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ABSTRACT  

 

        Bran samples of three non-glutinous Thai black rice cultivars, namely, KHNBT, 

KHNBT No. 3, and 1000-11-2-26 and a glutinous cultivar, KHNBD, were studied for 

their antioxidative activities. The rice bran samples were first subjected to solvent 

extraction using 80% ethanol and 0.5% TFA-80% ethanol. The antioxidative activity 

was assessed by the thiocyanate method, an H2O2-scavenging activity 

chemiluminescence system (XYZ system),  Cu2+/bathocuproine colorimetry (PAO) 

assay, metal ion chelating activity, and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrasyl (DPPH) free 

radical-scavenging activity assay. The inhibition of peroxidation by thiocyanate 

method was between 71-83%, the photon counts of light emission were in the range 

of 882-957, and the total antioxidant power is 3240-4077 µmol/L. At the antioxidant 

concentration of 5 mg/mL, the radical-scavenging activity is between 39.7-60.8%, and 
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metal chelating is 20.8-39.5 %. Overall, all of the rice brans possessed antioxidant 

properties in the following order: 1000-11-2-26 > KHNBD > KHNBT No. 3 > 

KHNBT.  

Structural determination of carotenoid components was performed using 

supercritical fluid extraction (SFE) and subsequent analysis by high performance 

liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS) having electrospray ionization 

(ESI) interface. The appropriate SFE condition for extraction of carotenoids from the 

black rice bran samples comprised of the following parameters; temperature 45°C, 

pressure 6000 psi, amount of rice bran sample 2.5 g with the addition of methanol 

modifier at 13% of the sample cell volume and carbon dioxide was used as a 

supercritical fluid. These allowed the extraction time of 45 min to yield a yellow 

concentrated extract. Identification of carotenoids in the yellow rice extract was 

performed by comparing their MS/MS spectra with those of the standard reference 

material (SRM 3276) containing α-, β-, and γ-carotene. Only β-carotene was found in 

all the black rice bran samples, its contents in the rice bran samples were determined 

using LC-ESI-MS operated in selected ion monitoring (SIM) mode. Responses of the 

mass spectrometric detection in the SIM mode were linear, in the ranges of 0.30-1.2 

μg/mL (r2 = 0.9997), with the limit of detection 0.10 μg/mL and the limit of 

quantitation 0.60 g of rice bran. Reproducibilities calculated as intraday and interday 

coefficients of variation were less than 4.0 % (RSD), the SFE extraction recoveries of 

β-carotene in all black rice bran extracts averaged 95.8%. β-Carotene was present in 

the bran of all black rice cultivars in the range of 33.5-41.5 mg/kg.  

Finally, a series of vitamin E isomers; α-, β-, γ-, δ- tocopherols and α-, β-, γ-, 

δ-tocotrienols, were determined in bran of the four Thai black rice cultivars using 
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HPLC with diode array detector (DAD).The optimum condition for separation and 

quantification of each vitamin E isomers was as follows; a reverse phase ODS C-30 

column (4.6 × 250 mm i.d., 5 µm particle size), methanol-water (97:3 v/v) mobile 

phase at a flow rate of 1.0 mL/min, and a UV detection at wavelength 295 nm. The 

elution times of α-, β-, γ-, δ-tocotrienol and δ-,γ-, β-, α- tocopherol, were at 12.9, 

15.3, 16.1, 18.2, 20.9, 25.4, 27.2 and 31.3, min, respectively. The average percent 

recovery for all vitamin E isomers was 99.90.  The contents of α-, β-, γ-, δ-tocotrienol 

and α-, β-, γ-, δ-tocopherol in the bran of all black rice cultivars were in the range of 

0.08-71.88 µg/g. The method reproducibilities calculated by the intraday and interday 

experiments were 3.07 and 3.74 % RSD, respectively.  
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บทคัดยอ 
 
 

