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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้ศึกษาการวิเคราะหหาปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ในสารสกัด anthocyanin จาก 

maqui berry โดย delphinidin-3, 5-diglucoside เปนสารตานอนุมูลอิสระ ที่มีคุณสมบัติชวยบำรุงสายตา และ

ปองกันโรคตาแหง โดยใชวิธีการตรวจวิเคราะหในเชิงคุณภาพดวยเทคนิค LC-MS/MS (LC-Triple-quadrupole) 

และวิเคราะหปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ในสารสกัดจากผล maqui berry โดยวิธี HPLC-UV (High 

Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) ได  1.18 ± 0.16 % (w/w) และว ิ ธ ี  pH-differential 

ดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ได 1.62 ± 0.24 % (w/w) เมื่อเปรียบเทียบผลการ

วิเคราะหปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยวิธี HPLC-UV กับวิธี pH-differential ดวย t-test พบวา 

การวิเคราะหทั้งสองวิธีไดผลการวิเคราะหที่แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เนื่องจาก

เทคนิคในการวิเคราะห pH-differential มีชวงการดูดกลืนแสงของ anthocyanin ชนิดอื ่นมาทับซอนกับ 

delphinidin-3, 5-diglucoside ทำใหไดผลการวิเคราะหมากกวาความเปนจริง 
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Abstract 

Quantitative analysis of delphinidin-3, 5-diglucoside in anthocyanin extract from maqui 

berry was studied in this research. Delphinidin-3, 5-diglucoside is an antioxidant that help nourish 

eyes and prevent dry eye disease. The qualitative analysis was performed using LC-MS/MS (LC-

Triple-quadrupole) technique. In addition, the delphinidin-3, 5-diglucoside in anthocyanin extract 

from maqui berry were determined by HPLC-UV (High Performance Liquid Chromatography-

Ultraviolet) and pH differential using spectrophotometer at wavelength 520 nanometer which 

reported as 1.18 ± 0.161 %(w/w) and 1.62 ±. 0.244 %(w/w), respectively. Comparing these two 

analysis methods by t-test, the determination of delphinidin-3, 5-diglucoside in anthocyanin 

extract from maqui berry are significantly different at the 95% confidence level. This might be the 

positive error in pH-differential method due to the overlapped absorption of other anthocyanins 

with delphinidin-3, 5-diglucoside. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ความเปนมาและความสำคัญ 

  anthocyanin เปนรงควัตถุหรือสารสี ที่อยูในกลุมของผลไมตระกูลเบอรรี่ องุน ทับทิม ผัก เมล็ด

ธัญพืช และพืชตระกูลหัว(14) ซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ ที่ชวยรักษาผูที่มีปญหาสุขภาพเกี่ยวกับ โรคอวน โรคหัวใจ 

โรคมะเร็ง ความดันและโรคเบาหวานปริมาณน้ำตาลในเลือดสูง(5,7,15)  โดย anthocyanin เปนสารสีที่ละลาย

น้ำได และจัดอยูในกลุม flavonoid สีของ anthocyanin จะเปลี่ยนไปตามสภาวะความเปนกรด-ดาง โดยเมื่อ

อยูในสภาวะดาง (pH>7)จะมีสีน้ำเงินเขมหรืออาจไมมีสีเลยมีสีมวงเมื่ออยูในสภาวะที่เปนกลาง (pH=7) และ

จะมีสีแดงถึงแดงเขมในสภาวะเปนกรด (pH<7)(12) สารในกลุม anthocyanin นั้นมีหลายชนิด โดยชนิดที่

สามารถพบไดบอย คือ cyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin, pelargonidin และ malvidin(5) 

โดย anthocyanin ที ่กลาวไปขางตนจะอยู ในพืชที ่แตกตางกัน เชน cyanidin พบไดใน black berry, 

raspberries, elderberries, red cabbage หรือ delphinidin พบไดใน blackcurrants, blueberries และ 

maqui berry เปนตน 

  ในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยสนใจสารสกัด anthocyanin จาก maqui berry เนื่องจากมีการรายงานวา 

maqui berry มีคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระมากกวาพืชกลุมอื่น ๆ โดย maqui berry มี anthocyanin 

ที่เปนองคประกอบหลัก ดังตารางที่ 1  

ตารางที่ 1: anthocyanin ใน maqui berry 

ประเภท anthocyanin ชนิด anthocyanin 

 

delphinidin 

delphinidin-3-sambubioside-5-glucoside 

delphinidin-3, 5-diglucoside 

delphinidin-3-sambubioside 

delphinidin-3-glucoside 

 

cyanidin 

cyanidin-3-sambubioside-5-glucoside 

cyanidin-3, 5-diglucoside 

cyanidin-3-sambubioside 

cyanidin-3-sambubioside 
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สาร anthocyanin ที่สนใจศึกษาในงานวิจัยนี้คือ delphinidin-3, 5-diglucoside เนื่องจากเปนโมเลกุล

ที่มีคุณสมบัติชวยออกฤทธิ์ยับยั้งโรคตาแหงทางสายตา และเปนสารตานอนุมูลอิสระ โดยศึกษาเทคนิคในการ

วิเคราะห 3 เทคนิคคือ LC-MS/MS (Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry), HPLC-UV 

(High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) และ  เทคน ิค  pH-differential ด  วย  UV-

Spectrophotometer  

1.2 วัตถุประสงค 

การพัฒนาวิธีวิเคราะหเพ่ือหาปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ในสารสกัด maqui berry ดวยเทคนิค 

LC-MS/MS 

1.3 ผลที่คาดวาจะไดรับ 

     ไดวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside โดยใชเทคนิค LC-MS-MS 

1.4 ขอบเขตการศึกษา  

  ศึกษาการสกัด anthocyanin จาก maqui berry และตรวจวัดปริมาณ anthocyanin โดยเนน

ตรวจวัด delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเครื ่องมือ LC-MS-MS และนำมาเปรียบเทียบกับการตรวจวัด

ปริมาณดวยวิธี pH – differential และ HPLC-UV 

1.5 ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

1.5.1 maqui berry 

 maqui berry เปนพืชดอกในสกุล “Aristotelia” กลุมเดียวกับ blueberry, black berry currants, 

acai, rasberry และ elderberries โดยผลของ maqui berry มีสมีวงเขมจนถึงดำ มีลักษณะตนเปนพุมไม ขนาด

ใหญที่มีความสูงถึง 5 เมตร เจริญเติบโตในปาพาทาโกเนียของประเทศชิลี  และบางสวนในประเทศอาเจนตินา(9) 

ชาวอินเดียนแดง ชนเผา mapuche ในแถบทวีปอเมริกาใต รูจักและใชประโยชนจาก maqui berry มาเปน

เวลานานหลาย ดังนั้นชนเผา mapuche จึงยกยอง maqui berry เปนสัญลักษณของความแข็งแรง สุขภาพดี สด

ชื่น และมีชีวิตชีวา(13) 

maqui berry มีคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ และมีรายงานวามีคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระมากกวา

พืชหลายชนิด เชน มากกวามะนาว 20 เทา, brack current 3.5 เทา และ blueberry 2.9 เทา โดยวัดจากปริมาณ 

ORAL (Oxygen Radical Absorbance Capacity) หรือคาความสามารถในการตานสารอนุมูลอิสระ พืชที่มีคา 
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ORAL สูงจะมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระ ชวยปองกันโรคที่มีสาเหตุจากอนุมูลอิสระ เชน  โรคมะเร็ง 

โรคหัวใจ และปกปองเซลลใหปลอดภัยจากการถูกทำลาย ซึ่งเรียกวาการปดกลไกการเกิดความเสื่อมของเซลลไดดี 

ชวยชะลอความเสื่อมของรางกาย ตอตานริ้วรอย เสริมสรางภูมิคุมกัน ชวยควบคุมน้ำหนัก ชวยการนอนหลับสนิท

(5,15) เปนตน  

1.5.2 anthocyanin 

anthocyanin เปนรงควัตถุหรือสารสี ที่ใหสีแดง มวง และน้ำเงิน ใชเปนสารใหสีธรรมชาติในอาหาร  

สารสก ั ด  anthocyanin เป  นสารต  านอน ุม ู ลอ ิ ส ระ  (antioxidant) ช  วยชะลอความ เส ื ่ อมของ เซลล   

ช  วยลดอ ั ตรา เส ี ่ ย งของการ เก ิ ด โ รคห ั ว ใจและ เส  น เล ื อดอ ุ ดต ั น ในสมอง  ด  วยการย ับย ั ้ ง ไม  ให  

เลือดจับตัวเปนกอน ชะลอความเสื ่อมของดวงตา ชวยยับยั ้งจุลินทรียกอโรค Escherichia coli ในระบบ 

ทางเดินอาหาร(10)  

1.5.2.1 สมบัติทางเคมีของ anthocyanin   

Anthocyanin เปนสารประกอบพวก Flavonoid ละลายในตัวทำละลายที่มีข้ัว โดยทั่วไปจะอยูในรูปของ 

flavylium salt หรือ 2-phenylbenzopyrylium salt ในโครงสรางประกอบดวยวง benzene 2 วง คือวง A และ 

B โดยมีการนับตำแหนงตามภาพที่ 1(6)  
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โครงสรางที่ไมมีน้ำตาล จะเรียกวา anthocyanidin เมื่อมีน้ำตาลที่ตำแหนง 3,5 หรือ 7 จะถูกเรียกวา 

anthocyanin สามารถแบงประเภทตามหมูแทนที่ 𝑅 -𝑅  ตามตารางในภาพที่ 1 

 

