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สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเมล็ดองุ่นเหลือทิ้งจากการผลิตไวน์  
ด้วยการออกแบบการทดลองแบบออทอกอนอลอะเรย์

งานวจิยันีศึ้กษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสกัดเมลด็องุน่เหลอืทิง้จากการผลติไวน์ด้วยการ 
ออกแบบการทดลองด้วยวิธีออทอกอนอลอะเรย์ L9 (34) โดยมีปัจจัยที่ศึกษาทั้งหมด  
4 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นสารละลายเอทานอล (50, 70 และ 90 เปอร์เซ็นต์) ระยะ 
เวลาในการสกัด (20, 30 และ 40 นาที)  สัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอล  
(1:10, 1:20 และ 1:30 w/v) และขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบด (เมล็ดองุ่นบดทั้งหมด  
เมล็ดองุ่นบดที่ค้างบนตะแกรง 40 เมช และเมล็ดองุ่นบดที่ผ่านตะแกรง 40 เมช) เมื่อ 
วิเคราะห์ค่า Signal-to-noise ratio (S/N Ratio) พบว่า สภาวะการสกัดเมล็ดองุ่น 
ที่เหมาะสม ประกอบด้วยการใช้สารละลายเอทานอลที่ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (A2)   
ระยะเวลาในการสกัด 30 นาที (B2) สัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอลที่ 1:30  
(C3) และขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบดที่ผ่านตะแกรง 40 เมช (D3) สภาวะดังกล่าว 
ให้ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และการต้านอนุมูลอิสระซึ่ง 
ประเมินด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS เท่ากับ 65.49±7.43 mg GAE/ g DM   
43.78±5.46 mg CE/ g DM  331.64±5.45, 196.00±4.77 และ 423.03±4.98 µmol  
TE/ g DM ตามล�าดับ สารประกอบฟีนอลิกที่สกัดได้ประกอบด้วยแคทีชิน อิพิแคทีชิน  
และโปรไซยานิดิน บี2 ในปริมาณ 1.61±0.10, 1.01±0.09 และ 0.82±0.07  mg/g DM   
ตามล�าดับ ค่าที่ได้จากการทดลองและค่าจากการท�านายมีค่าใกล้เคียงกัน
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Optimum Conditions for Antioxidants Extraction from Grape Seed 
By-product of Winery Using Orthogonal Array Design

This study aimed to optimize the extraction conditions for grape seed by- 
product of winery using orthogonal array design L9 (34). Four factors were  
investigated; these included ethanol concentration (50, 70 and 90%), extraction  
time (20, 30 and 40 min), solids to ethanol ratio (1:10, 1:20 and 1:30 w/v) and  
particle size of ground grape seed (whole ground grape seed, ground grape  
seed above 40-mesh sieve and ground grape seed through 40-mesh sieve).  
Based on signal-to-noise (S/N) analysis, it was found that the optimum  
condition was ethanol concentration 70% (A2), extraction time 30 min (B2),  
solids to ethanol ratio 1:30 w/v (C3) and particle size through 40-mesh sieve  
(D3). Total phenolics content, total flavonoids content, antioxidant activities  
as assessed by DPPH, FRAP and ABTS assays were noted to be 65.49±7.43 mg  
GAE/g DM, 43.78±5.46 mg CE/g DM, 331.64±5.45, 196.00±4.77 and 423.03±4.98  
µmol TE/g DM, respectively. Phenolic compounds viz. catechin, epicatechin  
and procyanidin B2 were, respectively, noted at 1.61±0.10, 1.01±0.09 and  
0.82±0.07mg/g DM in the extract obtained at the optimum condition. The  
experimental values were close to the predicted values.
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1.  บทน�า
 องุ่นเป็นผลไม้ในวงศ์ Vitis vinifera L. ที่มีการเพาะปลูก 
ในหลายประเทศทั่วโลก ส่วนใหญ่น�ามาบริโภคสด ผลิตน�้าองุ่น   
ผลิตไวน์ และอบแห้ง เป็นต้น ส�าหรับประเทศไทยองุ่นพันธุ์ 
ป๊อกด�า (Black queen) เป็นองุ่นอีกสายพันธุ์หนึ่งที่นิยมปลูก 
เพื่อน�ามาบริโภคสดและน�ามาแปรรูปในอุตสาหกรรมไวน์   
กระบวนการแปรรปูดงักล่าวท�าให้เกดิของเหลอืจากกระบวนการ 
ผลิตในรูปของกาก (pomace) ซึ่งประกอบไปด้วยก้าน เปลือก  
และเมล็ด คิดเป็นปริมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ของผลสด เมล็ดองุ่น 
เป็นของเหลือท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดของกากองุ่นคิดเป็นปริมาณ  
35-52 เปอร์เซน็ต์ ของน�า้หนกักากทัง้หมด [1] เมลด็องุน่ยงัเป็น 
แหล่งส�าคญัของสารประกอบฟีนอลกิมากถงึ 60-70 เปอร์เซน็ต์  
และส่วนใหญ่ที่พบเป็นสารในกลุ่มฟลาวานอล เช่น catechin,  
epicatechin, proanthocyanidins และ tannin [1-2] ซ่ึง 
สารดังกล่าวมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ ช่วยยับย้ังการเสื่อม 
สลายของเซลล์  ลดการอักเสบ [3]  มีการศึกษาน�าสารสกัด 
จากเมล็ดองุ่นมาใช้ในอาหาร เช่น การยับยั้งการเปลี่ยนแปลง 
คุณภาพทางประสาทสัมผัสระหว่างการเก็บรักษาผลิตภัณฑ ์
เนื้อไก่บดระหว่างการแช่เย็น [4] ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ์
และออกซิเดชันของเนื้อแกะข้ึนรูปสไลด์ [5] การยับยั้งการ 
เปลีย่นแปลงทางด้านเคมกีายภาพและประสาทสัมผัสในระหว่าง 
การเก็บของข้าวโพดแผ่น [6] การต้านออกซิเดชันในผลิตภัณฑ ์
ขนมปัง [7] เป็นต้น ประกอบกับในปัจจุบันมีการศึกษาการน�า 
ของเหลือจากอุตสาหกรรมเกษตรมาใช้ประโยชน์ในการสกัด  
เป็นสารต้านออกซิเดชัน  เนื่องจากของเหลือดังกล่าวเป็นแหล่ง 
ทีด่ขีองสารประกอบฟีนอลกิ และสารต้านอนมุลูอสิระ นอกจาก 
นีย้งัเป็นการสร้างมลูค่าเพิม่และการใช้ประโยชน์ให้กบัของเหลอื 
จากอุตสาหกรรมเกษตร
     การออกแบบการทดลองด้วยวิธีออทอกอนอล อะเรย์  
(Orthogonal array design: OAD) หรือวิธีทากูชิ (Taguchi  
method) เป็นการประยุกต์การออกแบบการทดลองเพ่ือใช้ 
ในการลดความผันแปรของผลิตภัณฑ์ โดยท�าการเลือกปรับ 
ปัจจัยควบคุม (control factor) ซึ่งผลการทดลองจะถูกแปลง 
ให้อยู่ในรูปของอัตราส่วนของ signal-to-noise (S/N Ratio)  
ซึ่งมีความส�าคัญในการหาค่าที่เหมาะสม โดยที่คุณลักษณะของ  
S/N Ratio สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ชนิด คือ small-the- 
better type problem, nominal-the-better type problem  

