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บีตาเลน: การสกัดและการวิเคราะห 

Betalain: Extraction and Analysis 
ทัตดาว ภาษีผล1 

 

บทคัดยอ 

บีตาเลนเปนรงควัตถุใหสีที่พบตามธรรมชาติในพืชบางชนิด แบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ บีตาไซยานิน 

(betacyanin) ที่ใหสีแดงถึงมวง และบีตาแซนทิน (betaxanthin) ที่ใหสีเหลืองสม โครงสรางพื้นฐานของบีตาเลน 

เปนอนุพันธอิมโมเนียมของกรดบีตาลามิกที่มี cyclo-Dopa และกรดอะมิโนหรือเอมีน บีตาเลนสกัดไดดวยตัวทํา

ละลายหลายชนิด เชน นํ้า อะซีโตน สารละลายเมทานอล และเอทานอล (20-80%) และอาจใชรวมกับกรดเพื่อ

เพิ่มประสิทธิภาพการสกัด การทําใหสารสกัดบีตาเลนบริสุทธ์ิใชไดทั้งตัวดูดซับของแข็ง เทคนิคโครมาโทกราฟแบบ

แลกเปล่ียนประจุ และ/หรือเจลฟลเตรชัน สําหรับการวัดปริมาณและบงบอกชนิดของบีตาเลน วิธีการทางสเปก-

โทรสโกป ชนิดยูวี-วิสิเบิล (UV-visible spectroscopy) และโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (high 

performance liquid chromatography) เปนวิธีการที่ใชกันอยางแพรหลายทั้งในอุตสาหกรรมอาหารและการ

วิจัยทางวิทยาศาสตร 

 

ABSTRACT 

Betalains are natural pigments found in certain plants. They can be divided into two 

major structural groups i.e. the red-violet betacyanins and the yellow-orange betaxanthins. The 

basic structure of betalain is immonium derivatives of betalamic acid with cyclo-dopa and amino 

acids or amines. Betalains can be extracted by various solvents such as water, acetone, 

methanol and ethanol mixture solution (20-80%). Extraction solvent in combination with acids 

has the potential to achieve complete extraction. Betalain purification has been carried out with 

solid phase extraction, ion-exchange and/or gel filtration chromatography. For the quantification 

and identification of unknown betalain, UV-visible spectroscopy and High Performance Liquid 

Chromatography are widely used in food industry and researches. 
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บทนํา 

บีตาเลน (betalains) เปนกลุมของรงควัตถุที่

ใหสีแดงและเหลือง ละลายนํ้าไดดี พบเปนครั้งแรกใน

บีทรูท (Beta vulgaris sp.) ปจจุบันพบในพืชชนิด 

อ่ื น  ๆ  ใ น อั นดั บ  Caryophyllales ( ช่ื อ เ ดิ ม 

Centrospermea) จํานวน 13 สกุล เชน Aizoaceae, 

Basellacceae, Cactaceae Amaranthaceae และ 

Phytolaccaceae ทั้งในสวนผล เชน แกวมังกร ผล

ผักปลังสุกและผลแคคตัส ในดอกไม เชน เฟองฟา 

หงอนไก บานไมรูโรย ดอกแคคตัส และในผัก เชน ผัก

โขมแดงและเห็ดในสกุลอะมานิตา (Amanita) เปนตน 

(Strack et al., 2003; Stintzing and Carle, 2004) 

รงควัตถุประเภทน้ีไดรับความสนใจจากนักวิจัยมาเปน

เวลานาน มีการใชเปนสารใหสีในอุตสาหกรรมอาหาร

และเครื่องดื่มหลายชนิด นอกจากน้ีบีตาเลนยังเปนสาร

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ชวยตานอนุมูลอิสระ ตานไวรัส

และแบคทีเรีย (Strack et al., 2003; Azeredo, 

2009) ในงานวิจัยของ Cai et al. (2003) ไดรายงาน

ประ สิท ธิภาพของบีตา เลนในการต านปฏิ กิ ริ ย า

ออกซิเดชันที่ดีกวาสารคาเทชิน (catechin) และ

วิตามินซี และจากการที่เปนสารตานอนุมูลอิสระทําใหมี

ความสามารถยับยั้งการแบงเซลลของเน้ืองอกหลาย

ชนิด 

บีตาเลนมักพบในรูปของเกลือที่มีประจุบวก

และลบในโมเลกุลเดียวกัน (zwitterions) อยูภายใน 

แวคิวโอล ของเซลลพืช (Stintzing and Carle, 2004) 

มีโครงสรางพื้นฐานเปนอนุพันธอิมโมเนียมของกรด 

บีตาลามิก (betalamic acid) แสดงดังรูปที่ 1 แบง

ออกเปน 2 กลุม (Strack et al., 2003) บีตาเลนกลุม

แรก คือ บีตาไซยานิน (betacyanin) ที่ใหสีแดงถึงมวง 

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 535-540 nm มี 4 ชนิดที่

พบบอย ไดแก บีตานิน (betanin-type) บูเจนวิลลีน 

(bougainvillein-type) กอมฟรี นิน  (gomphrenin-

type) และอะมารานทีน (amaranthin-type) บีตาเลน

กลุมที่ 2 คือ บีตาแซนทิน (betaxanthin) ที่ใหสีเหลือง

สม ดูดกลืนแสงชวงความยาวคลื่น 475-480 nm ใน

ธรรมชาติเทาที ่มีรายงาน พบบีตาเลนที่เปนบีตา- 

ไซยานินประมาณ 50 ชนิดและเปนบีตาแซนทิน

ประมาณ 20 ชนิด (Cai et al., 2005) โดยบีตาเลนทั้ง

สีแดงและสีเหลืองมักเกิดขึ้นอยูรวมกัน เหมือนที่พบ

แอนโทไซยานินอยูรวมกับฟลาโวนอยด เชน ในบีทรูท

แดง พบบีตาไซยานินและบีตาแซนทิน 0.04-0.21% 

และ 0.02-0.14% ตามลําดับ แตกตางกันไปตามสาย

พันธุ (Nilsson, 1970) 