ที่มา: Araceli Castaneda-Ovando (2012) 

 Anthocyanin จะปรากฏสีไดดี ในภาวะที่เปนกรด pH 1 โดยประจุบวกของออกซิเจนในวงเฮทเทอโรไซ

คลิก จะยายตำแหนงระหวางพันธะคูทั้ง 8 ในชั้นพายอิเล็กตรอน ชวงการดูดกลืนของ flavonoid แบงออกเปน 2 

ชวง 

 ชวงที่ 1 ดูดกลืนความยาวคลื่นที่สามารถมองเห็น (Visible) ของพันธะคูในวงแหวน B ในชวงความยาว

คลื่น 465 ถึง 550 nm 

  ชวงที่ 2 ดูดกลืนความยาวคลื่นชวง ultraviolet ของพันธะคูในวงแหวน A ชวงความยาวคลื่น 270 ถึง 

280 nm 

ภาพที่ 1: ประเภทของ anthocyanin 
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 เมื่อ pH เปลี่ยนโครงสรางของวงแหวน A และ B จะเปลี่ยนไป จึงเปนเหตุผลทำใหสีของ anthocyanin 

เปลี่ยนไป(12) ดังภาพที่ 2 

 

ที่มา: M.Monica Giusti และ Ronald E. Wrolstad (2001) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2: ผลของ pH ตอโครงสรางของ anthocyanin 
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 anthocyanin มีเสถียรภาพดีเมื่ออยูในสารละลายที่มี pH ต่ำ ๆ โดยคาความเขมของสีจะแปรผันตามคา 

pH ดังนั้น ความเขมของสีที่มากท่ีสุดคือ pH=1.0 และลดลงเมื่อมี pH สูงขึ้น โครงสรางและสีของ anthocyanin 

จะเปลี่ยนแปลงดังตารางที่ 2(12) 

ตารางที่ 2: ความสำคัญของ pH ที่มีตอโครงสรางและสีของ anthocyanin ที่ pH ตาง ๆ 

ที่มา: การสกัดและการทำใหสารแอนโทไซยานินในลูกหวาบริสุทธิ์ โดย สุวชิา 2555 

  ปจจัยอื่นที่มีผลตอปริมาณ anthocyanin คือ อุณหภูมิและแสงโดยมีผลตอการสลายตัวของ 

anthocyanin ปริมาณ anthocyanin จะนอยลง เมื่อไดรับความรอนที่อุณหภูมิสูง ๆ หรือโดนแสง ดังแสดงใน

งานวิจัยของ Marvi Kanwal และคณะ(11) 

 

จากภาพที่ 3 พบวาเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นและมีแสง ปริมาณของ anthocyanin จะลดลง ในขณะเดียวกัน 

หากอุณหภูมิต่ำและถูกเก็บในที่มืด ปริมาณ anthocyanin จะมีปริมาณมากท่ีสุด 

ชวง pH สีของ anthocyanin  ชื่อโครงสราง 

pH≤ 1.0 แดง Flavylium salts 

pH = 4.0-5.0 ไมมีสี Pseudobases 

pH = 5.0-7.0 มวง Quinoidal anhydrobases 

pH = 7.0-8.0 น้ำเงินเขม Ionization anhydrobases 

pH≥ 12.0 น้ำตาล Chalcones 

ภาพที่ 3: ความสัมพันธของอุณหภูมิกับเวลาของ anthocyanin กราฟ a คือกรณีที่มีแสง 



 7 

 

1.5.2.2 การสกัด anthocyanin จากธรรมชาติ 

สารที่นำมาสกัดแตละชนิดจะไดปริมาณ anthocyanin ที่แตกตางกัน โดยงานสวนมากนิยมใช 

methanol ในการสกัด anthocyanin เนื่องจาก methano𝑙( ) เปนตัวทำละลายที่สกัด anthocyanin ไดดีที่สุด

เมื่อเทียบกับตัวทำละลายตัวอ่ืน ๆ(11) ดังภาพที่ 4 

 

ภาพที่ 4: ผลของตัวทำละลายในการสกัด anthocyanin  

ที่มา: Farah Naz (2018) 

ethanol methanol water methanol: water 

=1:1 

methanol: ethanol 

=1:1 
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1.5.3 การวิเคราะห anthocyanin 

1.5.3.1 เทคนิค pH-differential 

 UV-vis spectrophotometer เปนเครื่องมือที่ใชสำหรับตรวจหาปริมาณสาร โดยอาศัยหลักการของการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นตาง ๆ ในชวง UV และชวง visible 

เทคนิค pH-differential เปนเทคนิคที่วัดคาการดูดกลืนแสงของ anthocyanin หรือสารสี โดยวัดความยาว

คลื่นที ่pH 1.0 และ 4.5 เนื่องจาก pH 1.0 เปนชวงความเปนกรดเบสที่ทำให anthocyanin อยูในรูปของ 

oxonium form ซึ่งเปนโมเลกุลที่เสถียรที่สุด มีการดูดกลืนแสงไดมากท่ีสุด ในขณะที่ anthocyanin ชวง pH 4.5  

จะอยูในรูป chalcone ซึ่งเปนโมเลกุลทีไ่มมีสี  

 จากคาการดูดกลืนแสง ที่ pH 1.0 และ 4.5 สามารถคำนวณความเขมขนของ anthocyanin ไดจาก

สมการ (1) 

                                               ---------(1) 

 กำหนดให A คือคาการดูกลืนแสง, MW คือ มวลโมเลกุลของ anthocyanin, ɛ คือคา molar absorb, 

DF คือ dilution factor หรือ คาการเจือจางสารตัวอยาง = (ปริมาณสารตัวอยาง+ปริมาณบัฟเฟอร)/ปริมาณสาร

ตัวอยาง โดยคาการดูดกลืนแสงตรวจวัดจากเครื่องมือ UV-spectrophotometer ดวยเทคนิค pH-differential 

ดังสมการ (2) 

ปริมาณ anthocyanin(mg/l) = (A×MW ×DF×1000)/(ɛ×1) 

ภาพที่ 5: การดูดกลืนแสงของ radish anthocyanin ที่ pH 1.0 และ pH 4.5 
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                                                                      ---------(2) 

จากสมการคือสมการการดูดกลืนแสงของ anthocyanin ในชวงความยาวคลื่น 400-700 nm เปนสมการ

ทีก่ำจัดตัวรบกวนซึ่งคือสารกลุม melanoidin ที่เกิดมาจากการสลายตัวของ anthocyanin ซึ่งจะมีชวงการ

ดูดกลืนแสงชวงเดียวกับ anthocyanin ดังนั้นในสมการจึงวิเคราะหโครงสรางของ anthocyanin ที่ pH 1.00 

และ 4.5 เนื่องจาก โครงสราง anthocyanin ที่ pH 1.0 anthocyanin จะอยูในรูปของ oxonium form ซึ่งเปน

โครงสรางที่เสถียรจึงมีคาการดูดกลืนแสงของ anthocyanin สูงที่สุด สวนชวงความยาวคลื่น pH 4.5 

anthocyanin จะอยูในรูป hemiketal form โดยโครงสรางจะไมมีสี จึงเปนเพียงการดูดกลืนแสงของสารกลุม 

melanoidin เมื่อนำทั้ง 2 ความยาวคลื่นมาหักลบกันจึงเปนการหักลบความคาดเคลื่อน สวนการวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น ความยาวคลื่นสูงสุดและ 700 nm เปนการหักลบตัวรบกวนเชนเดียวกัน แลวนำคาการ

ดูดกลืนแสงแทนลงในสมการ เพ่ือหาปริมาณของ anthocyanin  

1.5.3.2 เทคนิค HPLC-UV (High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) 

HPLC คือ เทคนิคการแยกองคประกอบของสารผสมของเครื่องมือดังกลาวอาศัยความแตกตางของอัตรา

การเคลื่อนที่ของแตละองคประกอบของสารผสมบนเฟสคงที่ ภายใตการพาของเฟสเคลื่อนที่ สำหรับเทคนิค HPLC 

เฟสคงที่ จะบรรจุอยูภายในคอลัมน สวนเฟสเคลื่อนที่ คือ สารละลายที่ไหลผานคอลัมน สารที่ตองการวิเคราะหจะ

ถูกพาเขาสูคอลัมนโดยเฟสเคลื่อนที่ เพ่ือใหเกิดการแยกสาร โดยอาศัยอันตรกิริยา ระหวางสารกับเฟสคงท่ีที่อยู

ภายในคอลัมน และความสามารถในการละลายในเฟสเคลื่อนที่ 

1.5.3.3 เทคนิค LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Triple-quadrupole) 

 LC-MS/MS คือเทคนิคเคมีวิเคราะหที่อาศัยหลักการแยกสารผสมในสถานะของเหลวดวยหลักการโคร

มาโทกราฟ รวมกับความสามารถในการวัดมวลสารของเครื่องแมสสเปคโตรมิเตอร สำหรับในงานวิจัยนี้จะนำมาใช

วิเคราะหแยก anthocyanin แตละชนิด เพ่ือวิเคราะหการแตกตัวของโมเลกุลเพ่ือวิเคราะหชนิดของ 

anthocyanin ทำใหสามารถยืนยันโมเลกุลของสารไดโดยองคประกอบของเทคนิค LC-MS/MS แสดงดังภาพที ่6 

