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บทคัดยŠอ 

งานวิจัยนีĚศึกษาการวิđคราะหŤหาปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside Ĕนสารสกัดǰanthocyanin จากǰ

maqui berry ēดยǰdelphinidin-3, 5-diglucoside đปŨนสารตšานอนčมĎลอิสระǰทีęมีคčณสมบัติชŠวยบำรčงสายตาǰĒละ

ปŜองกันēรคตาĒหšง ēดยĔชšวิธีการตรวจวิđคราะหŤĔนđชิงคčณภาพดšวยđทคนิคǰLC-MS/MS (LC-Triple-quadrupole) 

ĒละวิđคราะหŤปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucosideǰĔนสารสกัดจากผลǰmaqui berry ēดยวิธีǰHPLC-UV (High 

Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) ĕดš  1.18ǰ±ǰ0.16ǰ%ǰ(w/w)ǰĒละว ิ ธ ี ǰpH-differential 

ดšวยสđปคēตรēฟēตมิđตอรŤทีęความยาวคลČęนǰ520 นาēนđมตร ĕดš 1.62ǰ±ǰ0.24ǰ%ǰ(w/w)ǰđมČęอđปรียบđทียบผลการ

วิđคราะหŤปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucosideǰดšวยวิธีǰHPLC-UV กับวิธี pH-differential ดšวยǰt-test พบวŠา 

การวิđคราะหŤทัĚงสองวิธีĕดšผลการวิđคราะหŤทีęĒตกตŠางกันอยŠางมีนัยสำคัญทีęระดับความđชČęอมัęนǰ95%ǰđนČęองจาก

đทคนิคĔนการวิđคราะหŤǰpH-differential มีชŠวงการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyanin ชนิดอČ ęนมาทับซšอนกับǰ

delphinidin-3, 5-diglucosideǰทำĔหšĕดšผลการวิđคราะหŤมากกวŠาความđปŨนจริง 
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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 antioxidantǰthat 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 1.18ǰ±ǰ0.161 %(w/w) and 1.62ǰ±.ǰ0.244 %(w/w), respectively.ǰComparing 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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บททีęǰ1 

บทนำ 

1.1ǰความเปŨนมาและความสำคัญ 

ǰ anthocyaninǰđปŨนรงควัตถčหรČอสารสีǰทีęอยĎŠĔนกลčŠมของผลĕมšตระกĎลđบอรŤรีęǰองčŠนǰทับทิมǰผักǰđมลĘด

ธัญพČชǰĒละพČชตระกĎลหัว(14)ǰซึęงđปŨนสารออกฤทธิĝǰทีęชŠวยรักษาผĎšทีęมีปŦญหาสčขภาพđกีęยวกับǰēรคอšวนǰēรคหัวĔจǰ

ēรคมะđรĘง ความดันĒละēรคđบาหวานปริมาณนĚำตาลĔนđลČอดสĎง(5,7,15) ǰēดยǰanthocyanin đปŨนสารสีทีęละลาย

นĚำĕดšǰĒละจัดอยĎŠĔนกลčŠม flavonoid สีของ anthocyanin จะđปลีęยนĕปตามสภาวะความđปŨนกรด-ดŠางǰēดยđมČęอ

อยĎŠĔนสภาวะดŠางǰ(pH>7)จะมีสีนĚำđงินđขšมหรČออาจĕมŠมีสีđลยมีสีมŠวงđมČęออยĎŠĔนสภาวะทีęđปŨนกลางǰ(pH=7) Ēละ

จะมีสีĒดงถึงĒดงđขšมĔนสภาวะđปŨนกรดǰ(pH<7)(12) สารĔนกลčŠม anthocyaninǰนัĚนมีหลายชนิดǰēดยชนิดทีę

สามารถพบĕดšบŠอยǰคČอǰcyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin, pelargonidinǰĒละǰmalvidin(5) 

ēดยǰanthocyanin ที ęกลŠาวĕปขšางตšนจะอยĎ ŠĔนพČชที ęĒตกตŠางกันǰ đชŠนǰcyanidin พบĕดšĔนǰblack berry, 

raspberries, elderberries, red cabbage หรČอǰdelphinidin พบĕดšĔนǰblackcurrants, blueberriesǰĒละǰ

maqui berry đปŨนตšน 

ǰ ĔนงานวิจัยนีĚǰผĎšวิจัยสนĔจสารสกัดǰanthocyaninǰจากǰmaqui berry đนČęองจากมีการรายงานวŠา 

maqui berry มีคčณสมบัติĔนการตšานอนčมĎลอิสระมากกวŠาพČชกลčŠมอČęนǰėǰēดยǰmaqui berry มีǰanthocyanin 

ทีęđปŨนองคŤประกอบหลักǰดังตารางทีęǰ1ǰ 

ตารางทีęǰ1: anthocyanin Ĕนǰmaqui berry 

ประđภทǰanthocyanin ชนิดǰanthocyanin 

 

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 ทีęสนĔจศึกษาĔนงานวิจัยนีĚคČอǰdelphinidin-3,ǰ5-diglucoside đนČęองจากđปŨนēมđลกčล

ทีęมีคčณสมบัติชŠวยออกฤทธิĝยับยัĚงēรคตาĒหšงทางสายตาǰĒละđปŨนสารตšานอนčมĎลอิสระǰēดยศึกษาđทคนิคĔนการ

วิđคราะหŤǰ3ǰđทคนิคคČอǰLC-MS/MS (Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry), HPLC-UV 

(High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) Ēละ  đทคน ิค ǰpH-differential ด š วย ǰUV-

Spectrophotometer  

1.2ǰวัตถุประสงคŤ 

การพัฒนาวิธีวิđคราะหŤđพČęอหาปริมาณǰdelphinidin-3,ǰ5-diglucoside Ĕนสารสกัด maqui berryǰดšวยđทคนิคǰ

LC-MS/MS 

1.3 ผลทีęคาดวŠาจะไดšรับ 

ǰǰǰǰǰĕดšวิธีการวิđคราะหŤหาปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ēดยĔชšđทคนิคǰLC-MS-MS 

1.4 ขอบเขตการศึกษาǰ 

  ศึกษาการสกัดǰanthocyanin จาก maqui berry Ēละตรวจวัดปริมาณǰanthocyanin ēดยđนšน

ตรวจวัดǰdelphinidin-3,ǰ5-diglucoside ดšวยđครČ ęองมČอǰLC-MS-MS Ēละนำมาđปรียบđทียบกับการตรวจวัด

ปริมาณดšวยวิธีǰpH ı differential ĒละǰHPLC-UV 

1.5ǰทฤษฎีและงานวิจัยทีęเกีęยวขšอง 

1.5.1ǰmaqui berry 

 maqui berry đปŨนพČชดอกĔนสกčล ĶAristotelia” กลčŠมđดียวกับǰblueberry, black berryǰcurrants, 

acai, rasberry Ēละǰelderberries ēดยผลของǰmaqui berry มีสมีŠวงđขšมจนถึงดำǰมีลักษณะตšนđปŨนพčŠมĕมšǰขนาด

ĔหญŠทีęมีความสĎงถึงǰ5 đมตรǰđจริญđติบēตĔนปśาพาทาēกđนียของประđทศชิลีǰǰĒละบางสŠวนĔนประđทศอาđจนตินŠา(9)ǰ

ชาวอินđดียนĒดงǰชนđผŠาǰmapuche ĔนĒถบทวีปอđมริกาĔตšǰรĎšจักĒละĔชšประēยชนŤจากǰmaqui berry มาđปŨน

đวลานานหลายǰดังนัĚนชนđผŠา mapuche จึงยกยŠองǰmaqui berry đปŨนสัญลักษณŤของความĒขĘงĒรงǰสčขภาพดีǰสด

ชČęนǰĒละมีชีวิตชีวา(13) 

maqui berry มีคčณสมบัติĔนการตšานอนčมĎลอิสระǰĒละมีรายงานวŠามีคčณสมบัติตšานอนčมĎลอิสระมากกวŠา

พČชหลายชนิดǰđชŠนǰมากกวŠามะนาวǰ20ǰđทŠา,ǰbrack current 3.5ǰđทŠา Ēละ blueberryǰ2.9ǰđทŠา ēดยวัดจากปริมาณǰ

ORAL (Oxygen Radical Absorbance Capacity) หรČอคŠาความสามารถĔนการตšานสารอนčมĎลอิสระǰพČชทีęมีคŠาǰ
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ORAL สĎงจะมีประสิทธิภาพĔนการตšานอนčมĎลอิสระǰชŠวยปŜองกันēรคทีęมีสาđหตčจากอนčมĎลอิสระǰđชŠน  ēรคมะđรĘงǰ

ēรคหัวĔจǰĒละปกปŜองđซลลŤĔหšปลอดภัยจากการถĎกทำลายǰซึęงđรียกวŠาการปŗดกลĕกการđกิดความđสČęอมของđซลลŤĕดšดีǰ

ชŠวยชะลอความđสČęอมของรŠางกายǰตŠอตšานริĚวรอยǰđสริมสรšางภĎมิคčšมกันǰชŠวยควบคčมนĚำหนักǰชŠวยการนอนหลับสนิท

(5,15)ǰđปŨนตšนǰ 

1.5.2ǰanthocyanin 

anthocyaninǰđปŨนรงควัตถčหรČอสารสีǰทีęĔหšสีĒดงǰมŠวงǰĒละนĚำđงินǰĔชšđปŨนสารĔหšสีธรรมชาติĔนอาหารǰ 

สารสก ั ด  anthocyanin đป Ũ นสารต š านอน čม Ď ลอ ิ ส ระ  (antioxidant) ช Š วยชะลอความ đส Č ę อมของ đซลลŤ ǰ 

ช Š วยลดอ ั ตรา đส ี ę ย งของการ đก ิ ด ē รคห ั ว ĔจĒละ đส š น đล Č อดอ č ดต ั น Ĕนสมอง ǰด š วยการย ับย ั Ě ง ĕม Š Ĕหš  

đลČอดจับตัวđปŨนกšอนǰชะลอความđสČ ęอมของดวงตาǰชŠวยยับยั ĚงจčลินทรียŤกŠอēรคǰEscherichia coli Ĕนระบบ 

ทางđดินอาหาร(10)ǰ 

1.5.2.1ǰสมบัติทางเคมีของǰanthocyanin   

Anthocyanin đปŨนสารประกอบพวกǰFlavonoid ละลายĔนตัวทำละลายทีęมีขัĚวǰēดยทัęวĕปจะอยĎŠĔนรĎปของǰ

flavylium salt หรČอǰ2-phenylbenzopyrylium salt Ĕนēครงสรšางประกอบดšวยวงǰbenzene 2 วงǰคČอวงǰA Ēละǰ

