการทดลองที่สกดัด้วยตวัท าละลายเพยีงอย่างเดยีว (ชุดควบคุม) และเมื่อความเข้มข้นของ
เอนไซม์เพิ่มขึ้นในช่วงร้อยละ 0–1 ส่งผลให้ปริมาณแคโรทีนอยด์ที่สกัดได้ทัง้ 3 ชนิดเพิ่มขึ้น 
(P<0.05) อย่างไรก็ตามเมื่อความเข้มข้นของเอนไซม์เพิ่มขึ้นในช่วงร้อยละ 1–3 ปริมาณลูทีน 
ไลโคพนีและเบต้าแคโรทนีเพิม่ขึน้ไม่แตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญั  (P0.05) ดงันัน้ความเขม้ขน้
ของเอนไซม์ Rapidase Ex Color ที่เหมาะสมในการสกดัแคโรทนีอยด์จากเนื้อส่วนสเีหลอืงของ 
ฟักขา้วคอืรอ้ยละ 1 จงึเลอืกความเขม้ขน้ดงักล่าวมาใชใ้นการศกึษาผลของระยะเวลาทีเ่หมาะสมใน
การสกดัในการศกึษาตอนต่อไป 

การใชเ้อนไซม ์Rapidase Ex Color ในการ pretreatment ก่อนกระบวนการสกดัสามารถเพิม่
ปริมาณแคโรนอยด์ที่สกัดได้เนื่องจาก เอนไซม์ Rapidase Ex color เป็นเอนไซม์ผสมระหว่าง
เอนไซมเ์พคตเินสและเอนไซมเ์ฮมเิซลลูเลสซึง่เป็นเอนไซม์ในกลุ่มทีม่คีุณสมบตัยิ่อยผนังเซลล์พชื 
โดยปกตโิครงสรา้งเนื้อเยือ่ของพชืมกีารเรยีงตวัทีแ่ขง็แรงท าใหย้ากต่อการเขา้ถงึของตวัท าละลายที่
ใช้ในการสกัดเพียงอย่างเดียว ดงันัน้การใช้เอนไซม์กลุ่มที่ย่อยผนังเซลล์ของพืช จึงส่งผลให้ 
ผนังเซลล์ถูกท าลายและตัวท าละลายสามารถซึมเข้าสู่ผนังเซลล์ได้ง่ายขึ้นส่งผลให้เป็น  
การเพิม่ประสทิธภิาพในการสกดัสารในกลุ่มแคโรทนีอยด ์โดยผลการทดลองสอดคลอ้งกบังานวจิยั
ของ Choudhari and Ananthanarayan [10] ศึกษาการใช้เอนไซม์เพคติเนสในช่วงความเข้มข้น
รอ้ยละ 0.5-4 พบว่าการเพิม่ความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์พคตเินสสามารถเพิม่ปรมิาณรอ้ยละผลได้ 
(% yield) ของสารไลโคปีนที่สกดัจากมะเขอืเทศทัง้ผลได้เพิม่ขึ้นโดยความเข้มข้นของเอนไซม ์
เพคตเินสทีเ่หมาะสมในการสกดัคอืรอ้ยละ 2 และสามารถเพิม่ปรมิาณไลโคปีนไดส้งูถงึ 90.6 µg/g 
(188%) เมื่อเทยีบกบัชุดการทดลองทีไ่ม่มกีารใชเ้อนไซม ์อย่างไรกต็ามพบว่าเมื่อความเขม้ขน้ของ
เอนไซม์เพคติเนสเพิ่มขึ้นในช่วงร้อยละ 2–4 พบว่าปริมาณไลโคปีนมีแนวโน้มคงที่และลดลง
เลก็น้อย และจากงานวจิยัของ Ranveer et al [11] สกดัไลโคปีนจากมะเขอืเทศโดยใชค้วามเขม้ขน้
ของเอนไซม์เพคตเินสทีแ่ตกต่างกนัพบว่าการใชเ้อนไซมท์ าใหไ้ลโคปีนทีส่กดัไดเ้พิม่ขึน้เมื่อเทยีบ
กบัการใชต้วัท าละลายสกดัเพยีงอย่างเดยีว เอนไซมเ์พคตเินสที ่2.0% สามารถสกดัสารไลโคปีน
เพิ่มจาก 200 µg/g เป็น 1000 µg/g และจากงานวิจัยของ Lombardelli et al [12] ท าการสกัด 
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แคโรทีนอยด์จากมะเขือเทศโดยใช้เอนไซม์ผสมระหว่าง polygalacturonase, pectate lyase, 
cellulase และ xylanase พบว่าการใช้เอนไซม์ดงักล่าวช่วยในเพิม่ปรมิาณแคโรทนีอยด์ที่สกดัได้
เชน่กนั  
 