 

ภาพที่ 6: สวนประกอบหลักของเครื่อง LC-MS/MS 

 

 

A = (Amax-A700)pH1.0 – (Amax-A700)pH4.5 

Liquid Chromatography  Quadrupole 3 Ion Source Quadrupole 1 Quadrupole 2 
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Mass spectrometry ในงานวิจัยนี้ใชสวนผลิตไอออน (Ion source) แบบ Electrospray 

ionization Source (ESI) ซ่ึงเปนสวนผลิตไอออนที่เหมาะสำหรับเชื่อมตอกับเทคนิค liquid 

chromatography และสามารถประยุกตใชกับการวิเคราะหตัวอยางกลุมโมเลกุลของสาร โดยมีขั้นตอน

คือ สารตัวอยางจะอยูในสถานะของเหลว จะถูกทำใหกลายเปนละอองพนออกจากปลายแคปพิลารี และ

ใหศักยไฟฟา เกิดประจุในหยดละออง แลวหยดประจุจะถูกทำใหเปนไอดวยกาซไนโตรเจนรอน แตยังคง

เหลือประจุไฟฟาบนหยดประจุ จะถูกนำไปวิเคราะหประจุและสงตอในระบบสุญญากาศ ของ mass 

spectrometer โดย Electrospray Ionization source ม ี2 โหมด คือ ไอออนชนิดบวก และ ไอออน

ชนิดลบ ภายใตสภาวะปกติ หรือคือการใหพลังงานเพียงเล็กนอยเพ่ือใหเกิดการแตกตัว แตขอเสียคือ ไม

สามารถทำใหสารตัวอยางที่มีขั้วเปนกลางหรือมีข้ัวนอย เชน ไขมัน ใหเกิดการแตกตัวเปนประจุไดอยางมี

ประสิทธิภาพ  

ในสวนวิเคราะหมวล (mass analyzer) ในงานวิจัยนี้ใชแบบ Quadrupole mass analyzer ซ่ึง 

เปนสวนที่วิเคราะหคามวลตอประจุ (m/z) โดยมีสวนประกอบของเครื่องมือ ประกอบดวยแทงโลหะ 4 

แทงซึ่งเชื่อมตอกันทางไฟฟา และจัดวางตัวขนานกัน 2 คู หลักการทำงานคือ ประจุจากสวนผลิตไอออน 

จะถูกโฟกัสดวย ion optic ใหเคลื่อนที่เขาในบริเวณชองวางตรงกลางระหวางแทงทั้งสี่ โดยมีกลไกลการ

แยกประจุดวยการปรับสนามไฟฟาในชองวางระหวางแทงทั้งสี่ ทำใหคามวลตอประจุมีคาหนึ่ง ๆ หากมวล

ตอประจุไมสอดคลองกับสนามไฟฟานั้น ๆ จะเคลื่อนที่ไปชนผนังและไปไดไมถึงสวนที่ตรวจวัด แทงโลหะ

ทั้งสี่ตอเชื่อมกันทางไฟฟาจากทั้งกระแสตรงและกระแสสลับ สามารถตรวจสอบคามวลตอประจุที่

เฉพาะเจาะจงที่ละคาได โดยการปรับคาศักยไฟฟา ขอดีของเทคนิคคือ ทนทานและรวดเร็วในการ

วิเคราะห สามารถสแกนไอออนตลอดชวงมวลที่ตองการวิเคราะห จึงเหมาะสำหรับเทคนิคโครมาโทกราฟ 

สำหรับการวิเคราะหของ tandem-MS ในงานวิจัยนี้ใชโหมด Multiple Reaction Monitoring 

(MRM) ซึ่งทำการปรับหาคาที่เหมาะสมสำหรับ ประจุแม (precursor ion) และ ประจุลูก (parent ion) 

ที่ไดจากการแตกตัวของประจุแม ซึ่งเปนคาที่ เฉพาะเจาะจงของประจุแมกับประจุลูกคูนั้น ๆ โดย 

quadrupole ที่ 1 จะถูกตั้งคาความตางศักยและ ความถี่ที่เหมาะสม เพ่ือสงประจุแม ผานไปยัง 

quadrupole ที่ 2 หรือที่เรียกวา collision cell เพ่ือ แตกตัวใหประจุลูกที่เสถียรและเปนเอกลักษณ

เฉพาะ ของประจุแมนั้น ๆ จากนั้นสงไป quadrupole ที่ 3 ซึ่งถูกตั้งคาความตางศักยและความถี่ สำหรับ

ประจุลูก แตละตัว (product ions) สวนใหญประจุแม 1 ตัว จะแตกตัวใหประจุลูกไดมากกวา 1 ตัว การ

วิเคราะหมวลประเภทนี้เปนวิธีที่มี specificity และ selectivity สูง และตรวจวัดไอออน ประเภท 

fragment เหมาะกับงานดาน drug confirmation testing 
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บทที่ 2 

วิธีการทดลอง 

2.1 อุปกรณ  

1. LC-MS/MS รุน 8030, (Shimadzu, Japan) 

2. HPLC รุน LC20, (Shimadzu, Japan) 

3. Column: Inersil ODS C-18  

4. Guard column (250×4.0 mm) 

5. Syringe micro filter 0.22micron, (Lab fil part of alesci, China) 

6. Syringe micro filter 0.45micron, (SF-NY-1345-UR) 

7. Syringe 5 ml 

8. เครื่อง Centrifuge, (TG16-II, China) 

9. pH meter, (OHAUS Starter3100, Europe) 

10. evaporator, (EYELA N-1000, Japan) 

11. UV-vis spectrophotometer, (PG INSTRUMENTS T60UV, Thailand) 

12. Ultrasonication, (Elma Schmidbauer GmbH, Germany) 

13. เตาอบ, (MEX, Italy) 

14. Micro pipette ขนาด 1000µl 

15. pipette ขนาด 5 ml 

16. เครื่องชั่ง 3 ตำแหนง, (Mettler Toledo ZB203G, Japan) 

17. เครื่องชั่ง 4 ตำแหนง, (Shimadzu ATX224, Japan) 
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2.2 สารเคมี 

1. Hydrochloric acid, (37%,ACI Labscan, Thailand) 

2. Methanol, (99.9%, V.S. chem house, Thailand) 

3. Formic acid, (98%, Flasher Scientific, UK) 

4. Deionized water หรือ น้ำ DI, (Water Quality UF1812-PS, Thailand) 

5. Trifluoroacetic acid (TFA), (99.0%, Tokyo Chemical, Japan) 

6. Potassium chloride, (99.5%, QREC, New Zealand) 

7. Sodium acetic acid (99.9%, ACI Labscan, Thailand) 

2.3 การเตรียมสารละลาย 

2.3.1 สารละลาย 5% HCOOH ในน้ำ ปริมาตรรวม 600ml   

 เตรียม 5% HCOOH จาก 98% HCOOH โดย ตวง 98% HCOOH 30.6 ml และตวงน้ำ DI 569.4 ml  

(ใชสำหรับเจือจางสารสกัด anthocyanin กอนการวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS/MS) 

2.3.2 สารละลาย 0.1%HCl ใน methanol ปริมาตรรวม 1100 ml 

 เตรียม 0.1% HCl จาก 37% HCl โดยตวง 37% HCl 3.00 ml และตวง methanol 1097.0 ml (ใช

สำหรับสกัดสาร anthocyanin จาก maqui berry) 

      2.3.3 สารละลาย 1.0%HCl ใน methanol ปริมาตรรวม 400 ml  

 เตรียม 1.0% HCl จาก 37% HCl โดยตวง 37% HCl 10.8 ml และตวง methanol 389.2 ml (ใช   

สำหรับเจือจางสารสกัด anthocyanin เพ่ือนำไปตรวจวัดการดูดกลืนแสงดวยเทคนิค pH-differential 

      2.3.4 สารละลาย 0.3% TFA ในน้ำ ปริมาตรรวม 400 ml 

 เตรียม 0.3% TFA จาก 100% TFA โดยตวง 100% TFA 1.2 mL และตวง น้ำ DI 389.2 ml (ใชสำหรับ

เจือจางสารสกัด anthocyanin กอนการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC-UV) 
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2.3.5 สารละลายบัฟเฟอร pH 1.0 และ pH 4.5 

 การเตรียมบัฟเฟอร pH 1.0:  

1. ชั่ง KCl 1.86 g ละลายน้ำกลั่น 980 ml 

2. วัด pH โดยการปรับ pH ใหเปน 1.0 ดวย HCl 

3. นำสารละลายที่เตรียมไว นำไปใสในขวดกำหนดปริมาตร 1 ลิตร และเติมน้ำจนเต็ม 

การเตรียมบัฟเฟอร pH 4.5: 