B ēดยมีการนับตำĒหนŠงตามภาพทีęǰ1(6)ǰ 
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ēครงสรšางทีęĕมŠมีนĚำตาลǰจะđรียกวŠาǰanthocyanidin đมČęอมีนĚำตาลทีęตำĒหนŠงǰ3,5 หรČอǰ7ǰจะถĎกđรียกวŠาǰ

anthocyanin สามารถĒบŠงประđภทตามหมĎŠĒทนทีęǰ𝑅ଵ-𝑅ǰตามตารางĔนภาพทีęǰ1 

 

ทีęมา: Araceli Castaneda-Ovando (2012) 

 Anthocyanin จะปรากฏสีĕดšดีǰĔนภาวะทีęđปŨนกรดǰpH 1 ēดยประจčบวกของออกซิđจนĔนวงđฮทđทอēรĕซ

คลิกǰจะยšายตำĒหนŠงระหวŠางพันธะคĎŠทัĚงǰ8ǰĔนชัĚนพายอิđลĘกตรอนǰชŠวงการดĎดกลČนของǰflavonoid ĒบŠงออกđปŨนǰ2ǰ

ชŠวง 

 ชŠวงทีęǰ1ǰดĎดกลČนความยาวคลČęนทีęสามารถมองđหĘนǰ(Visible) ของพันธะคĎŠĔนวงĒหวนǰB ĔนชŠวงความยาว

คลČęนǰ465ǰถึงǰ550ǰnm 

  ชŠวงทีęǰ2ǰดĎดกลČนความยาวคลČęนชŠวงǰultraviolet ของพันธะคĎŠĔนวงĒหวนǰA ชŠวงความยาวคลČęนǰ270ǰถึงǰ

280ǰnm 

ภาพทีęǰ1: ประđภทของǰanthocyanin 
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 đมČęอǰpH đปลีęยนēครงสรšางของวงĒหวนǰA ĒละǰBǰจะđปลีęยนĕปǰจึงđปŨนđหตčผลทำĔหšสีของǰanthocyanin 

đปลีęยนĕป(12)ǰดังภาพทีęǰ2 

 

ทีęมา: M.Monica Giusti ĒละǰRonald E. Wrolstad (2001) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีęǰ2: ผลของǰpH ตŠอēครงสรšางของǰanthocyanin 
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 anthocyanin มีđสถียรภาพดีđมČęออยĎŠĔนสารละลายทีęมีǰpH ตęำǰėǰēดยคŠาความđขšมของสีจะĒปรผันตามคŠาǰ

pHǰดังนัĚนǰความđขšมของสีทีęมากทีęสčดคČอǰpH=1.0 ĒละลดลงđมČęอมีǰpH สĎงขึĚนǰēครงสรšางĒละสีของǰanthocyanin 

จะđปลีęยนĒปลงดังตารางทีęǰ2(12) 

ตารางทีęǰ2: ความสำคัญของǰpH ทีęมีตŠอēครงสรšางĒละสีของǰanthocyaninǰทีęǰpH ตŠางǰė 

ทีęมา: การสกัดĒละการทำĔหšสารĒอนēทĕซยานินĔนลĎกหวšาบริสčทธิĝǰēดยǰสčวชิาǰ2555 

  ปŦจจัยอČęนทีęมีผลตŠอปริมาณǰanthocyanin คČอǰอčณหภĎมิĒละĒสงēดยมีผลตŠอการสลายตัวของǰ

anthocyanin ปริมาณǰanthocyaninǰจะนšอยลงǰđมČęอĕดšรับความรšอนทีęอčณหภĎมิสĎงǰėǰหรČอēดนĒสงǰดังĒสดงĔน

งานวิจัยของǰMarvi KanwalǰĒละคณะ(11) 

 

จากภาพทีęǰ3ǰพบวŠาđมČęออčณหภĎมิสĎงขึĚนĒละมีĒสงǰปริมาณของǰanthocyanin จะลดลงǰĔนขณะđดียวกันǰ

หากอčณหภĎมิตęำĒละถĎกđกĘบĔนทีęมČดǰปริมาณǰanthocyanin จะมีปริมาณมากทีęสčด 

ชŠวงǰpH สีของǰanthocyanin  ชČęอēครงสรšาง 

pH 1.0 Ēดง Flavylium salts 

pH = 4.0-5.0 ĕมŠมีสี Pseudobases 

pH = 5.0-7.0 มŠวง Quinoidal anhydrobases 

pH = 7.0-8.0 นĚำđงินđขšม Ionization anhydrobases 

pH 12.0 นĚำตาล Chalcones 

ภาพทีęǰ3:ǰความสัมพันธŤของอčณหภĎมิกับđวลาของǰanthocyanin กราฟǰa คČอกรณีทีęมีĒสง 
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1.5.2.2 การสกัดǰanthocyanin จากธรรมชาติ 

สารทีęนำมาสกัดĒตŠละชนิดจะĕดšปริมาณǰanthocyanin ทีęĒตกตŠางกันǰēดยงานสŠวนมากนิยมĔชšǰ

methanol Ĕนการสกัดǰanthocyanin đนČęองจากǰmethano𝑙ሺଽሻ đปŨนตัวทำละลายทีęสกัดǰanthocyanin ĕดšดีทีęสčด

đมČęอđทียบกับตัวทำละลายตัวอČęนǰė(11)ǰดังภาพทีęǰ4 

 

ภาพทีęǰ4:ǰผลของตัวทำละลายĔนการสกัดǰanthocyanin  

ทีęมา: Farah Naz (2018) 

ethanol methanol water methanol: water 

=1:1 

methanol: ethanol 

=1:1 
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1.5.3ǰการวิเคราะหŤǰanthocyanin 

1.5.3.1ǰเทคนิคǰpH-differential 

 UV-vis spectrophotometer đปŨนđครČęองมČอทีęĔชšสำหรับตรวจหาปริมาณสารǰēดยอาศัยหลักการของการ

ดĎดกลČนĒสงทีęความยาวคลČęนตŠางǰėǰĔนชŠวงǰUV ĒละชŠวงǰvisible 

đทคนิคǰpH-differential đปŨนđทคนิคทีęวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyanin หรČอสารสีǰēดยวัดความยาว

คลČęนทีęǰpH 1.0 Ēละǰ4.5ǰđนČęองจากǰpH 1.0 đปŨนชŠวงความđปŨนกรดđบสทีęทำĔหšǰanthocyanin อยĎŠĔนรĎปของǰ

oxonium form ซึęงđปŨนēมđลกčลทีęđสถียรทีęสčดǰมีการดĎดกลČนĒสงĕดšมากทีęสčดǰĔนขณะทีęǰanthocyanin ชŠวงǰpH 4.5  

จะอยĎŠĔนรĎปǰchalcone ซึęงđปŨนēมđลกčลทีęĕมŠมีสีǰ 

 จากคŠาการดĎดกลČนĒสงǰทีę pH 1.0 Ēละǰ4.5ǰสามารถคำนวณความđขšมขšนของ anthocyanin ĕดšจาก

สมการǰ(1) 

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

 กำหนดĔหš AǰคČอคŠาการดĎกลČนĒสง,ǰMW คČอǰมวลēมđลกčลของǰanthocyanin, ɛ คČอคŠาǰmolar absorb, 

DF คČอǰdilution factor หรČอǰคŠาการđจČอจางสารตัวอยŠางǰ=ǰ(ปริมาณสารตัวอยŠาง+ปริมาณบัฟđฟอรŤ)/ปริมาณสาร

ตัวอยŠางǰēดยคŠาการดĎดกลČนĒสงตรวจวัดจากđครČęองมČอǰUV-spectrophotometer ดšวยđทคนิคǰpH-differential 

ดังสมการ (2) 

ปริมาณǰanthocyanin(mg/l) = (A×MWǰ×DF×1000)/(ɛ×1) 

ภาพทีęǰ5:ǰการดĎดกลČนĒสงของǰradish anthocyanin ทีęǰpH 1.0ǰĒละǰpH 4.5 
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                                                                      ---------(2) 

จากสมการคČอสมการการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyanin ĔนชŠวงความยาวคลČęนǰ400-700ǰnm đปŨนสมการ

ทีęกำจัดตัวรบกวนซึęงคČอสารกลčŠมǰmelanoidin ทีęđกิดมาจากการสลายตัวของǰanthocyanin ซึęงจะมีชŠวงการ

ดĎดกลČนĒสงชŠวงđดียวกับǰanthocyanin ดังนัĚนĔนสมการจึงวิđคราะหŤēครงสรšางของǰanthocyanin ทีęǰpH 1.00 

Ēละǰ4.5ǰđนČęองจากǰēครงสรšางǰanthocyanin ทีęǰpH 1.0 anthocyanin จะอยĎŠĔนรĎปของǰoxonium form ซึęงđปŨน

ēครงสรšางทีęđสถียรจึงมีคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyanin สĎงทีęสčดǰสŠวนชŠวงความยาวคลČęนǰpH 4.5 

anthocyanin จะอยĎŠĔนรĎปǰhemiketal formǰēดยēครงสรšางจะĕมŠมีสีǰจึงđปŨนđพียงการดĎดกลČนĒสงของสารกลčŠมǰ

melanoidin đมČęอนำทัĚงǰ2ǰความยาวคลČęนมาหักลบกันจึงđปŨนการหักลบความคาดđคลČęอนǰสŠวนการวัดคŠาการดĎดกลČน

ĒสงทีęความยาวคลČęนǰความยาวคลČęนสĎงสčดĒละǰ700ǰnmǰđปŨนการหักลบตัวรบกวนđชŠนđดียวกันǰĒลšวนำคŠาการ

ดĎดกลČนĒสงĒทนลงĔนสมการǰđพČęอหาปริมาณของǰanthocyanin  

1.5.3.2 เทคนิคǰHPLC-UV (High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet) 

HPLCǰคČอǰđทคนิคการĒยกองคŤประกอบของสารผสมของđครČęองมČอดังกลŠาวอาศัยความĒตกตŠางของอัตรา

การđคลČęอนทีęของĒตŠละองคŤประกอบของสารผสมบนđฟสคงทีęǰภายĔตšการพาของđฟสđคลČęอนทีęǰสำหรับđทคนิคǰHPLC 

đฟสคงทีęǰจะบรรจčอยĎŠภายĔนคอลัมนŤǰสŠวนđฟสđคลČęอนทีęǰคČอǰสารละลายทีęĕหลผŠานคอลัมนŤǰสารทีęตšองการวิđคราะหŤจะ

ถĎกพาđขšาสĎŠคอลัมนŤēดยđฟสđคลČęอนทีęǰđพČęอĔหšđกิดการĒยกสารǰēดยอาศัยอันตรกิริยาǰระหวŠางสารกับđฟสคงทีęทีęอยĎŠ