บี ต า ไ ซ ย า นิ น มี โ ค ร ง ส ร า ง พื้ น ฐ า น 

ประกอบดวยกรดบีตาลามิกเช่ือมตอกับ cyclo-3,4-

dihydroxyphenyl alanine (cyclo-Dopa) ถาไมมี

นํ้ าตาล เ ปนองค ประกอบ เ รี ยกว า  อะ ไกลโคน 

(aglycone) ซ่ึงมักอยูในรูปของบีตานิดิน (betanidin) 

และไอโซบีตานิดิน (isobetanidin) เม่ือหมูไฮดรอกซิล

ในตําแหนงที่ 5 หรือ 6 ของบีตานิดินถูกแทนที่ดวย

นํ้าตาล (glycosylation) ที่แตกตางกันไดบีตาไซยานิน

ชนิดตาง ๆ เชน ถานํ้าตาลที่เกาะในตําแหนงที่ 5 เปน

นํ้ า ต า ล ก ลู โ ค ส ไ ด บี ต า นิ น  ( betanidin-5-O--

glycoside) และไอโซบีตานิน (isobetanidin-5-O--

glycoside) ซ่ึงพบมากในบีทรูท (Stintzing and 

Carle, 2004) แตถานํ้าตาลกลูโคสเกาะในตําแหนงที่ 6 

ไดกอมฟรีนิน I (betanidin-6-O--glucoside) ซ่ึงพบ

มากในดอกบานไมรู โ รย และถา นํ้าตาลที่ เกาะใน

ตําแหนงที่ 5 เปน 2-กลูโคโรนิกแอซิค-กลูโคสไดอะมา
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รานทีน ที่พบในผักโขม เปนตน บีตาไซยานินยังอาจมี

กรดเปนองคประกอบ โดยเกิดเอซิเลช่ันกับหมูนํ้าตาล 

เชน celosianin I (4-coumaroyl amaranthin) ที่พบ

ใน Chenopodium rubrum และ Lampranthus 

sociorum และ phyllocactin (6-O malonyl-

betanin) ที่พบในแคคตัส (Strack et al., 2003) และ

ผลของการเกิดไกลโคซิเลช่ัน ทําใหเกิดคาความยาว

คล่ืนที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด (maximum absorption 

wavelength; max) ลดต่ําลงประมาณ 6 nm สวน

กา ร เ กิ ด เ อ ซิ เ ล ช่ั นด ว ย กร ด ไ ฮ ด รอ ก ซี ซิน า มิ ก 

(hydroxycinnamic acids) เชน กรดเฟอรูริก (ferulic 

acid) และกรดพารา-คูมาริก (para-coumaric acid) 

ทําใหพบคา max เพิ่มขึ้นอีก 1 คา ในชวง 300-330 

nm (Stintzing and Carle, 2004) นอกเหนือจากที่

พบในชวงความยาวคล่ืน 270-280 nm และ 535-538 

nm (Azeredo, 2009) แตถาเกิดเอซิเลชั่นดวย

กรดอะลิฟาติก เชน กรดมาโลนิก (malonic acid) และ

กรด 3-ไฮดรอกซี-3-เมทิลกลูตาริก (3-hydroxy-3-

methylglutaric acid) ซ่ึงไมมีผลตอคาสเปกตรัม 

 

 

รูปท่ี 1 โครงสรางทางเคมีของรงควัตถุใหสีในกลุมบีตาเลนและโมเลกุลที่เปนองคประกอบ 
 

สําหรับบีตาแซนทนิมีโครงสรางโมเลกุลคลาย

กับบีตาไซยานิน แตกตางตรงหมูอินโดลของกรดบีตา

ลามิกที่มีปฏิกิริยาการควบแนน (condensation) ดวย

เอมีนหรือกรดอะมิโนมากกวา 200 ชนิด ทําใหมี

โครงสรางที่หลากหลาย (Delgado-Vargas et al., 

2000) เชน อินดิกาแซนทิน (indicaxanthin) มีกรด 

อะมิโนโพรลีน พบมากในแคคตัส และวัลกาแซนทิน I 

และ II (vulgaxanthin I and II) มีกรดอะมิโนกลูตามีน

หรือกรดกลูตามิก ตามลําดับ พบมากในบีทรูท 

ในการวิเคราะหบีตาเลนเชิงปริมาณและ

คุณภาพ ประกอบดวย 3 ขั้นตอนหลัก ไดแก การสกัด 

การทําใหบริ สุทธ์ิ/การแยกองคประกอบ และการ

วิเคราะห ดังมีรายละเอียดตอไปน้ี 

 

การสกัดบีตาเลน 

การสกัด (extraction) เปนขั้นตอนแรกของ

การวิเคราะหปริมาณบีตาเลนทั้งหมดและบีตาเลนแต

ละชนิด วิธีการสกัดที่ดีควรสกัดเอาบีตาเลนออกมาจาก
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เซลล ของพ ืช ไ ด ใ นป ร ิม าณ ส ูง ส ุด  โ ด ย เ ก ิด การ