        รําขาวเจาดําสามพันธุคือ พันธุ KHNBT, KHNBT No. 3, and 1000-11-2-26  และรําขาวเหนยีว
ดําหนึ่งพนัธุคือ พันธุ KHNBD ไดถูกนํามาหาฤทธ์ิตานออกซิเดชันโดยเร่ิมจากการสกัดรําขาวดวย 
80% เอทานอล และ 0.5% ของกรดไตรฟูโอโรอะซิติกกับ 80% เอทานอล ทดสอบฤทธ์ิตานการ
เกิดปฏิกิริยาเปอรออกซิเดชันโดยวิธีไทโอไซยาเนต ระบบดักจับไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวยการ
เรืองแสง (ระบบเอกซวายแซด) วิธีคอปเปอรทูไอออนตอบาโธรคลูโพรอีน คัลเลอริมิเตอร (พีเอโอ)  
ประสิทธิภาพในการจับประจุของอิออนโลหะ และการเกิดปฏิกิริยาการออกฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ
ตอ DPPH พบวาเปอรเซ็นตการออกฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระโดยการยับยั้งปฏิกิริยาเปอรออกซิเดชัน
ของลิปดโดยวธีิไทโอไซยาเนต อยูระหวาง 71-83 จํานวนโฟตอนของการเปลงแสงอยูในชวง 882-
957 และมีปริมาณรวมท้ังหมดของสารตานออกซิเดชันอยูระหวาง 3240.44-4077.77 มิลลิโมลตอ
สิตร ท่ีความเขม 5 มิลลิกรัมตอลิตรมีเปอรเซนตของความสามารถตานออกซิเดชันอยูระหวาง 
39.68-60.85 และเปอรเซ็นตความสามารถในการจับกับไอออนของเหล็กได 20.80-39.56 ดังนั้น
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สรุปลําดับสมบัติของสารตานอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิสูงสุดจากรําขาวพนัธุตางๆ ไดดังนี้ พันธุ 1000-
11-2-26 มากวาพันธุ KHNBD มากกวา พนัธุ KHNBT No. 3 และมากกวาพันธุ KHNBT  
        การหาโครงสรางของสารประกอบแคโรทีนอยดทําโดยการสกดัสารดวยของไหลวิกฤตยวดยิ่ง
และวเิคราะหดวยลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรมิเตอรท่ีมีอินเทอรเฟสชนิดอิเล็กโทรสเปรย 
อิออไนเซชัน พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมของการสกัดสารดวยของไหลวิกฤตยวดยิ่งในการสกัดแคโร
ทีนอยดในตัวอยางรําขาวดําไดแก อุณหภมิู 45 องศาเซลเซียส ความดัน 6000 ปอนดตอตารางนิว้ 
ปริมาณสารตัวอยางท่ีใช 2.5 กรัม ปริมาตรของเมทานอลท่ีใชเปนโมดิฟายเออร รอยละ13 ของ
ปริมาตรชองใสตัวอยาง และใชกาซคารบอนไดออกไซดเปนของไหลวิกฤตยวดยิ่ง โดยใชเวลาของ
การสกัดนาน 45 นาที ไดสารสกัดท่ีมีสีเหลือง การพิสูจนเอกลักษณของแคโรทีนอยดในสารสกัด
จากรําขาวดําทําไดโดยการเปรียบเทียบ แมสสเปกตรัมท่ีไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปก 
โทรเมตรี-แมสสเปกโทรเมตรีของสารสกัด กับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานแคโรทีนอยด 
(SRM 3276) ชนิด แอลฟา-แคโรทีน  เบตา-แคโรทีน  และแกมมา-แคโรทีน พบเพียงเบตา-แคโร
ทีน ในสารสกัดจากตัวอยางรําขาวดํา จากน้ันวิเคราะหหาปริมาณของเบตา-แคโรทีน ดวยเคร่ืองมือ
ลิควิดโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรมิเตอรท่ีมีอิน เทอรเฟสชนิดอิเล็กโทรสเปรยอิออไนเซชันและ
เลือกเก็บขอมูลแบบคัดเลือกอิออน (เอสเอ็มไอ) ไดกราฟมาตรฐานเปนเสนตรงโดยมีคา
สัมประสิทธ์ิเชิงเสนตรงเทากับ 0.9997 ในชวงความเขมขน 0.30-1.2 ไมโครกรัมตอกรัม ปริมาณ
นอยท่ีสุดของเบตา-แคโรทีนท่ีสามารถตรวจวัดไดคือ 0.10 ไมโครกรัมตอหนึ่งมิลลิลิตร และ
ปริมาณนอยท่ีสุดของรําขาวท่ีสามารถวิเคราะหปริมาณของเบตา-แคโรทีนไดคือ 0.6 กรัม คา
เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธของผลการวิเคราะหปริมาณเบตา-แคโรทีนในตัวอยางรําขาวภายในวนั
เดียวกันและในแตละวันตํ่ากวา 4 % โดยมีคารอยละโดยเฉล่ียของการสกัดสําหรับการวิเคราะห
เบตา-แคโรทีนในรําขาวคือรอยละ 95.8 จากการวิเคราะหพบเบตา-แคโรทีนในทุกตัวอยางรําขาวดํา 
อยูในชวง 33.58-41.48 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
         สุดทายทําการวิเคราะหหาปริมาณวติามินอีไอโซเมอรตางๆ (แอลฟา เบตา แกมมา เดลตาโท
โคฟรอล และ แอลฟา เบตา แกมมา เดลตาโทโคไตรอีนอล) จากตัวอยางรําขาวดําโดยใชลิควิดโคร
มาโทกรา ฟ ท่ีมีระบบตรวจวัดสัญญาณแบบไดโอดแอเรย (ดีเอด)ี พบสภาวะที่เหมาะสมของลิควิ
ดโครมาโทกราฟ สําหรับการวิเคราะหวิตามินอีไอโซเมอรไดแกคอลัมนแบบรีเวอรสเฟส โอดีเอสซี
สามสิบท่ีมีขนาด 4.6 × 250 มิลลิเมตร เฟสเคล่ือนท่ี ใชสารละลายผสมของเมทานอลและน้ําใน
อัตราสวน 97 ตอ 3 มีอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ความยาวคล่ืนของระบบ
ตรวจวดัสัญญาณ 295 นาโนเมตร  พบคารอยละของการกลับคืนเฉล่ียของทุกไอโซเมอรของวิตามิน
อีคือ 99.90 จากตัวอยางรําขาวพบปริมาณไอโซเมอรของวิตามินท้ังแปดตัว (แอลฟา เบตา  แกมมา 
เดลตา โทโคไตรอีนอล และ แอลฟา เบตา  แกมมา  เดลตาโทโคฟรอล) อยูในชวง 0.08- 1.88 
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ไมโครกรัมตอหนึ่งกรัม ความเท่ียงของวธีิวิเคราะหคํานวณจากเปอรเซ็นตคาสัมประสิทธ์ิของการ
ผันแปรในหน่ึงวันและในแตละวันเทากับ 3.07 และ 3.74 %  ตามลําดับ  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