และ larger-the-better type problem ช่วยลดจ�านวนของ 
สิ่งทดลอง ประหยัดเวลา ต้นทุนในการทดลอง และให้ผลลัพธ ์
ท่ีน่าเช่ือถือ [8-9] มีงานวิจัยศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิต 
ชัทนีย์พีนัทพร้อมบริโภคและสภาวะการเก็บรักษาที่เหมาะสม 
ด้วยออทอกอนอล อะเรย์ แบบ L4 (23) พบว่าการใช้น�้าส้ม 
สายชูปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ใช้บรรจุภัณฑ์แบบขวดแก้ว เก็บ 
ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส มีผลต่อค่าการเกิดกรดไขมันและ 
ค่าการเหม็นหืนต�่า และมีค่าปริมาณฟีนอลิกและการยอมรับ 
โดยรวมของผู้ทดสอบมีปริมาณที่สูง [9] นอกจากนี้มีการ 
ออกแบบการทดลองด้วยออทอกอนอล อะเรย์ มาใช้ในการ 
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการสกัด พอลิแซ็กคาไรด์จากของ 
เหลือในการหมักถั่วเหลืองด้วยเชื้อ Flammulina velutipes  
[10] ศึกษาปริมาณฟีนอลิกจากการสกัดเปลือกมันฝรั่งที่เป็น 
ของเหลือจากกระบวนการผลิตด้วยการใช้ไมโครเวฟ [11]  
ศกึษาการหาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอก็โซพอลแิซก็คาไรด์ 
จากเชื้อ Weissella cibaria [12]
    ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ศึกษาสภาวะการสกัดที่ 
เหมาะสมต่อปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด ์
ทั้งหมด และการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, FRAP และ  
ABTS ในการสกัดเมล็ดองุ่นโดยการออกแบบการทดลองแบบ 
ออทอกอนอล อะเรย์ เพื่อใช้เป็นแนวทางในการน�าของเหลือ 
จากการผลิตทางอุตสาหกรรมเกษตรมาใช้ประโยชน์ได้ต่อไป

2.  วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง
  2.1 วัตถุดิบ
     เมล็ดองุน่สายพันธุป๊์อกด�า (Vitis vinifera var. Black  
queen) จากอุตสาหกรรมการผลิตไวน์องุ่นในจังหวัดพิษณุโลก  
คัดแยกเมล็ดองุ่นจากเปลือกด้วยตะแกรง น�าเมล็ดองุ่นมาล้าง 
ด้วยน�้าประปาผ่ึงเมล็ดองุ่นให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1  
ชั่วโมง จากนั้นน�าไปอบด้วยตู้อบลมร้อนแบบชั้น (tray dryer)  
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนมีความชื้นสุดท้ายที่ 6-7  
เปอร์เซน็ต์ น�าเมลด็องุน่ทีผ่่านการอบ 30 กรมั มาบดด้วยเครือ่ง 
บด (grinder) ที่ความเร็วต�่า 7 วินาทีและความเร็วสูง 7 วินาที  
ทิง้ไว้ให้เยน็ 14 วนิาท ีเพือ่ป้องกนัความร้อนทีเ่กดิขึน้แก่ตวัอย่าง  
จากนั้นบดด้วยวิธีการเดิมอีก 2 ครั้ง  น�าเมล็ดองุ่นบดมาแยก 
ขนาดของอนภุาค 3 ขนาด ได้แก่ เมลด็องุน่บดทัง้หมด เมล็ดองุน่ 
บดที่ค้างบนตะแกรง 40 เมช (>40) และเมล็ดองุ่นบดที่ผ่าน 
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ตะแกรงขนาด 40 เมช (<40)  จากนั้นน�าเมล็ดองุ่นที่ผ่านการ 
บดและแยกขนาดมาสกัดไขมันออกด้วย hexane ในอัตราส่วน  
1:10 (w/v) ด้วยวิธีการ soxhlet เป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง น�า 
เมล็ดองุ่นบดที่ผ่านการสกัดไขมันมาระเหยให้แห้งในตู้ดูดควัน 
เป็นเวลา 14 ชั่วโมง  บรรจุเมล็ดองุ่นบดในถุงอะลูมิเนียมฟอยด ์
เกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ-18 องศาเซลเซยีส จนกว่าจะน�าไปท�าการศกึษา  
ดัดแปลงจาก Ghafoor และ Choi [13] และ Bozan และคณะ 
[14]

  2.2  การศึกษาสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่นบด
     ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อสภาวะการสกัด 4 ปัจจัย ได้แก่  
ความเข้มข้นของเอทานอล (A)  ระยะเวลาในการสกัด (B)  
สดัส่วนเมลด็องุ่นบดต่อปรมิาณเอทานอล (C) และขนาดอนุภาค 
ของเมล็ดองุ่นที่ผ่านการบด (D) โดยแต่ละปัจจัยมีระดับที่ใช ้
ในการศึกษา 3 ระดับ ดังตารางที่ 1 
            การออกแบบการทดลองสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่น 
ทีเ่หลอืทิง้จากกระบวนการผลิตไวน์ด้วยวธิอีอทอกอนอล อะเรย์ 

(orthogonal array design (OAD)) แบบ L9 (34) [10]  ได ้
จ�านวนส่ิงทดลอง 9 สิ่งทดลองดังตารางที่ 2 น�าเมล็ดองุ่นบด 
มาศกึษาตามสภาวะทีใ่ช้ในการสกดัในแต่ละสิง่ทดลองสกดัด้วย 
เครื่องอัลตร้าโซนิค (ultrasonic) ตามระยะเวลาในการศึกษา   
น�าสารสกัดในแต่ละสิ่งทดลองไป centrifuge ที่ 2,150 xg  
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น�าสารสกัดเก็บ 
ที่ -18 องศาเซลเซียส และน�ากากที่เหลือไปสกัดด้วยขั้นตอน 
เดิมอีกครั้ง  น�าสารสกัดที่ได้ทั้งสองครั้งใส่ขวดสีชาน�าไปเก็บไว ้
ที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส [15] ในการน�าไปใช้ในการ 
วิเคราะห์สมบัติคุณภาพในด้านปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (Total  
phenolics content (TPC)) ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด  
(Total flavonoids content (TFC)) และการต้านอนุมูลอิสระ 
ด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS โดยสารสกัดจากเมล็ดองุ่น 
ถูกค�านวณในรูปของน�้าหนักแห้ง