เปล่ียนแปลงของบีตาเลนและการปนเปอนของสารอ่ืน

นอยที่สุด และตองเปนวิธีการที่ไมซับซอน ไมอันตราย 

มีคาใชจายต่ําหรือใชเวลาสกัดไมนาน โดยทั่วไปเริ่มจาก

นําพืชมาบดหรือปนใหมีขนาดเล็กลง แลวนําไปสกัด

ด วยตั วทํ าละลาย  ซ่ึ ง ใช ไดหลายชนิดขึ้ นอยู กั บ

จุดประสงคของการสกัด ดังแสดงในตารางที่ 1 ทั้งน้ี 

เมทานอลเปนตัวทําละลายที่นิยมมากที่สุด เน่ืองจาก

สกัดปริมาณบีตาเลนไดมากกวาการใชนํ้าและชวยแยก

โปรตีนที่ละลายนํ้าไดออกไดดี สารสกัดที่ไดจึงมีความ

บริ สุท ธ์ิมากขึ้น สําหรับเอทานอลและนํ้ามีความ

เหมาะสมสําหรับการนําสารสกัดมาใชในอาหาร การ

เติมเอทานอลชวยลดความหนืดจากมิวซิเลจและชวย

ตกตะกอนเพคติน ออกจากสารสกัด (Stintzing et al., 

2002; Herbatch et al., 2006) สวนการสกัดบีตาเลน

ดวยนํ้า ทําไดทั้งนํ้าเย็นหรือนํ้าที่อุณหภูมิหอง จัดเปนวิธี

ที่งาย มีประสิทธิภาพสูงและมีตนทุนต่ํา (Cai et al., 

2005) 

การสกัดดวยตัวทําละลายรวมกับกรด เชน 

กรดไฮโดรคลอริก กรดแอสคอรบิก และกรดซิตริก 

นับเปนแนวทางหน่ึงที่ไดรับความนิยม เน่ืองจากชวย

รักษาเสถียรภาพของบีตาเลน โดยปองกันปฏิกิร ิยา

ออกซิเดชันจากเอนไซมพอลิฟนอลออกซิเดส (Strack 

et al., 2003) อยางไรก็ตาม กรดอาจทําใหพันธะใน

โมเลกุลของแอซิด-อะซิเลตเทต บีตาไซยานิน (acid-

acylated betacyanin) เกิดการสลายได (Strack et 

al., 1993) ดังน้ันการสกัดจึงควรใชกรดออนหรือใชกรด

ในปริมาณเล็กนอย 

นอกจากชนิดของตัวทําละลายที่ใชในการ

สกัด ปริมาณของบีตาเลนที่สกัดไดยังขึ้นอยูกับปจจัย

ตางๆ เชน อัตราสวนของวัตถุดิบตอตัวทําละลายที่ใช

สกัด เวลาในการสกัด วิธีที่ใชสกัดและวิธีการปฏิบัติ

เบื้องตนในการสกัด เปนตน Pourrat et al. (1988) 

นําสารสกัดจากบีทรูทมาหมักในสภาวะที่มีออกซิเจน

ดวยเ ช้ือ Aspergillus niger และ Saccharomyces 

cerevisiae เพื่อลดปริมาณนํ้าตาลอิสระ ซ่ึงทําใหบีตา

ไซยานินที่สกัดไดมีปริมาณเพิ่มขึ้น Delgado-Vargas 

et al. (2000) รายงานวา การใหความรอนเบื้องตนแก

สารสกัดจากพืชที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที กอน

นํามาสกัด ลดการสลายตัวของบีตาเลนจากกิจกรรม

ของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส เปอรออกซิเดส และพอ

ลิฟนอลออกซิเดสในเน้ือเยื่อพืช แมวาอาจทําใหบีตาเลน

บางสวนถูกทําลายไปจากความรอน นอกจากน้ี มี

งานวิจัยที่ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดบีตาเลน

จากพืชโดยใชสนามไฟฟาแรงสูงแบบเปนจังหวะ 

(pulsed electric field) (Fincan et al., 2004) การ

ใชอัลตราซาวดรวมกับความรอนที่ 45 องศาเซลเซียส 

(Guesmi et al., 2012) หรือการฉายรังสีแกมมากอน

การสกัด (Nayak et al., 2006) ซ่ึงทั้งสามวิธีน้ีมีผลเพิ่ม

ขนาดและจํานวนของรูพรุนในช้ันเซลลเมมเบรนของพืช 

จึงสามารถเพิ่มความสามารถการซึมผานของตัวทํา

ละลายเขาไปยังภายในเซลลพืชได และทําใหบีตาเลน

สกัดออกมาไดดีขึ้น (Azeredo, 2009) 

 

การทําใหบริสุทธิ ์และการแยกองคประกอบ 

เม่ือสกัดบีตาเลนออกจากวัตถุดิบแลว สาร

สกัดหยาบที่ได นํามาทําการแยกใหไดบีตาเลน และทํา

ใหบริสุทธ์ิเพื่อกําจัดส่ิงรบกวนอ่ืน จากน้ันนําบีตาเลนที่

แยกไดไปวิเคราะหเอกลักษณหรือศึกษาโครงสราง

ตอไป อยางไร ก็ตาม ถาสารอ่ืน ๆ ที่ปนเปอนใน

สารละลายไมไดมีผลรบกวนการวิเคราะห ขั้นตอนการ

ทําใหบริสุทธ์ิก็ไมจําเปนแตอยางใด 
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ตารางท่ี 1 ตัวอยางการสกัดบีตาเลนจากพืชชนิดตาง ๆ และการทําใหบริสุทธ์ิ 
ตัวสกัด การทําใหบริสทุธ์ิ ชนดิพชื อางอิง 

50% MeOH  Sephadex LH-20 Phytolacca americana L.  Schliemann et al., 1996 

นํ้า 80องศาเซลเซียส 5 นาท ี Sephadex G-25 และ 

G-50 

Amaranthus species Cai et al., 1998 

80% MeOH ที่มี 50 mM แอสคอรเบต - Beta vulgaris L.  