1. ชั่ง CH COOH 54.43 g ละลายดวยน้ำกลั่น 960 ml 

2. วัด pH โดยการปรับ pH ใหเปน 4.5 ดวย HCl 

3. นำสารละลายที่เตรียมไว นำไปใสในขวดกำหนดปริมาตร 1 ลิตร และเติมน้ำกลั่นจนเต็ม 

2.3.6 สารละลายสำหรับการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC-UV 

-การเตรียม mobile phases 

เตรียม mobile phase A คือ 0.3% trifluoracetic acid ในน้ำ และ mobile phase 

B คือ acetonitrile และกรอง mobile phase ดวยกระดาษกรองขนาด 0.22 µm 

  -การเตรียมสารละลายมาตรฐาน anthocyanin สำหรับกราฟมาตรฐาน  

  เตรียม standard stock solution ความเขมขน 1000 mg/l โดยชั่งสารมาตรฐาน 

35% anthocyanin 0.0286 g ในขวดกำหนดปริมาตร ขนาด 10 ml แลวเติม 0.3% 

trifluoracetic acid ในน้ำจนเต็ม และจึงนำ standard มาเจือจาง 6 ความเขมขน ดังตารางที่ 3 

ตารางที่ 3: การเตรียมสารละลายมาตรฐานของเทคนิค HPLC-UV 

ความเขมขน 

(mg/l) 

ปริมาตร stock solution  

35% anthocyanin (ml) 

ปริมาตร 0.3% trifluoroacetic acid ในน้ำ 

(ml) 

50 2.00 8.00 

100 1.00 9.00 

200 0.50 9.50 

300 0.33 9.67 

500 0.20 9.80 

600 0.17 9.83 
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   กรองสารละลายดวย Syringe micro filter ขนาด 0.45 micron กอนนำไปวิเคราะหดวยเทคนิค 

HPLC-UV 

  -การเตรียมสารตัวอยาง 

นำสารสกัดตัวอยางปริมาตร 1.00 ml ปเปตลงในขวดกำหนดปริมาตรขนาด 10 ml 

และปรับปริมาตรดวย 0.3% trifluoroacetic acid ในน้ำจนถึงขีดกำหนดปริมาตร 

2.3.7 การเตรียมสารละลายสำหรับการวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS/MS 

-การเตรียม mobile phases 

 เตรียม mobile phase A คือ 5% formic acid ในน้ำ และ mobile phase B คือ

methanol 600 ml และกรอง mobile phase ดวยกระดาษกรองขนาด 0.22 µm กอน

นำไปใช 

-การเตรียมสารละลายมาตรฐาน anthocyanin สำหรับกราฟมาตรฐาน 

 เตรียม standard stock solution ความเขมขน 1000 mg/l โดยชั่งสารมาตรฐาน 

35% anthocyanin 0.0286 g ในขวดกำหนดปริมาตร ขนาด 10 ml ละลายและปรับปริมาตร

ดวย 5% formic acid ในน้ำ และนำ standard มาเจือจาง 5 ความเขมขน ดังตารางที่ 4 

ตารางที่ 4: การเตรียมสารละลายมาตรฐานของ anthocyanin สำหรับเทคนิค LC-MS/MS 

ความเขมขน 

(ppm) 

ปริมาณสารมาตรฐาน 

35% anthocyanin (ml) 

ปริมาณ 5% formic acid ในน้ำ  

(ml) 

50 0.10 9.90 

100 0.20 9.80 

200 0.40 9.60 

300 0.80 9.20 

500 1.60 8.40 

   กรองสารละลายดวย Syringe micro filter ขนาด 0.22 micron กอนนำไปวิเคราะห 

            ดวยเทคนิค LC-MS/MS 

 



 15 

 

-การเตรียมสารตัวอยาง 

 นำสารสกัดตัวอยางมาละลายดวยน้ำ DI ปริมาตร 10 ml และ sonicate 10 นาที ที่

อุณหภูมิหอง จนตัวอยางละลาย  แลวเจือจางสารละลายตัวอยางโดยปเปตสารละลายตัวอยางลงใน

ขวดกำหนดปริมาตรขนาด 10 ml ปรับปริมาตรดวย 5% formic acid ในน้ำ จนถึงขีดกำหนด

ปริมาตร ดังตารางที่ 5 

ตารางที่ 5: การหาชวงความเขมขนของสารตัวอยางที่เหมาะสม 

เจือจาง สารจาก stock solution 

(µl) 

ปริมาณ 5% formic acid ในน้ำ 

(ml) 

10 เทา 200 1.800 

20 เทา 100 1.900 

50 เทา 40 1.940 

100 เทา 20 1.980 

500 เทา 4 1.996 

1000 เทา 2 1.998 

   สาเหตุที่ตองเจือจางหลายความเขมขนเพ่ือหาความเขมขนของสารสกัด anthocyanin             

             ที่อยูในชวงของกราฟมาตรฐาน  
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2.4 การสารสกัด anthocyanin จาก maqui berry 

นำตัวอยาง maqui berry สวนเปลือกที่อบแหงแลว 0.2 กรัม เติม 0.1% HCl ใน methanol 80 ml ใน

ขวดและปดฝา นำไปเขาเครื่องอัลตราโซนิกส 15 นาที และเขาเครื่องหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็ว 5000 รอบ/

นาท ีเปนเวลา 5 นาที เก็บสารสกัดของเหลงในขวดรูปชมพูขนาด  250 ml สวนของแข็งนำมาสกัดซ้ำ

ดวย 0.1% HCl ใน methanol 80 ml อีก 3 ครั้ง รวมสารละลายที่สกัดท้ัง 4 ครั้ง มาระเหยตัวทำละลาย

ดวยเครื่อง evaporator ที่ 40 °C จนแหงแลวนำเขาเตาอบอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 4 ชั่วโมง โดย

ขั้นตอนการสกัดสรุปไดดังภาพที่ 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ: รูปแบบการสกัดอางอิงจาก Johanna Elisabeth Brauch และคณะ (2017) 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 7: ขั้นตอนการสกัด anthocyanin จาก maqui berry 
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2.5 การตรวจหา delphinidin-3, 5-diglucoside ในสารสกัด anthocyanin  

2.5.1 วิธี pH-differential 

การเตรียมสารตัวอยางและวิธีการวิเคราะห 

 นำสารสกัดสกัด มาเจือจางดวย 1.0% HCl ใน methanol ใหมีความเขมขน 2000 

mg/L โดยปเปตสารละลายตัวอยางมา 3.1 ml ลงในขวดกำหนดปริมาตรขนาด 25 ml และ

ปรับปริมาตรดวย 1.0% HCl ใน methanolจนถึงขีดกำหนดปริมาตร แลวจึงเจือจางดวย

บัฟเฟอร pH 1.0 และ pH 4.5  10 เทา ทำการทดลอง 3 ซ้ำ วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 450-700 nm นำคาการดูดกลืนแสงที่ 520 และ 700 nm คำนวณหาปริมาณ 

anthocyanin ตามสมการที่ 1 

 

MW คือ มวลโมเลกุลของ anthocyanin  

(delphinidin-3,5-diglucoside มีมวลโมเลกุล 627.5 g/mol) 

ɛ    คือ คา molar absorb (delphinidin-3,5-diglucoside มี 40368 L/mol cm) 

 DF คือ dilution factor หรือ คาการเจือจางสารตัวอยาง 

โดบ DF= (ปริมาณสารตัวอยาง+ปริมาณบัฟเฟอร)/ปริมาณสารตัวอยาง  

โดยในการทดลองนี้ใชสารตัวอยางปริมาณ 0.3 ml และ ปริมาณบัฟเฟอร 2.7 ml ดังนั้นคา

การเจือจางสารตัวอยาง = (0.3+2.7)/0.3 = 10 เทา  

 

 

Amax คือ คาการดูดกลืนแสงของ anthocyanin แตละชนิดที่สูงที่สุดที่ความยาวคลื่นตาง ๆ  

 

2.5.2 HPLC-UV (High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) 

2.5.2.1 ภาวะในการวิเคราะห 

 column: C18 BDS (100 mm × 4.6 mm, 2.4 mm) 

flowrate: 0.7 mL/min 

temperature: 30 °C 

ปริมาณ anthocyanin(mg/L) = (A×MW ×DF×1000)/(ɛ×1)  

A = (Amax-A700)pH1.0 – (Amax-A700)pH4.5   
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injection volume: 20µL 

mobile phase: 

mobile phases A: 0.3% trifluoracetic acid (TFA) 

mobile phases B: acetonitrile (ACN) 

detector: UV-visible ที่ความยาวคลื่น 520 nm 

ตารางที่ 6: สภาวะการวิเคราะหของเทคนิค HPLC (high performance liquid chromatography) 

 

 

 2.5.2.2 การคำนวณความเขมขนของ delphinidin-3, 5-diglucoside  

คำนวณหาปริมาณของ delphinidin-3,5-diglucoside จากพ้ืนที่ใตกราฟของ 

delphinidin-3,5-glucoside แทนลงในสมการของ กราฟมาตรฐานโดยกำหนดให แกน y คือ 

พ้ืนที่ใตกราฟ และแกน x คือความเขมขนของสารละลาย delphinidin-3,5-diglucoside 

2.5.3 LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Triple-quadrupole) 

 2.5.3.1 condition ที่เหมาะสม 

 column: linersil ODS C-18 (100 mm × 4.6 mm, 2.4 mm) 

flowrate: 0.2 mL/min 

temperature: 30 °C 

injection volume: 0.5 µL 

mobile phases A: 5% formic acid ในน้ำ 

mobile phases B: methanol 

detector: mass spectrometer 

MS mode: (+) positive ion ESI scan 100-1500 m/Z  

ชวงเวลา (นาท)ี % mobile phase B 

0-4 0-5% 

4-27 5-15% 

27-47 15-55% 

47-48 55-90% 

48-50 90% คงท่ี 

50-51 90-95% 

51-60 95% คงท่ี 
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ตารางที่ 7: condition ของ เทคนิค HPLC (high performance liquid chromatography) 

