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ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก 1 การวิเคราะห์ Monomeric Anthocyanin โดยวิธี pH differential method (อ้างอิงจาก 
Giusti และ Wrolstad, 2001) 

1. การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ โพแทสเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 0.025 โมลาร์ ที่ค่าพเีอช 1.0 
ชัง่ KCl 1.86 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 1000.00 มิลลิลิตร เติมน ้ าปราศจากไอออน 950 มิลลิลิตร 

ท าการปรับค่าพเีอชจนไดค้่าเท่ากบั 1.0 จากนั้นถ่ายสารละลายใส่ในขวดวดัปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรจนถึงขีดวดัปริมาตรดว้ยน ้ าปราศจากไอออน 
2. การเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ โซเดียมอะซิเตต ความเขม้ขน้ 0.400 โมลาร์ ที่ค่าพเีอช 4.5 

ชัง่ CH3CO2Na.3H2O 54.43 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมน ้ าปราศจากไอออน 
950 มิลลิลิตร ท าการปรับค่าพีเอชจนไดค้่าเท่ากบั 4.5 จากนั้นถ่ายสารละลายใส่ในขวดวดัปริมาตร 
1000.00 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดวดัปริมาตรดว้ยน ้ าปราศจากไอออน 
3. การสกดัโมโนเมอริกแอนโทไซยานินจากเมล็ดขา้วดว้ยน ้ าอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

ชัง่น ้ าหนักตวัอยา่งขา้ว 2.500 กรัม ใส่ลงในกระบอกพลาสติกที่มีฝาปิดขนาด 50.00 มิลลิลิตร 
ตวงน ้ าปราศจากไอออน ดว้ยกระบอกตวงปริมาตร 24.00 มิลลิลิตร น ้ าไปแช่ใน water bath ควบคุม
ภูมิของสารละลายไวท้ี่ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เขยา่ตวัอยา่งทุกๆ 10 นาที จากนั้นกรอง
สารละลายที่ไดด้ว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 ปรับปริมาตรสารละลายที่ไดใ้หมี้ปริมาตร 25.00 มิลลิลิตร 
ในขวดวดัปริมาตร น าสารละลายที่ไดม้าวเิคราะห์หาปริมาณโมโนเมอริกแอนโทไซยานิน 
4. การวเิคราะห์ปริมาณโมโนเมอริกแอนโทไซยานิน 
ปิเปตสารละลายที่สกดัไดจ้ากตวัอยา่งขา้วปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด   
25.00 มิลลิลิตร จ านวน 2 ขวด ขวดที่ 1 เจือจางดว้ยบฟัเฟอร์ โพแทสเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้   
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0.025 โมลาร์ (พีเอช 1.0) และขวดที่ 2 เจือจางดว้ยบฟัเฟอร์ โซเดียมอะซิเตต ความเขม้ขน้ 0.400 โม
ลาร์ (พเีอช 4.5) ปรับปริมาตรใหไ้ด ้25.00 มิลลิลิตร 

น าสารละลายขวดที่ 1 (พีเอช 1.0) ไปสแกนสเปกตรัมการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคล่ืน 520 นา
โนเมตร ด้วยเคร่ือง UV-VIS spectrophotometer เพื่อหาความยาวคล่ืนที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด 
และความยาวคล่ืน 700 นาโนเมตร ค่าการดูดกลืนแสงของโมโนเมอริกแอนโทไซยานินใน
สารละลายสามารถค านวณไดจ้ากสมการ (1) 

A = (Aλmax – A700) pH1.0 – (Aλmax - A700) pH4.5                             (1) 
 

จากนั้นค  านวณหาปริมาณโมโนเมอริกแอนโทไซยานิน จากสมการ (2) 
ปริมาณแอนโทไซยานิน (mg/L) = (AxMWxDFx1000)/(εx1) 

โดย   A  = ค่าการดูดกลืนแสงที่ไดจ้ากการค านวณจากสมการ (1) 
  MW  = มวลโมเลกุลของชนิดโมโนเมอริกแอนโทไซยานิน 
  1  = 1 cm 
  DF  = Dilution factor 
  ε  = Molar absorptivity  