Schlumbergera x buckleyi  

Schliemann et al., 1999 

Kobayashi et al., 2000 

80% MeOH Sephadex LH-20-100 Amaranthus species Cai et al., 2001 

นํ้า และเติม 96% EtOH  

ลงในนํ้าสกัด 2:1  

C18- RP cartridge Hylocereus polyrhizus  Stintzing et al. 2002 

นํ้า 100% EtOH และ 60% EtOH  - Opuntia ficus-indica L. Fernandez-López et al., 

2002 

96% EtOH ตอนํ้าสกัด 2:1 Amberlite XAD-16HP 

resin 

Opuntia ficus-indica 

Hylocereus polyrhizus 

Moßhammer et al., 2005 

10 mM ฟอสเฟตบฟัเฟอร (pH 6)  

ที่มี 10 mM แอสคอรบิก 

- Portulaca grandiflora 

Lampranthus productus 

Gandia-Herrero et al., 

2005 

80% MeOH DEAE-Sephadex A25 

C18 cartridge 

Hylocereus species 

 

Wybraniec et al., 2007 

นํ้าที่มี 0.2% ซิตริก/0.15% แอสคอรบกิ 

หรือ 20% EtOH ที่มี 0.5% แอสคอรบิก 

- Beta vulgaris  Sturzoiu et al., 2011 

50% MeOH C18 cartridge Myrtillocactus geometrizans  Herrera-Hernández et al., 

2011 

70% MeOH รวมกับการโซนิเคท 5 

นาท ี

- Opuntia macrorhiza Moussa-Ayoub et al. 2011 

70% อะซีโตน ตามดวยคลอโรฟอรม C18 cartridge Opuntia joconostle Osorio-Esquivel et al., 

2011 

นํ้าที่มี 1% HCl และใชอัลตราซาวด  

ที่ 45องศาเซลเซียส 

- Opuntia ficus-indicas Guesmi et al., 2012 

50% EtOH - Beta vulgaris Ravichandran et al., 2013 

80% MeOH Sephadex LH-20 Amaranthus tricolor L. Biswas et al., 2013 

หมายเหตุ: MeOH = เมทานอล; EtOH = เอทานอล 
 

การทําใหบริสุทธ์ิดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ

แ บ บ แ ล ก เ ป ล่ี ย น ป ร ะ จุ  ( ion-exchange 

chromatography) นิยมใชคูกันกับเทคนิคเจลฟลเตร-

ชันโครมาโทกราฟ (gel filtration chromatography) 

โดยการผานสารละลายตัวอยางไปบนคอลัมนที่บรรจุตัว

แลกเปล่ียนประจุหรืออาจเติมเรซินลงไปในสารสกัดที่

ตองการทําใหบริสุทธ์ิโดยตรง (Delgado-Vargas et 

al., 2000) ชนิดของเรซินทางการคาที่เปนนิยม เชน 

Dowex 50W-X2, Dowex 1X8, DEAE-Sephadex 

A25 ซ่ึงบีตาเลนดูดซับกับเรซิน สารกลุมอ่ืนที่ ไม

ตองการจะไหลผานออกไปจากคอลัมนพรอมกับ

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1% หรือกรดฟอรมิก 

(Strack et al., 2003) จากน้ันชะเอาบีตาเลนออกดวย

นํ้า สารละลายที่แยกไดนํามาผานคอลัมนโครมาโท- 
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กราฟที่มีเจลดูดซับชนิดตาง ๆ เชน พอลิเอไมด พอลิไว-

นิลไพโรลิโดน เจลชนิดเซฟาเดกซ G-25 หรือ G-50 

และใชนํ้าที่ปรับคา พีเอชใหได 5-6 ดวยกรดฟอรมิก

เปนตัวชะ (Cai et al., 1998) หรือใชเจลชนิดเซฟา-

เดกซ LH-20 ที่มีการปรับสภาพดวยนํ้าบริสุทธ์ิ โดยมี 

100% เมทานอล เปนตัวชะแยกเอาสารประกอบ 

ฟนอลิก ออกจากสารสกัด จากน้ันชะแยกเอาบีตาเลน

ออกมาดวยนํ้า (Herbatch et al., 2006) 

การทําใหบริสุทธ์ิและแยกองคประกอบของ 

บีตาเลนดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟฟ อาจใช

คอลัมนหรือตลับ (cartridge) ขนาดเล็กที่บรรจุตัวดูด

ซับของแข็งไวภายใน ซ่ึงนิยมใชซิลิกา C18 ชนิดรีเวอรส

เฟส (reversed phase) ที่มีขนาดอนุภาค 10 ไมครอน 

โดยควรปรับสภาพคอลัมนดวย 100% เมทานอล ตาม

ดวยนํ้าที่มีคาพีเอช 3 สําหรับสารสกัดตัวอยางที่นํามา

แยกตองปรับสภาพใหเปนกรด (pH = 3) ดวยกรด

ไฮโดรคลอริก 0.1 N หรือกรดไตรฟลูออโรแอซีติก ซ่ึง

เม่ือนําไปแยกผานคอลัมน บีตาเลนถูกดูดจับกับตัวดูด

ซับ ในขณะที่องคประกอบอ่ืนๆ ที่ไมเปนที่ตองการจะ

ถูกชะออกจากคอลัมนไปพรอมกับตัวชะที่เปนนํ้าที่มีคา

พีเอช 3 จากน้ันชะแยกเอาบีตาเลนออก โดยถา

ตองการบีตาเลนกลุมบีตาไซยานินใหใชเมทานอลหรือ

เอทานอลผสมกับนํ้าที่มีสภาพเปนกรด (pH = 2 ถึง 3) 