 

 

2.5.3.2 การคำนวณความเขมขนของ delphinidin-3, 5-diglucoside 

 คำนวณหาปริมาณของ delphinidin-3,5-diglucoside จาก พ้ืนที่ใตกราฟของ 

delphinidin-3,5-glucoside แทนลงในสมการของ calibration cure โดยกำหนดให แกน y 

คือ พื้นที่ใตกราฟ และแกน x คือความเขมขนของสารละลาย delphinidin-3,5-diglucoside  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชวงเวลา (นาท)ี % mobile phase B 

0-12 15-30% 

12-20 30% คงท่ี 

นำสารสกัดตัวอยางละลายดวยน้ำ DI 10 ml 

LC-MS/MS  

     เจือจางสารละลายตัวอยาง 10-20 

เทา หรือปเปตสารละลาย 100µL-

200µL ลงขวดกำหนดปริมาตรขนาด 

10 ml และปรับปริมาตรดวย 5% 

formic acid ในน้ำจนถึงขีดกำหนด

ปริมาตร 

HPLC-UV 

     เจือจางสารละลายตัวอยางโดยปเปต

สารละลาย 1000 µL ลงขวดกำหนด

ปริมาตรขนาด 10 ml และปรับปริมาตร

ดวย 0.3% trifluoroacetic acid ในน้ำ

จนถึงขีดกำหนดปริมาตร 

pH-differential 

      เจือจางสารละลายตัวอยางใหมี

ความเขมขน 2000 mg/l โดยปเปต

สารละลาย 3.1 ml ลงขวดกำหนด

ปริมาตรขนาด 25 ml และปรับ

ปริมาตรดวย 1% HCl ใน methanol 

จนถึงขีดกำหนดปริมาตร 

    กรองตัวอยางโดยใช micro syringe 

filter ขนาด 0.22 micron ลงในขวดสี

ชาเพ่ือรอการวิเคราะห 

 

     กรองตัวอยางโดยใช micro 

syringe filter ขนาด 0.22 micron ลง

ในขวดสีชาเพ่ือรอการวิเคราะห 

 

วิเคราะหดวย LC-MS/MS วิเคราะหดวย HPLC 

      ปเปตสารตัวอยาง 300 µm และ 

ปเปตบัฟเฟอร pH 4.5, pH 1.0 

ปริมาตร 2.7 ml  

วิเคราะหดวย UV-visible 

ภาพที่ 8: ขั้นตอนการวิเคราะห delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเทคนิค LC-MS/MS, HPLC-UV และ pH-differential 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

3.1 การสกัด anthocyanin จาก maqui berry 

 ในการสกัด anthocyanin จากสวนเปลือกของ maqui berry ดวย 0.1% HCl ใน methanol พบวาได

น้ำหนักของสารสกัด เฉลี่ย 1.55 คิดเปน 77.3% โดยผลน้ำหนักที่ไดมีคามากกวาที่มีการรายงานในงานวิจัยของ 

Johanna Elisabeth Brauch และคณะ สาเหตุเนื่องจากสารที่สกัดยังคงมีความชื้น เพราะใชระยะเวลาในการอบ

สวนสกัดท่ีระเหยแหงแลวเพียง 1 ชั่วโมง เพราะความไมคงตัวของสารจากความรอน หากใชระยะเวลาในอบมาก

เกินไปจะทำให anthocyanin สลายตัวได 

ตารางที่ 8: น้ำหนักของสารสกัด anthocyanin 

ตัวอยางที่ น้ำหนัก anthocyanin ที่ได (g) %recovery  

1 0.155 77.5% 

2 0.148 74.0% 

3 0.161 80.5% 

 

3.2 การหาปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเทคนิค pH-differential 

3.2.1 คาการดูดกลืนแสงของ anthocyanin ที่ pH 1.0 และ pH 4.5 

         การวิเคราะหปริมาณ delphinidin-3,5-diglucoside(17) อางอิงตาม Manuela Cristina Pessanha de 

Araujo SANTIAGO และคณะ ดังตารางที่ 9 

        

 

ตารางที่ 9: : คาการดูดกลืนแสงของ anthocyanin ดวยเทคนิค UV-vis spectrophotometer 
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จากการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารสกัดที่ pH 1.0 และ 4.5 ได UV Spectrum ดังภาพที่ 9 และ 10 

ตามลำดับ 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9: UV-Vis spectroscopy ของ anthocyanin จากผล maqui berry ในตัวอยางที่ 1 pH1.0 (3 ซ้ำ) 

ภาพที่ 10: UV-Vis spectroscopy ของ anthocyanin จากผล maqui berry ในตัวอยางที่ 1 pH 4.5 (3 ซ้ำ) 
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จากตารางที่ 9 ทำการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารสกัด anthocyanin ทีค่วามยาวคลื่น 530 และ 700 nm 

เนื่องจากตองการเปรียบเทียบขอมูลของ anthocyanin แตละชนิดมีแนวโนมเดียวกันหรือไม ไดผลดังตารางที่ 10 

ตารางที่ 10: คาการดูดกลืนแสงของสารสกัด anthocyanin ที่ pH 1.0 และ pH 4.5 ตัวอยางเฉลี่ย 

 

สารตัวอยาง 

คาการดูดกลืนแสงของสาร 

pH 1.0 pH 4.5 

530 nm 700 nm 530 nm 700 nm 

ครั้งที่ 1 0.283 0.006 0.033 0.009 

ครั้งที่ 2 0.281 0.009 0.035 0.01 

ครั้งที่ 3 0.289 0.011 0.028 0.015 

 

3.2.2 การคำนวณหาปริมาณ delphinidin-3 ,5-diglucoside โดยวิธี pH-differential 

เนื่องจาก anthocyanin แตละชนิดจะมีชวงการดูดกลืนแสงสูงสุดไมเทากัน อีกท้ังชวงการดูดกลืนแสงของ 

anthocyanin สามารถเปลี่ยนแปลงไดเมื่อเปลี่ยนตัวทำละลายในการวัด เชน หากใช 1% HCl ใน methanol ใน

การละลาย delphinidin-3,5-diglucoside จะมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 520 nm แต 

cyanidin-3-glucoside จะมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 530 nm และหากเปลี่ยนตัวทำละลายเปนบัฟเฟอร pH 

1.0 คาการดูดกลืนแสงสูงสุดจะเปลี่ยนไปเปน 510 nm เปนตน  

     เหตุผลที่ใช pH1.00 และ pH 4.50 เนื่องจาก pH 1.00 เปน pHที่ anthocyanin เสถียรที่สุด สารละลายมี

ลักษณะสีเปนสีชมพูแดง จึงเปนชวงที่มีการดูกลืนแสงมากที่สุด ในขณะที่ในชวง pH 4.50 เปนชวงที่ 

anthocyanin เปลี่ยนเปนสารละลายไมมีสี ดังนั้นเมื่อวัดการดูดกลืนแสงของ anthocyanin ชวง pH 4.50 จะเปน

การวัดการดูดกลืนแสงของตัวรบกวนที่ไมใชสวนที่ตองการวัด เมื่อนำคาการดูดกลืนแสงของสารที่ pH 1.00 และ 

pH 4.50 มาหักลบกัน จะไดคาการดูดกลืนแสงของ anthocyanin ที่ตองการวัดเพียงอยางเดียว และเพ่ือลดความ

คลาดเคลื่อนในดานการวัด จึงวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 2 คา คือ ชวงที่ anthocyanin มีการดูดกลืน

แสงสูงสุด (λmax) และชวงที่ anthocyanin ไมมีการดูดกลืนแสงที่ 700 nm เมื่อนำความยาวคลื่นทั้งสองมาหักลบ

กัน จะเปนการวัดความยาวคลื่นของ anthocyanin เพียงอยางเดียว  
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เมื่อได

คาการดูดกลืนแสงของ delphinidin-3,5-diglucoside จะสามารถคำนวณความเขมขนของสารได จาก

สมการ  

 

 

A คือคาการดูดกลื่นแสงของ anthocyanin ที่ตองการวิเคราะห 

MW คือ มวลโมเลกุลของ anthocyanin ที่ตองการวิเคราะห  

            เชน delphinidin-3,5-diglucoside คือ 627.5 g/mol 

 DF ยอมาจาก dilution factor คือคาการเจือจางของสารตัวอยาง คำนวณจาก 
ปริมาณของสารละลาย

ปริมาณของสารตัวอยาง
 

            ดังนั้นคา dilution factor คือ 
.  𝑙
.  𝑙

 = 10 เทา 

ɛ คือ คา molar absorptivity หรือคือ เปนสมบัติจำเพาะของสารที่ดูดกลืน และวัดที่ความยาวคาหนึ่ง   

            โดย anthocyanin แตละประเภทจะมีคาไมเทากัน  

            เชน delphinidin-3,5-diglucoside มีคา 40368 L mol-1 cm-1  

สวน เลข 1 ในสวนของสมการ คือ ความกวางของคิวเวท 1 cm  

           จากคาการดูดกลืนแสงของสารในตารางที่ 10 คำนวณปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside 

ในสารสกัดไดดังตารางที่ 11 

ตารางที่ 11: ปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเทคนิค pH-differential 