ตารางที่ 1  ปัจจัยและระดับในการศึกษาการสกัดเมล็ดองุ่นที่เหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไวน์

ตารางที่ 2  การออกแบบการทดลองด้วยวิธีออทอกอนอล อะเรย์ ในการสกัดเมล็ดองุ่นที่เหลือทิ้งจากการผลิตไวน์
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ตารางที่ 2  การออกแบบการทดลองด้วยวิธีออทอกอนอล อะเรย์ ในการสกัดเมล็ดองุ่นที่เหลือทิ้งจากการผลิตไวน์ (ต่อ)

หมายเหตุ
     A คือความเข้มข้นสารละลายเอทานอล (เปอร์เซ็นต์)
     B คือระยะเวลาในการสกัด (นาที)
     C คือสัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอล (w/v)
     D คือขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบด

  2.3 การวิเคราะห์สมบัติของสารสกัดเมล็ดองุ่นที่
     เหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไวน์
     2.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (Total  
phenolics content (TPC)) ด้วยวธีิ Folin-Ciocalteu ประยกุต์ 
ตามวิธีวิเคราะห์ของ Luque-Rodrıguez และคณะ [16]
          ปิเปตสารสกัดองุ่นปริมาตร 400 ไมโครลิตร เติมสาร 
ละลาย Folin-Ciocalteau 0.25 N ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติม 
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 7.5  
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1.6 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากัน น�าไปอุ่นใน 
อ่างน�้าร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที  
น�าไปบ่มในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 30 นาที วัดค่า 
ดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 760  
นาโนเมตร เทียบกับ blank โดยใช้น�้ากลั่นแทนตัวอย่าง น�าค่า 
ท่ีได้มาค�านวณหาปรมิาณฟีนอลิกกบักราฟมาตรฐาน กรดแกลลิค  
(gallic acid) ที่ความเข้มข้น 10, 20, 40, 60, 80 และ 100  
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รายงานผลเป็นหน่วยมิลลิกรัมสมมูลย์ 
ของกรดแกลลิคต่อน�า้หนักเมล็ดองุ่นแห้ง 1 กรัม (mg gallic  
acid equivalent /g dry matter; mg GAE/g DM) 
     2.3.2  ปรมิาณฟลาโวนอยด์ทัง้หมด (Total flavonoids  
content; TFC) ด้วยวิธี aluminium chloride colorimetric  

method ประยุกต์ตามวิธีวิเคราะห์ของ Yang และคณะ [17]
  น�าสารสกัด 1.5 มิลลิลิตร เติมน�้ากล่ันปราศจากอิออน  
(DI water) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง เติม 
สารละลายโซเดียมไนไตรต์ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร  
75 ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนับ่มในทีมื่ดท่ีอณุหภมิูห้องเป็นระยะ 
เวลา 5 นาที  จากนั้นเติมสารละลายอลูมิเนียมคลอไรด์ความ 
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 150 ไมโครลิตร บ่มในที่มืดที ่
อุณหภูมิห้องเวลา 6 นาที  เมื่อครบเวลาเติมสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์เข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติม 
น�้ากลั่นปราศจากอิออนปริมาตร 775 ไมโครลิตร น�ามาผสม 
ให้เข้ากนัและวดัค่าดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 510 นาโนเมตร  
เทยีบกบั blank โดยใช้น�า้กลัน่แทนตัวอย่าง น�าค่าท่ีได้มาค�านวณ 
หาปริมาณฟลาโวนอยด์กับกราฟมาตรฐานแคทีชิน (catechin)  
ที่ความเข้มข้น 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร รายงานผลเป็นหน่วยมิลลิกรัมสมมูลย์ของแคทีชินต่อ 
น�้าหนักเมล็ดองุ่นแห้ง 1 กรัม (mg catechin equivalent /g  
dry matter; mg CE/g DM) 
     2.3.3  ตรวจวัดสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ
        2.3.3.1  สมบัติการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี  
DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical)   



494 วารสารวิจัยและพัฒนา มจธ. ปีที่ 43 ฉบับที่ 4 ตุลาคม-ธันวาคม 2563

        น�าสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 10 mM  
ปริมาตร 3.8 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง และเติมตัวอย่างสาร 
สกัดปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นน�าไปตั้งไว ้
ในทีม่ดืทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 30 นาที น�ามาวัดค่าการดดูกลืน 
แสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 515  
นาโนเมตร เทียบกับ blank โดยใช้แอบโซลูทเมทานอลแทน 
ตัวอย่าง น�าค่าที่ได้มาค�านวณหาปริมาณการต้านอนุมูลอิสระ 
โดยค�านวณเทียบจากกราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์ (trolox)  
รายงานผลเป็นหน่วยไมโครโมลสมมลูย์ของโทรลอกซ์ต่อน�า้หนกั 
เมล็ดองุ่นแห้ง 1 กรัม (µmol trolox equivalent/g dry  
matter; µmol TE/g DM) [18]
        2.3.3.2  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
โดยวิธี Ferric Reducing Antioxidation Power (FRAP) 
             เตรียมสารละลาย acetate buffer pH 3.6,  
10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) ในสารละลาย  
40 mM ของ HCl และ 20 mM ของ ferric chloride แล้วน�า 
มาผสมกันในสัดส่วน 10 : 1 : 1 (v/v/v) ตามล�าดับ จะได ้
สารละลาย FRAP reagent น�าสารละลาย FRAP reagent   
จ�านวน 3  มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง  เติมน�้ากลั่นปริมาตร  
200 ไมโครลิตร เติมสารสกัดปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให ้
เข้ากันตั้งทิ้งไว้ให้เกิดปฏิกิริยาในที่มืดเป็นเวลา 4 นาที จากนั้น 
วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง spectrophotometer ที ่
ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร น�าค่าที่ได้มาค�านวณหาปริมาณ 
การต้านอนุมูลอิสระ โดยค�านวณเทียบจากกราฟมาตรฐานของ 
โทรลอกซ์ (trolox) รายงานผลเป็นหน่วยไมโครโมลสมมลูย์ของ 
โทรลอกซ์ต่อน�้าหนักเมล็ดองุ่นแห้ง 1 กรัม (µmol trolox  
equivalent/g dry matter; µmol TE/g DM) [18]
        2.3.3.3  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ 
โดยวิธี ABTS (2, 2’–azobis 3-ethylbenzthiazoline-6- 
sulfonic acid) 
                   เตรียม ABTS stock solution โดยผสมสาร 
ละลาย 7.0 mM ABTS กบั 2.45 mM โพแทสเซยีมเปอร์ซลัเฟต  
(K2S2O8) ในอัตราส่วน 2:1 เก็บในที่มืดสภาวะอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 16 ชั่วโมง เพ่ือให้ได้ ABTS radical cation ก่อน 
น�ามาใช้ให้ท�าการเจือจาง ABTS ด้วยเอทานอลให้มีค่าดูดกลืน 
แสงอยู่ในช่วง 0.700±0.030 ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร   
ปิเปตสารละลาย ABTS 3.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง ปิเปต 