ภายĔนคอลัมนŤ ĒละความสามารถĔนการละลายĔนđฟสđคลČęอนทีę 

1.5.3.3ǰเทคนิคǰLC-MS/MS (Liquid Chromatography-Triple-quadrupole) 

 LC-MS/MS คČอđทคนิคđคมีวิđคราะหŤทีęอาศัยหลักการĒยกสารผสมĔนสถานะของđหลวดšวยหลักการēคร

มาēทกราฟŘǰรŠวมกับความสามารถĔนการวัดมวลสารของđครČęองĒมสสđปคēตรมิđตอรŤ สำหรับĔนงานวิจัยนีĚจะนำมาĔชš

วิđคราะหŤĒยกǰanthocyanin ĒตŠละชนิดǰđพČęอวิđคราะหŤการĒตกตัวของēมđลกčลđพČęอวิđคราะหŤชนิดของǰ

anthocyanin ทำĔหšสามารถยČนยันēมđลกčลของสารĕดšēดยองคŤประกอบของđทคนิคǰLC-MS/MS Ēสดงดังภาพทีęǰ6 

 

ภาพทีęǰ6: สŠวนประกอบหลักของđครČęองǰLC-MS/MS 

 

 

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

Liquid Chromatography  Quadrupole 3 Ion Source Quadrupole 1 Quadrupole 2 
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Mass spectrometry ĔนงานวิจัยนีĚĔชšสŠวนผลิตĕอออนǰ(Ion source) ĒบบǰElectrospray 

ionization Source (ESI) ซึęงđปŨนสŠวนผลิตĕอออนทีęđหมาะสำหรับđชČęอมตŠอกับđทคนิคǰliquid 

chromatographyǰĒละสามารถประยčกตŤĔชšกับการวิđคราะหŤตัวอยŠางกลčŠมēมđลกčลของสารǰēดยมีขัĚนตอน

คČอǰสารตัวอยŠางจะอยĎŠĔนสถานะของđหลวǰจะถĎกทำĔหšกลายđปŨนละอองพšนออกจากปลายĒคปพิลารีǰĒละ

ĔหšศักยŤĕฟฟŜาǰđกิดประจčĔนหยดละอองǰĒลšวหยดประจčจะถĎกทำĔหšđปŨนĕอดšวยกŢาซĕนēตรđจนรšอนǰĒตŠยังคง

đหลČอประจčĕฟฟŜาบนหยดประจčǰจะถĎกนำĕปวิđคราะหŤประจčĒละสŠงตŠอĔนระบบสčญญากาศǰของ mass 

spectrometerǰēดย Electrospray Ionization sourceǰมǰี2ǰēหมดǰคČอǰĕอออนชนิดบวกǰĒละǰĕอออน

ชนิดลบǰภายĔตšสภาวะปกติǰหรČอคČอการĔหšพลังงานđพียงđลĘกนšอยđพČęอĔหšđกิดการĒตกตัวǰĒตŠขšอđสียคČอǰĕมŠ

สามารถทำĔหšสารตัวอยŠางทีęมีขัĚวđปŨนกลางหรČอมีขัĚวนšอยǰđชŠนǰĕขมันǰĔหšđกิดการĒตกตัวđปŨนประจčĕดšอยŠางมี

ประสิทธิภาพǰ 

ĔนสŠวนวิđคราะหŤมวลǰ(mass analyzer) ĔนงานวิจัยนีĚĔชšĒบบǰQuadrupole mass analyzer ซึęงǰ

đปŨนสŠวนทีęวิđคราะหŤคŠามวลตŠอประจčǰ(m/z)ǰēดยมีสŠวนประกอบของđครČęองมČอǰประกอบดšวยĒทŠงēลหะǰ4ǰ

ĒทŠงซึęงđชČęอมตŠอกันทางĕฟฟŜาǰĒละจัดวางตัวขนานกันǰ2ǰคĎŠǰหลักการทำงานคČอǰประจčจากสŠวนผลิตĕอออนǰ

จะถĎกēฟกัสดšวยǰion optic ĔหšđคลČęอนทีęđขšาĔนบริđวณชŠองวŠางตรงกลางระหวŠางĒทŠงทัĚงสีęǰēดยมีกลĕกลการ

ĒยกประจčดšวยการปรับสนามĕฟฟŜาĔนชŠองวŠางระหวŠางĒทŠงทัĚงสีęǰทำĔหšคŠามวลตŠอประจčมีคŠาหนึęงǰėǰหากมวล

ตŠอประจčĕมŠสอดคลšองกับสนามĕฟฟŜานัĚนǰėǰจะđคลČęอนทีęĕปชนผนังĒละĕปĕดšĕมŠถึงสŠวนทีęตรวจวัดǰĒทŠงēลหะ

ทัĚงสีęตŠอđชČęอมกันทางĕฟฟŜาจากทัĚงกระĒสตรงĒละกระĒสสลับǰสามารถตรวจสอบคŠามวลตŠอประจčทีę

đฉพาะđจาะจงทีęละคŠาĕดšǰēดยการปรับคŠาศักยŤĕฟฟŜาǰขšอดีของđทคนิคคČอǰทนทานĒละรวดđรĘวĔนการ

วิđคราะหŤǰสามารถสĒกนĕอออนตลอดชŠวงมวลทีęตšองการวิđคราะหŤǰจึงđหมาะสำหรับđทคนิคēครมาēทกราฟŘ 

สำหรับการวิđคราะหŤของǰtandem-MS ĔนงานวิจัยนีĚĔชšēหมดǰMultiple Reaction Monitoring 

(MRM) ซึęงทำการปรับหาคŠาทีęđหมาะสมสำหรับ ประจčĒมŠǰ(precursor ion) ĒละǰประจčลĎกǰ(parent ion) 

ทีęĕดšจากการĒตกตัวของประจčĒมŠǰซึęงđปŨนคŠาทีę đฉพาะđจาะจงของประจčĒมŠกับประจčลĎกคĎŠนัĚน ėǰēดย 

quadrupole ทีęǰ1 จะถĎกตัĚงคŠาความตŠางศักยŤĒละ ความถีęทีęđหมาะสมǰđพČęอสŠงประจčĒมŠǰผŠานĕปยัง 

quadrupole ทีęǰ2 หรČอทีęđรียกวŠาǰcollision cell đพČęอ ĒตกตัวĔหšประจčลĎกทีęđสถียรĒละđปŨนđอกลักษณŤ

đฉพาะ ของประจčĒมŠนัĚน ėǰจากนัĚนสŠงĕปǰquadrupole ทีęǰ3 ซึęงถĎกตัĚงคŠาความตŠางศักยŤĒละความถีęǰสำหรับ

ประจčลĎก ĒตŠละตัวǰ(product ions) สŠวนĔหญŠประจčĒมŠǰ1 ตัว จะĒตกตัวĔหšประจčลĎกĕดšมากกวŠาǰ1 ตัว การ

วิđคราะหŤมวลประđภทนีĚđปŨนวิธีทีęมี specificity Ēละǰselectivity สĎงǰĒละตรวจวัดĕอออน ประđภทǰ

fragment đหมาะกับงานดšานǰdrug confirmation testing 
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บททีęǰ2 

วิธีการทดลอง 

2.1ǰอุปกรณŤǰ 

1. LC-MS/MS รčŠนǰ8030, (Shimadzu, Japan) 

2. HPLC รčŠนǰLC20, (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. đครČęองǰCentrifuge, (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. đตาอบ, (MEX, Italy) 

14. Micro pipette ขนาดǰ1000µl 

15. pipette ขนาดǰ5ǰml 

16. đครČęองชัęงǰ3ǰตำĒหนŠง, (Mettler Toledo ZB203G, Japan) 

17. đครČęองชัęงǰ4ǰตำĒหนŠง, (Shimadzu ATX224, Japan) 
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2.2ǰสารเคมี 

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 หรČอǰนĚำǰDI, (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 สารละลายǰ5% HCOOH ในนĚำǰปริมาตรรวมǰ600ml ǰ 

 đตรียมǰ5% HCOOH จากǰ98% HCOOH ēดยǰตวงǰ98% HCOOH 30.6ǰml ĒละตวงนĚำǰDI 569.4ǰml  

(ĔชšสำหรับđจČอจางสารสกัดǰanthocyanin กŠอนการวิđคราะหŤดšวยđทคนิคǰLC-MS/MS) 

2.3.2 สารละลายǰ0.1%HCl ในǰmethanol ปริมาตรรวมǰ1100ǰml 

 đตรียมǰ0.1% HCl จากǰ37% HCl ēดยตวงǰ37% HCl 3.00 ml Ēละตวง methanol 1097.0 ml (Ĕชš

สำหรับสกัดสารǰanthocyanin จากǰmaqui berry) 

      2.3.3 สารละลายǰ1.0%HCl ในǰmethanol ปริมาตรรวมǰ400ǰml  

 đตรียมǰ1.0% HCl จากǰ37% HCl ēดยตวงǰ37% HCl 10.8 ml Ēละตวง methanol 389.2 ml (Ĕชš   

สำหรับđจČอจางสารสกัดǰanthocyaninǰđพČęอนำĕปตรวจวัดการดĎดกลČนĒสงดšวยđทคนิคǰpH-differential 

      2.3.4 สารละลายǰ0.3% TFA ในนĚำǰปริมาตรรวมǰ400 ml 

 đตรียมǰ0.3% TFA จากǰ100% TFA ēดยตวงǰ100% TFA 1.2ǰmL Ēละตวง นĚำǰDI 389.2 ml (Ĕชšสำหรับ

đจČอจางสารสกัดǰanthocyanin กŠอนการวิđคราะหŤดšวยđทคนิคǰHPLC-UV) 
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2.3.5 สารละลายบัฟเฟอรŤǰpH 1.0 และǰpH 4.5 

 การเตรียมบัฟเฟอรŤǰpH 1.0:  

1. ชัęงǰKCl 1.86 g ละลายนĚำกลัęนǰ980ǰml 

2. วัดǰpH ēดยการปรับǰpH ĔหšđปŨนǰ1.0ǰดšวยǰHCl 

3. นำสารละลายทีęđตรียมĕวšǰนำĕปĔสŠĔนขวดกำหนดปริมาตรǰ1ǰลิตรǰĒละđติมนĚำจนđตĘม 

การเตรียมบัฟเฟอรŤǰpH 4.5: 

