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�-������&���-�	��!
�"���:� !
�"�� KHNBT, KHNBT No. 3, and 1000-11-2-26  1
��-�
�����������-���/��!
�"���:� !
�"�� KHNBD #��9%��-�����E�"�=+������A���(
������"������"�#���#A
����+ ��,,�
�&
,#F����&��5������#A�����������:��1	� (XYZ system) ��"���5�5����%
#����+��,��"��
%�!���� �

�
������+��� (PAO)  5��	��"�)�!�����&
,5��&����������
�� 

1
��������5?�������������E�"�=+�������%
��	��+�� DPPH  !,����5����A3�+�������E�"�=+���
����%
��	���������
,�
4�5?��������5������A���(
����
�5G������"�#���#A����+ ��%�������� 71-83 

&-������+���������5
��1	���%���(��� 882-957 1
���5����*����
4�������	��+���
���A���(
���%�������� 3240.44-4077.77 ��

���
+��	�+� ����������� 5 ��

���
�+��
�+���
�5����A�+��������	����9+������A���(
���%�������� 39.68-60.85 1
��5����A3�+�����	����9
�����&
,�
,#���������
3�#�� 20.80-39.56 ���	��5��"������E�"�=+������A���(
������"����
-��
,
������E�"�=+������A���(
����	��	�
�&���-������
4�	��!
�"��	���
����
� �:� !
�"�� 1000-11-2-26 

> KHNBT No. 3 > KHNBD > KHNBT �����#��3+��5����*	��5����,�H��
���
4�������
	��	�
�&���-������
4�	��!
�"�����
-��
,���1+�+���#5�
���4 !
�"�� 1000-11-2-26 > KHNBD > 

KHNBT No. 3 > KHNBT ��:����5����*	��	��
���1�����#A����� 2 	�� �:� cyanindin-3-O-

glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside ��	��	�
�&��+
�������-�����	��-�!
�"�� !
�"��1000-11-2-

26, KHNBD, KHNBT No. 3 1
� KHNBT ���������� HPLC-ESI-MS !,���������������� 
24.72  � 1.54, 16.01  � 0.97, 23.43  � 2.50, 34.40  � 2.22 1
� 2.43  � 1.11, 2.67  � 0.23, 

3.31  � 0.53, 7.36  � 1.25 #������
�+����

�
�+�+��
-��
, ���
-��
,��������������5����*
���	���
��
���1+�
�	�� ������#��	���
����
,������E�"�=+������A���(
� 1
�5����*	��5�� 
��,�H��
���
4�������	��	�
� 1	�����E�"�=+������A���(
����	�	�
�&���-������-�#��#���/4�+��
�
,5����*	��	�1�����#A������
��
���  

���!�	%&�����

�0*����	���
�����������	�	����, ��
3� 1
��-�����	��-��-�������
	�
�+
��������������	��
�
���������������������� 0.5 % ��������
 1
������+
��-�
�
��
���&�#��	��	�
����, &���
4�1������5����,��	��	�
����,����#F�!����������A�
����
������������H��������+#����1������56�+
�+��&�
� 1
��������%���,�������#F�!����������A�

����������������H1
�1�		�5������+����������1+�+
��56�#��������#��B� (HPLC-ESI-

MS) 1
�	������������	��������������	���
��������1+�
�+
���	��	�
�&��������������
1�		�5�+�
����#��&��������1�	�5������+��1,,+��������
� (MS/MS) +-�1�������	���
���
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�����,��������1���������1��	��	�
����,���� HPLC ��������	�����������1������
#�����������
�����
,��
+��5��&����#�������
��
1
��56�

�0*��8!�����	���
�������� 
�����
,����:��
�+-�1�����
��
������� �%��-��A��,�4
 	�5�+�
� ���#��&��+
�+��&�
�1,,#����1����� 
������������1�		�5�+�
�5�+� 1
�1�		�5�+�
����#����$
$
�+���+-�1������
������(
�
�
��
������
4�+���� A/��	����9�-�#5	%��������&8
�

