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Abstract 
In this research, near infrared spectroscopy for total anthocyanins content analysis was investigated. 

Roselle juice (100 samples) and mulberry juice (99 samples) were prepared by homogenizing fresh roselle sepals 
and mulberry fruits with distilled water at the sample to water ratio of 1:1 w/v and then diluted to get 20 different 
concentrations. After that, the samples were measured for the absorbance at the wavenumber from 12500 to 4000 
cm-1 using a transflectance mode. The samples were also analyzed for total anthocyanins contents using pH 
differential method. It was found that total anthocyanins of roselle and mulberry juices were in ranges of 8.85 - 
454.38 and 3.00 – 98.35 mg/L, respectively. The relationship between the obtained spectra and chemical data 
was developed using partial least square regression. The best prediction model for roselle juice detained R2, 
RMSEP, bias and RPD of 0.96, 20.70 mg/L, -6.40 mg/L and 5.35, respectively while those for mulberry juice were 
0.99, 2.91 mg/L, -0.20 mg/L and 8.36, respectively. In addition, statistics of the best model for combined data of 
roselle and mulberry juices were 0.94, 25.10 mg/L, 0.86 mg/L and 4.02, respectively.  
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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้ไดศึกษาการใชเทคนิค สเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล สําหรับวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด
ในน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอน โดยน้ํากระเจี๊ยบจํานวน 100 ตัวอยาง และน้ําผลหมอน จํานวน 99 ตัวอยาง ถูกเตรียมจาก
ดอกกระเจี๊ยบและผลหมอนสดที่ถูกปนละเอียดโดยมีอัตราสวนของตัวอยางตอน้ํากล่ันเทากับ 1:1 น้ําหนักตอปริมาตร  และ
นํามาเจือจางใหไดความเขมขน 20 ระดับ จากนั้นนําตัวอยางไปวัดการดูดกลืนแสงในชวงเลขคล่ืน 12500-4000 cm-1 ดวยการ
วัดแบบสองผานสะทอนกลับ และวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดดวยวิธี pH differential พบวาตัวอยางน้ํากระเจี๊ยบ
และน้ําผลหมอนมีปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดอยูในชวง 8.85 – 454.38 และ 3.00 – 98.35 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
เม่ือหาความสัมพันธระหวางขอมูลสเปกตรัมที่ไดกับคาวิเคราะหทางเคมี โดยใชวิธีการถดถอยกําลังสองนอยที่สุดบางสวน 
(PLSR) พบวาสมการการทํานายที่ดีที่สุดของปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ํากระเจี๊ยบมีคา R2, RMSEP, bias และ RPD 
เทากับ 0.96, 20.70 มิลลิกรัมตอลิตร, -6.40  มิลลิกรัมตอลิตร และ 5.35 ตามลําดับ สวนในน้ําผลหมอนใหคา 0.99, 2.91 
มิลลิกรัมตอลิตร, -0.20 มิลลิกรัมตอลิตร และ 8.36 ตามลําดับ และเม่ือสรางสมการรวมจากขอมูลของน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผล
หมอนใหคา 0.94, 25.10 มิลลิกรัมตอลิตร, 0.86 มิลลิกรัมตอลิตร และ 4.02 ตามลําดับ  
คําสําคัญ: เคร่ืองด่ืม, แอนโทไซยานินทั้งหมด, สเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล 