ในอัตราสวน 95 ตอ 5 เปนตัวชะและถาตองการแยก

เอากลุมบีตาแซนทินใหชะดวย 100% เมทานอล 

(Stintzing et al., 2002; Wybraniec et al., 2007) 

ทินเลเยอร โครมาโทกราฟ (Thin Layer 

Chromatography; TLC)  เป น วิ ธี ห น่ึ งที่ ใ ช แยก

องคประกอบแตละชนิดของบีตาเลนได แมวาไมเปนที่

นิยมนัก เพราะมีคา Rf ต่ําและใชเวลานาน อยางไรก็

ตาม Bilyk (1981) ศึกษาการแยกบีตาเลนจากบีทรูท

บนแผน TLC ชนิดเซลลูโลส โดยไดแยกบีตาเลนครั้งที่ 

1 และ 2 ดวยสารละลายผสมของไอโซโพรพานอล- 

เอทานอล-นํ้า-แอซีติกในอัตราสวน 55:20:20:5 (v/v) 

และ 30:35:30:5 (v/v) ตามลําดับ ซ่ึงการเติมกรดผสม

ลงไปในเฟสเคล่ือนที่ดวยทําใหการเคล่ือนที่ของบีตา- 

ไซยานินเกิดไดดีขึ้น สวนการแยกบีตาแซนทินเกิดขึ้นได

ดีเ ม่ือใชแผน TLC ชนิด diethylaminoethyl 

cellulose และใชสารละลายผสมของไอโซโพรพานอล-

นํ้า-แอซีติก ในอัตราสวน  72:22:6 (v/v) เปน เฟส

เคล่ือนที่ (Strack et al., 1993) 

 

การวิเคราะหบีตาเลน 

วิธีและเครื่องมือที่ใชวิเคราะหบีตาเลน มีทั้ง

วิธีการทางสเปกโทรสโกป (spectroscopy) โครมาโท-

กราฟของเหลวสมรรถนะสูง (high performance 

liquid chromatography; HPLC) แมสสเปกโทรเมตรี 

(mass spectrometry; MS) และนิวเคลียรแมก-

เนติกเรโซแนนซ (nuclear magnetic resonance; 

NMR) (Cai et al., 2005; Azeredo, 2009) 

การวิเคราะหบีตาเลนโดยใชวิธสีเปกโทรสโกป 

ปจจุบันวิธีทางสเปกโทรสโกป เปนวิธีการวัด

ปริมาณบีตาเลนที่ ไดรับความนิยมมาก และเปน

ทางเลือกหน่ึงเม่ือไมมีเครื่อง HPLC หลักการของ

เทคนิคน้ี คือ การนําสารสกัดไปวัดคาการดูดกลืนแสง 

(absorbance) ที่ความยาวคล่ืนในชวงวิสิเบิล ซ่ึงบีตา-

ไซยานินและบีตาแซนทินดูดกลืนแสงไดสูงสุดที่ความ

ยาวคล่ืนแตกตางกัน คือ 540 และ 480 nm ตามลําดับ 

คาในชวงดังกลาวมีความใกลเคียงกับแอนโทไซยานินที่

สามารถดูดกลืนไดในชวง 490-550 nm แตโดยทั่วไป

แอนโทไซยานินและบีตาเลน ไมเกิดขึ้นดวยกันใน

ธรรมชาติ คาการดูดกลืนแสงที่ไดนําไปคํานวณตาม 

Beer-Lambert’s Law และรายงานความเขมขนของ

บีตาไซยานินและบีตาแซนทิน หรืออาจรายงานเปน

ปริมาณบีตาเลนทั้งหมด (total betalain content) 
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ซ่ึงคํานวณจากผลรวมของปริมาณบีตาไซยานินและ 

บีตาแซนทิน 

Nilsson (1970) พัฒนาวิธีการ วิเคราะห

ปริมาณบีตาเลนในสารสกัดจากบีทรูท เริ่มจากการนํา

สารสกัดไปเจือจางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร

ความเขมขน 0.05 M (pH = 6.5) แลววัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 538 nm สําหรับการ

วิเคราะหบีตาไซยานิน ที่ความยาวคล่ืน 476 nm 

สําหรับการวิเคราะหบีตาแซนทิน และที่ความยาวคล่ืน 

600 nm เพื่อนําไปหักลบคาความขุนของสารปนเปอน 

ซ่ึงทําใหผลที่ ได มีความถูกตองและแมนยํามากขึ้น  

ขอควรระวังคือ การเจือจางตัวอยางดวยสารละลาย

บัฟเฟอร ควรใหมีระดับความเขมขนที่เหมาะสม (เชน 

คาการดูดกลืนแสงที่  538 nm ควรมีคาระหวาง  

0.4–0.5) เม่ือไดคาทั้งหมด นําไปคํานวณคาการดูดกลืน

แสงที่แกไขแลว (corrected absorbance) ดังน้ี 

x = 1.095 (a-c) 

z = a-x 

y = b-z-x/3.1 

เม่ือ a = คาการดูดกลืนของตัวอยางที่อานได

จากสเปกโทรมิเตอรที่ 538 nm; b = คาการดูดกลืน

ของตัวอยางอานไดจากสเปกโทรมิเตอรที่ 476 nm;  