 
 

 
 

 
รปูท่ี 1 ผลของความเข้มข้นของเอนไซม์ Rapidase Ex Color ต่อปริมาณลูทีน (ก) 

ไลโคพีน (ข) และเบต้าแคโรทีน (ค) ท่ีสกดัได้จากส่วนเน้ือสีเหลืองของฟักข้าว 
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5.2  ผลของระยะเวลาใน pretreatment โดยใช้เอนไซม ์Rapidase Ex Color ต่อปริมาณสาร
แคโรทีนอยดจ์ากเน้ือสีเหลืองของฟักข้าวท่ีสกดัได้ 
จากการศกึษาผลของระยะเวลาใน pretreatment ไดแ้ก่ 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 ชัว่โมงโดยใช้

เอนไซม์ Rapidase Ex Color ต่อปริมาณแคโรทีนอยด์ที่สกดัได้จากเนื้อสเีหลืองของฟักข้าวได้ 
ผลการทดลองดงัแสดงในรูปที ่2 จากผลการทดลองพบว่าเมื่อระยะเวลาในการ pretreatment ดว้ย
เอนไซมเ์พิม่ขึน้สง่ผลใหป้รมิาณแคโรทนีอยดท์ีส่กดัไดเ้พิม่ขึน้ดว้ยเช่นกนั (P<0.05) โดยระยะเวลา
ในการสกดัที่ให้ปริมาณลูทีน ไลโคปีนและเบต้าแคโรทีนสูงสุดคือ 3 ชัว่โมง อย่างไรก็ตามเมื่อ
ระยะเวลาในการสกดัเพิม่ขึ้นหลงัจาก 3 ชัว่โมงพบว่าปรมิาณแคโรทีนอยด์ที่สกดัได้มแีนวโน้ม 
ไม่เปลี่ยนแปลง ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kha et al [7] ได้ศึกษาผลของ
ระยะเวลาในการ pretreatment ดว้ยเอนไซมเ์พคตเินส ในช่วง 0–180 นาทตี่อปรมิาณน ้ามนัทีอุ่ดม
ไปด้วยสารแคโรทีนอยด์จากฟักข้าวที่สกัดได้โดยจากผลการทดลองพบว่าเมื่อระยะเวลาใน 
การ pretreatment เพิ่มขึ้นส่งผลให้ปริมาณน ้ ามนัฟักข้าวมีค่าเพิ่มขึ้นจนกระทัง่ถึงนาทีที่ 120 
จากนัน้เมื่อระยะเวลาเพิม่ขึน้ ปรมิาณน ้ามนัฟักขา้วทีส่กดัไดไ้ม่มกีารเปลีย่นแปลงอย่างมนีัยส าคญั 
และจากงานวิจยัของ Strati et al [13] ศึกษาการใช้เอนไซม์เพคติเนสและเอนไซม์เซลลูเลสใน 
การสกดัแคโรทนีอยดจ์ากสว่นเหลอืทิง้จากมะเขอืเทศโดยมกีารแปรระยะเวลาในการบ่มแตกต่างกนั
ในช่วง 30–240 นาท ีโดยผลการทดลองพบว่าเมื่อระยะเวลาในการ pretreatment ด้วยเอนไซม์
เพิม่ขึน้สง่ผลใหป้รมิาณแคโรทนีอยดท์ัง้หมดเพิม่ขึน้เช่นกนัโดยระยะเวลาทีใ่หป้รมิาณแคโรทนีอยด์
รวมสงูสดุคอื 180 นาท ีหลงัจากนัน้ปรมิาณแคโรทนีอยดร์วมมแีนวโน้มลดลง  

ดังนัน้สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดแคโรทีนอยด์จากเนื้อสีเหลืองของฟักข้าวคือการใช้ 
ความเขม้ขน้ของเอนไซม ์Rapidase Ex Color รอ้ยละ 1 และใชร้ะยะเวลาในการบ่ม 3 ชัว่โมง โดย
จะใหส้ารลทูนี ไลโคพนีและเบตา้แคโรทนีเพิม่ขึน้ เป็น 40, 33 และ 48 mg/g ตามล าดบั (ชุดควบคุม
ใหป้รมิาณสารลทูนี ไลโคปีนและเบตา้แคโรทนี 16, 14 และ 26 mg/g ตามล าดบั) 
 