วธีิค  านวณปริมาณโมโนเมอริกแอนโทไซยานิน จากมิลลิกรัมต่อลิตรเป็นมิลลิกรัมตอ่ 25 มิลลิลิตร 

โมโนเมอริกแอนโทไซยานิน (mg/ 25 ml) = โมโนเมอริกแอนโทไซยานิน(mg/L) x 25 / 
1000  

วธีิค  านวณปริมาณโมโนเมอริกแอนโทไซยานิน จากมิลลิกรัมต่อ 25 มิลลิลิตรเป็นมิลลิกรัมต่อ 100 
กรัม 

โมโนเมอริกแอนโทไซยานิน (mg/ 100 g) =  โมโนเมอริกแอนโทไซยานิน (mg/ 25 ml) x 
100 / น ้ าหนกัตวัอยา่ง (g) 

 
ภาคผนวก 2 การหาปริมาณ Total Nitrogen ในพืช 

อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
1. Kjeldahl digestion Flask (50 หรือ 100 มิลลิลิตร) 
2. Kjeldahl  digestion apparatus 
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3. Kjeldahl distillation apparatus 
4. Micro – burette, capacity 5 หรือ 10 มิลลิลิตร 
5. Erlenmayer Flask 125 มิลลิลิตร 
6. Beaker 600 มิลลิลิตร และ 2000 มิลลิลิตร 
7. Volumetric Flask 1000 มิลลิลิตร 

สารเคมี 

1. Sulfuric acid (H2SO4) concentrate. 
2. Sodium hydroxide (NaOH) 10 N  

ชัง่ NaOH (Flake) 400 กรัม ใส่ใน Beaker 2000 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ลงไป 1000 มิลลิลิตร 
คนดว้ยแท่งแกว้ให ้NaOH ละลายหมด รินใส่ขวดปิดจุกใหแ้น่นทิ้งไวห้ลายๆ วนั เพือ่ให้ 
Na2CO3 ตกตะกอน และค่อยๆ ดูด (Siphon) เอาสารละลายที่ใสๆ ไวใ้นขวดที่มีจุกปิดสนิท 
เพือ่ป้องกนัไม่ใหส้ารละลายดูด CO2 จากบรรยากาศ 

3. Indicator solution 
ละลาย methyl red 0.066 กรัม และ bromoresol green 0.099 กรัม ใน Ethanol 100 มิลลิลิตร 
เก็บไวใ้นขวดมีจุกปิดสนิท 

4. Boric acid – indicator solution (2% H3BO3) 
ชั่ง Boric acid (H3BO3) 20 กรัม ใส่ใน Beaker ขนาด 600 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลั่นลงไป
ประมาณ 200 มิลลิลิตร น าไปอุ่นเพือ่ให ้Boric acid ละลายหมด (ในขณะอุ่นควรจะคนดว้ย
แท่งแกว้) รินใส่ Volumetric Flask ขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ลงไปอีกประมาณ 600 
มิลลิลิตร (โดยการใชน้ ้ ากลัน่ชะลา้ง Beaker ที่ใส่ H3BO3 ทีละนอ้ย) ตั้งสารละลายไวใ้หเ้ยน็ 
เติม Mixed indicator ลงไป 20 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั ปรับสีของสารละลายน้ีดว้ย NaOH 
0.1  N และ HCl 0.1 N โดยการหยดลงไปทีละน้อยจนสารละลายเป็นสีม่วงปนแดง (pH 
ของสารละลายประมาณ 5.0) ตรวจสอบสีของสารละลายน้ีว่าใช้ได้หรือไม่ โดยน าเอา
สารละลาย Boric acid – indicator ประมาณ 15 มิลลิลิตร ค่อยๆเติมน ้ ากลัน่ลงไปทีละน้อย 
สีของสารละลายจะเปล่ียนจากสีม่วงแดงไปเป็นสีเขียวทนัที เม่ือปริมาตรของสารละลายกบั
น ้ ากลัน่เท่ากนั ถา้สีของสารละลายไม่เปล่ียนหรือเปล่ียนเร็วเกินไป ก็ปรับดว้ย NaOH 0.1 N 
และ HCl 0.1 N แลว้ตรวจสอบจนกวา่จะไดต้ามตอ้งการ แลว้ปรับใหมี้ปริมาตร 1 ลิตร 