สารสกัดปริมาตร 35 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ให ้
เกิดปฏิกิริยาในที่มืดเป็นเวลา 6 นาที จากนั้นวัดค่าการดูดกลืน 
แสงทันทีด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ 734 นาโนเมตร   
น�าค่าทีไ่ด้มาค�านวณหาปริมาณการต้านอนมุลูอสิระโดยค�านวณ 
เทียบจากกราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์ (trolox) รายงานผล 
เป็นหน่วยไมโครโมลสมมลูย์ของโทรลอกซ์ต่อน�า้หนกัเมลด็องุน่ 
แห้ง 1 กรัม (µmol trolox equivalent/g dry matter; µmol  
TE/g DM) [18]

  2.4  การทดลองทวนสอบและยนืยนัสภาวะการสกดั 
     เมล็ดองุ่นที่เหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไวน ์
     ที่เหมาะสม
     เลอืกสภาวะทีเ่หมาะสมของการสกดัเมลด็องุน่ทีเ่หลอื 
ทิ้งจากกระบวนการผลิตไวน์ในแต่ละระดับของแต่ละปัจจัย 
ด้วยการออกแบบการทดลองแบบออทอกอนอล อะเรย์ ที่มีต่อ 
สมบตัด้ิานปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมด ปรมิาณฟลาโวนอยด์ทัง้หมด  
การต้านอนมุลูอสิระด้วยวธีิ DPPH, FRAP และ ABTS ในปรมิาณ 
สงูสดุ  เพือ่น�าค่าทีไ่ด้จากค่าการท�านายมายนืยนัผลความถกูต้อง 
ของสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่น และค�านวณหาค่าความคลาด 
เคลื่อนระหว่างค่าที่ได้จากการท�านายและค่าที่ทดลองอีกครั้ง 
ดังสมการที่ 1 [19]  

ความคลาดเคลื่อน (เปอร์เซ็นต์ ; %E)  =

     (1)      

        

  2.5  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วย 
     HPLC
     น�าสารสกัดเมล็ดองุ่นบดที่ผ่านการเลือกกระบวนการ 
สกัดท่ีเหมาะสมมาวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่ม flavan-3-ols  
ได้แก่ แคทีชิน (catechin) อิพิแคทีชิน (epicatechin) และ 
โปรไซยานิดิน บี2 (procyanidin B2) ด้วยเครื่อง High per- 
formance liquid chromatography (HPLC) ใช้คอลัมน์ C18  
ขนาด 250 x 4.6 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 100A ตรวจวัดสาร 
ด้วย UV detector ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มีสภาวะ 
การทดสอบแบบ isocratic ใช้ mobile phase เป็นกรดอะซติกิ 
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เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (phase A) และอะซิโตไนไตรล์เข้มข้น  
90 เปอร์เซน็ต์ (phase B) และใช้สดัส่วนของ A:B เท่ากบั 90:10  
ฉีดตวัอย่างปรมิาณ 10 ไมโครลติร ให้มอัีตราการไหล (flow rate)  
เท่ากับ 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที  ค�านวณหาปริมาณของสารแต่ละ 
ชนดิจากกราฟมาตรฐานท่ีได้จากการเตรียม calibration curve  
ของ catechin, procyanidin B2 และ epicatechin ที่ความ 
เข้มข้น 0.5, 1, 5, 10, 30 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ดัดแปลงจาก Hatzidimitriou และคณะ [20]

  2.6  การวิเคราะห์ข้อมูล
     การออกแบบการทดลองสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่น 
ทีเ่หลอืทิง้จากกระบวนการผลิตไวน์ด้วยวธิอีอทอกอนอล อะเรย์  
แบบ L9 (34) ใช้ในการค�านวณหาค่า S/N Ratio โดยค�านวณ 
ค่าอัตราส่วน S/N Ratio ชนิดของค่าตอบสนองที่มากที่สุดคือ 
ค่าที่ดีที่สุด (larger-the-better) ดังสมการที่ 2 [11]

S/N Ratio แบบ  larger-the-better

S/N                              (2)

เมื่อ
 S/N คือ อัตราส่วนของ S/N ในแต่ละสิ่งทดลอง
 n   คือ จ�านวนการทดลองซ�้าในแต่ละสิ่งทดลอง
 yi   คือ  ค่าตอบสนองในแต่ละคร้ังของการทดลองของ 
       แต่ละสิ่งทดลอง

3. ผลการทดลอง
 3.1  การศึกษาสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่นที่เหลือทิ้ง
     จากกระบวนการผลิตไวน์
     การศึกษาหาสภาวะการสกัดของเมล็ดองุ่นที่เหลือทิ้ง 
จากกระบวนการผลิตไวน์โดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
ออทอกอนอล อะเรย์ L9 จ�านวน 9 สิ่งทดลอง มีปัจจัยที่ศึกษา  
ได้แก่ ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล เวลาในการสกัด   
สดัส่วนเมลด็องุน่บดต่อปรมิาณเอทานอล และขนาดอนภุาคของ 
เมล็ดองุ่นที่ผ่านการบดที่มีต่อปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์ท้ังหมด และการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH,  
FRAP และ ABTS ซึ่งได้ผลการทดลองดังตารางที่ 3 พบว่า  

ปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมด มปีรมิาณอยูร่ะหว่าง 16.34-60.96 mg  
GAE/g DM ปริมาณฟีนอลิกจากการทดลองสอดคล้องกับ 
งานวิจัยของ Yilmaz และ Toledo [21] พบว่าปริมาณฟีนอลิก 
ของเมลด็องุ่นสายพนัธุ ์Chardonay, Merlot และMuscadine  
ที่เหลือจากการผลิตไวน์มีค่า 52.67, 38.45 และ 32.12 mg  
GAE/g DM ตามล�าดบั เมลด็องุน่สายพนัธ์ุ Cabernet Sauvignon  
และ Purple grape มีปริมาณฟีนอลิกมีค่า 99.28 และ 15.79  
mg GAE/g DM ตามล�าดับ ซ่ึงปริมาณฟีนอลิกที่แตกต่างกัน 
ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์  วิธีการสกัด เป็นต้น [22] ปริมาณฟลาโว- 
นอยด์ทั้งหมดอยู่ระหว่าง 10.21-41.26 mg CE/g DM การต้าน 
อนมุลูอิสระวัดด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS มค่ีาอยูร่ะหว่าง  
50.65-292.59, 33.78-188.97 และ 62.66-368.15 µmol  
TE/g DM ตามล�าดับ 
 สิ่งทดลองที่สามารถสกัดปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระวัดด้วย 
วิธี DPPH, FRAP และ ABTS ที่สูงสุดคือ สิ่งทดลองที่ 3 ที่ม ี
สภาวะการสกัดด้วยการใช้สารละลายเอทานอลที่ความเข้มข้น  
50 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการสกัดที่ 40 นาที  มีสัดส่วน 
เมลด็องุ่นบดต่อปรมิาณเอทานอลท่ี 1:30 และขนาดอนุภาคของ 
เมล็ดองุ่นบดผ่านตะแกรง 40 เมช โดยในสภาวะดังกล่าวสกัด 
ฟีนอลิกทั้งหมดได้ปริมาณ 60.96 mg GAE/g DM ปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมีค่า 41.26 mg CE/g DM สมบัติในการ 
ต้านอนุมูลอิสระวัดด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS มีค่า  
292.59, 188.97 และ 368.15 µmol TE/g DM ตามล�าดับ   
และสิ่งทดลองที่ 6 มีสมบัติในด้านดังกล่าวน้อยที่สุด ซึ่งแสดง 
ให้เหน็ว่าสภาวะทีใ่ช้ในการสกดัทีแ่ตกต่างกนัระหว่างส่ิงทดลอง 
ที่ 3 และ 6 ได้แก่ ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอลที่เพิ่ม 
จาก 50 เป็น 70 เปอร์เซ็นต์ สัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณ  
เอทานอลลดลงจาก 1:30 เป็น 1:10 และขนาดอนุภาคของ 
เมล็ดองุ่นบดผ่านตะแกรง 40 เมช  เป็นเมล็ดองุ่นบดค้างบน 
ตะแกรง 40 เมช ซึ่งปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดท่ีเพิ่มข้ึนมีความ 
สมัพนัธ์กบัปรมิาณฟลาโวนอยด์ทัง้หมด และการต้านอนมุลูอสิระ 
ทั้ง 3 วิธี ที่เพ่ิมขึ้น โดยปริมาณของสารละลายที่เพ่ิมข้ึนจาก  
1:10 เป็น 1:30 ช่วยในการกระจายพลังงานของอัลตร้าโซนิค 
ให้เคลื่อนท่ีในสารละลายระหว่างการสกัดช่วยในการถ่ายเท 
มวลสาร [23-24] และขนาดของอนุภาคที่เล็กลงช่วยเพิ่มพื้นผิว 
และประสิทธิภาพของสารสกัดให้เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ยังช่วยลด 
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ระยะทางของสารประกอบทีไ่ด้จากการสกดัไปสูผ่วิหน้าได้เรว็ขึน้  
[25-26] 
 จากผลการออกแบบการทดลองด้วยวธิ ีออทอกอนอล อะเรย์  
น�ามาหาระดบัทีเ่หมาะสมของแต่ละปัจจยัทีม่อิีทธพิลต่อปริมาณ 
ฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด การต้านอนุมูล 
อิสระด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS โดยหาอัตราส่วนของ  
signal-to-noise (S/N Ratio) ของระดับต่างๆ ในแต่ละปัจจัย 
ที่ใช้ทดลองจ�านวน 9 สิ่งทดลอง ซึ่งสมบัติของสารสกัดที่ศึกษา 
ทุกค่าให้มีปริมาณมากเป็นหลัก  ดังนั้นในการศึกษานี้จึงใช้การ 
ค�านวณแบบค่ามากกว่าให้ผลดี (larger-the-better type)  
ตามสมการที่ 2 ในสภาวะการสกัดดังกล่าวจะท�าให้ได้สมบัต ิ
ในด้านต่างๆ ของสารสกัดสูงสุด ดังตารางที่ 4  
     จากตารางที่ 4 พบว่าค่า S/N Ratio ของสมบัติสารสกัด 
เมลด็องุน่บดท่ีมต่ีอปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมด ปรมิาณฟลาโวนอยด์ 
ทั้งหมด การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS  
มีค่าอยู่ระหว่าง 24.26-35.70, 20.18-32.31, 34.09-49.32,  
30.57-45.53 และ 35.94-51.32 ตามล�าดับ จากนั้นน�าค่า S/N  
Ratio ของแต่ละระดบัในแต่ละปัจจยัมาหาค่าเฉลีย่เพ่ือหาผลต่าง  
(R) ซึ่งค่าผลต่างของ S/N Ratio ของปัจจัยที่มีค่ามากที่สุดใน 
แต่ละสมบัติของสารสกัดเมล็ดองุ่นบดแสดงให้เห็นว่าในปัจจัย 
น้ันมผีลต่อสมบตัทิีศ่กึษา โดยได้ค่าเฉลีย่ S/N Ratio และผลต่าง 
ของ S/N Ratio  ดังตารางที่ 5 
     จากตารางที ่5 ท�าให้ทราบถงึอทิธพิลของปัจจยัทีม่ต่ีอสภาวะ 
การสกดัเมลด็องุ่นบดโดยพจิารณาจากค่า R ซึง่ปัจจยัทีใ่ช้ในการ 
ศึกษาท่ีมีค่า R สูงสุดจะมีผลต่อค่าตอบสนองนั้นๆ มากที่สุด   
จากการศึกษาพบว่าปัจจัยด้านขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบด 
มีผลต่อค่า R ของปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด ์
ทั้งหมด การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS  
มากที่สุด มีค่าเท่ากับ 10.63, 11.12, 14.05, 13.46 และ 13.87  
ตามล�าดับ  เนื่องมาจากขนาดอนุภาคที่มีขนาดเล็กช่วยเพิ่ม 
พืน้ทีใ่นการสมัผสักับตวัท�าละลายท�าให้สารละลายสามารถแพร่ 
กระจายและเกิดการถ่ายเทมวลสารในกระบวนการสกดัได้ดกีว่า 
ขนาดอนภุาคที่มีขนาดใหญ่ [27] นอกจากนี้ขนาดอนุภาคที่เลก็ 
ใช้ระยะเวลาในการถ่ายเทมวลสารที่สั้นลงส่งผลให้การถ่ายเท 
มวลของตัวถูกละลายระหว่างเฟสได้มากขึ้น [28-29] ปัจจัยที่ม ี
อิทธพิลรองลงมาได้แก่ สดัส่วนเมลด็องุ่นบดต่อปรมิาณเอทานอล 
ที่เหมาะสมในการสกัด  ความเข้มข้นของสารละลายเอทานอล  