5.3  ความสามารถในการต้านอนุมลูอิสระของสารสกดัแคโรทีนอยดจ์ากเน้ือสีเหลืองของ

ฟักข้าว 
แคโรทนีอยดเ์ป็นสารทีพ่บไดใ้นธรรมชาตพิบมากในพชืทีม่สีแีดง สม้ และเหลอืง มคีุณสมบตัิ

เป็นทัง้สารต้านอนุมูลอสิระ สารก่อมะเรง็ในสิง่แวดลอ้มและช่วยป้องกนัการก่อตวัของอนุมูลอสิระ  
ทีเ่ป็นอนัตราย โดยเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้วเป็นสว่นทีอุ่ดมไปดว้ยแคโรทนีอยดซ์ึง่มคีุณสมบตัสิ าคญั
ในการต้านอนุมูลอิสระ [4, 14] ซึ่งในงานวิจยันี้ได้วดัความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย 
วธิทีีแ่ตกต่างกนั 3 วธิไีดผ้ลการศกึษาดงัแสดงในตารางที ่1 
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รปูท่ี 2  ผลของระยะเวลาการ pretreatment ด้วยเอนไซม์ Rapidase Ex Color ต่อปริมาณ 

ลูทีน (ก) ไลโคพีน (ข) และเบต้าแคโรทีน (ค) ท่ีสกดัได้จากส่วนเน้ือสีเหลืองของ 
ฟักข้าว 
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ตารางท่ี 1  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดแคโรทีนอยด์จากเน้ือ 
สีเหลืองของฟักข้าวท่ีสกดัด้วยเอนไซมเ์ปรียบเทียบกบัไม่ใช้เอนไซม ์ 

วธิวีดัความสามารถ 
ในการตา้นอนุมลูอสิระ 

ความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระ 
(mmol Trolox equivalent /g extract) 

สารสกดัทีใ่ชเ้อนไซมใ์น
กระบวนการ pretreatment 

สารสกดัทีไ่มใ่ชเ้อนไซมใ์น
กระบวนการ pretreatment 

DPPH-RSA 474.76 ± 3.45 233.49 ± 2.31 
FRAP 762.17 ± 2.52 567.75 ± 3.89 
Reducing powder 6.30 ± 0.78 2.23 ± 0.31 

 
การวเิคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระด้วยวธิ ีDPPH เป็นการวดัความสามารถ

ของสารต้านอนุมูลอิสระในการให้อิเล็กตรอนอิสระกับอนุมูลอิสระ โดย  DPPH คืออนุมูลอิสระ 
ทีม่คีวามเสถยีร (stable free radical) เป็นสารทีน่ิยมน าไปใชเ้ป็นตวัชีว้ดัความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระของสารที่สนใจใช้หลกัการของ DPPH ในรูปของอนุมูลอิสระที่อยู่ในสารละลายจะมี 
สมี่วงเขม้ เมื่อไดร้บัอเิลก็ตรอนจากสารทีม่คีุณสมบตัใินการต้านอนุมูลอสิระจะเปลีย่นแปลงไปอยู่ 
ในรปูออกซไิดซ์ (DPPH) ซึง่การลดลงของอนุมลูอสิระดงักล่าวจะสงัเกตไดจ้ากการจางลงของสมีว่ง
ในสารละลาย สามารถวดัการค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ลดลง [15] โดยจากการทดลองพบว่า 
เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ DPPH ของสารสกัดจาก 
เนื้อสีเหลืองของฟักข้าวที่ผ่านกระบวนการใช้เอนไซม์พบว่ามีค่าสูงกว่าประมาณ 2 เท่า เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัสารสกดัทีไ่มไ่ดม้กีารใชเ้อนไซม ์ 

การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมุลอิสระด้วยวิธี FRAP เป็นวิธีวิเคราะห์
ความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระทีท่ าหน้าทีใ่หอ้เิลก็ตรอน (ตวัรดีวิซ)์ ซึง่จะมผีลท าให ้ferric ion 
(Fe3+) ในสารจะถูกรดีวิซ์โดยสารต้านอนุมูลอสิระจากสารประกอบเชงิซ้อนเหล็ก  Fe3+-TPTZ ได้
เป็น ferrous ion (Fe2+) คอืเป็น Fe2+- TPTZ ซึ่งสามารถดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 593 นาโนเมตร 
[15] โดยจากการทดลองพบว่าเมื่อเปรยีบเทยีบความสามารถในการรดีวิซ์ไอออนเหลก็ของสารสกดั
จากส่วนเนื้ อสีเหลืองของฟักข้าวพบว่าสารสกัดที่มีการใช้เอนไซม์ในกระบวนการสกัด 
มีความสามารถในการรีดิวซ์ไอออนเหล็กได้ 762.17 mmol Trolox equivalent /g extract โดย 
สงูกว่าสารสกดัทีไ่ม่ไดใ้ชเ้อนไซมใ์นกระบวนการสกดัซึง่ความสามารถในการรดีวิซ์ไอออนเหลก็ได ้
567.74 mmol Trolox equivalent /g extract  