c = คาการดูดกลืนของตัวอยางอานไดจากสเปกโทร-

มิเตอรที่ 600 nm; x = คาการดูดกลืนแสงที่แกไขแลว

ของบีตาไซยานินในรูปบีตานิน; y = คาการดูดกลืนแสง

ที่แกไขแลวของบีตาแซนทินในรูปวัลกาแซนทิน I และ 

z = คาการดูดกลืนแสงที่คํานวณไดของสารปนเปอน 

จากน้ันนําไปคํานวณปริมาณบีตาไซยานิน

หรือบีตาแซนทิน ตามสมการดานลางน้ี 

concentration (mg/100 ml) = 
A × DF × 1,000

A1%× l
 

โดย A คือ คาการดูดกลืนแสงที่แกไขแลว (คา 

x หรือ y); DF คือ dilution factor (เชน ถาใชตัวอยาง 

0.5 ml เจือจางดวยตัวทําละลายจนมีปริมาตรเปน 3 

ml ใชคา DF เทากับ 6); A1% คือ คาแอบซอบติวิตี้ 

(absorptivity value) ซ่ึงเปนสมบัติจําเพาะของสารที่

ดูดกลืนและวัดที่ความยาวคล่ืนคาหน่ึง โดยของบีตา- 

ไซยานินในรูปบีตานินที่ 538 nm มีคา 1,120 และของ

บีตาแซนทิน ในรูปวัลกาแซนทินที่ 476 nm มีคา 750; 

l คือ ความกวางของคิวเวตต มักมีคาเปน 1 cm และ 

concentration คือ ความเขมขนของบีตาไซยานินใน

รูปบีตานินหรือบีตาแซนทินในรูปวัลกาแซนทิน 

วิธีการของ Nilsson ขางตนน้ีไดถูกนํามาใช

อยางกวางขวาง เน่ืองจากไมจําเปนตองมีขั้นตอนการ

แยกบีตาไซยานินและบีตาแซนทินออกจากกัน ตอมามี

รายงานคาแอบซอบติวิตี้ของบีตาไซยานินและบีตา-

แซนทินชนิดอ่ืน ๆ จากแหลงอางอิงตาง ๆ สรุปไดดัง

ตารางที่ 2 นอกจากน้ี Schwartz and von Elbe 

(1980) พัฒนาวิธีการวิเคราะหปริมาณบีตาเลนให

ถูกตองยิ่ งขึ้น โดยการใชคาโมลารแอบซอบติ วิตี้ 

(molar absorptivity) ของบีตาไซยานินหรือบีตา- 

แซนทินชนิดที่พบมากในพืชชนิดนั ้น  ๆ  แทนค า 

แอบซอบติวิตี้ และใชสูตรคํานวณบีตาไซยานินหรือ

บีตาแซน-ทิน ดังน้ี 

concentration (mg/l) = 
A × DF × MW × 1,000

ε × 1
 

โดย MW คือ มวลโมเลกุลของบีตาไซยานิน

หรือบีตาแซนทิน (ตารางที่ 2) และ ε คือ คาโมลาร

แอบซอบติวิตี้ หรือคาสัมประสิทธ์ิการดูดกลืนแสง

จําเพาะ (molar extinction coefficient) 

การวิเคราะหบีตาเลนโดยใชโครมาโทกราฟของเหลว

สมรรถนะสูง 

การวิเคราะหชนิดและปริมาณของบีตาเลนที่

เปนองคประกอบของพืช นิยมใชเทคนิค HPLC ซ่ึง 

Delgado-Vargas et al. (2000) ไดรายงานความ

ใกลเคียงกันของปริมาณบีตาเลนเม่ือวิเคราะหดวย
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เครื่อง HPLC และแคพพิลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส แต

ปริมาณบีตาเลนที่วัดจากเครื่อง HPLC อาจมีความ

แตกต างมากจากคาที่ วิ เ คราะหด วย วิธีการทาง 

สเปกโทรสโกป 

คอลัมนที่ นิยมใช ในการวิเคราะห  ไดแก 

คอลัมน C8 และ C18 ที่อนุภาคบรรจุเปนซิลิกาขนาด 

3-10 ไมครอน ตัวทําละลายที่พาสารเขาไปในคอลัมนมี

หลายชนิด  เชน นํ้า  เมทานอล แอซีโตไนไตรท 

(acetonitrile) ทั้งน้ีอาจเติมกรดบางชนิดลงไปดวย 

โดยนิยมแยกแบบเกรเดียน ตัวตรวจวัดสัญญาณที่นิยม

ใช ไดแก Diode array ที่ความยาวคล่ืน 535-540 nm 

สําหรับบีตาไซยานิน และ 475-484 nm สําหรับบีตา-

แซนทิน แสดงในตารางที่ 3 ทั้งน้ีเทคนิค reversed 

phase-HPLC ใชแยกองคประกอบของบีตาเลนตาม

ความมีขั้วจากมากไปนอย ซ่ึงโดยทั่วไปบีตาแซนทินถูก

ออกมากอนบีตาไซยานิน (Fernandez-Lopez et al., 

2002) และยังแยกตามสเตอริโอเคมี ซ่ึง Pourrat et 

al. (1988) รายงานการเคล่ือนที่ของบีตาไซยานินของ

สารสกัดบีทรูทที่ผานการหมักตามลําดับดังน้ี บีตานิน 

(betanin) ไอโซบีตานิน (isobetanin) บีตานิดิน 

(betanidin) ไอโซบีตานิดิน ( isobetanidin) และ 

พรีบีตานิน (prebetanin; betanin-6-O-sulphate) 

สอดคลองกับ Ravichandran et al. (2013) สวนบีตา-

แซนทินมีลําดับการเคล่ือนที่เปนวัลกาแซนทิน I และ II 

(vulgaxanthin I and II) 

 

ตารางท่ี 2 คาแอบซอบติวิตี้ โมลารแอบซอบติวิตี้และมวลโมเลกุลของบีตาเลนชนิดตาง ๆ 

ชนดิบตีาเลน A1% 
ε 

(l/mol cm) 