และระยะเวลาในการสกัด อิทธิพลของปัจจัยที่มีต่อปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสอดคล้องกับสภาวะการสกัดฟีนอลิก   
เนือ่งมาจากฟลาโวนอยด์เป็นกลุม่องค์ประกอบหนึง่ของฟีนอลกิ  
เมื่อปริมาณฟีนอลิกสูงปริมาณฟลาโวนอยด์ก็จะสูงตามไปด้วย 
ท�าให้มคีวามสมัพนัธ์กบัปรมิาณฟีนอลกิโดยตรงส่งผลให้มสีภาวะ 
การสกัดที่สอดคล้องกัน การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, 
FRAP และ ABTS มีอิทธิพลของปัจจัยที่สอดคล้องกับสภาวะ 
การสกดัฟีนอลกิ โดยการต้านอนมุลูอิสระทัง้ 3 วธิมีคีวามสมัพนัธ์ 
กบัปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมด เมือ่ปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมดสงูส่งผล 
ให้การต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 วิธีสูงตามไปด้วย ซึ่งค่าเฉลี่ยของ  
S/N Ratio ที่ระดับของแต่ละปัจจัยที่มีค่าเฉลี่ยสูงสุดแสดงถึง 
ระดับที่เหมาะสมซึ่งระดับของแต่ละปัจจัยดังกล่าวจะถูกเลือก 
มาเป็นสภาวะที่เหมาะสมเพื่อให้สารสกัดเมล็ดองุ่นมีสมบัต ิ
ในด้านต่างๆ ที่ต้องการได้สูงสุด 
 สภาวะการสกัดปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด และปริมาณฟลา- 
โวนอยด์ทั้งหมดของสารสกัดเมล็ดองุ่นที่เหมาะสม พบว่าเมื่อ 
เพิ่มความเข้มข้นของเอทานอลจาก 50 เป็น 70 เปอร์เซ็นต์  
มผีลต่อปริมาณฟีนอลกิทัง้หมด และปรมิาณฟลาโวนอยด์ทัง้หมด 
มีค่าเพิ่มขึ้น แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอทานอลเป็น 90  
เปอร์เซ็นต์ทั้งปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดและปริมาณฟลาโวนอยด ์
ท้ังหมดมีค่าลดลง โดยทั่วไปสารประกอบฟีนอลิกกลุ่มที่มี  
hydroxylated aglycone forms ในโครงสร้างมากมักละลาย 
ได้ดีในตัวท�าละลายแอลกอฮอล์ ขณะที่สารประกอบฟีนอลิก 
กลุ่มที่มีขั้วมักถูกสกัดออกมาได้ด้วยน�้า [30]  ซึ่งสอดคล้องกับ  
Wang และคณะ [31] พบว่าปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดและปริมาณ  
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมีปริมาณเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ 
เอทานอล เนือ่งจากความเข้มข้นของเอทานอลท่ีเพ่ิมข้ึนมีผลต่อ 
ความเป็นขัว้ (polarity) ของสารละลายเอทานอลทีเ่ปลีย่นแปลง 
ความเป็นขัว้ของตวัท�าละลายเป็นปัจจยัส�าคัญทีท่�าให้ได้ปรมิาณ 
สารสกัด ชนิดและปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระที่แตกต่างกัน  
ซึ่งมีผลต่อความเป็นขั้วที่เหมือนกับสารประกอบฟีนอลิกท�าให้ 
ถกูสกดัออกมาได้ง่ายเมือ่ความเป็นขัว้ของสารละลายและฟีนอลกิ 
เหมือนกัน [23, 32-33]  ปัจจัยด้านระยะเวลาในการสกัดที ่
เพิ่มขึ้นจาก 20 เป็น 30 นาที มีผลต่อปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 
และปริมาณ ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดท่ีเพิ่มขึ้น แต่เมื่อระยะเวลา 
ในการสกดัเพิม่ขึน้เป็น 40 นาท ีมผีลต่อปรมิาณฟีนอลกิทัง้หมด 
และปริมาณฟลาโวนอยด์ท้ังหมดที่มีค่าลดลง  ซึ่งระยะเวลา 
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ในการสกัดที่เพ่ิมขึ้นท�าให้เกิดการออกซิเดชั่นของสารสกัดต่อ 
สภาวะแวดล้อม เช่น ออกซิเจน และแสง มผีลต่อปรมิาณฟีนอลกิ 
และฟลาโวนอยด์ที่ลดลง [32, 34] ปัจจัยด้านสัดส่วนเมล็ดองุ่น 
บดต่อปรมิาณเอทานอลมผีลต่อแนวโน้มปริมาณฟีนอลิกทัง้หมด 
ท่ีเพิ่มขึ้นเมื่อปริมาณของสารละลายเพิ่มขึ้น ด้านของขนาด 
อนุภาคของเมล็ดองุ่นบดโดยขนาดอนุภาคเมล็ดองุ่นบดผ่าน 
ตะแกรง 40 เมช เป็นระดับที่มีผลต่อปริมาณฟีนอลิกสูงสุด  
รองลงมาได้แก่ ขนาดอนุภาคเมล็ดองุ่นบดทั้งหมด และ ขนาด 
อนุภาคเมล็ดองุ่นบดที่ค้างบนตะแกรง 40 เมช  
 จากข้อมูลดังกล่าว พบว่าสภาวะการสกัดปริมาณฟีนอลิก 
ทั้งหมดและปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด มีสภาวะการสกัดที ่
เหมาะสมเดยีวกนัด้วยการใช้สารละลายเอทานอลทีค่วามเข้มข้น  
70 เปอร์เซ็นต์ (A2) ระยะเวลาในการสกัดท่ี 30 นาที (B2)  
สัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอลที่ 1:30 (C3) และ 
ขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบดที่ผ่านตะแกรง 40 เมช (D3)  
ดังตารางที่ 5  
 การทดสอบการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH เป็นการ 
ทดสอบความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมของสารต้าน 
อนมุลูอิสระแก่อนมูุลของ DPPH วธิ ีABTS เป็นการให้อเิลก็ตรอน 
กับอนุมูล ABTS ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วย K2S2O8 [35] และวิธี  
FRAP เป็นการวัดค่า total antioxidant activity ด้วยกลไก 
การลดลงของ ferric-tripyridyl-triazine complex ไปเป็น 
สารประกอบ ferrous จงึเป็นการวดัค่า total reducing power  
ของสารต้านอนมุลูอสิระ ซ่ึงการต้านอนมุลูอิสระด้วยวธิ ีDPPH,  
FRAP และ ABTS มีสภาวะการสกัดที่เหมาะสมสอดคล้องกัน 

คือสารละลายเอทานอลความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (A2) ระยะ 
เวลาในการสกดัที ่30 นาท ี(B2) สดัส่วนเมลด็องุน่บดต่อปรมิาณ 
เอทานอลที่ 1:30 (C3) และขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบดที ่
ผ่านตะแกรง 40 เมช (D3) ดังตารางที่ 5 จากปัจจัยที่ใช้ในการ 
ศกึษา พบว่าปัจจยัด้านขนาดอนภุาคของเมลด็องุน่ทีผ่่านการบด 
ที่มีระดับแตกต่างกันมีผลต่อค่า S/N Ratio ของการต้านอนุมูล 
อสิระทัง้ 3 วธิ ีมากทีส่ดุเมือ่เปรยีบเทยีบกบัปัจจยัอืน่ โดยขนาด 
อนุภาคเมลด็องุน่บดทีผ่่านตะแกรง 40 เมช เป็นระดบัทีม่ผีลต่อ 
การต้านอนุมูลอิสระสูงสุด รองลงมาได้แก่ ขนาดอนุภาคเมล็ด 
องุน่บดทัง้หมด และขนาดอนภุาคเมล็ดองุน่บดทีค้่างบนตะแกรง  
40 เมช  ส่วนปัจจัยที่มีผลต่อค่า S/N Ratio รองลงมาได้แก่  
สัดส่วนปริมาณเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอล ความเข้มข้น 
ของสารละลายเอทานอล และระยะเวลาในการสกัด ตามล�าดบั  
เป็นปัจจัยหลักที่สอดคล้องกับปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด และ 
ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด  
 จากการศึกษาสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่นบดที่เหมาะสมของ 
แต่ละปัจจัย (Q) พบว่าใช้สารละลายเอทานอลที่ความเข้มข้น  
70 เปอร์เซ็นต์ (A2) ระยะเวลาในการสกัดที่ 30 นาที (B2)  
สัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอลที่ 1:30 (C3) และ 
ขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบดที่ผ่านตะแกรง 40 เมช (D3)  
เป็นสภาวะการสกดัทีเ่หมาะสมต่อสมบตัใินด้านปรมิาณฟีนอลกิ 
ทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด การต้านอนุมูลอิสระ 
ด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS เพื่อใช้ในการท�านายปริมาณ 
ของสมบัติในด้านต่างๆ ด้วยโปรแกรม และยืนยันสภาวะการ 
สกัดที่ได้จากการท�านายต่อไป

ตารางที่ 3  ผลการทดลองการสกัดเมล็ดองุ่นบดจากการออกแบบการทดลองวิธีออทอกอนอล อะเรย์

ทดลอง

ยัจจปั ดักสราสงอขิตับมส

A B C D

TPC

(mg GAE/ 

g DM)

TFC

(mg CE/  

g DM)

DPPH

(µmol 

TE/g DM)

FRAP 

(µmol 

TE/g DM)

ABTS 

(µmol 

TE/g DM)

1 1 1 1 1 24.33 14.31 72.73 49.10 80.64

2 1 2 2 2 16.89 11.39 52.89 33.78 62.66

3 1 3 3 3 60.96 41.26 292.59 188.97 368.15

4 2 1 2 3 58.49 40.00 288.10 171.77 352.15

5 2 2 3 1 32.86 23.75 161.69 96.38 184.66

6 2 3 1 2 16.34 10.21 50.65 38.48 65.34

7 3 1 3 2 18.43 12.21 57.59 40.19 79.87

8 3 2 1 3 56.01 40.10 234.03 168.02 303.64

9 3 3 2 1 28.08 19.52 84.23 58.96 108.66
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ตารางที่ 3  ผลการทดลองการสกัดเมล็ดองุ่นบดจากการออกแบบการทดลองวิธีออทอกอนอล อะเรย์ (ต่อ)

ตารางที่ 4  ค่า S/N Ratio ของสมบัติสารสกัดเมล็ดองุ่นบดจากการออกแบบการทดลองวิธีออทอกอนอล อะเรย์

ทดลอง

ยัจจปั ดักสราสงอขิตับมส

A B C D

TPC

(mg GAE/ 

g DM)

TFC

(mg CE/  

g DM)

DPPH

(µmol 

TE/g DM)

FRAP 

(µmol 

TE/g DM)

ABTS 

(µmol 

TE/g DM)

1 1 1 1 1 24.33 14.31 72.73 49.10 80.64

2 1 2 2 2 16.89 11.39 52.89 33.78 62.66

3 1 3 3 3 60.96 41.26 292.59 188.97 368.15

4 2 1 2 3 58.49 40.00 288.10 171.77 352.15

5 2 2 3 1 32.86 23.75 161.69 96.38 184.66

6 2 3 1 2 16.34 10.21 50.65 38.48 65.34

7 3 1 3 2 18.43 12.21 57.59 40.19 79.87

8 3 2 1 3 56.01 40.10 234.03 168.02 303.64

9 3 3 2 1 28.08 19.52 84.23 58.96 108.66

ทดลอง

ยัจจปั ดักสราสงอขิตับมส

A B C D

TPC

(mg GAE/ 

g DM)

TFC

(mg CE/  

g DM)

DPPH

(µmol 

TE/g DM)

FRAP 

(µmol 

TE/g DM)

ABTS 

(µmol 

TE/g DM)

1 1 1 1 1 24.33 14.31 72.73 49.10 80.64

2 1 2 2 2 16.89 11.39 52.89 33.78 62.66

3 1 3 3 3 60.96 41.26 292.59 188.97 368.15

4 2 1 2 3 58.49 40.00 288.10 171.77 352.15

5 2 2 3 1 32.86 23.75 161.69 96.38 184.66

6 2 3 1 2 16.34 10.21 50.65 38.48 65.34

7 3 1 3 2 18.43 12.21 57.59 40.19 79.87

8 3 2 1 3 56.01 40.10 234.03 168.02 303.64

9 3 3 2 1 28.08 19.52 84.23 58.96 108.66

หมายเหตุ
     A คือความเข้มข้นสารละลายเอทานอล (เปอร์เซ็นต์)
     B คือระยะเวลาในการสกัด (นาที)
     C คือสัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอล (w/v)
     D คือขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบด
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ตารางที่ 5  วิเคราะห์อิทธิพลของปัจจัยด้วยค่า S/N Ratio เฉลี่ยของสมบัติสารสกัดเมล็ดองุ่นบด