การวเิคราะหค์วามสามารถในการต้านอนุมุลอสิระดว้ยวธิ ีReducing power อาศยัหลกัการที่
สารตา้นออกซเิดชนัในตวัอย่างสามารถรดีวิซ์ Fe3+ ในสารประกอบ potassium ferricyanide ท าให้
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สขีองสารประกอบนี้เปลี่ยนจากสเีหลอืงเป็นสเีขยีว และจะมคี่าการดูดกลนืแสงที ่700 นาโนเมตร
สงูขึน้ โดยเมื่อเปรยีบเทยีบความสามารถในการตา้นอนุมลุอสิระของสารสกดัจากฟักขา้วทีส่กดัโดย
ใชเ้อนไซมเ์มื่อวดัดว้ยวธิ ีreducing power พบว่ามคี่าสงูกว่าสารสกดัจากฟักขา้วทีส่กดัโดยวธิไีมใ่ช้
เอนไซมถ์งึเกอืบ 3 เท่า  

ดงันัน้จะเห็นได้ว่าการใช้เอนไซม์ในกระบวนการ pretreatment ก่อนการสกดัสามารถเพิม่
ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัจากเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้วไดซ้ึ่งสอดคล้องกบั 
ผลการทดลองทีว่เิคราะหไ์ดข้า้งตน้ ทัง้นี้เนื่องมาจากการใชเ้อนไซมช์่วยใหป้รมิาณแคโรทนีอยด์ที่
สกดัได้มคี่าเพิม่ขึ้นซึ่งแคโรทนีอยด์มคีุณสมบตัิในการต้านอนุมูลอสิระ ซึ่งสอดคล้องกบังานวจิยั 
ของ Phan-Thi et al [1] และ Kha et al [7] ซึ่งได้ท าการศึกษาฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
ABTS-RSA (2,2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6- sulfonic acid)) ในเยื่อหุ้มเมล็ดฟักข้าว
พบว่าแคโรทนีอยดโ์ดยเฉพาะ lycopene มคีุณสมบตัใินการตา้นอนุมลูอสิระ Chuyen et al [16] ได้
รายงานว่าสารสกดัแคโรทนีอยดจ์ากเปลอืกฟักขา้วมฤีทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระเช่นกนั นอกจากนี้
แคโรทนีอยด์จากพชืแหล่งอื่นได้แก่ ไลโคปีนจากแตงโม [14] ไลโคปีนจากฝรัง่สชีมพู [17] ก็พบ
รายงานฤทธิใ์นการตา้นอนุมลูอสิระเมือ่ตรวจวดัดว้ยวธิ ีDPPH-RSA และ FRAP เชน่กนั 
 
6. สรปุผลการวิจยั  

จากการศึกษาการสกัดสารกลุ่มแคโรทีนอยด์โดยใช้เอนไซม์กลุ่มย่อยผนังเซลล์พืชคือ 
Rapidase Ex color พบว่าสภาวะทีเ่หมาะสมในการสกดัแคโรทนีอยด์จากเนื้อสเีหลอืงของฟักขา้ว
คือการใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ Rapidase Ex Color ร้อยละ 1 และใช้ระยะเวลาในการบ่ม 
3 ชัว่โมง โดยใหป้รมิาณลูทนี ไลโคพนีและเบตา้แคโรทนีสงูทีสุ่ดซึง่เพิม่ขึน้จากเดมิประมาณ 2 เท่า 
และส่งผลใหค้วามสามารถในการตา้นอนุนูลอสิระของสารสกดัเพิม่ขึน้ประมาณ 2 เท่าเมื่อตรวจวดั
ดว้ยวธิ ีDPPH-RSA และ Reducing power และประมาณ 1.5 เท่าเมื่อตรวจวดัดว้ยวธิ ีFRAP เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัชุดการทดลองทีไ่มม่กีารใชเ้อนไซมใ์นกระบวนการสกดั 
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