 
คํานํา 

ดอกกระเจี๊ยบและผลหมอนเปนพืชที่มีปริมาณแอนโทไซยานินในปริมาณสูง เชน cyanidin-3-glucoside ซึ่งเปนสารที่
สามารถแสดงฤทธิ์ตานออกซิเดชั่น จึงนิยมนําไปทําเปนเคร่ืองด่ืมเพื่อสุขภาพ ทั้งนี้แสง อุณหภูมิ ออกซิเจน และคาความเปน
กรด-ดาง สงผลตอความคงตัวของแอนโทไซยานิน (Khoo et al., 2017) ในปจจุบันการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด 
นิยมใชวิธี pH differential (Lee et al., 2005) โดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ซึ่งเปนวิธีที่
ตองใชการสกัดสารตัวอยางใชเวลานานในการวิเคราะห และมีคาใชจายดานสารเคมี จากผลงานวิจัยที่ผานมามีการใชเทคนิคส
เปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกลในการทํานายปริมาณแอนโทไซยานินในผลบลูเบอรร่ี (Bai et al., 2014) ดอกชา (Xiaowei et 
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al., 2014) ผลพุทรา (Guo et al., 2016) และกะหลํ่าปลีมวง (Oliveira et al., 2018) เปนตน นอกจากนี้ Caramês et al. 
(2016) ยังพบวา NIRS สามารถทํานายปริมาณแอนโทไซยานินในน้ําองุนโดยใหคา R2 และ RMSEP เทากับ 0.96 และ 0.37 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ แตยังไมมีการศึกษาการใช NIRS ในน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงคเพื่อศึกษาการใช NIRS ในการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในน้ํากระเจี๊ยบ และน้ําผลหมอน และ
ศึกษาความเปนไปไดในการสรางสมการทํานายรวมจากขอมูลของน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอนดวย 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1. การเตรียมตัวอยาง 
ดอกกระเจี๊ยบพันธุซูดาน จากจังหวัดศรีสะเกษ และผลหมอนพันธุเกษตรกําแพงแสน 42 จากจังหวัดนครปฐม ถูกปน

ละเอียดโดยมีอัตราสวนของตัวอยางตอน้ํากล่ันเทากับ 1:1 น้ําหนักตอปริมาตร จากนั้นกรองน้ํากระเจี๊ยบผานผาขาวบางซอน 2 
ชั้น จํานวน 2 รอบ ไดเปนน้ํากระเจี๊ยบ stock solution และนําน้ําผลหมอนกรองผานกระดาษกรอง Whatman No.4 ไดน้ําผล
หมอน stock solution จากนั้นนําไปเจือจางใหไดความเขมขนตางๆ กัน 20 ระดับ (Table 1) โดยปรับใหไดปริมาตร 50 
มิลลิลิตร 
2. การวัดสเปกตรัมดวยเทคนิคสเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล 

นําตัวอยางน้ํากระเจี๊ยบ 100 ตัวอยาง และน้ําผลหมอน 99 ตัวอยาง ที่มีปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดที่แตกตางกัน
ที่เตรียมไดดัง Table 1 มา ตัวอยางละ 10 มิลลิลิตร เพื่อวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล 
(MPA, Bruker Optik, Germany) ที่เลขคล่ืน 12500 – 4000 cm-1 ความละเอียดในการเก็บขอมูล 16 cm-1 และจํานวนคร้ังใน
การสแกน 32 คร้ัง โดยใชรูปแบบการวัดแบบสองผานสะทอนกลับ (transflectance) ขอมูลสเปกตรัมที่ไดนําไปผานการ
ปรับแตงดวยวิธีตางๆ ไดแก 1st derivative, 2nd derivative, standard normal variate (SNV) และ multiplicative scatter 
correction (MSC)  
3. การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดโดยวิธี pH differential method 

ตัวอยางที่ผานการวัดสเปกตรัมถูกนํามาวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดดวยเทคนิค pH differential  ตามวิธี
ของ Lee et al. (2005) โดยปเปตตัวอยางปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองและเติมสารละลายผสม เมทานอล 40% 
ตอกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 37% อัตราสวน 98:2 (v/v) จํานวน 2.5 มิลลิลิตร แลวผสมดวยเคร่ือง vortex เปนเวลา 10 
วินาที จากนั้นนําไปเขาอางอัลตราโซนิคที่ระดับ 9 ที่อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปเขยาตอที่
อุณหภูมิหองดวยเคร่ืองเขยา ที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที และผสมใหเขากันอีกคร้ังดวยเคร่ือง vortex 
เปนเวลา 10 วินาที กอนนําไปหมุนเหวี่ยงดวยเคร่ืองแยกสารแบบหมุนเหวี่ยง (Universal 16, Hettich, USA) ที่ความเร็วรอบ 
5000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นปเปตสารละลายสวนใสที่สกัดไดใสในขวดสีชาสําหรับการวิเคราะหในขั้นตอนตอไป 