1. ชัęงǰCHଷCOOH 54.43 g ละลายดšวยนĚำกลัęนǰ960ǰml 

2. วัดǰpH ēดยการปรับǰpH ĔหšđปŨนǰ4.5ǰดšวยǰHCl 

3. นำสารละลายทีęđตรียมĕวšǰนำĕปĔสŠĔนขวดกำหนดปริมาตรǰ1ǰลิตรǰĒละđติมนĚำกลัęนจนđตĘม 

2.3.6 สารละลายสำหรับการวิเคราะหŤดšวยเทคนิคǰHPLC-UV 

-การเตรียมǰmobile phases 

đตรียมǰmobile phase AǰคČอ 0.3% trifluoracetic acid ĔนนĚำ Ēละǰmobile phase 

BǰคČอǰacetonitrileǰĒละกรองǰmobile phase ดšวยกระดาษกรองขนาดǰ0.22ǰµm 

  -การเตรียมสารละลายมาตรฐาน anthocyanin สำหรับกราฟมาตรฐาน  

  đตรียมǰstandard stock solutionǰความđขšมขšนǰ1000ǰmg/lǰēดยชัęงสารมาตรฐานǰ

35% anthocyanin 0.0286 g Ĕนขวดกำหนดปริมาตรǰขนาดǰ10ǰml Ēลšวđติมǰ0.3% 

trifluoracetic acid ĔนนĚำจนđตĘมǰĒละจึงนำǰstandard มาđจČอจางǰ6ǰความđขšมขšนǰดังตารางทีęǰ3 

ตารางทีęǰ3: การđตรียมสารละลายมาตรฐานของđทคนิคǰHPLC-UV 

ความđขšมขšน 

(mg/l) 

ปริมาตรǰstock solution  

35% anthocyanin (ml) 

ปริมาตรǰ0.3% trifluoroacetic acid ĔนนĚำ 

(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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   กรองสารละลายดšวยǰSyringe micro filter ขนาดǰ0.45 micronǰกŠอนนำĕปวิđคราะหŤดšวยđทคนิคǰ

HPLC-UV 

  -การเตรียมสารตัวอยŠาง 

นำสารสกัดตัวอยŠางปริมาตรǰ1.00 ml ปŗđปตลงĔนขวดกำหนดปริมาตรขนาดǰ10ǰml 

Ēละปรับปริมาตรดšวยǰ0.3% trifluoroacetic acid ĔนนĚำจนถึงขีดกำหนดปริมาตร 

2.3.7 การเตรียมสารละลายสำหรับการวิเคราะหŤดšวยเทคนิคǰLC-MS/MS 

-การเตรียมǰmobile phases 

 đตรียมǰmobile phase A คČอ 5% formic acid ĔนนĚำ Ēละǰmobile phase BǰคČอ

methanol 600 ml Ēละกรองǰmobile phase ดšวยกระดาษกรองขนาดǰ0.22ǰµmǰกŠอน

นำĕปĔชš 

-การเตรียมสารละลายมาตรฐานǰanthocyanin สำหรับกราฟมาตรฐาน 

 đตรียมǰstandard stock solution ความđขšมขšนǰ1000ǰmg/l ēดยชัęงสารมาตรฐาน 

35% anthocyanin 0.0286 g Ĕนขวดกำหนดปริมาตรǰขนาดǰ10ǰml ละลายĒละปรับปริมาตร

ดšวยǰ5% formic acid ĔนนĚำǰĒละนำǰstandard มาđจČอจางǰ5ǰความđขšมขšนǰดังตารางทีęǰ4 

ตารางทีęǰ4: การđตรียมสารละลายมาตรฐานของǰanthocyanin สำหรับđทคนิคǰLC-MS/MS 

ความđขšมขšน 

(ppm) 

ปริมาณสารมาตรฐาน 

35% anthocyanin (ml) 

ปริมาณǰ5% formic acid ĔนนĚำ  

(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 

   กรองสารละลายดšวยǰSyringe micro filter ขนาดǰ0.22 micronǰกŠอนนำĕปวิđคราะหŤ 

            ดšวยđทคนิค LC-MS/MS 
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-การเตรียมสารตัวอยŠาง 

 นำสารสกัดตัวอยŠางมาละลายดšวยนĚำ DI ปริมาตรǰ10 mlǰĒละ sonicate 10ǰนาทีǰทีę

อčณหภĎมิหšอง จนตัวอยŠางละลายǰǰĒลšวđจČอจางสารละลายตัวอยŠางēดยปŗđปตสารละลายตัวอยŠางลงĔน

ขวดกำหนดปริมาตรขนาดǰ10ǰmlǰปรับปริมาตรดšวยǰ5% formic acid ĔนนĚำǰจนถึงขีดกำหนด

ปริมาตรǰดังตารางทีęǰ5 

ตารางทีęǰ5: การหาชŠวงความđขšมขšนของสารตัวอยŠางทีęđหมาะสม 

đจČอจาง สารจากǰstock solution 

(µl) 

ปริมาณ 5%ǰformic acid ĔนนĚำ 

(ml) 

10ǰđทŠา 200 1.800 

20ǰđทŠา 100 1.900 

50ǰđทŠา 40 1.940 

100ǰđทŠา 20 1.980 

500ǰđทŠา 4 1.996 

1000ǰđทŠา 2 1.998 

   สาđหตčทีęตšองđจČอจางหลายความđขšมขšนđพČęอหาความđขšมขšนของสารสกัดǰanthocyanin ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰทีęอยĎŠĔนชŠวงของกราฟมาตรฐานǰ 
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2.4ǰการสารสกัดǰanthocyanin จากǰmaqui berry 

นำตัวอยŠางǰmaqui berry สŠวนđปลČอกทีęอบĒหšงĒลšวǰ0.2ǰกรัมǰđติมǰ0.1% HCl Ĕนǰmethanol 80ǰml Ĕน

ขวดĒละปŗดฝาǰนำĕปđขšาđครČęองอัลตราēซนิกสŤǰ15ǰนาทีǰĒละđขšาđครČęองหมčนđหวีęยงǰทีęความđรĘวǰ5000ǰรอบ/

นาท ีđปŨนđวลาǰ5 นาทีǰđกĘบสารสกัดของđหลงĔนขวดรĎปชมพĎŠขนาดǰǰ250ǰml สŠวนของĒขĘงนำมาสกัดซĚำ

ดšวยǰ0.1% HCl Ĕนǰmethanol 80ǰmlǰอีกǰ3ǰครัĚงǰรวมสารละลายทีęสกัดทัĚงǰ4ǰครัĚงǰมาระđหยตัวทำละลาย

ดšวยđครČęองǰevaporator ทีęǰ40ǰ°C จนĒหšงĒลšวนำđขšาđตาอบอčณหภĎมิǰ50ǰ°CǰđปŨนđวลาǰ4ǰชัęวēมงǰēดย

ขัĚนตอนการสกัดสรčปĕดšดังภาพทีęǰ7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายđหตč: รĎปĒบบการสกัดอšางอิงจากǰJohanna Elisabeth Brauch Ēละคณะǰ(2017) 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีęǰ7: ขัĚนตอนการสกัดǰanthocyanin จากǰmaqui berry 
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2.5 การตรวจหาǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ในสารสกัดǰanthocyanin  

2.5.1ǰวิธีǰpH-differential 

การเตรียมสารตัวอยŠางและวิธีการวิเคราะหŤ 

 นำสารสกัดสกัด มาđจČอจางดšวยǰ1.0% HCl Ĕนǰmethanol Ĕหšมีความđขšมขšนǰ2000ǰ

mg/LǰēดยปŗđปตสารละลายตัวอยŠางมาǰ3.1ǰml ลงĔนขวดกำหนดปริมาตรขนาดǰ25ǰml Ēละ

ปรับปริมาตรดšวยǰ1.0% HCl Ĕนǰmethanolจนถึงขีดกำหนดปริมาตร ĒลšวจึงđจČอจางดšวย

บัฟđฟอรŤǰpH 1.0 ĒละǰpH 4.5 ǰ10ǰđทŠาǰทำการทดลองǰ3ǰซĚำǰวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงทีęความ

ยาวคลČęนǰ450-700ǰnm นำคŠาการดĎดกลČนĒสงทีęǰ520 Ēละǰ700 nm คำนวณหาปริมาณǰ

anthocyanin ตามสมการทีęǰ1 

 

MW คČอǰมวลēมđลกčลของǰanthocyanin  

(delphinidin-3,5-diglucosideǰมีมวลēมđลกčลǰ627.5 g/mol) 

ɛ    คČอ คŠาǰmolar absorb (delphinidin-3,5-diglucoside มีǰ40368 L/mol cm) 

 DF คČอǰdilution factor หรČอǰคŠาการđจČอจางสารตัวอยŠาง 

ēดบǰDF= (ปริมาณสารตัวอยŠาง+ปริมาณบัฟđฟอรŤ)/ปริมาณสารตัวอยŠาง  

ēดยĔนการทดลองนีĚĔชšสารตัวอยŠางปริมาณǰ0.3ǰml ĒละǰปริมาณบัฟđฟอรŤǰ2.7ǰml ดังนัĚนคŠา

การđจČอจางสารตัวอยŠางǰ=ǰ(0.3+2.7)/0.3 = 10 đทŠาǰ 

 

 

Amax คČอǰคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyaninǰĒตŠละชนิดทีęสĎงทีęสčดทีęความยาวคลČęนตŠางǰė  

 

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

2.5.2.1ǰภาวะในการวิเคราะหŤ 

 column:ǰC18ǰBDSǰ(100ǰmmǰ×ǰ4.6ǰmm,ǰ2.4ǰmm) 

flowrate: 0.7 mL/min 

temperature:ǰ30ǰ°C 

ปริมาณǰanthocyanin(mg/L) = (A×MWǰ×DF×1000)/(ɛ×1)ǰ 

A = (Amax-A700)pH1.0 ı (Amax-A700)pH4.5   
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injectionǰvolume:ǰ20µL 

mobile phase: 

mobile phases A: 0.3% trifluoracetic acid (TFA) 

mobile phases B: acetonitrile (ACN) 

detector: UV-visible ทีęความยาวคลČęนǰ520 nm 

ตารางทีęǰ6: สภาวะการวิđคราะหŤของđทคนิคǰHPLC (high performance liquid chromatography) 

 

 

 2.5.2.2ǰการคำนวณความเขšมขšนของǰdelphinidin-3, 5-diglucoside  

คำนวณหาปริมาณของǰdelphinidin-3,5-diglucoside จากพČĚนทีęĔตšกราฟของǰ

delphinidin-3,5-glucoside ĒทนลงĔนสมการของǰกราฟมาตรฐานēดยกำหนดĔหšǰĒกนǰy คČอǰ

พČĚนทีęĔตšกราฟǰĒละĒกนǰx คČอความđขšมขšนของสารละลายǰdelphinidin-3,5-diglucoside 

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

 2.5.3.1ǰcondition ทีęเหมาะสม 

 column: linersil ODS C-18 (100ǰmmǰ×ǰ4.6ǰmm,ǰ2.4ǰmm) 

flowrate: 0.2 mL/min 

temperature:ǰ30ǰ°C 

injection volume: 0.5ǰµL 

mobile phases A: 5% formic acid ĔนนĚำ 

mobile phases B: methanol 

detector: mass spectrometer 

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

ชŠวงđวลา (นาท)ี % mobile phase B 

0-4 0-5% 

4-27 5-15% 

27-47 15-55% 

47-48 55-90% 

48-50 90% คงทีę 

50-51 90-95% 

51-60 95% คงทีę 
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ตารางทีęǰ7: condition ของǰđทคนิคǰHPLC (high performance liquid chromatography) 