 

 

  

 

 

สูตรการหาคาการดูดกลืนแสงคือ A = (Aλmax-Aλ700nm)pH1.00 - (Aλmax-Aλ700nm)pH4.50 

ปริมาณ anthocyanin (mg/L) = 
( × × × )

(ɛ× )
 

ตัวอยางที่ ปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside (%w/w) 

1 1.337 

2 1.788 

3 1.733 

เฉลี่ย 1.621 ± 0.244 
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3.3 การหาปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเทคนิค HPLC-UV 

 ตากการวเิคราะหส์ารละลายมาตรฐาน % anthocyanin ไดโ้ครมาโทรแกรมดงัภาพที  ลาํดบัการแยกสาร และ 

retention time ของ anthocyanin 8 ชนดิ ดงัตารางท ี  

 

 

 

 

 

 

 

 

        

ตารางที่ 12: ลำดับการแยกของสารสกัด 35% anthocyanin 

peak name Retention time 

(นาท)ี 

1 Delphinidin-3-sambubioside-5-glucoside 22.3 

2 Delphinidin-3,5-diglucoside 23.9 

3 Cyanidin-3-sambubioside-5-glucoside 27.4 

4 Cyanidin-3,5-diglucoside 28.4 

5 Delphinidin-3-sambubioside 30.5 

6 Delphinidin-3-glucoside 32.8 

7 Cyanidin-3-sambubioside 36.3 

8 Cyanidin-3-glucoside 37.9 

 

น้ำมีลำดับการแยกของ anthocyanin แตละชนิด ขึ้นกับความมีขั้วของโมเลกุล โมเลกุลที่มีข้ัวมากกวาจะ

ออกมากอนโมเลกุลที่มีขั้วนอยกวา ดังนั้นสามารถเรียงตามลำดับความมีขั้วจากมากไปนอยคือ Delphinidin-3-

sambubioside-5-glucoside, Delphinidin-3,5-diglucoside, Cyanidin-3-sambubioside-5-glucoside, 

ภาพที่ 11: โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน35%anthocyaninใน0.3% trifluoro acetate acid ในน้ำ 
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Cyanidin-3,5-diglucoside, Delphinidin-3-sambubioside, Delphinidin-3-glucoside, Cyanidin-3-

sambubioside  และ Cyanidin-3-glucoside ตามลำดับ 

 

 เมื่อนำสารสกัด anthocyanin จาก maqui berry มาวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC-UV ไดโครมาโทแกรม 

ดังภาพที ่12 และคา retention time และพ้ืนที่ใตพีคดังตารางที่ 13 

 

ตารางที่ 13: ผลการวิเคราะหโครมาโทแกรมของตัวอยางเฉลี่ย 

peak name Retention time (นาท)ี Area (m2) 

1 Delphinidin-3,5-diglucoside 23.8 804537 

2 Cyanidin-3,5-diglucoside 28.3 62009 

3 Delphinidin-3-glucoside 32.8 164089 

4 Cyanidin-3-glucoside 39.3 16705 

Total Total anthocyanins - 1047340 

จากโครมาโทแกรมของสารสกัด anthocyanin ของ anthocyanin ทั้งหมด 4 ชนิด คือ Delphinidin-

3,5-diglucoside, Cyanidin-3,5-diglucoside, Delphinidin-3-glucoside และ Cyanidin-3-glucoside  

  

 

ภาพที่ 12: โครมาโทแกรมของสารสกัดตัวอยางที่ 1 
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 กราฟมาตรฐานของ delphinidin-3, 5-diglucoside  

 

 

 

 

 

 

 

 

 calibration cure ของ delphinidin-3,5-diglucoside เปนการพล็อตระหวางความเขมขน

ของ standard 35% anthocyanin ชนิด delphinidin-3,5-diglucoside โดยคำนวณความ

เขมขน delphinidin-3,5-diglucoside จากการเตรียม standard ความเขมขน 6.1, 11.8, 

22.2, 33.8, 55.8 และ 65.6 µg/ml จะไดกราฟมาตรฐานดังภาพที่ 13 และสมการของกราฟ

มาตรฐานคือ Y=34000X+2346.5, R2 = 0.998 เมื่อคำนวณหาปริมาณ delphinidin-3, 5-

diglucoside ในสารสกัดตัวอยางไดผลดังตารางที่ 14 

ตารางที่ 14: การวิเคราะหปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเทคนิค HPLC 

ตัวอยางที่ Delphinidin-3, 5-diglucoside (%w/w) 

1 0.997 

2 1.265 

3 1.278 

เฉลี่ย 1.180 

ภาพที่ 13: Calibration cure ของ standard 35% anthocyanin ชนิด delphinidin-3, 5-diglucoside 
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3.4 การเปรียบเทียบการหาปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเทคนิค pH-differential กับ 

HPLC UV 

           3.4.1 การเปรียบเทียบความเที่ยงของการวิเคราะหดวย F-test 

ตารางที่ 15: เปรียบเทียบความเที่ยงของการวิเคราะห delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยวิธี F-test 

ตัวอยางที่ ปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside (%w/w) 

วิธี HPLC วิธี pH-differential 

1 0.997 1.337 

2 1.265 1.790 

3 1.278 1.730 

เฉลี่ย 1.18 1.62 

                     S1
2 = 

( )
𝑁

 = 
( . . ) ( . . ) ( . . )

 

                          = 0.0258 

S2
2 = 

( )
𝑁

 = 
( . . ) ( . . ) ( . )

 

                          = 0.0597 

s1
2/ s2

2 = .
.

 = 0.432 

คาการคำนวณ < คาในตาราง  คือ   0.432< 19.0  

ดังนั้นสรุปไดวาความเที่ยงของการวิเคราะหดวยวิธี HPLC และ pH-differential ไมแตกตางกัน

อยางมีนัยสำคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 

3.4.2 การเปรียบเทียบความเที่ยงของการวิเคราะหดวย T- test 

ตารางที่ 16: เปรียบเทียบ %w/w delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยวิธี T-test 

ตัวอยางที่ ปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside (%w/w) 

HPLC pH-differential D 

1 0.997 1.337 -0.340 

2 1.265 1.79 -0.523 

3 1.278 1.73 -0.455 

D   -0.439 
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SD =  
( )
𝑁

   

    =
( . . ) ( . . ) ( . . )

   

    = 0.093                                                                                         

t= 
D√𝑁

 = 
. ×√

.
 

           = -8.18 

ǀtǀ (8.18) เทียบกับ t0.050,2 

8.18 > 2.919986 

ดังนั้นสรุปไดวาผลการวิเคราะหปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยวิธี HPLC-UV 

และ pH-differential แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

       จากผลการเปรียบเทียบความแตกตางของ 2 เทคนิคดวยวิธี F-test พบวาทั้ง 2เทคนิคไมมีความแตกตาง

ในระดับความเชื่อม่ันที่ 95% แสดงวาขอมูลมีความแมนยำในการวิเคราะหเทากัน แตเมื่อเปรียบเทียบความ

แตกตางดวยวิธี T-test พบวาทั้ง 2 เทคนิคมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญในระดับความเชื่อม่ัน 95% สาเหตุ

มาจากความจำกัดของเทคนิค anthocyanin ของ maqui berry มีหลายตัว แตละตัวมีชวงการดูดกลืนแสงสูงสุด

ในชวงที่ใกลเคียงกันหากอางอิงตามงานวิจัยของ Araujo SANTIAGO และคณะ พบวา หากใช 1%HCl ใน 

methanol เปนตัวทำละลาย Delphinidin-3,5-diglucoside จะดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 520 nm, 

Cyanidin-3,5-diglucoside ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 508.5 nm, Delphinidin-3-glucoside ดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 543 nm, Cyanidin-3-glucoside ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดที่ 530 nm จะ

เห็นวา anthocyanin แตละตัวดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุดใกลเคียงกัน จึงทำใหเมื่อวัดการดูกลืนแสงของ 

delphinidin-3,5-diglucoside อาจวัดการดูดกลื่นแสงของ anthocyanin ตัวอ่ืนไปดวย ทำใหผลการทดลองเปน 

positive หรือได ปริมาณ anthocyanin มากกวาความเปนจริง แตเนื่องการวัดดวยเทคนิค pH-different เปน

เทคนิคที่วิเคราะหงายและใชเวลาในการวัดไมนาน จึงเปนที่นิยมมากในการวิเคราะหหาปริมาณโดยประมาณ 
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3.5 การวิเคราะห delphinidin-3, 5-diglucoside ดวยเทคนิค LC-MS/MS 

 3.5.1 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการวิเคราะหดวย LC-MS/MS 

 การทดลองมีการเปรียบเทียบ condition เพ่ือหา condition ที่เหมาะสม รวม 5 สภาวะดังตารางที่ 17 

และไดโครมาโทแกรมของการวิเคราะหแตละสภาวะดังภาพที่ 14 และคา retention time ของ anthocyanin 