K1   คือค่า S/N Ratio เฉลี่ยของปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS  
  ของแต่ละปัจจัยในระดับต�่า
K2   คือค่า S/N Ratio เฉลี่ยของปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS  
  ของแต่ละปัจจัยในระดับกลาง
K3   คือค่า S/N Ratio เฉลี่ยของปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH, FRAP และ ABTS  
  ของแต่ละปัจจัยในระดับสูง
R  คือผลต่างของค่าเฉลี่ย S/N Ratio ของแต่ละปัจจัย = (Kmax – Kmin)
Q  คือระดับที่เหมาะสมในการสกัดเมล็ดองุ่นในแต่ละปัจจัยต่างๆ ที่ใช้ในการศึกษา
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 3.2  การทวนสอบและยืนยันสภาวะการสกัดเมล็ด
     องุ่นที่เหลือทิ้งจากการผลิตไวน์ที่เหมาะสม
     น�าสภาวะการสกัดท่ีเหมาะสมจากการออกแบบการ 
ทดลองด้วยวิธีออทอกอนอล อะเรย์ ด้วยโปรแกรม Minitab  
พบว่าค่าทีไ่ด้จากการท�านายต่อสมบัตด้ิานปรมิาณฟีนอลกิท้ังหมด   
ฟลาโวนอยด์ทัง้หมด การต้านอนมุลูอสิระด้วยวธิ ีDPPH, FRAP  
และ ABTS มีค่า 62.92 mg GAE/g DM, 45.01 mg CE/g DM,  
327.05 µmol TE/g DM, 204.48 µmol TE/g DM และ  
401.32 µmol TE/g DM ตามล�าดับ (ตารางที่ 6) จากนั้นน�า 
สภาวะการสกัดที่เหมาะสมดังกล่าวมาใช้ในการสกัดเมล็ดองุ่น 
บดอีกครั้งเพ่ือยืนยันผลการทดลอง พบว่ามีปริมาณฟีนอลิก 
ทั้งหมด 65.49±7.43 mg GAE/g DM ปริมาณฟลาโวนอยด ์
ทั้งหมด 43.78±5.46 mg CE/g DM การต้านอนุมูลอิสระด้วย 
วธิ ีDPPH, FRAP และ ABTS มค่ีา 331.64±5.45, 196.00±4.77 
และ 423.03±4.98 µmol TE/g DM ตามล�าดับ ดังตารางที่ 6   
เมื่อพิจารณาค่าความคลาดเคลื่อนระหว่างค่าจากการท�านาย 
และค่าจากการทดลองมค่ีาความคลาดเคลือ่นอยูร่ะหว่าง -1.43  
ถึง 1.69 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งปริมาณฟีนอลิกท้ังหมดและการต้าน 
อนมุลูอสิระวธิ ีDPPH และ ABTS ท่ีได้จากการทดลองมีปรมิาณ 
มากกว่าค่าที่ได้จากการท�านายท�าให้ค่าความคลาดเคลื่อนเป็น 
บวกส�าหรับปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด การต้านอนุมูลอิสระ 
ด้วยวธิ ีFRAP ได้ค่าท�านายทีม่ากกว่าค่าจากการทดลองจงึส่งผล 
ให้ค่าความคลาดเคลื่อนติดลบ  
 นอกจากนี้ได้น�าสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่นที่เหลือทิ้งจาก 

กระบวนการผลิตไวน์ที่เหมาะสมมาวิเคราะห์หาปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิก ได้แก่ แคทีชิน อิพิแคทีชิน และโปรไซยานิดิน  
บี2 ด้วยเครื่อง HPLC จากการศึกษาพบว่ามีปริมาณแคทีชิน 
เท่ากับ 1.61±0.10 mg/g DM ปริมาณอิพิแคทีชิน เท่ากับ  
1.01±0.09  mg/g DM  และโปรไซยานิดิน บี2 เท่ากับ  
0.82±0.07 mg/g DM จากการศึกษาของ Chedea และคณะ  
[2] และ Carrera และคณะ [36] พบว่าแคทชิีนเป็นสารประกอบ 
ฟีนอลิกที่พบมากที่สุดคิดเป็นสัดส่วน 48-51 เปอร์เซ็นต์  
รองลงมาเป็นอิพิแคทีชินปริมาณ 29-31 เปอร์เซ็นต์ และโปร- 
ไซยานิดิน บี2 ปริมาณ 20-22 เปอร์เซ็นต์ ตามล�าดับ โดยม ี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกดังกล่าวน้อยกว่าการศึกษาของ  
Bozan และคณะ [14] พบว่า ปริมาณของแคทีชิน อิพิแคทีชิน  
และ โปรไซยานิดิน บี2 ของเมล็ดองุ่นสดสายพันธุ์ Merlot,  
Carbenet Sauvignon, Cinsault, Alphonso Lavallee,  
Papaz Karasi, Muscat, Hamburg, Ada Karasi และ Senso  
มีค่าอยู่ระหว่าง 4.71-23.8 mg/g DM  2.49-16.88 mg/g DM  
และ 0.41-1.60 mg/g DM ตามล�าดับ  ปริมาณที่แตกต่างกัน 
ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ขององุ่น สถานที่เพาะปลูก  สภาพอากาศ   
และอีกสาเหตุหลักของการลดลงที่พบจากการศึกษานี้เกิดมา 
จากในระหว่างการหมกัและระยะเวลาในการหมกัของกากองุ่น 
ท่ีอยู่ในน�้าไวน์เป็นเวลานานท�าให้เกิดการชะของสารประกอบ 
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ลงสู่น�้าไวน์ท�าให้เหลือปริมาณที่พบ 
ในเมล็ดองุ่นลดลง [37-39]

ตารางที่ 6  ค่าท�านาย ค่าจากการทดลอง และค่าความคลาดเคลื่อนในสภาวะการสกัดเมล็ดองุ่นบดที่เหมาะสม

หมายเหตุ
  *สภาวะการสกัดที่เหมาะสมของฟีนอลิกทั้งหมด  ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด  DPPH, FRAP และ ABTS .ใช้สภาวะการสกัดเดียวกัน 
   A  คือสารละลายเอทานอลที่มีความเข้มข้น (เปอร์เซ็นต์) 
   B  คือระยะเวลาในการสกัด (นาที)
   C  คือสัดส่วนเมล็ดองุ่นบดต่อปริมาณเอทานอล (w/v)
   D  คือขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบด
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4.  สรุป
  การออกแบบการทดลองด้วยวิธีออทอกอนอล อะเรย ์ 
สามารถน�ามาใช้ในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดเมล็ด 
องุ่นเหลือทิ้งจากการผลิตไวน์ โดยขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่น 
บดเป็นปัจจัยที่มีผลต่อสมบัติของสารสกัดเมล็ดองุ่นมากท่ีสุด   
มีสภาวะการสกัดที่เหมาะสมด้วยการใช้สารละลายเอทานอล 
ที่ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ (A2) ระยะเวลาในการสกัดที่ 30  
นาที (B2) สัดส่วนเมลด็องุ่นบดต่อปรมิาณเอทานอลที ่1:30 (C3)  
และขนาดอนุภาคของเมล็ดองุ่นบดที่ผ่านตะแกรง 40 เมช (D3)  
เมื่อทวนสอบและยืนยันสภาวะการสกัดมีค่าความคลาดเคลื่อน 
อยู่ระหว่าง -1.43 ถึง 1.69

5.  กิตติกรรมประกาศ
  คณะผู้ท�าการวิจัยขอขอบคุณวิสาหกิจชุมชนวังพิกุลไวน์ ที ่
อนุเคราะห์เมล็ดองุ่นที่ใช้เป็นวัตถุดิบในงานวิจัยนี้ รวมถึงสาขา 
วิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการอาหาร คณะเทคโนโลยี  
การเกษตรและอาหาร มหาวทิยาลยัราชภฏัพบิลูสงคราม ทีช่่วย 
อ�านวยความสะดวกในเรื่องเครื่องมือและวัสดุทางวิทยาศาสตร ์
ส�าหรับการวิจัย
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