5. Sodium Hydroxide (NaOH) 0.1 N 
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ละลาย NaOH 4.0 กรัม ในน ้ ากลัน่ประมาณ 200 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 
(Standardized หาความเขม้ขน้ที่แทจ้ริงโดยใช ้Potassium Hydrogen Pathalate) 

6. HCl 0.1 N 
7. Potassium sulfate – catalyst mixture 

Salicylic acid 10 กรัม, K2SO4 100 กรัม, CuSO4 . 5H2O 10 กรัม, Se 1 กรัม บดใหเ้ขา้กนั 
8. Sulfuric acid 0.05 N หรือ Hydrochloric acid 0.05 N  

วธีิการ 
 ชัง่ตวัอยา่งพืชที่บดละเอียดแลว้ 0.2 กรัม ใส่ใน Kjeldahl digestion Flask (พยายามอยา่ให้
ตัวอย่างพืชติดอยู่ที่คอ  Flask อาจจะใช้ Onion skin paper ห่อตัวอย่าง) ใส่ Potassium sulfate – 
catalyst mixture 1.1 กรัม เติม conc. H2SO4 (commercial grade) 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กัน น าเข้า
เตายอ่ยโดยใชอุ้ณหภูมิต ่าๆ ประมาณ 1 ชัว่โมงจึงเพิม่อุณหภูมิใหสู้งจนกว่าตวัอยา่งจะใชไ้ด ้(clear) 
ซ่ึงจะใชเ้วลาประมาณ 3 ชัว่โมง ตวัอยา่งจะเป็นสีขาวขุ่นๆ และไม่มีควนัของกรดซลัฟุริคปนอยู ่ 
 เม่ือตัวอย่างใช้ได้แล้ว น าออกจากเตาย่อยทิ้งไวใ้ห้เย็น เติมน ้ ากลั่นลงไปประมาณ 10 
มิลลิลิตร (อยา่เติมน ้ ากลั่นลงไปในขณะที่ flask ยงัร้อนอยู)่ เขย่าให้เขา้กัน น าไปกลั่นหาปริมาณ
ไนโตรเจนโดยวธีิการต่อไปน้ี 
 ถ่ายตัวอย่างที่ย่อยแล้ว ใส่ในถ้วยส าหรับใส่ตัวอย่าง ใช้น ้ ากลั่นล้าง digestion flask 
ประมาณ 3 คร้ัง เพือ่ใหแ้น่ใจวา่ ไม่มีตวัอยา่งเหลืออยูใ่น digestion flask 
 น า Erlenmayer Flask 125 มิลลิลิตร ซ่ึงมี Boric acid – indicator บรรจุอยู ่15 มิลลิลิตร มา
รองรับใต ้condenser ของเคร่ืองกลัน่ พยายามให้ปลายของ condenser อยูใ่กล ้Boric acid มากที่สุด 
เปิดก๊อกที่เช่ือมต่อระหว่างถ้วยใส่ตัวอย่างกับ distillation chamber เบาๆ เพื่อให้ตัวอย่างไหลสู่ 
distillation chamber ช้าๆ จนหมด แล้วใช้น ้ ากลั่นฉีดล้างจนแน่ใจว่าตัวอย่างไหลสู่ distillation 
chamber หมด ปิดก๊อก ใส่ 10 N NaOH ประมาณ 20 มิลลิลิตร ในถว้ยใส่ตวัอยา่ง และเปิดก๊อกเบาๆ 
เพื่อให้ด่างเขา้ไปผสมกบัตวัอยา่งใน distillation chamber ใชน้ ้ ากลัน่ฉีดลา้งด่างในถว้ยให้หมดแลว้
ปิดก๊อก ท าการกลัน่จนกว่าปริมาตรของสารใน Erlenmayer Flask เพิม่ขึ้นถึงขีด 50 มิลลิลิตร น ามา 
titrate กับ  standard 0.05 N H2SO4 จดปริมาตรของ standard H2SO4 ที่ ใช้ เพื่อน ามาค านวณหา
ปริมาณ Total Nitrogen ในตวัอยา่งพชื จากสูตร 
 

% N = (ml. H2SO4 for Sample - ml. H2SO4 for Blank) x N x 0.014 x 100 

wt. of Plant gm. 
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