แตละชนิดดังตารางที่ 18 

ตารางที่ 17: สภาวะการวิเคราะห anthocyanin ดวยเทคนิค LC-MS/MS 

 Mobile phases A: 5% formic acid ในน้ำ  

 Mobile phases B: methanol 

สภาวะที่ ลักษณะสภาวะการวิเคราะห 

1 Time (min): 0-30 min: 18%B  

Flowrate: 0.3 ml/min 

2 Time (min): 0-8 min: 30%B  

Flowrate: 0.3 ml/min 

3 Time (min): 0-8 min: 18-30%B  

  8-20 min: 30%B คงที่ 

Flowrate: 0.3 ml/min 

4 Time (min): 0-12 min: 15-30%B  

               12-20 min: 30%B คงท่ี 

Flowrate: 0.3 ml/min 

5 Time (min): 0-12 min: 15-30%B  

               12-20 min: 30%B คงท่ี 

Flowrate: 0.2 ml/min 
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ตารางที่ 18: คา retention time ของ anthocyanin ที่สภาวะการวิเคราะหตาง ๆ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พีค Compound name Retention time 

condition1 condition2 condition3 condition4 condition5 
1 Delphinidin-3-sambubioside-

5-glucoside 

4.710 3.345 4.953 7.143 8.751 

2 Delphinidin-3,5-Diglucoside 5.377 3.516 5.594 7.899 9.821 
3 Cyanidin-3,5-Diglucoside 7.630 4.005 7.092 9.407 11.980 
4 Delphinidin-3-sambubioside 10.377 4.743 8.662 10.920 14.035 
5 Delphinidin-3-glucoside 11.838 5.326 9.428 11.713 15.038 
6 Cyanidin-3-sambubioside - - 10.796 12.977 16.782 
7 Cyanidin-3-glucoside 17.310 6.734 11.119 13.475 17.227 
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                              (b) Condition 2                

                   (c) Condition 3                    (d) Condition 4 

 

 

 

 

 

                                                            (e) Condition 5 

 

(a) Condition 1 

ภาพที่ 14: โครมาโทแกรมของการแยก anthocyanin ที่สภาวะการวิเคราะหดวย LC-MS/MSตาง ๆ 

ตามตารางท่ี 18 (a) สภาวะ 1 (b) สภาวะ 2 (c) สภาวะ 3 (d) สภาวะ 4 (e) สภาวะ 5 
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จากผลการเปรียบเทียบ 5 สภาวะ พบวา สภาวะที่ 5 เหมาะสมที่สุด เนื่องจาก mobile phases A คือ 

5% formic ในน้ำ ซึ่งเปนสารละลายที่มีขั้วมากกวาmobile phase B คือ methanol โดย ชนิดของ 

anthocyanin ที่แยกออกมากอนจะเปนสารที่มีขั้วมากที่สุด เพราะคลอลัมที่ใชในการทดลองเปนคลอลัมแบบไมมี

ขั้ว ดังนั้นสารที่มีข้ัวจะอยูในคลอลัมไดนอยกวาสารที่ไมมีข้ัว ซึ่งจากสภาวะที่ 1-3 เปนสภาวะที่ชวงแรกใหปริมาณ

ของสารละลายไมมีข้ัวมากเกินไป เปนผลทำให สารที่มีขั้วนอยเคลื่อนที่ออกมาจากคลอลัมไดเร็วขึ้น จึงทับซอนกับ

สารที่มีข้ัวมาก ดังนั้นการลดปริมาณ methanol ลงในชวงแรกจะแกปญหาพีคทับซอนกันไดดี หลังจากการแกไข

พบวาในสภาวะที่ 4 มีสารสองตัวแรก คือ Delphinidin-3-sambubioside-5-glucoside และ Delphinidin-3,5-

Diglucoside มีคา resolution ที่นอยกวา 1 จึงลด Flowrate ของเครื่องลงจาก 3 ml/min เปน 2 ml/min ผลที่

ไดคือ จะไดพลีคที่แยกกันไดดีมากขึ้น คา resolution มีคามากกวา 1 ซึ่งแสดงวา Delphinidin-3,5-Diglucoside 

แยกออกจาก Delphinidin-3-sambubioside-5-glucoside ไดดี แตพีคท่ีไดจะมีลักษณะที่บอดลง 

3.5.2 การหาสารละลายเจืองจางท่ีเหมาะสม 

 ตารางที่ 19: การเปรียบเทียบตัวทำละลายในการวิเคราะหสารมาตรฐานและสารสกัด anthocyanin 

 

 จากผลการทดลองเปรียบเทียบตัวทำละลายเจือจางสาร anthocyanin กอนจะนำฉีดเขาเครื่อง

วิเคราะห พบวาตัวทำละลาย 5% formic acid ในน้ำมีคุณสมบัติที่ดีกวา เนื่องจาก หากเปรียบเทียบตัวทำละลาย

ซึ่งคือน้ำที่เจือจางสารสกัด anthocyanin กับ สารมาตรฐาน anthocyanin พบวาระยะเวลาการออกจากคอลัมน

พีค Compound name Retention time (นาท)ี 

DI water 5% formic acid in water 

maqui berry 

extract 

35% anthocyanin 

standard 

maqui berry 

extract 

35% anthocyanin 

standard 
1 Delphinidin-3-sambubioside-

5-glucoside 

- 8.751 - 7.724 

2 Delphinidin-3,5-Diglucoside 8.214 9.821 8.446 8.429 
3 Cyanidin-3,5-Diglucoside 9.758 11.980 9.964 9.942 
4 Delphinidin-3-sambubioside - 14.035 - 11.433 
5 Delphinidin-3-glucoside 12.098 15.038 12.284 12.211 
6 Cyanidin-3-sambubioside - 16.782 - 13.636 
7 Cyanidin-3-glucoside 14.012 17.227 14.266 14.207 
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ของสารสกัด anthocyanin กับสารมาตรฐานมีระยะการออกมาแตกตางกัน ในขณะที่ ตัวทำละลาย 5% formic 

acid สารสกัด และสารมาตรฐานออกมาใกลเคียงกัน ในการทดลองนี้จึงเลือก 5% formic acid ในน้ำ เจือจางสาร

สกัด anthocyanin กอนฉีดเขาคอลัมน 

 

 

 

 

(a) สารมาตรฐาน 35% anthocyanin เจือจางดวยน้ำ (b) สารสกัด anthocyanin เจือจางดวยน้ำ 

(c) สารมาตรฐาน 35% anthocyaninเจือจางดวย  

5% formic acid ในน้ำ 
(d) สารสกัดanthocyanin เจือจางดวย  

5% formic ในน้ำ 

ภาพที่ 15: โครมาโทรแกรมของการวิเคราะห (a) สารมาตรฐาน 35% anthocyanin เจือจางดวยน้ำ 

(b) สารสกัด anthocyanin เจือจางดวยน้ำ  

(c) สารมาตรฐาน 35% anthocyaninเจือจางดวย 5% formic acid ในน้ำ 

(d) สารสกัดanthocyanin เจือจางดวย 5% formic ในน้ำ 
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3.5.3 ผลการวิเคราะหเชิงคุณภาพของ anthocyanin 

Mass spectroscopy ของ Delphinidin-3, 5-diglucoside

 

ภาพที่ 16: ผลการทดลอง mass spectroscopy ของ delphinidin-3,5-diglucoside 

ตารางที่ 20: คา retention time, m/z และพ้ืนที่ใตพีกของการวิเคราะหสารสกัด 35% anthocyanin ดวย

เทคนิค LC-MS/MS 

 

 

 

 

 

 

peak Compound Name Retention 

time 

m/z Peak Area 

1 Delphinidin-3-Sambubioside-5-glucoside - 759.30>303.10 - 

2 Delphinidin-3,5-diglucoside 8.263 627.10>303.10 389534 

3 Cyanidin-3,5-diglucoside 9.838 611.10>287.10 57581 

4 Delphinidin-3-sambubioside - 597.10>303.00 - 

5 Delphinidin-3-glucoside 12.181 465.20>303.00 222477 

6 Cyanidin-3-sambubioside - 581.10>286.90 - 

7 Cyanidin-3-glucoside 14.280 449.20>287.10 24552 

total    694144 
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จากผลการแยก anthocyanin แตละชนิดดวยเทคนิค LC-MS/MS พบวามี anthocyanin 4 ชนิด ซึ่งยังไม

สามารถทราบไดวามี anthocyanin ชนิด delphinidin-3, 5-diglucoside หรือไม  จึงวิเคราะหตอในสวน mass 

spectroscopy เพ่ือหา m/z ของ anthocyanin แตละชนิด จากมวลโมเลกุลหลัก และ parent ion ซึ่งทำให

สามารถทราบวา anthocyanin ที่วิเคราะหได มี anthocyanin ชนิด delphinidin-3, 5-diglucoside เพราะจาก

การวิเคราะหพบวามีมวลโมเลกุล 627 g/mol และ parent ion คือ 303 g/mol จึงสามารถยืนยันไดวาสามารถ

สกัด delphinidin-3, 5-diglucoside จาก maqui berry ได 

3.6 อภิปรายผลการวิเคราะหเชิงคุณภาพ 

  

ภาพที่ 17: การแตกโมเลกุล ของ delphinidin-3, 5-diglucoside 

        ในงานวิจัยนี้ ใชเครื่องมือ LC-MS/MS ในสวนของ mass spectrometer โดยมี ESI เปน ionization 

source โหมดไอออนบวก ในการวิเคราะหเชิงคุณภาพ  

        ESI เปนสวนที่ทำใหโมเลกุลแตกตัวเปนไอออน โดยมี mass spectrometer ตัวที่ 1 เปนตัววิเคราะหการ