 

 

2.5.3.2ǰการคำนวณความเขšมขšนของǰdelphinidin-3, 5-diglucoside 

 คำนวณหาปริมาณของǰdelphinidin-3,5-diglucoside จากǰพČĚนทีęĔตšกราฟของǰ

delphinidin-3,5-glucoside ĒทนลงĔนสมการของǰcalibration cure ēดยกำหนดĔหšǰĒกนǰy 

คČอǰพČĚนทีęĔตšกราฟǰĒละĒกนǰx คČอความđขšมขšนของสารละลายǰdelphinidin-3,5-diglucoside  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชŠวงđวลา (นาท)ี % mobile phase B 

0-12 15-30% 

12-20 30% คงทีę 

นำสารสกัดตัวอยŠางละลายดšวยนĚำǰDI 10ǰml 

LC-MS/MS  

ǰǰǰǰǰđจČอจางสารละลายตัวอยŠางǰ10-20ǰ

đทŠาǰหรČอปŗđปตสารละลายǰ100µL-

200µLǰลงขวดกำหนดปริมาตรขนาดǰ

10ǰml Ēละปรับปริมาตรดšวยǰ5% 

formic acid ĔนนĚำจนถึงขีดกำหนด

ปริมาตร 

HPLC-UV 

ǰǰǰǰǰđจČอจางสารละลายตัวอยŠางēดยปŗđปต

สารละลายǰ1000ǰµL ลงขวดกำหนด

ปริมาตรขนาดǰ10ǰml Ēละปรับปริมาตร

ดšวยǰ0.3% trifluoroacetic acid ĔนนĚำ

จนถึงขีดกำหนดปริมาตร 

pH-differential 

      đจČอจางสารละลายตัวอยŠางĔหšมี

ความđขšมขšนǰ2000ǰmg/l ēดยปŗđปต

สารละลายǰ3.1ǰml ลงขวดกำหนด

ปริมาตรขนาดǰ25ǰml Ēละปรับ

ปริมาตรดšวยǰ1%ǰHCl Ĕนǰmethanol 

จนถึงขีดกำหนดปริมาตร 

ǰǰǰǰกรองตัวอยŠางēดยĔชšǰmicro syringe 

filter ขนาดǰ0.22ǰmicron ลงĔนขวดสี

ชาđพČęอรอการวิđคราะหŤ 

 

ǰǰǰǰǰกรองตัวอยŠางēดยĔชšǰmicro 

syringe filter ขนาดǰ0.22ǰmicron ลง

ĔนขวดสีชาđพČęอรอการวิđคราะหŤ 

 

วิđคราะหŤดšวย LC-MS/MS วิđคราะหŤดšวยǰHPLC 

ǰǰǰǰǰǰปŗđปตสารตัวอยŠางǰ300ǰµm Ēละǰ

ปŗđปตบัฟđฟอรŤ pH 4.5, pH 1.0 

ปริมาตรǰ2.7ǰml  

วิđคราะหŤดšวย UV-visible 

ภาพทีęǰ8: ขัĚนตอนการวิđคราะหŤǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยđทคนิคǰLC-MS/MS, HPLC-UV ĒละǰpH-differential 
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บททีęǰ3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

3.1ǰการสกัดǰanthocyanin จากǰmaqui berry 

 Ĕนการสกัดǰanthocyanin จากสŠวนđปลČอกของǰmaqui berry ดšวย 0.1% HCl ĔนǰmethanolǰพบวŠาĕดš

นĚำหนักของสารสกัดǰđฉลีęยǰ1.55 คิดđปŨนǰ77.3% ēดยผลนĚำหนักทีęĕดšมีคŠามากกวŠาทีęมีการรายงานĔนงานวิจัยของǰ

Johanna Elisabeth Brauch ĒละคณะǰสาđหตčđนČęองจากสารทีęสกัดยังคงมีความชČĚนǰđพราะĔชšระยะđวลาĔนการอบ

สŠวนสกัดทีęระđหยĒหšงĒลšวđพียงǰ1ǰชัęวēมงǰđพราะความĕมŠคงตัวของสารจากความรšอนǰหากĔชšระยะđวลาĔนอบมาก

đกินĕปจะทำĔหšǰanthocyanin สลายตัวĕดš 

ตารางทีęǰ8: นĚำหนักของสารสกัดǰanthocyanin 

ตัวอยŠางทีę นĚำหนัก anthocyanin ทีęไดš (g) %recovery  

1 0.155 77.5% 

2 0.148 74.0% 

3 0.161 80.5% 

 

3.2ǰการหาปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยเทคนิคǰpH-differential 

3.2.1ǰคŠาการดูดกลืนแสงของǰanthocyanin ทีęǰpH 1.0 และǰpH 4.5 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰการวิđคราะหŤปริมาณǰdelphinidin-3,5-diglucoside(17) อšางอิงตามǰManuela Cristina Pessanha de 

Araujo SANTIAGO Ēละคณะǰดังตารางทีęǰ9 

ǰǰǰǰǰǰǰ 

 

ตารางทีęǰ9: : คŠาการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyanin ดšวยđทคนิคǰUV-vis spectrophotometer 
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จากการวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงของสารสกัดทีęǰpH 1.0 Ēละǰ4.5ǰĕดšǰUV Spectrum ดังภาพทีęǰ9ǰĒละǰ10ǰ

ตามลำดับ 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีęǰ9:ǰUV-Vis spectroscopy ของǰanthocyanin จากผลǰmaqui berry ĔนตัวอยŠางทีęǰ1ǰpH1.0ǰ(3ǰซĚำ) 

ภาพทีęǰ10: UV-Vis spectroscopy ของǰanthocyanin จากผลǰmaqui berry ĔนตัวอยŠางทีęǰ1 pH 4.5 (3 ซĚำ) 
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จากตารางทีęǰ9ǰทำการวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงของสารสกัดǰanthocyanin ทีęความยาวคลČęน 530ǰĒละǰ700ǰnm 

đนČęองจากตšองการđปรียบđทียบขšอมĎลของ anthocyanin ĒตŠละชนิดมีĒนวēนšมđดียวกันหรČอĕมŠǰĕดšผลดังตารางทีęǰ10 

ตารางทีęǰ10:ǰคŠาการดĎดกลČนĒสงของสารสกัดǰanthocyanin ทีęǰpH 1.0ǰĒละǰpH 4.5ǰตัวอยŠางđฉลีęย 

 

สารตัวอยŠาง 

คŠาการดĎดกลČนĒสงของสาร 

pH 1.0 pH 4.5 

530 nm 700 nm 530 nm 700 nm 

ครัĚงทีęǰ1 0.283 0.006 0.033 0.009 

ครัĚงทีęǰ2 0.281 0.009 0.035 0.01 

ครัĚงทีęǰ3 0.289 0.011 0.028 0.015 

 

3.2.2 การคำนวณหาปริมาณǰdelphinidin-3 ,5-diglucosideǰโดยวิธีǰpH-differential 

đนČęองจากǰanthocyanin ĒตŠละชนิดจะมีชŠวงการดĎดกลČนĒสงสĎงสčดĕมŠđทŠากันǰอีกทัĚงชŠวงการดĎดกลČนĒสงของǰ

anthocyanin สามารถđปลีęยนĒปลงĕดšđมČęอđปลีęยนตัวทำละลายĔนการวัดǰđชŠนǰหากĔชšǰ1% HCl Ĕนǰmethanol Ĕน

การละลายǰdelphinidin-3,5-diglucoside จะมีคŠาการดĎดกลČนĒสงสĎงสčดทีęความยาวคลČęนǰ520ǰnm ĒตŠǰ

cyanidin-3-glucoside จะมีคŠาการดĎดกลČนĒสงสĎงสčดทีęǰ530ǰnm ĒละหากđปลีęยนตัวทำละลายđปŨนบัฟđฟอรŤǰpH 

1.0 คŠาการดĎดกลČนĒสงสĎงสčดจะđปลีęยนĕปđปŨนǰ510ǰnm đปŨนตšนǰ 

     đหตčผลทีęĔชšǰpH1.00 ĒละǰpH 4.50 đนČęองจาก pH 1.00 đปŨน pHทีęǰanthocyanin đสถียรทีęสčดǰสารละลายมี

ลักษณะสีđปŨนสีชมพĎĒดงǰจึงđปŨนชŠวงทีęมีการดĎกลČนĒสงมากทีęสčดǰĔนขณะทีęĔนชŠวงǰpHǰ4.50ǰđปŨนชŠวงทีęǰ

anthocyanin đปลีęยนđปŨนสารละลายĕมŠมีสีǰดังนัĚนđมČęอวัดการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyanin ชŠวงǰpH 4.50 จะđปŨน

การวัดการดĎดกลČนĒสงของตัวรบกวนทีęĕมŠĔชŠสŠวนทีęตšองการวัดǰđมČęอนำคŠาการดĎดกลČนĒสงของสารทีęǰpH 1.00 Ēละǰ

pH 4.50 มาหักลบกันǰจะĕดšคŠาการดĎดกลČนĒสงของǰanthocyanin ทีęตšองการวัดđพียงอยŠางđดียวǰĒละđพČęอลดความ

คลาดđคลČęอนĔนดšานการวัดǰจึงวัดคŠาการดĎดกลČนĒสงทีęความยาวคลČęนǰ2ǰคŠาǰคČอǰชŠวงทีęǰanthocyaninǰมีการดĎดกลČน

ĒสงสĎงสčดǰ(λmax) ĒละชŠวงทีęǰanthocyanin ĕมŠมีการดĎดกลČนĒสงทีęǰ700 nmǰđมČęอนำความยาวคลČęนทัĚงสองมาหักลบ

กันǰจะđปŨนการวัดความยาวคลČęนของǰanthocyanin đพียงอยŠางđดียวǰ 
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đมČęอĕดš

คŠาการดĎดกลČนĒสงของǰdelphinidin-3,5-diglucoside จะสามารถคำนวณความđขšมขšนของสารĕดšǰจาก

สมการǰ 

 

 

A คČอคŠาการดĎดกลČęนĒสงของǰanthocyanin ทีęตšองการวิđคราะหŤ 

MW คČอǰมวลēมđลกčลของ anthocyanin ทีęตšองการวิđคราะหŤǰ 

            đชŠนǰdelphinidin-3,5-diglucoside คČอǰ627.5ǰg/mol 

ǰDF ยŠอมาจากǰdilution factor คČอคŠาการđจČอจางของสารตัวอยŠางǰคำนวณจากǰ
ปริมาณของสารละลาย

ปริมาณของสารตัวอยŠาง
 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰดังนัĚนคŠาǰdilution factorǰคČอǰ
ଷ. 𝑙
.ଷ 𝑙

 = 10 đทŠา 

ɛǰคČอǰคŠาǰmolar absorptivityǰหรČอคČอǰđปŨนสมบัติจำđพาะของสารทีęดĎดกลČน ĒละวัดทีęความยาวคŠาหนึęงǰǰ 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰēดยǰanthocyanin ĒตŠละประđภทจะมีคŠาĕมŠđทŠากันǰ 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰđชŠนǰdelphinidin-3,5-diglucoside มีคŠาǰ40368ǰL mol-1 cm-1ǰ 

สŠวนǰđลขǰ1ǰĔนสŠวนของสมการǰคČอǰความกวšางของคิวđวทǰ1ǰcm  

           จากคŠาการดĎดกลČนĒสงของสารĔนตารางทีęǰ10ǰคำนวณปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside 

Ĕนสารสกัดĕดšดังตารางทีęǰ11 

ตารางทีęǰ11:ǰปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยđทคนิคǰpH-differential 

 

 

ǰ 

 

 

สĎตรการหาคŠาการดĎดกลČนĒสงคČอǰA = (Aλmax-Aλ700nm)pH1.00 - (Aλmax-Aλ700nm)pH4.50 

ปริมาณǰanthocyanin (mg/L) = 
ሺൈெௐൈிൈଵሻ

ሺᖡൈଵሻ
 

ตัวอยŠางทีę ปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucosideǰ(%w/w) 

1 1.337 

2 1.788 

3 1.733 

đฉลีęย 1.621ǰേǰ0.244 



 24 

 

3.3 การหาปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยเทคนิคǰHPLC-UV 

 ตµกกµ¦ª·Áค¦µ³®์µ¦¨³¨µ¥¤µต¦ฐµน śŝ% anthocyanin ÅดÃ้ค¦¤µÃท¦Âก¦¤ดง́ภµพท̧É řř ¨Îµดบ́กµ¦Â¥กµ¦ Â¨³ 

retention time ข°ง anthocyanin 8 ชน·ด ดง́ตµ¦µงท¸É řŚ 

 

 

 

 

 

 

 

 

        

ตารางทีęǰ12:ǰลำดับการĒยกของสารสกัดǰ35%ǰanthocyanin 

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 

 

นĚำมีลำดับการĒยกของǰanthocyanin ĒตŠละชนิดǰขึĚนกับความมีขัĚวของēมđลกčล ēมđลกčลทีęมีขัĚวมากกวŠาจะ

ออกมากŠอนēมđลกčลทีęมีขัĚวนšอยกวŠาǰดังนัĚนสามารถđรียงตามลำดับความมีขัĚวจากมากĕปนšอยคČอǰDelphinidin-3-

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

ภาพทีęǰ11:ǰēครมาēทĒกรมของสารมาตรฐาน35%anthocyaninĔน0.3%ǰtrifluoro acetate acid ĔนนĚำ 



 25 

 

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

sambubioside  ĒละǰCyanidin-3-glucosideǰตามลำดับ 

 

 đมČęอนำสารสกัดǰanthocyanin จากǰmaqui berry มาวิđคราะหŤดšวยđทคนิคǰHPLC-UV ĕดšēครมาēทĒกรมǰ

ดังภาพทีęǰ12ǰĒละคŠาǰretention time ĒละพČĚนทีęĔตšพีคดังตารางทีęǰ13 

 

ตารางทีęǰ13:ǰผลการวิđคราะหŤēครมาēทĒกรมของตัวอยŠางđฉลีęย 

peak name Retention timeǰ(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 

จากēครมาēทĒกรมของสารสกัดǰanthocyanin ของǰanthocyanin ทัĚงหมดǰ4ǰชนิดǰคČอǰDelphinidin-

3,5-diglucoside, Cyanidin-3,5-diglucoside, Delphinidin-3-glucoside ĒละǰCyanidin-3-glucosideǰ 

ǰ 

 

ภาพทีęǰ12:ǰēครมาēทĒกรมของสารสกัดตัวอยŠางทีęǰ1 



 26 

 

 กราฟมาตรฐานของǰdelphinidin-3, 5-diglucoside  

 

 

 

 

 

 

 

 

 calibration cure ของǰdelphinidin-3,5-diglucoside đปŨนการพลĘอตระหวŠางความđขšมขšน

ของǰstandard 35% anthocyanin ชนิดǰdelphinidin-3,5-diglucoside ēดยคำนวณความ

đขšมขšนǰdelphinidin-3,5-diglucoside จากการđตรียมǰstandard ความđขšมขšนǰ6.1, 11.8, 

22.2, 33.8, 55.8 Ēละ 65.6 µg/mlǰจะĕดšกราฟมาตรฐานดังภาพทีęǰ13ǰĒละสมการของกราฟ

มาตรฐานคČอǰY=34000X+2346.5, R2 = 0.998ǰđมČęอคำนวณหาปริมาณǰdelphinidin-3, 5-

diglucoside ĔนสารสกัดตัวอยŠางĕดšผลดังตารางทีęǰ14 

ตารางทีęǰ14: การวิđคราะหŤปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยđทคนิคǰHPLC 

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

1 0.997 

2 1.265 

3 1.278 

เฉลีęย 1.180 

ภาพทีęǰ13:ǰCalibration cure ของǰstandard 35%ǰanthocyanin ชนิดǰdelphinidin-3, 5-diglucoside 
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3.4 การเปรียบเทียบการหาปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยเทคนิคǰpH-differentialǰกับǰ

HPLCǰUV 

           3.4.1 การเปรียบเทียบความเทีęยงของการวิเคราะหŤดšวยǰF-test 

ตารางทีęǰ15:ǰđปรียบđทียบความđทีęยงของการวิđคราะหŤǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยวิธีǰF-test 

ตัวอยŠางทีę ปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside (%w/w) 

วิธีǰHPLC วิธีǰpH-differential 

1 0.997 1.337 

2 1.265 1.790 

3 1.278 1.730 

เฉลีęย 1.18 1.62 

                     S1
2 = 

ఀሺభିതሻమ

𝑁భିଵ
 = 

ሺ.ଽଽିଵ.ଵ଼ሻమାሺଵ.ଶିଵ.ଵ଼ሻమାሺଵ.ଶ଼ିଵ.ଵ଼ሻమ

ଷିଵ
 

                          = 0.0258 

S2
2 = 

ఀሺమିതሻమ

𝑁మିଵ
 = 

ሺଵ.ଷସିଵ.ଶሻమାሺଵ.ଽିଵ.ଶሻమାሺଵ.ଷିଵଶሻమ

ଷିଵ
 

                          = 0.0597 

s1
2/ s2

2ǰ= .ଶହ଼
.ହଽ

 = 0.432 

คŠาการคำนวณǰ< คŠาĔนตารางǰǰคČอǰǰǰ0.432< 19.0  

ดังนัĚนสรčปĕดšวŠาความđทีęยงของการวิđคราะหŤดšวยวิธีǰHPLC ĒละǰpH-differential ĕมŠĒตกตŠางกัน

อยŠางมีนัยสำคัญทีęระดับความđชČęอมัęนǰ95% 

3.4.2 การเปรียบเทียบความเทีęยงของการวิเคราะหŤดšวยǰT- test 

ตารางทีęǰ16:ǰđปรียบđทียบǰ%w/w delphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยวิธีǰT-test 

ตัวอยŠางทีę ปริมาณǰdelphinidin-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 

Dഥ   -0.439 
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SD =  ටఀሺିതሻమ

𝑁ିଵ
   

    =ටሺି.ଷସା.ସଷଽሻమାሺି.ହଶଷା.ସଷଽሻమାሺି.ସହହା.ସଷଽሻమ

ଷିଵ
   

    = 0.093                                                                                         

t= 
Dത√𝑁

ௌ
 = 

ି.ସଷଽൈ√ଷ
.ଽଷ

 

           = -8.18 

ǀtǀ (8.18) đทียบกับǰt0.050,2 

8.18 > 2.919986 

ดังนัĚนสรčปĕดšวŠาผลการวิđคราะหŤปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยวิธีǰHPLC-UV 

ĒละǰpH-differential ĒตกตŠางกันอยŠางมีนัยสำคัญทีęระดับความđชČęอมัęนǰ95% 

ǰǰǰǰǰǰ จากผลการđปรียบđทียบความĒตกตŠางของ 2 đทคนิคดšวยวิธีǰF-test พบวŠาทัĚงǰ2đทคนิคĕมŠมีความĒตกตŠาง

ĔนระดับความđชČęอมัęนทีęǰ95% ĒสดงวŠาขšอมĎลมีความĒมŠนยำĔนการวิđคราะหŤđทŠากันǰĒตŠđมČęอđปรียบđทียบความ

ĒตกตŠางดšวยวิธีǰT-test พบวŠาทัĚงǰ2ǰđทคนิคมีความĒตกตŠางกันอยŠางมีนัยสำคัญĔนระดับความđชČęอมัęนǰ95% สาđหตč

มาจากความจำกัดของđทคนิคǰanthocyanin ของǰmaqui berry มีหลายตัวǰĒตŠละตัวมีชŠวงการดĎดกลČนĒสงสĎงสčด

ĔนชŠวงทีęĔกลšđคียงกันหากอšางอิงตามงานวิจัยของǰAraujo SANTIAGO ĒละคณะǰพบวŠาǰหากĔชšǰ1%HCl Ĕนǰ

methanol đปŨนตัวทำละลายǰDelphinidin-3,5-diglucoside จะดĎดกลČนĒสงทีęความยาวคลČęนสĎงสčดทีęǰ520 nm, 

Cyanidin-3,5-diglucoside ดĎดกลČนĒสงทีęความยาวคลČęนสĎงสčดทีęǰ508.5 nm, Delphinidin-3-glucoside ดĎดกลČน

ĒสงทีęความยาวคลČęนสĎงสčดทีęǰ543 nm, Cyanidin-3-glucoside ดĎดกลČนĒสงทีęความยาวคลČęนสĎงสčดทีęǰ530 nm จะ

đหĘนวŠาǰanthocyanin ĒตŠละตัวดĎดกลČนĒสงทีęความยาวคลČęนสĎงสčดĔกลšđคียงกันǰจึงทำĔหšđมČęอวัดการดĎกลČนĒสงของǰ

delphinidin-3,5-diglucoside อาจวัดการดĎดกลČęนĒสงของǰanthocyanin ตัวอČęนĕปดšวยǰทำĔหšผลการทดลองđปŨนǰ

positive หรČอĕดšǰปริมาณǰanthocyanin มากกวŠาความđปŨนจริงǰĒตŠđนČęองการวัดดšวยđทคนิคǰpH-different đปŨน

đทคนิคทีęวิđคราะหŤงŠายĒละĔชšđวลาĔนการวัดĕมŠนานǰจึงđปŨนทีęนิยมมากĔนการวิđคราะหŤหาปริมาณēดยประมาณ 
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3.5ǰการวิเคราะหŤǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ดšวยเทคนิคǰLC-MS/MS 

 3.5.1ǰการหาสภาวะทีęเหมาะสมของการวิเคราะหŤดšวยǰLC-MS/MS 

 การทดลองมีการđปรียบđทียบǰcondition đพČęอหาǰcondition ทีęđหมาะสมǰรวมǰ5ǰสภาวะดังตารางทีęǰ17ǰ

ĒละĕดšēครมาēทĒกรมของการวิđคราะหŤĒตŠละสภาวะดังภาพทีęǰ14ǰĒละคŠาǰretention time ของǰanthocyanin 

ĒตŠละชนิดดังตารางทีęǰ18 

ตารางทีęǰ17:ǰสภาวะการวิđคราะหŤǰanthocyanin ดšวยđทคนิคǰLC-MS/MS 

 Mobile phases A: 5% formic acid ĔนนĚำǰ 

 Mobile phases B: methanol 

สภาวะทีę ลักษณะสภาวะการวิđคราะหŤ 

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  

 ǰ8-20 min: 30%B คงทีę 

Flowrate: 0.3 ml/min 

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

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ12-20 min: 30%B คงทีę 

Flowrate: 0.3 ml/min 

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

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ12-20 min: 30%B คงทีę 

Flowrate: 0.2 ml/min 
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ตารางทีęǰ18:ǰคŠาǰretention time ของǰanthocyanin ทีęสภาวะการวิđคราะหŤตŠางǰė 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

 

 

 

 

 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ(e) Condition 5 

 

(a) Condition 1 

ภาพทีęǰ14: ēครมาēทĒกรมของการĒยกǰanthocyanin ทีęสภาวะการวิđคราะหŤดšวยǰLC-MS/MSตŠางǰėǰ

ตามตารางทีęǰ18ǰ(a) สภาวะǰ1ǰ(b) สภาวะǰ2ǰ(c) สภาวะǰ3ǰ(d) สภาวะǰ4ǰ(e) สภาวะǰ5 
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จากผลการđปรียบđทียบǰ5ǰสภาวะǰพบวŠาǰสภาวะทีęǰ5ǰđหมาะสมทีęสčดǰđนČęองจากǰmobile phases A คČอǰ

5% formic ĔนนĚำǰซึęงđปŨนสารละลายทีęมีขัĚวมากกวŠาmobile phase B คČอǰmethanol ēดยǰชนิดของǰ

anthocyanin ทีęĒยกออกมากŠอนจะđปŨนสารทีęมีขัĚวมากทีęสčดǰđพราะคลอลัมทีęĔชšĔนการทดลองđปŨนคลอลัมĒบบĕมŠมี

ขัĚวǰดังนัĚนสารทีęมีขัĚวจะอยĎŠĔนคลอลัมĕดšนšอยกวŠาสารทีęĕมŠมีขัĚวǰซึęงจากสภาวะทีęǰ1-3ǰđปŨนสภาวะทีęชŠวงĒรกĔหšปริมาณ

ของสารละลายĕมŠมีขัĚวมากđกินĕปǰđปŨนผลทำĔหšǰสารทีęมีขัĚวนšอยđคลČęอนทีęออกมาจากคลอลัมĕดšđรĘวขึĚนǰจึงทับซšอนกับ

สารทีęมีขัĚวมากǰดังนัĚนการลดปริมาณǰmethanolǰลงĔนชŠวงĒรกจะĒกšปŦญหาพีคทับซšอนกันĕดšดีǰหลังจากการĒกšĕข

พบวŠาĔนสภาวะทีęǰ4ǰมีสารสองตัวĒรกǰคČอǰDelphinidin-3-sambubioside-5-glucosideǰĒละǰDelphinidin-3,5-

DiglucosideǰมีคŠาǰresolution ทีęนšอยกวŠาǰ1ǰจึงลดǰFlowrate ของđครČęองลงจากǰ3ǰml/minǰđปŨนǰ2ǰml/minǰผลทีę

ĕดšคČอǰจะĕดšพลีคทีęĒยกกันĕดšดีมากขึĚนǰคŠาǰresolution มีคŠามากกวŠาǰ1ǰซึęงĒสดงวŠาǰDelphinidin-3,5-Diglucosideǰ

ĒยกออกจากǰDelphinidin-3-sambubioside-5-glucosideǰĕดšดีǰĒตŠพีคทีęĕดšจะมีลักษณะทีęบอดลง 

3.5.2ǰการหาสารละลายเจืองจางทีęเหมาะสม 

ǰตารางทีęǰ19:ǰการđปรียบđทียบตัวทำละลายĔนการวิđคราะหŤสารมาตรฐานĒละสารสกัดǰanthocyanin 

 

 จากผลการทดลองđปรียบđทียบตัวทำละลายđจČอจางสารǰanthocyanin กŠอนจะนำฉีดđขšาđครČęอง

วิđคราะหŤǰพบวŠาตัวทำละลายǰ5% formic acid ĔนนĚำมีคčณสมบัติทีęดีกวŠาǰđนČęองจากǰหากđปรียบđทียบตัวทำละลาย

ซึęงคČอนĚำทีęđจČอจางสารสกัดǰanthocyanin กับǰสารมาตรฐานǰanthocyanin พบวŠาระยะđวลาการออกจากคอลัมนŤ

พีค Compound name Retention timeǰ(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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ของสารสกัดǰanthocyanin กับสารมาตรฐานมีระยะการออกมาĒตกตŠางกันǰĔนขณะทีęǰตัวทำละลายǰ5% formic 

acidǰสารสกัดǰĒละสารมาตรฐานออกมาĔกลšđคียงกันǰĔนการทดลองนีĚจึงđลČอกǰ5% formic acid ĔนนĚำǰđจČอจางสาร

สกัดǰanthocyanin กŠอนฉีดđขšาคอลัมนŤ 

 

 

 

 

(a) สารมาตรฐานǰ35%ǰanthocyaninǰđจČอจางดšวยนĚำ (b) สารสกัดǰanthocyaninǰđจČอจางดšวยนĚำ 

(c) สารมาตรฐานǰ35% anthocyaninđจČอจางดšวย  

5% formic acid ĔนนĚำ 
(d)ǰสารสกัดanthocyaninǰđจČอจางดšวย  

5% formic ĔนนĚำ 

ภาพทีęǰ15: ēครมาēทรĒกรมของการวิđคราะหŤǰ(a) สารมาตรฐานǰ35%ǰanthocyaninǰđจČอจางดšวยนĚำ 

(b) สารสกัดǰanthocyaninǰđจČอจางดšวยนĚำ  

(c) สารมาตรฐานǰ35% anthocyaninđจČอจางดšวย 5% formic acid ĔนนĚำ 

(d)ǰสารสกัดanthocyaninǰđจČอจางดšวย 5% formic ĔนนĚำ 
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3.5.3ǰผลการวิเคราะหŤเชิงคุณภาพของǰanthocyanin 

Mass spectroscopy ของǰDelphinidin-3,ǰ5-diglucoside

 

ภาพทีęǰ16: ผลการทดลองǰmass spectroscopy ของǰdelphinidin-3,5-diglucoside 

ตารางทีęǰ20:ǰคŠาǰretention time, m/z ĒละพČĚนทีęĔตšพีกของการวิđคราะหŤสารสกัดǰ35%ǰanthocyanin ดšวย

đทคนิคǰLC-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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จากผลการĒยกǰanthocyanin ĒตŠละชนิดดšวยđทคนิคǰLC-MS/MS พบวŠามีǰanthocyanin 4ǰชนิดǰซึęงยังĕมŠ

สามารถทราบĕดšวŠามีǰanthocyanin ชนิดǰdelphinidin-3, 5-diglucoside หรČอĕมŠǰǰจึงวิđคราะหŤตŠอĔนสŠวนǰmass 

spectroscopy đพČęอหาǰm/z ของ anthocyanin ĒตŠละชนิดǰจากมวลēมđลกčลหลักǰĒละǰparent ion ซึęงทำĔหš

สามารถทราบวŠาǰanthocyanin ทีęวิđคราะหŤĕดšǰมีǰanthocyanin ชนิดǰdelphinidin-3, 5-diglucoside đพราะจาก

การวิđคราะหŤพบวŠามีมวลēมđลกčลǰ627ǰg/mol Ēละǰparent ion คČอǰ303 g/mol จึงสามารถยČนยันĕดšวŠาสามารถ

สกัดǰdelphinidin-3, 5-diglucoside จากǰmaqui berry ĕดš 

3.6ǰอภิปรายผลการวิเคราะหŤเชิงคุณภาพ 

  

ภาพทีęǰ17:ǰการĒตกēมđลกčลǰของǰdelphinidin-3,ǰ5-diglucoside 

ǰǰǰǰǰǰǰǰĔนงานวิจัยนีĚǰĔชšđครČęองมČอǰLC-MS/MSǰĔนสŠวนของǰmass spectrometer ēดยมีǰESIǰđปŨนǰionization 

source ēหมดĕอออนบวกǰĔนการวิđคราะหŤđชิงคčณภาพǰ 

ǰǰǰǰǰǰǰǰESI đปŨนสŠวนทีęทำĔหšēมđลกčลĒตกตัวđปŨนĕอออนǰēดยมีǰmass spectrometerǰตัวทีęǰ1ǰđปŨนตัววิđคราะหŤการ

ĒตกĕอออนหลักǰĒละǰmass spectrometer ตัวทีęǰ2ǰจะวิđคราะหŤการĒตกĕอออนครัĚงทีęสองǰทำĔหšทราบวŠาēมđลกčล

นัĚนคČออะĕรǰผลการทดลองทีęĕดšคČอēมđลกčลǰ303.0ǰg/mol ซึęงđหตčผลทีęมีđพียงēมđลกčลđดียวǰđนČęองจากĔชšēหมดการ

วิđคราะหŤǰคČอǰMultiple Reaction Monitoring (MRM) đพราะđครČęองมČอจะĒสดงǰmass ของสารจาก mass 

spectrometer ตัวทีęǰ2ǰđทŠานัĚนǰēดยมีการหลčดนĚำตาลǰglucoside นĚำหนักǰ162 g/mol 2 ēมđลกčลออกจากǰ