ปเปตสารสกัดจํานวน 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองจากนั้นเจือจางดวยสารละลายบัพเฟอรโพแทสเซียมคลอไรด 
ที่มี pH 1.0 ปริมาตร 2.7 มิลลิลิตร และเจือจางดวยสารละลายบัพเฟอรโซเดียมอะซิเตทไตรไฮเดรตที่มี pH 4.5 ปริมาตร 2.7 
มิลลิลิตร กอนนําไปวัดคาดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร (GENESYS 10S, Themo Fisher Scientific, USA) ที่
ความยาวคล่ืน 520 และ 700 นาโนเมตร โดยใชน้ํากล่ันเปน Blank 
4. การสรางสมการเทยีบมาตรฐานและสมการทวนสอบในการทํานายปรมิาณแอนโทไซยานินทั้งหมด 

หลังจากไดขอมูลสเปกตรัมที่ผานการปรับแตงและขอมูลปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดแลว นําขอมูลทั้งสองที่ไดมา
หาความสัมพันธเพื่อสรางสมการทํานายที่เหมาะสม โดยสรางสมการสําหรับน้ํากระเจี๊ยบ น้ําผลหมอน และสมการรวมจาก
ขอมูลของน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอน (combined data) โดยใชโปรแกรม OPUS ดวยเทคนิค partial least square 
regression (PLSR) ซึ่งตัวอยางที่ถูกนํามาวิเคราะหขอมูลถูกแบงออกเปน 2 กลุมไดแกกลุมตัวอยางที่ใชในการสรางสมการ 
(calibration) และกลุมตัวอยางที่ใชทวนสอบสมการ (validation) ในสัดสวน 70 ตอ 30 และสรางสมการทํานายดวยวิธี test 
set validation 

 
ผล 

1. สเปกตรัมที่ไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล 
ตัวอยางเสนสเปกตรัมที่ไดจากการวัดน้ํากระเจี๊ยบ และน้ําผลหมอน stock solution และตัวอยางที่ผานการเจือจาง

แสดงดัง Figure 1 ซึ่งพบวามีพีคการดูดกลืนที่บริเวณเลขคล่ืน 5883 และ 8771 cm-1 ซึ่งสัมพันธกับการส่ันแบบ second 
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overtones และ combination ของพันธะ –OH ซึ่งแสดงถึงพันธะภายในโมเลกุลของน้ํา ที่เปนองคประกอบหลักของน้ํา
กระเจี๊ยบและน้ําผลหมอน และพีคการดูดกลืนที่บริเวณเลขคล่ืน 5555 cm-1 ซึ่งสัมพันธกับการส่ันของวงแหวนเบนซีน (Oliveira 
et al., 2018)   
2. คาทางสถิติแสดงปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดของน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอนที่ศึกษา 

น้ําดอกกระเจี๊ยบปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดอยูในชวง 8.85 - 454.38 มิลลิลิตรตอลิตร และน้ําผลหมอนมี
ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดอยูในชวง 3.00 – 98.35 มิลลิกรัมตอลิตร (Table 2) 
3. สมการเทียบมาตรฐานและสมการทํานาย 

ในการศึกษาความเปนไปไดในการวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินในน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอนดวยเทคนิค NIRS 
พบวาสมการทํานายปริมาณแอนโทไซยานินที่ไดจากตัวอยางน้ําผลไมแตละชนิดและสมการรวมจากขอมูลของทั้งสองชนิด 
(combined data) ใหคา R2 มากกวา 0.90 ทุกสมการ ดัง Table 3 เม่ือเปรียบเทียบคา RMSEP ของสมการน้ําดอกกระเจี๊ยบ
และน้ําผลหมอนพบวาสมการของน้ํากระเจี๊ยบใหคา RMSEP ที่สูง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการกรองน้ํากระเจี๊ยบดวยผาขาวบาง
อาจทําใหยังมีอนุภาคขนาดเล็กของกระเจี๊ยบแขวนลอยอยูสงผลตอการกระเจิงแสงของตัวอยาง นอกจากนี้จะเห็นวาขอมูลทาง
เคมีที่วิเคราะหไดนั้นปริมาณแอนโทไซยานินในน้ํากระเจี๊ยบมีชวงกวาง อาจจะสงผลตอคาความคลาดเคล่ือน เม่ือสรางสมการ
ทํานายรวมระหวางน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอนคา RMSEP ที่ไดก็มีคาสูงเชนกัน  อยางไรก็ตามเม่ือทดสอบสมการแลวพบวา
สมการไมมีนัยสําคัญ และมีความสัมพันธกันมาก (Figure 2)  

 
วิจารณผลการทดลอง 

จากการสรางสมการทํานายปริมาณแอนโทไซยานินในน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอนพบวา NIRS สามารถอธิบายคา
ทางเคมีไดดี แมวาสมการของน้ํากระเจี๊ยบใหคา RMSEP ที่สูง และยังสงผลใหสมการรวมระหวางน้ํากระเจี๊ยบและน้ําผลหมอน
มีคา RMSEP สูงก็ตาม แตเม่ือทําการทดสอบตามวิธีของ ISO 21543: 2006 พบวาสมการมีความหมายเหมาะสมสามารถใช
งานได อยางไรก็ตามการเตรียมตัวอยางที่เหมาะสมย่ิงขึ้นอาจจะชวยปรับปรุงสมรรถนะของ NIRS ในการทํานายคาแอนโทไซ
ยานินได 

 
Table 1  Preparation for roselle and mulberry juices 
 

Sample Stock solution (mL) N  Sample N Min Max Mean SD 

Roselle juice 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, …, 50 100  Roselle juice 100 8.85 454.38 169.03 114.85 

Mulberry juice 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, …, 50 99  Mulberry juice 99 3.01 98.36 44.68 26.48 

 
 
Table 3  Statistic parameters of total anthocyanins contents in roselle mulberry juices and combined data 
 

Sample  type Pre treatment Wavenumber Calibration set (70%) Validation set (30%) 

(cm-1) R2 RMSEC 
(mg/L) 

RPD R2 RMSEP 
(mg/L) 

RPD Bias 

Roselle juice 1st derivative+MSC 4852.3-4242.9 0.96 23.7 4.74 0.96 20.7 5.53 -6.40 

Mulberry juice 2nd derivative 9403.8-5446.3 0.98 3.62 7.97 0.99 2.91 8.36 -0.20 

4428-4242.9 

Combined data 1st derivative+SNV 7506.1-4242.9 0.93 26.9 3.75 0.94 25.1 4.02 0.86 

 
 
 
 

Table 2  Statistics of total anthocyanins contents in 
roselle and mulberry juices (mg/L) 
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Figure 1  Raw spectra of roselle and mulberry juices at different concentrations of anthocyanins contents 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2  Scatter plot of total anthocyanins content for (a) roselle juice (b) mulberry juice and (c) combined data. 

Closed and open symbols represent calibration data set and validation set, respectively. 
 

สรุปผลการทดลอง 
เทคนิคสเปกโทรสโกปอินฟราเรดยานใกล มีความเปนไปไดในการนํามาใชในการติดตามปริมาณแอนโทไซยานิน

ทั้งหมดในน้ําผลหมอนที่ความเขมขนตางๆ ไดดีกวาน้ํากระเจี๊ยบหากพิจารณาจากคา RMSEP 
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