�0*��8!�����	���
��������������	��-�#��  

������������	���
���������
��� flavanone, flavone 1
� flavonol ��	��	�
�&���-�
����!
�"�� KHNBT No.3, rice berry, 16815, 1000-11-2-26, 49-6-6-6-10, 132-1-1-3-3-1-4-4, 132-

1-1-4-1-1-1-3 1
� KDML 105 !, 5,3´,4´,5´-tetrahydroxyflavone-7-O-glucoside, 5,3´,4´,5´-

tetrahydroxyflavanone-7-O-glucoside, 5,6,3´,4´,5´-pentahydroxyflavone-7-O-glucoside, 

taxifolin-3-O-glucoside, taxifolin, quertagetin-7-O-glucoside, myricetin-7-O-glucoside, 

quercetin-3-O-glucoside, rutin, isorhamnetin-3-O-glucoside, isorhamnetin-3-O-rutinoside, 

quercetin, isorhamnetin-3-O-acetylglucoside, 3,5,3´-trihydroxy-4´-methoxyflavone, 3,5,7,3´-

tetrahydroxy-4´-methoxyflavone 1
� isorhamnetin ����-��������!
�"�� 1000-11-2-26 ��5����*
�������
��������	%����	����!
�"�� 1000-11-2-26 1
����
�#5�3�:� 16815 > rice berry > 132-

1-1-3-3-1-4-4 > 49-6-6-6-10 > KHNBT No.3 > 132-1-1-4-1-1-3 +��
-��
, 	����������!
�"�� 
KDML 105 +��&#��!,	���
����������
����4 

���!�	%&������	��������������	���
�����������
���1�����#A����� ���	�	����, 
1
���
3������������-�!
�"����-����	���3�1
�,�&���3���	��3� 11 !,�
4�	�4� 12 	�� #��1�� 
cyanidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-glucoside-5-O-rhamnoside,   peonidin-3-O-glucoside, 

cyanidin-3-O-diglucoside, cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(p-
coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside, 

peonidin-3-O-diglucoside, malvidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside, 1
� 

peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside, cyanidin-3-O-xyloside glucoside 1
�#�
�A�������� cyanidin-3-O-xyloside-glucoside �����	��1�����#A����� 6 	�����!,���,1
�
��
3��������	��-��56���
4�1�������'/�0���4 �:� cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside, 

cyanidin-3-O-(p-coumaroly)glucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-

glucoside, peonidin-3-O-diglucoside, peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside,  

1
�  malvidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside  

���&����4������������5����*	
�!
�"����	��1�����#A�����1+�
�+
���	��	�
�
����,1
���
3�����	��-��
4�	��!
�"�� ����&3���������&����+�,�+ #��1�� ��������56�+���
�� ����
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1+��� ����+
4����� �����4-��� ����15B����� ����1�������
3� 1
������

������3,���������� 
HPLC-ESI-MS !,���	�	����	��1�����#A�������1+�
�	�������,1
���
3���������/4���%�
�
,

�0*�����	������������
,&-�������
��
����4-�+�
1
���%��

����
+ ���1�����#A��������
���4-�+�
���
��
����� #��1�� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside !,�8!����
	��������
3��������!
�"��,�&���3���	��3� 11 A/�����,	������ 1+�!,�
4����,1
���
3��������!
�"��
��-����	���3�A/�����,	������-� 	���1�����#A�����������4-�+�
	����:�	�����
��
��:���%��

���
�
+ 	�������!,�8!�����,���� ����8
���1
����5����*	%��������+
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Abstract 