มวลโมเลกลุ 

(g/mol) 
ความยาวคลืน่ (nm) อางอิง 

บีตาไซยานนิ 1120 - - 535 Fernandez-Lopez and Almela, 2001 

 - 65,000 - 536 Gandia-Herrero et al., 2005 

บีตานิน - 60,000 550 538 Stintzing et al., 2003 

 1120 61,600 550 536 Cai et al., 2005 

กอมฟรีนิน I 920 50,600 550 540 Cai et al., 2005 

อะมารานทีน 779 56,600 726.6 536 Cai et al., 2005 

บีตาแซนทนิ - 48,000  480 Gandia-Herrero et al., 2005 

 650 - - 480 Fernandez-Lopez and Almela, 2001 

อินดิคาแซนทิน - 48,000 308 480 Stintzing et al., 2003 

วัลกาแซนทิน 750 - - 476 Von Elbe, 2005 
 

ในการวิเคราะหวาบีตาไซยานินชนิดน้ันเปน

ชนิดใด อาจใชเทคนิคการยอยดวยกรด (acid 

hydrolysis) เ อ น ไ ซ ม  ( enzyme-catalyzed 

hydrolysis) และดาง (alkaline hydrolysis) การ

ยอยดวยกรด ทําไดโดยเติม 2 N HCl ลงไปในสารสกัด

รวมกับใหความรอนในอางนํ้าเดือด (100 องศา

เซลเซียส) นาน 1 ช่ัวโมง (Wybraniec et al., 2007) 

ถายอยดวยกรดแก กรดแกสามารถตัดพันธะไกลโคซิดิก

ในโมเลกุลของบีตานินไดโมเลกุลของนํ้าตาลและสาร

ผสมของบีตานิดินที่เปนอะไกลโคนและไอโซบีตานิดิน

ที่เปนอิพิเมอรของบีตานิดิน ถาใชกรดออนทําใหได 

บีตานิดินชนิดเดียว และถามีระยะเวลาในระหวางการ

ยอยดวยกรดนาน ทําใหเกิดการแตกตัวของบีตานินไป

เปนกรดบีตาลามิกและ cyclo-DOPA 5-O-glycoside 

(Delgado-Vargas et al., 2000) สําหรับการยอยดวย

เอนไซม ทําไดโดยเติมเอนไซมบีตา-กลูคูโรนิเดส (-
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glucuronidase) ที่พีเอช 5 ลงไปในสารสกัดและบมที่ 

37องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที ซ่ึงทําใหบีตา- 

ไซยานินแตกตัวอยูในรูปอะไกลโคน ดังผลการศึกษา

ของ Cai et al. (1998) ที่รายงานลําดับการเคล่ือนที่

ของสารสกัดจากผักโขมที่ผานการยอยดวยเอนไซม 

เปนอะมารานทีน ไอโซอะมารานทีน บีตานิดิน และ 

ไอโซบีตานิดิน 

 

ตารางท่ี 3 ตัวอยางสภาวะการวิเคราะหบีตาเลนดวยเทคนิค HPLC-Diode array 
ชนิดคอลัมน เฟสเคล่ือนท่ี ความยาวคล่ืน (nm) ชนิดพืช อางอิง 

Nucleosil C18  

(2504 mm, 5 m) 

A: 1.5% ortho-phosphoric acid ในน้ํา; 

B: 80% ACN 

475 (บีตาแซนทิน)  

540 (บีตาไซยานิน) 

Beta vulgaris L. Schliemann et al., 1999 

Nucleosil C18  

(2504 mm, 5 m) 

A: 1.5% phosphoric acid; 

B: ACN  

475, 540 Schlumbergera x 

buckleyi  

Kobayashi et al., 2000 

Kromasil 100 C-18 

(2504.6 mm,5 m) 

A: 1% acetic acid ในน้ํา; 

B: 1% ACN ในน้ํา 

484 (อินดิกาแซน

ทิน); 535 (บีตานิน) 

Opuntia ficus-indica Fernandez-Lopez and 

Almela, 2001 

Nucleosil 100 C18  

(2504 mm, 5 m) 

A: 1.5% phosphoric acid; 

B: 1.5% phosphoric acid, 20% acetic 

acid, 25% ACN ในน้ํา 

540 

(บีตาไซยานิน) 

Amaranthus species  Cai et al., 2001, 2005 

 

Atlantis dC18 (250  4.6 

mm, 5 m) 

A: 175 mM acetic acid ในน้ํา; 

B: 175 mM acetic acid ใน ACN 

470 

(บีตาแซนทิน)  

Opuntia ficus-indica 

L. 

Fernandez-López et al., 

2002 

LUNA C18-RP 

(2503 mm, 5 m) 

A: 0.2% formic acid ในน้ํา; 

B: 80% ACN ในน้ํา 

475 (บีตาแซนทิน)  

538 (บีตาไซยานิน) 

Hylocereus 

polyrhizus 

Stintzing et al., 2002, 

2003 

LUNA C18-RP 

(2503 mm, 5 m) 

A: 0.2% TFA + 10% formic acid (65:35 

v/v); 

B: ACN + 10% formic acid (80:20 v/v) 

470 (บีตาแซนทิน)  

538 (บีตาไซยานิน) 

 

Opuntia ficus-indica 

L. 

 

Stintzing et al., 2003 

Kromasil 100 C-18  

(2504.6 mm, 5m) 

A: น้ํา+0.05% TFA; B: ACN + 0.05% 

TFA 

 Portulaca 

grandiflora 

Gandia-Herrero et al., 

2005 

LUNA C18-RP 

(2503 mm, 5 m) 

A: 5% formic acid; 

B: ACN 

538 (บีตาไซยานิน) Hylocereus 

polyrhizus  

Herbach et al., 2006 

Synergi Hydro-RP  

(2503 mm, 4 m) 

A: ACN; 

B: 2% formic acid ในน้ํา 

538 Hylocereus spp. Wybraniec et al., 2007 

Symmetry C18 (150 

4.6 mm, 3.5 m) 

A: 0.2% formic acid ในน้ํา; 

B: 80% ACN 

538 (บีตาไซยานิน) 

475 (บีตาแซนทิน) 

Opuntia joconostle  Osorio-Esquivel et al., 

2011 

Fluofix IEW 425 (250  

4.6 mm, 5 m) 

A: น้ํา+acetic acid+ACN (98.5:0.5:1.0 

v/v/v); 

B: ACN  

535 (บีตาไซยานิน) Opuntia macrorhiza Moussa-Ayoub et al. 