แตกไอออนหลัก และ mass spectrometer ตัวที่ 2 จะวิเคราะหการแตกไอออนครั้งที่สอง ทำใหทราบวาโมเลกุล

นั้นคืออะไร ผลการทดลองที่ไดคือโมเลกุล 303.0 g/mol ซึ่งเหตุผลที่มีเพียงโมเลกุลเดียว เนื่องจากใชโหมดการ

วิเคราะห คือ Multiple Reaction Monitoring (MRM) เพราะเครื่องมือจะแสดง mass ของสารจาก mass 

spectrometer ตัวที่ 2 เทานั้น โดยมีการหลุดน้ำตาล glucoside น้ำหนัก 162 g/mol 2 โมเลกุลออกจาก 

โมเลกุลหลักหรือ delphinidin-3, 5-diglucoside น้ำหนังโมเลกุล 627.5 g/mol สุดทายจะไดโมเลกุล 303 

g/mol เนื่องจากเปนโมเลกุลที่มคีวามเสถียรจึงไมมีการแตก fragment อีก 

627 g/mol 

-324 g/mol 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

   ในงานวิจัยนี้ไดสกัด anthocyanin จาก maqui berry ดวยตัวทำละลาย 0.1% HCl ใน methanol 

เพ่ือตรวจหาปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside เนื่องจาก anthocyanin ชนิด delphinidin-3, 5-

diglucoside มีคุณสมบัติในการยับยั้งโรคตาแหงไดดี เมื่อเทียบกับ anthocyanin ชนิดอื่น อีกทั้งมีคุณสมบัติใน

การตานสารอนุมูลอิสระเทากับ anthocyanin ชนิด delphinidin ตัวอ่ืน ๆ สำหรับในการทดลองนี้ใชเทคนิค 

pH-differential, HPLC ในการวิเคราะหเชิงปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside และ LC-MS/MS ใช

วิเคราะหเชิงคุณภาพ  

  ในการวิเคราะหเชิงปริมาณเทคนิค pH-differential ไดปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside เฉลี่ย 

1.62 ± 0.244 และ HPLC ไดปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside เฉลี่ย 1.18 ± 0.161 เมื่อเปรียบเทียบ

ดวย T-test พบวาทั้งสองเทคนิคมีปริมาณ delphinidin-3, 5-diglucoside ที่แตกตางกัน สาเหตุเนื่องจาก 

ขอจำกัดของเทคนิค pH-differential ที่เกิดการทับซอนกันของพีค สวนในเชิงคุณภาพเทคนิค LC-MS/MS จาก

การวิเคราะห delphinidin-3, 5-diglucoside พบวา  parent ion คือ 303 g/mol และโมเลกุล คือ 627 

g/mol 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

การสกัด maqui berry 

 

ภาพ ก-1: ลักษณะของ maqui berry สวนเปลือกแบบแหง 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ ก-2: การสั่นสะเทือนของคลื่นอัลตราโซนิคตัวอยาง maqui berry 
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ภาพ ก-3: แยกสวนของแข็งและของเหลวดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง 

                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก-4: สารละลายหลังจากการสกัด 
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ภาพที่ ก-5: การระเหยตัวทำละลายใหกลายเปนไอ 

 

ภาพที่ ก-6: ขูดของสารสกัด maqui berry หลังจากกระบวนการระเหยและอบ 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารละลายในการวิเคราะห  

 

ภาพ ข-1: การกรอง mobile phase  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ ข-2: การปรับ pH ของบัฟเฟอรสำหรับตรวจวัด pH-differential 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห anthocyanin ดวยเทคนิค LC-MS/MS 

 

ภาพ ค-1: การเตรียม calibration cure ที่ความเขมขน 10, 20, 40, 80, 160 ppm 

 

ภาพ ค-2: การเตรียมสารตัวอยางที่1-3 กอนการวิเคราะห  
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ภาพ ค-3: เครื่อง LC-MS/MS (liquid chromatography Tandem Mass spectrometry) 
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ภาคผนวก ง 

การเปรียบเทียบ peak ของ standard กอนชวงเครื่องมีปญหาและและชวงเครื่องมีปญหา 

 

ภาพ ง-1: ลำดับการวิเคราะหของ anthocyanin กอนเครื่องมีปญหา 

 

ภาพ ง-2: ลำดับการวิเคราะหของ anthocyanin เมื่อเครื่องมีปญหา 
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ภาคผนวก จ 

การวิเคราะห anthocyanin ดวยเทคนิค pH-differential 

 

ภาพ จ-1: การเตรียมสาระลายตัวอยางวิเคราะห pH1.0 และ pH 4.5 
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ภาคผนวก ฉ 

การคำนวณการสราง calibration cure ของ LC-MS/MS 

1. คำนวณความเขมขนของ 18% delphinidin ใน standard 

standard ความเขมขน 10 ppm มี 18% anthocyanin คือ 10×  = 1.8 ppm  
standard ความเขมขน 20 ppm มี 18% anthocyanin คือ 20×  = 3.6 ppm  
standard ความเขมขน 40 ppm มี 18% anthocyanin คือ 40×  = 7.2 ppm  
standard ความเขมขน 80 ppm มี 18% anthocyanin คือ 80×  = 14.4 ppm  
standard ความเขมขน 160 ppm มี 18% anthocyanin คือ 160×  = 28.8 ppm  

2. การคำนวณหาปริมาณ delphinidin-3,5-diglucoside ของ standard 

10 ppm:  

พ้ืนที่ใตกราฟของ delphinidin ทั้งหมดคือ     865080   มี anthocyanin ทั้งหมด           1.8 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside  270703  มี delphinidin-3,5-diglucoside ×1.8ppm 

        = 0.6 ppm 

20 ppm: 

พ้ืนที่ใตกราฟของ delphinidin ทั้งหมดคือ    1822234  มี anthocyanin ทั้งหมด           3.6 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside  553430  มี delphinidin-3,5-diglucoside ×3.6ppm 

        = 1.1 ppm 

40 ppm: 

พ้ืนที่ใตกราฟของ delphinidin ทั้งหมดคือ    3750699   มี anthocyanin ทั้งหมด          7.2 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside  1099713 มี delphinidin-3,5-diglucoside ×7.2ppm 

        = 2.1 ppm 
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80 ppm: 

พ้ืนที่ใตกราฟของ delphinidin ทั้งหมดคือ    7818692   มี anthocyanin ทั้งหมด           14.4 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside 2286871  มี delphinidin-3,5-diglucoside ×14.4ppm 

        = 4.2 ppm 

160 ppm: 

พ้ืนที่ใตกราฟของ delphinidin ทั้งหมดคือ   16385473  ม ีanthocyanin ทั้งหมด           28.8 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside 4535072 มีdelphinidin-3,5-diglucoside ×28.8ppm 

        = 8.0 ppm 
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การคำนวณการสราง calibration cure ของ HPLC 

1. คำนวณความเขมขนของ 35% anthocyanin ใน standard 

standard ความเขมขน 50 ppm มี 35% anthocyanin คือ 50×      = 17.5 ppm  
standard ความเขมขน 100 ppm มี 35% anthocyanin คือ 100×  = 35.0 ppm  
standard ความเขมขน 200 ppm มี 35% anthocyanin คือ 200×  = 70.0 ppm  
standard ความเขมขน 300 ppm มี 35% anthocyanin คือ 300×  = 105.0 ppm  
standard ความเขมขน 500 ppm มี 35% anthocyanin คือ 500×  = 175.0 ppm  
standard ความเขมขน 600 ppm มี 35% anthocyanin คือ 600×  = 210.0 ppm  
 
 

2. การคำนวณหาปริมาณ delphinidin-3,5-diglucoside ของ standard 

50 ppm:  

พ้ืนที่ใตกราฟทั้งหมดคือ                           582936   มี anthocyanin ทั้งหมด           17.5 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside  203114  มี delphinidin-3,5-diglucoside ×17.5ppm 

        = 6.1 ppm 

100 ppm:   

พ้ืนที่ใตกราฟทั้งหมดคือ                           1240961   มี anthocyanin ทั้งหมด           35.0 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside  417817  มี delphinidin-3,5-diglucoside ×35.0ppm 

        = 11.8 ppm 

200 ppm:  

พ้ืนที่ใตกราฟทั้งหมดคือ                           2389244   มี anthocyanin ทั้งหมด           70.0 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside  759364  มี delphinidin-3,5-diglucoside ×70.0ppm 

         = 22.2 ppm 
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300 ppm:  

พ้ืนที่ใตกราฟทั้งหมดคือ                           3545139   มี anthocyanin ทั้งหมด           105.0 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside 1140268 มีdelphinidin-3,5-diglucoside ×105.0ppm 

        = 33.8 ppm 

500 ppm:  

พ้ืนที่ใตกราฟทั้งหมดคือ                           5917457   มี anthocyanin ทั้งหมด           175.0 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside 1888198 มีdelphinidin-3,5-diglucoside ×175.0ppm 

        = 55.8 ppm 

600 ppm:  

พ้ืนที่ใตกราฟทั้งหมดคือ                           7186393   มี anthocyanin ทั้งหมด           210.0 ppm 

พ้ืนที่ใตกราฟ delphinidin-3,5-diglucoside 2245490 มีdelphinidin-3,5-diglucoside ×210.0ppm 

        = 65.6 ppm 

 

 


	ปกภาษาไทย
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 วิธีการทดลอง
	บทที่ 3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง
	บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก

