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การหาปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่า 
โดยสเปกโทรฟลูออโรโฟโทเมทรี

Determination of Anthocyanin in Mao Juice 
by Spectrofluorophotometry
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บทคัดย่อ
	 ในการหาปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่า โดยสเปกโทรฟลูออโรโฟโทเมทรีภายใต้สภาวะที่เหมาะสม

นั้น จะใช้ความยาวคล่ืนกระตุ้น 340 นาโนเมตร และความยาวคลื่นวาวแสง 450 นาโนเมตร ส�ำหรับตัวอย่าง 

น�้ำเม่าที่เจือจาง 100 เท่า ขณะที่ใช้ความยาวคล่ืนกระตุ้น 390 นาโนเมตร และความยาวคลื่นวาวแสง 460 

นาโนเมตร ส�ำหรับสารละลายเพลาร์โกนิดินได้ศึกษาผลของค่าพีเอช (pH 1-11) ของสารละลายน�้ำเม่าที่มีต่อ 

ความเข้มแสงฟลูออเรสเซ็นซ์เช่นกัน พบว่า ให้ความเข้มแสงสูงสุดเมื่อใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6 กราฟ

มาตรฐานของสารละลายเพลาร์โกนิดินในช่วงความเข้มข้น 2.0-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร สมการเส้นตรงคือ  

y = 66.076x+121.33 และมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 0.9906 ขีดจ�ำกัดต�่ำสุดของการตรวจวัด 0.93 มิลลิกรัม 

ต่อลิตรและขีดจ�ำกัดต�่ำสุดของการหาปริมาณ 3.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร้อยละการคืนกลับของวิธีอยู ่ในช่วง  

79.65-90.45 จากนั้นจึงประยุกต์ใช้หาปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่าจากแหล่งผลิตต่างกันห้าชนิด พบว่า 

ปริมาณแอนโทไซยานินมีค่าใกล้เคียงกันอยู่ในช่วง 305.60-347.13 มิลลิกรัมต่อลิตรได้แก่ น�้ำเม่าหลวงภูพาน 

(347.13±14.67 mg/L) น�ำ้เม่าไทรทอง (341.10±22.99 mg/L) น�ำ้เม่าช้างพลงัสอง (321.43±26.54 mg/L) 

น�้ำเม่าโคกศรีสุพรรณ (336.77±12.82 mg/L) และน�้ำเม่าจากชัยภูมิ (305.60±29.58 mg/L) 

ABSTRACT
	 This study was aimed to determine anthocyanins in Mao juice by spectrofluorophotometry 

under optimum conditions. The excitation wavelength of the Mao juice (diluted 100-fold  

solution) occurs at 340 nm and the emission wavelength is at 450 nm. The excitation wavelength 

of pelargonidin solution occurs at 390 nm with the emission wavelength of 460 nm, which 

is slightly different from those of the sample solution. The variation of pH value (pH 1-11)  

of the sample solution was also evaluated. The maximum relative fluorescence intensity was 

obtained using phosphate buffer solution at pH 6. Standard curve of pelargonidin solution 

(2-10 mg/L) was linearly constructed with y = 66.076x + 121.33 (R2 = 0.9906). The limits 

of detection and quantification were found to be 0.93 mg/L and 3.1 mg/L, respectively. The 
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method recoveries of the Mao juice were found ranging from 79.65-90.45%. The developed 

method was applied to determine anthocyanins in the samples from different five production 

sources. From the results, the contents of anthocyanins were found in the range of  

305.60-347.13 mg/L including Mao juice Luang Phuphan (347.13±14.67 mg/L), Mao juice 

Saithong (341.10±22.99 mg/L), Mao juice Chang Palungsong (321.43±26.54 mg/L), Mao juice 

Khok Srisuphan (336.77±12.82 mg/L), and Mao juice from Chaiyaphum (305.60±29.58 mg/L).

ค�ำส�ำคัญ :  แอนโทไซยานิน  น�้ำเม่า  สเปกโทรฟลูออโรโฟโทเมทรี
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บทน�ำ
	 ในปัจจุบันพฤติกรรมของผู ้บริโภคมีการ

เปลี่ยนแปลงเป็นอย่างมาก โดยหันมาสนใจในการ

รักษาสุขภาพมากขึ้น ผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากธรรมชาติที่

มีคณุภาพด ีมีประโยชน์ต่อสขุภาพ จงึได้รบัความสนใจ

เป็นอย่างมาก ผลติภณัฑ์น�ำ้ผลไม้เพือ่สขุภาพกเ็ป็นอกี

อย่างหนึง่ทีผู่บ้รโิภคให้ความสนใจ ซึง่ตลาดผลติภณัฑ์

น�้ำผลไม้มีแนวโน้มการผลิตเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องเม่า 

หรือ หมากเม่า เป็นผลไม้ไทยที่จัดอยู่ในตระกูลเบอร์รี ่

ส่วนใหญ่พบมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ

ไทย ซึ่งอุดมด้วยคุณค่าทางอาหาร แร่ธาตุและวิตามิน  

เช่น แคลเซียม เหล็ก วิตามิน บี 1 บี 2 วิตามินซี  

วิตามินอี นอกจากนี้เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ช่วยให้

อายุยืน สุขภาพแข็งแรง ลดความเส่ียงจากโรคมะเร็ง 

ใช้เป็นยาระบายและบ�ำรุงสายตา เนื่องจากผลสุก 

ของเม่ามีสีม่วงแดง ซึ่งมีส่วนประกอบของสารแอน

โทไซยานิน ที่เป็นแหล่งส�ำคัญในการต้านอนุมูลอิสระ 

โดยแอนโทไซยานิน มีคุณสมบัติเป็นสารออกฤทธิ ์

ทางชวีภาพ (biological activity) สามารถลดอาการ 

อักเสบ (anti-inflammatory) ช่วยปกป้องหลอดเลอืด 

ลดโคเลสเตอรอลในเลือด ลดความเส่ียงของโรค

มะเร็งและต้านไวรัส แต่คุณสมบัติเด่นที่สุดของ

แอนโทไซยานินคือ ประสิทธิภาพในการต้าน อนุมูล

อิสระ โดยแอนโทไซยานินมีประสิทธิภาพในการต้าน

อนุมูลอิสระสูงกว่าวิตามินซีและวิตามินอีถึง 2 เท่า  

จากคุณสมบัติเหล่านี้ หมากเม่าจึงได้รับความสนใจ 

และถูกน�ำมาแปรรูปเป็นน�้ำผลไม้พร้อมดื่ม น�้ำผล

ไม้สกัดเข้มข้น (100%) หรือ ไวน์ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ 

เพื่อสุขภาพ

	 ดังนั้น ผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษา 

ปริมาณแอนโทไซยานินในผลิตภัณฑ์น�้ำเม่าในเขต

จังหวัดสกลนครและจังหวัดชัยภูมิ โดยเทคนิคสเปก

โทรฟลูออโรโฟโทเมทรีและเพื่อเป็นแนวทางในการ

เลือกบริโภคน�้ำเม่าให้เกิดความพึงพอใจสูงสุด และ 

เป็นแนวทางส�ำหรับการควบคุมของหน่วยงานที่

เกี่ยวข้องต่อไป

วัตถุประสงค์
	 1. เพื่อศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการ 

วเิคราะห์แอนโทไซยานนิในน�ำ้เม่าโดยสเปกโทรฟลอูอ

โรโฟโทเมทรี

	 2. เพือ่หาปรมิาณแอนโทไซยานนิในตวัอย่าง

น�้ำเม่าที่มีจ�ำหน่ายทั่วไปจากแหล่งผลิตต่างกันห้าชนิด

หลักการและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	 เม่า หรอื หมากเม่า (Antidesma thwait-

esanum Müell.Arq) เป็นไม้ผลกลุ่มเบอร์รี่ พบ

กระจายอยู่ในประเทศไทย พบมากที่ภาคตะวันออก

เฉียงเหนือ มีประมาณ 18 ชนิด (species) จ�ำนวน 

10 สายพันธุ์ [1] เม่าเป็นไม้ยืนต้น ไม่ผลัดใบ ความสูง

ประมาณ 12-15 เมตร ออกดอกในช่วงเดือนมีนาคม

ถึงพฤษภาคม และผลจะสุกในช่วงเดือนสิงหาคมถึง
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กันยายน ผลหมากเม่าเมื่อสุกมีสีแดงไปจนถึงม่วงเข้ม 

มีปริมาณแอนโทไซยานิน (anthocyanin) สาร 

ประกอบฟีนอลิค (phenolic) สูง และมีคุณสมบัติ

เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ หมากเม่า จึงเป็นที่สนใจ 

และถูกส่งเสริมให้เกษตรกรเพาะปลูกในหลายพื้นที่

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดสกลนคร 

นครพนม หนองคาย และ มกุดาหาร จากการวเิคราะห์

คุณค่าทางโภชนาการของผลเม่าสุก พบว่า ในผลเม่า

สุกมีสารอาหารและแร่ธาตุที่จ�ำเป็นต่อร่างกายของ 

มนุษย ์หลายชนิดด ้วยกัน เช ่น โปรตีน ไขมัน 

คาร์โบไฮเดรต แคลเซยีม เหลก็ วติามนิบ ี1 วติามนิบ ี2 

และวิตามินอี และที่ส�ำคัญมีกรดอะมิโนมากถึง  

18 ชนิด และยังอุดมไปด้วยวิตามินซี และสารแอน

โทไซยานินซึ่งให้สีม่วงแดง มีฤทธิ์ท�ำให้เส้นเลือด 

มีความยืดหยุ่นดี และมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูล

อิสระ ป้องกันการแก่ชราของเซลล์และเพิ่มภูมิคุ้มกัน

อีกด้วย

	 แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุ หรือสารสีที่

พบได้ในผัก ผลไม้ และดอกไม้บางชนิด เช่น กะเพรา 

โหระพา ใบแมงลัก แครนเบอรรี่ องุ่น พลัม บลูเบอร์รี่ 

หว้า ดอกอัญชัน กลีบดอกกระเจี๊ยบแดง และอื่นๆ ที่มี

สีม่วงแดง แอนโทไซยานิน จัดอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์

ละลายน�้ำได้แต่ไม่ละลายในตัวทําละลายที่ไม่มีขั้ว  

ไม่มหีมูไ่ฮดรอกซลิ (hydroxyl) เช่น อเีทอร์ อะซโีตน 

คลอโรฟอร์ม และเบนซีน เป็นต้น โดยสีของแอนโทไซ

ยานินจะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะความเป็นกรด-

เบส แอนโทไซยานนิมโีครงสร้างเป็นแบบ C6-C3-C6 

ซึ่งเป็นไกลโคไซด์ของ 2-phenylbenzopyrylium 

หรอื flavylium cation ทีม่หีลายชนดิ แต่มอียู ่6 ชนิด

เท่านั้นที่พบมาก ได้แก่ pelargonidin, cyanidin, 

delphinidin, peonidin, petunidin และ malvidin 

ในธรรมชาตจิะพบแอนโทไซยานนิมากกว่า 15 ชนดิซ่ึง

เรยีกชือ่แตกต่างกนัขึน้อยูก่บัต�ำแหน่งของหมูไ่ฮดรอก

ซิลและหมู่เมทอกซิล

	 การแทนที่ของหมู่ไฮดรอกซี (OH) และหมู่

เมทอกซี (OCH
3
) ของ flavylium ring จะท�ำให้

เกิดสีของแอนโทไซยานิดิน กล่าวคือ การเพิ่มจ�ำนวน

ของหมู่ไฮดรอกซีจะท�ำให้เกิดแถบของสีฟ้า ส่วนการ

เพิม่จ�ำนวนของหมูเ่มทอกซจีะท�ำให้เกดิสแีดง การเพิม่

จ�ำนวนของหมู่ไฮดรอกซีจะท�ำให้ความสามารถในการ

ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) เพิ่มขึ้น 

ซ่ึงสีและการดูดกลืนแสงของแอนโทไซยานิดินแต่ละ

ชนิด และเนื่องจากการแทนที่ของกรดและเบสเกิดขึ้น

ได้ในหลายต�ำแหน่งจึงท�ำให้จ�ำนวนของแอนโทไซยา

นินมีมากกว่าแอนโทไซยานิดิน 15-20 เท่า โมเลกุล

ของน�้ำตาลที่ต่อกับแอนโทไซยานิดินได้แก่ กลูโคส 

กาแลกโทส แรมโนส อะราบิโนส ไดแซ็กคาไรด์ และ

ไตรแซ็กคาไรด์โดยแอนโทไซยานินที่พบมากที่สุดคือ 

3-monoside, 3-biosides, 3, 5-diglycosides และ 

3, 7- diglycosides 

	 จากการศึกษาค้นคว้าปัจจัยที่มีผลต่อความ

เสถียรของแอนโทไซยานิน พบว่า ปัจจัยทางเคมีและ

ฟิสิกส์ที่เก่ียวข้องกับการสลายตัวของแอนโทไซยานิน 

มีผลต่อความเสถียรของแอนโทไซยานินคือ ความ

เป็นกรด-เบส [2] ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลกระทบต่อ

ความคงตวัของแอนโทไซยานนิทีส่กดัจากเปลอืกมงัคดุ 

ได้แก่ พีเอช อุณหภูมิ แสง จากการทดลองพบว่า ที่

พีเอชต�่ำ  (pH 1.0) จะมีความคงตัวมากกว่าที่พีเอช

สูง (pH 4.0) ที่อุณหภูมิต�่ำ (4oC) จะมีสภาพคงตัว

มากกว่าที่อุณหภูมิสูง (30oC) ในสภาพที่ไม่มีแสง

แอนโทไซยานินจะคงตัวมากกว่าที่มีแสง [3] ศึกษาผล

ของกระบวนการผลติและการเกบ็รกัษาต่อเสถยีรภาพ 

ของแอนโทไซยานนิในน�ำ้เม่า พบว่า น�ำ้คัน้มค่ีา pH 3.5 

ของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด 17.6o Brix แอนโทไซยา

นินทั้งหมด 17.62 mg/100 mL สารประกอบฟีนอล

ลิคทั้งหมด 311 mg/100 mL ตรวจพบ polyphenol 

oxidase (PPO) ซึ่งมีแอ็กติวิตี้ (activity) 2,734 

unit/mg protein ตรวจไม่พบวติามนิซี โดยส่วนสกดั

หยาบของ PPO จากผลเม่า มค่ีาพเีอชทีเ่หมาะสม pH 

6.5 เสถียรภาพของเอนไซม์ต�่ำเมื่อบ่มในสารละลาย

บัฟเฟอร์ที่ช่วง pH 3.0-9.0 อุณหภูมิ 0oC เป็นเวลา 

1 ชั่วโมง อุณหภูมิที่เหมาะสม 20oC และมีเสถียรภาพ
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ต่อความร้อนดีเมื่อบ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 7.0 

ที่อุณหภูมิ 0-60oC เป็นเวลา 10 นาที โดยที่อุณหภูมิ 

60oC ยังมี PPO activity เหลืออยู่ถึง 82.39%

วิธีการวิจัย
	 การหาปริมาณการคืนกลับ

	 การหาค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (% re-

covery) โดยใช้ตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน (spiked 

sample) ซ่ึงมีข้อจ�ำกัดที่ว่าค่าความถูกต้องที่ได้น้ัน 

จะครอบคลุมเฉพาะขั้นตอนที่วิเคราะห์ตัวอย่างที่เติม

สารมาตรฐานเท่านั้น

การคืนกลบั (%) = (ความเข้มข้นจากตวัอย่างทีเ่ตมิสารมาตรฐาน) - (ความเข้มข้นจากตวัอย่างทีไ่ม่เตมิสารมาตรฐาน) x 100

                                                               (ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติม)

	 เกณฑ์การยอมรับของการคืนกลับข้ึนกับวิธี

ทดสอบตามมาตรฐานที่ระบุไว้ เช่น เกณฑ์การยอมรับ

ได้ส�ำหรับโลหะหนักในน�้ำอยู่ในช่วง 85-115% ถ้า 

ไม่ระบุไว้ให้พิจารณาจากค่าที่ท�ำได้ทั้งหมดจ�ำนวน

มากแล้วจึงตั้งเกณฑ์ขึ้นมาจากค่าที่ดีที่สุด และพิสูจน ์

ด้วยค่ามาตรฐานที่วิเคราะห์ได้จากวัสดุมาตรฐาน

อ้างอิง (certified reference materials) 

	 การหาค่า LOD และ LOQ

	 LOD (limit of detection) หมายถึง ค่า

ความเข้มข้นต�่ำสุดที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างที่สามารถ

ตรวจวัดได้

	 LOQ (limit of quantitation) หมายถงึ ค่า

ความเข้มข้นต�่ำสุดที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างที่สามารถ

หาปริมาณ หรือ รายงานผลควบคู่กับค่าความถูกต้อง

และค่าความเที่ยงที่ยอมรับได้

	 ตัวอย่างน�้ำเม่า

	 ตัวอย่างน�้ำเม่าที่น�ำมาวิเคราะห์เป็นน�้ำเม่าที่

ได้จากผลติภณัฑ์พืน้บ้านจากแหล่งผลติต่างๆ ในหลาย

พื้นที่จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง

	 การวิเคราะห์ข้อมูล มีดังนี้

       	 1.   การหาค่าความยาวคลื่นสูงสุดของ

สภาวะกระตุ้น (λ
max
) และสภาวะการวาวแสง (λ

max
)  

ที่เหมาะสม

       	 2.  การศึกษาค่าพีเอชที่เหมาะสม

       	 3.  การสร้างกราฟมาตรฐาน เพื่อหาปริมาณ

รวมแอนโทไซยานิน

       	 4.  การศึกษาปริมาณการคืนกลับ

       	 5.  การหาค่า LOD และ LOQ

ผลการวิจัย
       	 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ 

วิเคราะห์แอนโทไซยานิน

       	 ในงานวิจัยน้ี ได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม 

ในการวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่า  

โดยใช้เคร่ืองสเปกโทรฟลูออโรโฟโทมิเตอร์ ซ่ึงเป็น 

การตรวจวัดโดยตรงจากสารละลายของน�้ำเม่าที ่

เจือจางแล้วได้ผลการศึกษาดังนี้

       	 การหาสเปกตรัมการกระตุ ้น λ
max

 และ

สเปกตรัมการวาวแสง λ
max
 ของตัวอย่างน�้ำเม่าที่เจือ

จาง 100 เท่า ได้สเปกตรัมดังภาพที่ 1 และภาพที่ 2 

พบว่า ค่า λ
ex
 และค่า λ

em
 ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์

สารละลายน�้ำเม่า ให้ค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซ็นซ์

สัมพัทธ์สูงสุดที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร และ 

450 นาโนเมตร ตามล�ำดับ จึงเลือกใช้ข้อมูลนี้ในการ

วิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่าด้วยเทคนิค

สเปกโทรฟลูออโรโฟโทเมทรี อย่างไรก็ตาม การหา

สเปกตรัมการกระตุ้น λ
max
   และสเปกตรัมการวาว

แสง λmax ของสารละลายเพลาร์โกนิดินคลอไรด์  

(pelargonidin chloride) ที่ความเข้มข้น 10 

มิลลิกรัมต่อลิตร ปรากฏสเปกตรัมทั้งสองแบบดัง
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ภาพที่ 3 และภาพที่ 4 พบว่าค่า λ
ex
 และค่า λ

em
 ที่

เหมาะสมในการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานนี ้ให้ค่า 

ความเข ้มแสงฟลูออเรสเซ็นซ ์ สัมพัทธ ์ สูง สุดที่

ความยาวคลื่น 390 นาโนเมตร และ 460 นาโนเมตร 

ตามล�ำดับ ดังนั้น จึงเลือกใช้ข้อมูลนี้ในการสร้างกราฟ

มาตรฐาน

       	 ผลการศึกษาค่า pH ที่เหมาะสม

       	 ในการศึกษาค ่าพี เอชที่ เหมาะสมเพื่อ

วิเคราะห์ปริมาณรวมของแอนโทไซยานินในน�้ำเม่า  

โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่มีค่าพีเอชตั้งแต่ 1 ถึง 

11 จากผลการทดลองในภาพที่ 5 พบว่า สารละลาย

บฟัเฟอร์ทีค่่าพเีอช 6 มค่ีาความเข้มแสงฟลอูอเรสเซน็ซ์ 

สัมพัทธ์สูงสุด ดังนั้น จึงเลือกใช้สารละลายบัฟเฟอร์นี้

ในการวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่า

       	 ผลการศึกษาปริมาณการคืนกลับ

       	 ในการศึกษาอิสระในครั้งนี้ได้ท�ำการตรวจ

สอบความถูกต้องของวิธี โดยการหาปริมาณสารคืน

กลับของแอนโทไซยานินในตัวอย่างน�้ำเม่าจากแหล่ง

ผลติต่างกนั โดยเจอืจางน�ำ้เม่าด้วยน�ำ้ปราศจากไอออน

ในอัตราส่วน 1 ต่อ 100 เท่า 25 มิลลิลิตร แล้วน�ำไป

วัดฟลูออเรสเซ็นซ์ด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลูออโรโฟ

โทมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่นกระตุ้น 340 นาโนเมตร  

และความยาวคลื่นวาวแสง 450 นาโนเมตร โดยเทียบ

กับกราฟมาตรฐานซึ่งผลการวิเคราะห์ดังแสดงใน

ตารางที่ 1 พบว่า ร้อยละการคืนกลับของน�้ำเม่า M1 

จากชยัภมูจิะมค่ีาค่อนข้างสงู ถดัมาคอื M2 น�ำ้เม่าหลวง

ภูพาน จ.สกลนคร M4 น�้ำเม่าไทรทอง จ.สกลนคร  

M5 น�้ำเม่าโคกศรีสุพรรณ จ.สกลนคร และ M3  

น�้ำเม่าช้างพลังสอง จ.สกลนคร ตามล�ำดับ โดยวิธีนี้ 

มีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 79.65-90.45	

       	 ผลการหาค่า LOD และ LOQ

       	 ในการหาค่า LOD และ LOQ เป็นการศกึษา

ความใช้ได้ของวิธีการทดลองอีกอย่างหนึ่ง โดยวิธีหา 

ค่า LOD และ LOQ ได้จากการเลือกใช้ความเข้ม

ข้นของสารละลายเพลาร์โกนิดินที่ความเข้มข้น 2 

มิลลิกรัมต่อลิตร เนื่องจากเป็นความเข้มข้นที่อยู่ใน 

ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน และเป็น

ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดที่ใช้ศึกษากราฟมาตรฐาน โดย

ทดลองวัดค่าซ�้ำความเข้มแสงฟลูออเรสเซ็นซ์สัมพัทธ์

สูงสุดที่ความเข้มข้นน้ีจ�ำนวน 10 ซ�้ำ  ผลการตรวจวัด

หาค่าขีดจ�ำกัดต�่ำสุดของการตรวจวัด เมื่อน�ำค่าความ

เข้มแสงฟลูออเรสเซ็นซ์สัมพัทธ์ของสารละลายเพลาร์

โกนิดินไปค�ำนวณหาค่าความเข้มข้นเทียบกับกราฟ

มาตรฐานดังกล่าว พบว่า ขีดจ�ำกัดต�่ำสุดของการตรวจ

วัดคือ 0.93 มิลลิกรัมต่อลิตร และขีดจ�ำกัดต�่ำสุด 

ของการหาปริมาณคือ 3.1 มิลลิกรัมต่อลิตร

       	 ผลการหาปริมาณรวมแอนโทไซยานิน 

ในน�้ำเม่า

       	 การหาปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่า 

100% จากแหล่งผลิตต่างๆได้แก่ น�้ำเม่าจากจังหวัด

ชัยภูมิ  น�้ ำเม ่าหลวงภูพาน น�้ำเม ่าช ้างพลังสอง  

น�้ำเม่าไทรทอง และน�้ำเม่าโคกศรีสุพรรณ จังหวัด

สกลนคร ด้วยเทคนิคสเปกโทรฟลูออโรโฟโทเมท

รีนั้น โดยการหาปริมาณแอนโทไซยานินจากกราฟ

มาตรฐานของสารละลายเพลาร์โกนิดินโดยใช้ช่วง 

ความเข้มข้น 2-10 มิลลิกรัมต่อลิตร และน�ำไปวัด 

ความเข้มแสงฟลูออเรสเซ็นซ์สัมพัทธ์ที่ความยาว 

คลืน่สงูสดุของการกระตุน้และการวาวแสงที ่390 นาโน

เมตรและ 460 นาโนเมตร ตามล�ำดับ จะได้กราฟ

มาตรฐานดังภาพที่ 6 สมการเส้นตรงคือ y = 66.076x 

+ 121.33 และให้ค่าสหสัมพันธ์เชิงเส้น (R2) 0.9906 

จากกราฟมาตรฐานสามารถค�ำนวณปริมาณรวม 

แอนโทไซยานินในน�้ำเม ่าที่ผลิตจากแหล่งต่างๆ  

จ�ำนวน 5 แหล่งผลิต (ตารางที่ 1) พบว่า ปริมาณ

แอนโทไซยานินในตัวอย่างน�้ำเม่าทั้ง 5 แหล่งผลิตมีค่า 

ไม่แตกต่างกัน อยูใ่นช่วง 305.60 ถึง 347.13 มลิลกิรมั

ต่อลิตร โดยน�้ำเม่า M2 เม่าหลวงภูพาน จ.สกลนคร

มีปริมาณสูงที่สุด ถัดมาคือ M4 น�้ำเม่าไทรทอง 

จ.สกลนคร M5 น�้ำเม่าโคกศรีสุพรรณ จ.สกลนคร 

M3 น�้ำเม่าช้างพลังสอง จ.สกลนคร และ M1 น�้ำเม่า

จาก จ.ชัยภูมิ
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บทสรุป
       	 การศึกษานี้ได้ศึกษาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณ 

แอนโทไซยานินในน�้ ำเม ่าโดยเทคนิคสเปกโทร 

ฟลูออโรโฟโทเมทรี ซึ่งได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม 

ในการหาปริมาณแอนโทไซยานินในน�้ำเม่า สภาวะ

ที่ใช้ศึกษาคือ การหาสเปกตรัมการกระตุ ้น λ
max

  

และสเปกตรัมการวาวแสง λ
max
 ที่เหมาะสม การหา

ค่า pH ที่เหมาะสมเพื่อใช้การหาปริมาณรวมแอนโท 

ไซยานินในน�้ำเม่า การสร้างกราฟมาตรฐาน   การ

ศึกษาร้อยละการคืนกลับ และการหาค่า LOD และ 

LOQ จากการศึกษาค่าพีเอชที่เหมาะสม พบว่า 

สารละลายบัฟเฟอร์พีเอช 6 จะให้ค่าความเข้มแสง

ฟลูออเรสเซ็นซ์สัมพัทธ์สูงสุด ดังนั้น ในการศึกษา 

ครั้งนี้จึงเลือกใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 

6 เป็นตัวท�ำละลาย ส่วนการหาปริมาณรวมแอนโท

ไซยานินจากกราฟมาตรฐานของสารละลายเพลาร์โก

นิดินนั้น ให้น�ำไปวัดค่าความเข้มแสงฟลูออเรสเซ็นซ์

สัมพัทธ์สูงสุดที่ความยาวคล่ืนสูงสุดของการกระตุ้น

และการวาวแสงที่ 390 นาโนเมตรและ 460 นาโน

เมตร ตามล�ำดับ เมื่อหาปริมาณแอนโทไซยานิน 

โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน พบว่า น�้ำเม่าจากเม่า

หลวงภูพาน จ. สกลนคร มีปริมาณแอนโทไซยานิน 

ค่อนข้างสูง 347.13 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนน�้ำเม่า 

จ.ชยัภมู ิมปีรมิาณแอนโทไซยานนิค่อนข้างต�ำ่ 305.60 

มิลลิกรัมต ่อลิตร แต ่ เมื่อพิจารณาปริมาณรวม 

แอนโทไซยานินในน�้ำเม่าทั้ง 5 แหล่งผลิตน้ันจะมีค่า

แตกต่างกันไม่มากนัก
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ไซยานินในน ้าเม่าทั ง 5 แหล่งผลิตนั นจะมีค่าแตกต่างกันไม่มากนัก 
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2. Palakajornsak Y. Extraction  and  Stability  of  Anthocyanins  fron  Mangosteen  peel. [MSc  thesis]. Bangkok: 

Silpakorn University, 2004.   
3. Wongsiri S. Effects of processing and storage on anthocyanins stability in the juice of MAO Antidesma sp. [MSc 

thesis]. Bangkok: Chulalongkorn University, 2003. 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1 สเปกตรมัการกระตุ้นของน ้าเม่าที่เจือจาง 100 เท่า 

 
ภาพที่ 1 สเปกตรัมการกระตุ้นของน�้ำเม่าที่เจือจาง 100 เท่า
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ภาพที ่2 สเปกตรัมการวาวแสงของน ้าเม่าที่เจือจาง 100 เท่า 

 
 
 

 
ภาพที่ 3 สเปกตรัมการกระตุ้นของสารละลายเพลาร์โกนิดิน 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 

7 
 

 
ภาพที ่2 สเปกตรัมการวาวแสงของน ้าเม่าที่เจือจาง 100 เท่า 

 
 
 

 
ภาพที่ 3 สเปกตรัมการกระตุ้นของสารละลายเพลาร์โกนิดิน 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 

ภาพที่ 2 สเปกตรัมการวาวแสงของน�้ำเม่าที่เจือจาง 100 เท่า

ภาพที่ 3 สเปกตรัมการกระตุ้นของสารละลายเพลาร์โกนิดิน 10 มิลลิกรัมต่อลิตร
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ภาพที่ 4 สเปกตรัมการวาวแสงของสารละลายเพลาร์โกนิดิน 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 

 
ภาพที่ 5 ผลของค่าพีเอชที่มีต่อความเข้มของฟลูออเรสเซ็นซข์องแอนโทไซยานินในน ้าเม่าทีเ่จือจาง 100 เท่า 

                            เมื่อกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตรและวาวแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 

8 
 

 
ภาพที่ 4 สเปกตรัมการวาวแสงของสารละลายเพลาร์โกนิดิน 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 

 
ภาพที่ 5 ผลของค่าพีเอชที่มีต่อความเข้มของฟลูออเรสเซ็นซข์องแอนโทไซยานินในน ้าเม่าทีเ่จือจาง 100 เท่า 

                            เมื่อกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตรและวาวแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร 
 

ภาพที่ 4 สเปกตรัมการวาวแสงของสารละลายเพลาร์โกนิดิน 10 มิลลิกรัมต่อลิตร

ภาพที่ 5 	ผลของค่าพีเอชที่มีต่อความเข้มของฟลูออเรสเซ็นซ์ของแอนโทไซยานินในน�้ำเม่าที่เจือจาง 100 เท่า  

เมื่อกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตรและวาวแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร
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ภาพที่ 6 กราฟมาตรฐานของสารละลายเพลาร์โกนิดิน เมื่อกระตุน้ที่ความยาวคลื่น 390 นาโนเมตร 
                                   และวาวแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร 
 
ตารางท่ี 1 ปริมาณและการคืนกลับของแอนโทไซยานินในตัวอย่างน ้าเม่า 5 ชนิด 

สารตัวอย่าง ปริมาณ (mg/L) การคืนกลับ 
M 1 
M 2 
M 3 
M 4 
M 5 

305.60±29.58 
347.13±14.67  
321.43±26.54 
341.10±22.99  
336.77±12.82 

90.53 ± 5.08 
89.43 ± 0.50 
79.97 ± 1.26 
87.62 ± 2.79 
82.02 ± 2.81 
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ภาพที่ 6 กราฟมาตรฐานของสารละลายเพลาร์โกนิดิน เมื่อกระตุน้ที่ความยาวคลื่น 390 นาโนเมตร 
                                   และวาวแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร 
 
ตารางท่ี 1 ปริมาณและการคืนกลับของแอนโทไซยานินในตัวอย่างน ้าเม่า 5 ชนิด 

สารตัวอย่าง ปริมาณ (mg/L) การคืนกลับ 
M 1 
M 2 
M 3 
M 4 
M 5 

305.60±29.58 
347.13±14.67  
321.43±26.54 
341.10±22.99  
336.77±12.82 

90.53 ± 5.08 
89.43 ± 0.50 
79.97 ± 1.26 
87.62 ± 2.79 
82.02 ± 2.81 

 

ภาพที่ 6 	กราฟมาตรฐานของสารละลายเพลาร์โกนิดิน เมื่อกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 390 นาโนเมตร และวาวแสง 

	 ที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร

ตารางที่ 1 ปริมาณและการคืนกลับของแอนโทไซยานินในตัวอย่างน�้ำเม่า 5 ชนิด