2011 

Kromasil C8 (150  4.6 

mm, 5 m) 

A: น้ํา+0.05% TFA; 

B: MeOH+0.05% TFA 

538 (บีตานิน) 

475 (อินดิกาแซนทิน)  

Opuntia ficus-

indicas 

Guesmi et al., 2012 

Lichrocart RP-18 

(2504 mm, 5 m) 

A: 0.2% formic acid ในน้ํา; 

B: ACN 

476, 538  Beta vulgaris  Ravichandran et al., 

2013 

หมายเหตุ: ACN = แอซีโตไนไตรท; TFA = กรดไตรฟลูออโรแอซีติก 
 

การยอยดวยดาง ใชในการวิเคราะหอะซิ- 

เลตเทต บีตาไซยานิน โดยเติมโซเดียมไฮดรอกไซด

ความเขมขน 2 N ใน 50% เมทานอล ลงไปในสารสกัด 

ตั้งทิ้งไวภายใตสุญญากาศที่อุณหภูมิหองนาน 3 ช่ัวโมง 
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จากน้ันเติม 2 N HCl เพื่อปรับใหพีเอชได 2.8-3.5 กอน

ทําใหบริสุทธ์ิโดยผานคอลัมนที่มีเจลดูดซับ แลวนําไป

วิเคราะหโดยใชเครื่อง HPLC (Cai et al., 2001) สวน

ดางทําใหโมเลกุลของบีตานิดินแตกตัวออกไปเหลือ

โครงสรางที่ เ ปนคารบอน ถ าใชด า งอ อน ทํา ให 

บีตานินบางสวนเ กิดอิพิ เมอไรเซช่ันตรงตําแหนง

คารบอนที่ 15 ไดสารผสมที่มีอัตราสวนของบีตานินและ

ไอโซบีตานินเปน 3 ตอ 2 หรือถามีไอโซบีตานินเปนสาร

ตั้งตนไดสารผสมที่ มีบีตานินและไอโซบีตานินใน

อัตราสวน 2 ตอ 3 สําหรับกรดที่แยกจากบีตานิดินใน

การยอยดวยดาง สามารถนําไปวิเคราะหหาชนิดไดดวย

เครื่อง HPLC (Delgado-Vargas et al., 2000) 

การวิเคราะหบีตาแซนทิน มีวิธีคลายกับการ

วิเคราะหกรดอะมิโน การใชกรดไฮโดรคลอริก 1 N 

หรือ แอมโมเนีย 0.6 N ทําใหบีตาแซนทินแตกตัวเปน

กรดบีตาลามิกและกรดอะมิโนอิสระ (Piatelli, 1981) 

ในทางตรงกันขาม การสังเคราะหบีตาแซนทิน สามารถ

เกิดขึ้นไดจากการทําปฏิกิริยาของบีตานินในสารละลาย

แอมโมเนียในสภาวะที่มีกรดอะมิโนจํานวนมากเกินพอ 

เชน การผสมบีตานินในสารละลายแอมโมเนีย 0.6 N ที่

มีกรดกลูตามิก 10 M ทําใหเกิดวัลกาแซนทิน II ขึ้นได 

(Trezzini and Zrÿd, 1991) 

การเช่ือมตอเครื่องโครมาโทกราฟของเหลว 

(LC) กับเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร (MS) ชวยวิเคราะห

ชนิดและโครงสรางของบีตาเลนโดยการตรวจสอบมวล

โมเลกุล (Strack et al., 2003) โดย Kobayashi et al. 

(2000) ใช LC-MS วิเคราะหชนิดบีตาเลนในกลีบดอก

แคคตัส Cai et al. (2005) และ Biswas et al. (2013) 

ใชวิเคราะหชนิดบีตาเลนในพืชสกุล Amaranthaceae 

สวน Stintzing et al. (2002) และ Osorio-Esquivel 

et al. (2011) ใช วิเคราะหชนิดบีตาไซยานินใน 

Hylocereus polyrhizus (Weber) Britton & Rose 

และ Opuntia joconostle ตามลําดับ 

บทสรุป 

บีตาเลนเปนรงควัตถุที่พบในพืช อันดับ 

Caryophyllales โดยเปนอนุพันธอิมโมเนียมของกรด

บีตาลามิก บีตาเลนแบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ 

บีตาไซยานินที่ใหสีแดงถึงมวง และบีตาแซนทินที่ใหสี

เหลืองสม การสกัดบีตาเลน ทําไดดวยตัวทําละลาย 

เชน นํ้า สารละลายเมทานอล และเอทานอลความ

เขมขน 20-80% และทําใหสารสกัดบริสุทธ์ิดวยตัวดูด

ซับของแข็ง เทคนิคโครมาโทกราฟแบบแลกเปล่ียน

ประจุ และ/หรือแบบเจลฟลเตรชัน การวิเคราะห

ปริมาณบีตาเลนทั้งหมด นิยมใชเครื่องอัลตราไวโอเลต-

วิสิเบิลสเปกโทรมิเตอร สวนการวิเคราะหโดยใชเครื่อง 

HPLC เปนการวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของบีตา-

เลน 
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