ēมđลกčลหลักหรČอǰdelphinidin-3, 5-diglucoside นĚำหนังēมđลกčลǰ627.5ǰg/mol สčดทšายจะĕดšēมđลกčลǰ303ǰ

g/mol đนČęองจากđปŨนēมđลกčลทีęมคีวามđสถียรจึงĕมŠมีการĒตกǰfragment อีก 

627ǰg/mol 

-324ǰg/mol 
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บททีęǰ4 

สรุปผลการทดลอง 

ǰǰ ĔนงานวิจัยนีĚĕดšสกัดǰanthocyanin จากǰmaqui berry ดšวยตัวทำละลายǰ0.1% HCl Ĕนǰmethanol 

đพČęอตรวจหาปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside đนČęองจากǰanthocyanin ชนิดǰdelphinidin-3, 5-

diglucoside มีคčณสมบัติĔนการยับยัĚงēรคตาĒหšงĕดšดีǰđมČęอđทียบกับǰanthocyanin ชนิดอČęนǰอีกทัĚงมีคčณสมบัติĔน

การตšานสารอนčมĎลอิสระđทŠากับǰanthocyanin ชนิดǰdelphinidin ตัวอČęนǰėǰสำหรับĔนการทดลองนีĚĔชšđทคนิคǰ

pH-differential, HPLC ĔนการวิđคราะหŤđชิงปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ĒละǰLC-MS/MSǰĔชš

วิđคราะหŤđชิงคčณภาพ  

ǰ ĔนการวิđคราะหŤđชิงปริมาณđทคนิคǰpH-differentialǰĕดšปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside đฉลีęยǰ

1.62ǰേǰ0.244ǰĒละǰHPLCǰĕดšปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside đฉลีęยǰ1.18 േ 0.161ǰđมČęอđปรียบđทียบ

ดšวยǰT-test พบวŠาทัĚงสองđทคนิคมีปริมาณǰdelphinidin-3, 5-diglucoside ทีęĒตกตŠางกัน สาđหตčđนČęองจากǰ

ขšอจำกัดของđทคนิคǰpH-differential ทีęđกิดการทับซšอนกันของพีคǰสŠวนĔนđชิงคčณภาพđทคนิคǰLC-MS/MS จาก

การวิđคราะหŤ delphinidin-3, 5-diglucoside พบวŠาǰǰparent ion คČอǰ303ǰg/mol ĒละēมđลกčลǰคČอǰ627 

g/mol 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวกǰก 

การสกัดǰmaqui berry 

 

ภาพǰก-1: ลักษณะของǰmaqui berry สŠวนเปลือกแบบแหšง 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพǰก-2: การสัęนสะเทือนของคลืęนอัลตราโซนิคตัวอยŠางǰmaqui berry 
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ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพǰก-3: แยกสŠวนของแข็งและของเหลวดšวยเครืęองหมุนเหวีęยง 

ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีęǰก-4: สารละลายหลังจากการสกัด 
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ภาพทีęǰก-5:ǰการระเหยตัวทำละลายใหšกลายเปŨนไอ 

 

ภาพทีęǰก-6: ขูดของสารสกัดǰmaqui berry หลังจากกระบวนการระเหยและอบ 
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ภาคผนวกǰข 

การเตรียมสารละลายในการวิเคราะหŤǰ 

 

ภาพǰข-1: การกรองǰmobile phase  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพǰข-2: การปรับǰpH ของบัฟเฟอรŤสำหรับตรวจวัดǰpH-differential 
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ภาคผนวกǰค 

การวิเคราะหŤǰanthocyanin ดšวยเทคนิคǰLC-MS/MS 

 

ภาพǰค-1: การเตรียมǰcalibration cureǰทีęความเขšมขšนǰ10, 20, 40, 80, 160 ppm 

 

ภาพǰค-2: การเตรียมสารตัวอยŠางทีę1-3 กŠอนการวิเคราะหŤǰ 
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ภาพǰค-3: เครืęองǰLC-MS/MS (liquid chromatography Tandem Mass spectrometry) 
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ภาคผนวกǰง 

การเปรียบเทียบǰpeak ของǰstandard กŠอนชŠวงเครืęองมีปŦญหาและและชŠวงเครืęองมีปŦญหา 

 

ภาพǰง-1: ลำดับการวิเคราะหŤของǰanthocyanin กŠอนเครืęองมีปŦญหา 

 

ภาพǰง-2: ลำดับการวิเคราะหŤของǰanthocyanin เมืęอเครืęองมีปŦญหา 
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ภาคผนวกǰจ 

การวิเคราะหŤǰanthocyanin ดšวยเทคนิคǰpH-differential 

 

ภาพǰจ-1: การเตรียมสาระลายตัวอยŠางวิเคราะหŤǰpH1.0 และǰpH 4.5 
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ภาคผนวกǰฉ 

การคำนวณการสรšางǰcalibration cure ของǰLC-MS/MS 

1. คำนวณความเขšมขšนของǰ18% delphinidinǰในǰstandard 

standard ความđขšมขšนǰ10ǰppm มีǰ18% anthocyanin คČอǰ10× ଵ଼
ଵ

 = 1.8 ppm  
standard ความđขšมขšนǰ20ǰppm มีǰ18% anthocyanin คČอǰ20× ଵ଼

ଵ
 = 3.6 ppm  

standard ความđขšมขšนǰ40ǰppm มีǰ18% anthocyanin คČอǰ40× ଵ଼
ଵ

 = 7.2 ppm  
standard ความđขšมขšนǰ80ǰppm มีǰ18% anthocyanin คČอǰ80× ଵ଼

ଵ
 = 14.4 ppm  

standard ความđขšมขšนǰ160ǰppm มีǰ18% anthocyanin คČอǰ160× ଵ଼
ଵ

 = 28.8 ppm  
2. การคำนวณหาปริมาณǰdelphinidin-3,5-diglucoside ของǰstandard 

10 ppm:ǰ 

พČĚนทีęĔตšกราฟของǰdelphinidin ทัĚงหมดคČอ     865080ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          1.8ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside  270703  มีǰdelphinidin-3,5-diglucoside 
ଶଷ
଼ହ଼

×1.8ppm 

        = 0.6 ppm 

20 ppm: 

พČĚนทีęĔตšกราฟของǰdelphinidin ทัĚงหมดคČอǰ   1822234  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          3.6ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside  553430  มีǰdelphinidin-3,5-diglucoside 
ହହଷସଷ

ଵ଼ଶଶଶଷସ
×3.6ppm 

        = 1.1 ppm 

40 ppm: 

พČĚนทีęĔตšกราฟของǰdelphinidin ทัĚงหมดคČอǰ   3750699ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ         7.2ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside  1099713 มีǰdelphinidin-3,5-diglucoside
ଵଽଽଵଷ
ଷହଽଽ

×7.2ppm 

        = 2.1 ppm 
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80 ppm: 

พČĚนทีęĔตšกราฟของǰdelphinidin ทัĚงหมดคČอǰ   7818692ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          14.4ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside 2286871  มีǰdelphinidin-3,5-diglucoside
ଶଶ଼଼ଵ
଼ଵ଼ଽଶ

×14.4ppm 

        = 4.2 ppm 

160 ppm: 

พČĚนทีęĔตšกราฟของǰdelphinidin ทัĚงหมดคČอǰ  16385473ǰǰม ีanthocyanin ทัĚงหมดǰ          28.8ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside 4535072 มีdelphinidin-3,5-diglucoside
ସହଷହଶ

ଵଽହଵଷ
×28.8ppm 

        = 8.0 ppm 
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การคำนวณการสรšางǰcalibration cure ของǰHPLC 

1. คำนวณความเขšมขšนของǰ35% anthocyaninǰในǰstandard 

standard ความđขšมขšนǰ50ǰppm มีǰ35% anthocyanin คČอǰ50× ଷହ
ଵ

     = 17.5 ppm  
standard ความđขšมขšนǰ100ǰppm มีǰ35% anthocyanin คČอǰ100× ଷହ

ଵ
 = 35.0 ppm  

standard ความđขšมขšนǰ200ǰppm มีǰ35% anthocyanin คČอǰ200× ଷହ
ଵ

 = 70.0 ppm  
standard ความđขšมขšนǰ300ǰppm มีǰ35% anthocyanin คČอǰ300× ଷହ

ଵ
 = 105.0 ppm  

standard ความđขšมขšนǰ500ǰppm มีǰ35% anthocyanin คČอǰ500× ଷହ
ଵ

 = 175.0 ppm  
standard ความđขšมขšนǰ600ǰppm มีǰ35% anthocyanin คČอǰ600× ଷହ

ଵ
 = 210.0 ppm  

 
 

2. การคำนวณหาปริมาณǰdelphinidin-3,5-diglucoside ของǰstandard 

50 ppm:ǰ 

พČĚนทีęĔตšกราฟทัĚงหมดคČอǰ                          582936ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          17.5ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside  203114  มีǰdelphinidin-3,5-diglucoside 
ଶଷଵଵସ
ହ଼ଶଽଷ

×17.5ppm 

        = 6.1 ppm 

100 ppm:ǰǰ 

พČĚนทีęĔตšกราฟทัĚงหมดคČอǰ                          1240961ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          35.0ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside  417817  มีǰdelphinidin-3,5-diglucoside 
ସଵ଼ଵ

ଵଶସଽଵ
×35.0ppm 

        = 11.8 ppm 

200 ppm:ǰ 

พČĚนทีęĔตšกราฟทัĚงหมดคČอǰ                          2389244ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          70.0ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucoside  759364  มีǰdelphinidin-3,5-diglucoside 
ହଽଷସ

ଶଷ଼ଽଶସସ
×70.0ppm 

         = 22.2 ppm 
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300 ppm:ǰ 

พČĚนทีęĔตšกราฟทัĚงหมดคČอǰ                          3545139ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          105.0ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucosideǰ1140268 มีdelphinidin-3,5-diglucoside
ଵଵସଶ଼
ଷହସହଵଷଽ

×105.0ppm 

        = 33.8 ppm 

500 ppm:ǰ 

พČĚนทีęĔตšกราฟทัĚงหมดคČอǰ                          5917457ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          175.0ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucosideǰ1888198 มีdelphinidin-3,5-diglucoside
ଵ଼଼଼ଵଽ଼
ହଽଵସହ

×175.0ppm 

        = 55.8 ppm 

600 ppm:ǰ 

พČĚนทีęĔตšกราฟทัĚงหมดคČอǰ                          7186393ǰ  มี anthocyanin ทัĚงหมดǰ          210.0ǰppm 

พČĚนทีęĔตšกราฟǰdelphinidin-3,5-diglucosideǰ2245490 มีdelphinidin-3,5-diglucoside
ଶଶସହସଽ
ଵ଼ଷଽଷ

×210.0ppm 

        = 65.6 ppm 
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