Bran samples of three non-glutinous Thai black rice cultivars, namely, KHNBT, 
KHNBT No. 3, and 1000-11-2-26 and a glutinous cultivar, KHNBD, were studied for their 
antioxidative activities by the following methods; the thiocyanate method, an H2O2-scavenging 
activity chemiluminescence system (XYZ system),  Cu2+/bathocuproine colorimetry (PAO) 
assay, metal ion chelating activity, and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrasyl (DPPH) free radical-
scavenging activity assay. The inhibition of peroxidation by thiocyanate method was between 
71-83%, the photon counts of light emission were in the range of 882-957, and the total 
antioxidant power is 3240-4077 μmol/L. At the antioxidant concentration of 5 mg/mL, the 
radical-scavenging activity is between 39.7-60.8%, and metal chelating is 20.8-39.5 %. Overall, 
all of the rice brans possessed antioxidant properties in the following order: 1000-11-2-26 > 
KHNBT No. 3 > KHNBD > KHNBT. However, this order was not completely agreed with that 
of the total phenolic contents of the black rice extracts, which was 1000-11-2-26 > KHNBD > 
KHNBT No. 3 > KHNBT. The relative contents of two anthocyanin pigments; cyanindin-3-O-
glucoside and peonidin-3-O-glucoside, in bran extracts of the rice cultivars; 1000-11-2-26, 
KHNBT No. 3, KHNBD and KHNBT, determined using HPLC-ESI-MS were 24.72  � 1.54, 
16.01  � 0.97, 23.43  � 2.50, 34.40  � 2.22 and 2.43  � 1.11, 2.67  � 0.23, 3.31  � 0.53, 7.36  �
1.25, respectively. The orders of anthocyanin contents in extracts of the four black rice cultivars 
were not correlated with that of the antioxidant activities of the extracts, indicating that 
antioxidant activities of the black rice bran extracts were independent of their anthocyanin 
pigments’ contents. 

Structural identification of flavonoid compounds accumulated in leaves, seed and 
bran of the black rice cultivar Kumdoisakhet and BGMSN 11, was performed firstly by 
extraction of the rice brans using 0.5 % formic acid in methanol, which upon solvent 
evaporation yielded the crude extracts. These extracts were subjected to separation of the 
components by the use of high performance liquid chromatography (HPLC) having photodiode 
array as detector together with those techniques employing HPLC combined with an 
electrospray ionization mass spectrometry (HPLC-ESI-MS) and a tandem mass spectrometry 
(MS/MS). Positions of flavonoid components in each HPLC profile of the crude rice sample 
extracts were determined by the use of data processing in reconstructed ion chromatogram 
mode monitoring at specific ion masses corresponding to the characteristic or molecular ions of 
the flavonoids of interest. The present of these flavonoids in the extracts were confirmed by 
their UV-Vis spectra obtained by DAD. Structural identification and characterization of these 
black rice flavonoids  was then performed by analyzing their ESI-MS and ESI-MS/MS spectra. 

Analysis of the black rice flavonoids in groups of flavanone, flavone and flavonol in 
the bran extracts of black rice cultivars; KHNBT No.3, rice berry, 16815, 1000-11-2-26, 49-6-
6-6-10, 132-1-1-3-3-1-4-4, 132-1-1-4-1-1-1-3 and KDML 105, revealed the presence of 
5,3´,4´,5´-tetrahydroxyflavone-7-O-glucoside, 5,3´,4´,5´-tetrahydroxyflavanone-7-O-glucoside,
5,6,3´,4´,5´-pentahydroxyflavone-7-O-glucoside, taxifolin-3-O-glucoside, taxifolin, quertagetin-
7-O-glucoside, myricetin-7-O-glucoside, quercetin-3-O-glucoside, rutin, isorhamnetin-3-O-
glucoside, isorhamnetin-3-O-rutinoside, quercetin, isorhamnetin-3-O-acetylglucoside, 3,5,3´-
trihydroxy-4´-methoxyflavone, 3,5,7,3´-tetrahydroxy-4´-methoxyflavone and isorhamnetin. 
Bran of the rice cultivar 1000-11-2-26 was found to contain the highest amount of total 
flavonoids, the rest were in the following order; 16815 > rice berry > 132-1-1-3-3-1-4-4 > 49-6-
6-6-10 > KHNBT No.3 > 132-1-1-4-1-1-3. None of these flavonoids were detected in bran of 
the white rice cultivar KDML 105. 
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Structural identification of flavonoids in a group of anthocyanins accumulated in 
leaves and seed of the black rice cultivar Kumdoisakhet and BGMSN 11 revealed the presence 
of 12 anthocyanins; cyanidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-glucoside-5-O-rhamnoside, 
peonidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-diglucoside, cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside, 
cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-
glucoside, peonidin-3-O-diglucoside, malvidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside, and 
peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside, cyanidin-3-O-xyloside glucoside, and 
isomer of cyanidin-3-O-xyloside glucoside. Among these identified anthocyanins, cyanidin-3-
O-diglucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(p-coumaroly)glucoside-5-O-glucoside, cyanidin-
3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside, peonidin-3-O-diglucoside, peonidin-3-O-(p-
coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside, and malvidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside, 
were found in leaves or seed of black rices for the first time by this study. 

The relative contents of each anthocyanin in the extracts of leaves and seed of the 
two black rice cultivars at seven growth stages; seeding, tillering, booting, milk grain, dough 
grain, maturation, and post harvest, were determined by the use of LC-ESI-MS. Results 
revealed that the accumulation of anthocyanins in each part of the rice plant, leaf or seed, was 
dependent of their chemical structures with a number of sugar and acylate groups. 
Monoglycosidic anthocyanins such as cyanidin-3-O-glucoside and peonidin-3-O-glucoside 
were only found in seed of the black rice cultivar BGMSN 11 that has green leaves, but found 
in both leaves and seed of the cultivar Kumdoisakhet, of which its leaves are purple-black. 
Anthocyanins with two or three sugars or acylate groups tended to stay in the leaf part, 
generally their contents were highest in leaves at booting stage, except for peonidin-3-O-
diglucoside and peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside that were found in both 
leaves and seed. Overall, there was no correlation among the structures of anthocyanins, their 
relative contents, and growth stages of both black rice cultivars. 
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supercritical fluid extraction (SFE) 	-���
,	�
� flavonoids &��+
��������
3�1
�
+������ !�����
,����������E�"�=+�������%
��	�� 

1.3.3 	-���&��5����* total flavonoid ��+
����������	�!
�"��+���; 1
��
��
:��!
�"������
�!:���56�+
�����������'/�0�������������������������� 

1.3.4 ���5�����+�1
�!
>�����������1������5����,���	��	�
����������������
1,, “total analysis” ���������� HPLC �������1������5����,	���
��� 
flavonoids 

1.3.5 ���'/�0�����	�������������� flavonoids ��	��	�
�&��+
����������	� ���������� 
HPLC-DAD-MS ��:� HPLC-MS/MS ��,�%�#5�
,��������� spectroscopy �:��;

1.3.6 ���!
>����"������5����*	�� flavonoids ��+
����������	�1,, simultaneous 

analysis 1
���"�����,&��������+�D��
1.3.7 �����5����* flavonoids  ������+
������!
�"��+���; �������������#��!
>��1
��

����+�� 1
�'/�0�����	
�!
�"������������	����1
�5����*��� flavonoids ��	��
	�
��
,��������E�"�=+�������%
��	��

1.3.8 	��51
�5������'
��)�!���!
�"������	���������	����	��������-����56��
+9���,���
$
�+)
*<�������!:��	��)�!

1.4 ����*:-������
��
���	
�&"-�+;�,�!�*"-��*�)��
�����*�&"-&/������	
�

���������&
���4&��56�����������#���
,���������:���������(������������*�$%���&
� 
�
,'%�����&
��!:���!���$
$
�+�����0+� ��������

��(������� ����56�1�
����3,��,���!
�"������	�
!:4���:��&���
��1�
���!��5
%�����+)�����:�1
�)����	�� �����5?�,
+���������1
��(�
5����(��������� ��������

���0+�'�	+�� �������+�-�1!�1	� �. �-�1!�1	� &. ���5D� A/��
�56������������	����9��������%��������
,����	�!
�"��+���; +
��&�	����9�����
3�!
�"���!:�����
��&
� 	������������:��
,����������+���5����'#�������������:��������-���&
���������������
,
���5�����+������� chromatography-mass spectrometry �
, Dr. Norman W. Smith, Head of 
MicroSeparations Group, Pharmaceutical Science Research Division, School of Biomedical & 
Health Sciences, King’s College, University of London 5����'	���(��*�&
�� )���+�
�������5�����������&��)��0����#���
,���	�
,	���&��	-��
����������	�
,	��������&
�
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1.5 +����*��&"-������	�%�!�
�
��������&
�#��$
�56�#5+���
+9�5��	������+
4�#�� &�	����9�$�1!����*	�,
+��������

	�!
�"��#�������!
>������56�������!:��	��)�! ���#���
,�������
,��1�����5����*	�����E�"�=
�!:��	��)�!���	-��
� ���&����4����%
���#���
��56�!:4�D�������,�����+��&	�,����
������:�
!�0����� 1
����,�����15��%5$
$
�+����	�#5�56�	��	�
��!:��	��)�!���#���
,����
,���
��+�D��1
�	����91����
��
,�������:�	��	�
��!:��	��)�!�:��; #�� 



�&&"- 2
&023"4��,������	
�&"-��"-���!�� 

2.1  �!�� (Oryza sativa L.)[1,2] 

���� (Oryza sativa L.) �56�!:(�������� (family Gramineae) ��

�0*����
!E�0'�	+�� 1,������56� 6 	����
�+��#5��4  

��������������������/�
-�+�����+
4�+��1
��������#5�
�4��
-�+�� ����������&
���%���
5���)����M�� (fibrous root system) 

+���������5����,�������1
�5
��� ����56������������, ��������+� +�&��&����/4��56�
��������A/��&��-����������/��+��1+����/4��56��
��+��#�� 5
�����������
��1
���19,,�N��
3���%�
���:�+-�1����+������������&�	����(����� ����&�#���:�5
����/4��� 

�0*��������������� +������ 
�����������������&�	����(������
4��3�:� �,1
���,�, +������&���&���

�0*�	
4�9�� ��%����:�&��
�-�������� ����&��&�����&��+� ����5D�)%�� (primary tiller) &��&�����&��+�������+������ 
(main culm) �����%�+�-�	���/4��� 8��
4�����5D�)%������&�����&��+�+�-����	�� &������������������
5D�)%������&�����&��+������%����:��/4��� ����5D�)%����
����4 &�	����9�&���+�����56�������+��
)%�� (secondary tiller) 1
�&��+����������+��)%�� &��&���+�����56�����++��)%�� (tertiary tiller) 

�,���� ��

�0*��56�1$�� ,�� 1�, 1
���� ���-�����&���������'����

,�
� +��
���� �, 5����,���� 2 	��� �:� ��,�, 1
�+
��, ��,�, (leaf sheath) A/���3�:������, 
(peduncle) ����5
�����%5���
����� ���-�������&�����1
��������5
��������%����:��/4�#5 1+�
����&���
�!�����,�,����������
4� +
��, (leaf blade) &�+���(:�����%�,���,�,+���������� ���+���, (collar) 
+
��, �	���, (vein) �56��	������+��

�0*����!:(�,�
�4�������� 

������� �:� (����� (inflorescence) ������� �������5
���	������ ����+
4�1+�������
5
���	������
���&�9/���,�,����,"� �������� ����� ����+���; &��������	
4����+����
�#5 
!
�"�������

�0*��������� 1����� (panicle axis) �����/4�������5
���	������1
��3&������ A/��&��
�����
����4&��56�����������1���5D�)%�� (primary branch) 1
�1�����+��)%�� (secondary) �3��
�-�������&��������1���5D�)%�� ���1�����+�)%����4�56��������������� (pedicel) 1
�������� 
(spikelet) 

������� �56����	�,%�*��!' (perfect flower) 

�0*����5����,�����5
:����� 
(glume) 2 1$�� (�����������1�
, A����3�:� �,5���
, ��:� bract) �5
:�����1$������ �������� 
lemma ���	������5
:����4 5 �	�� ���5
��	�� lemma ��

�0*��:�����#5�������� ������� (awn) 

)���� lemma 1
� pelea 5����,������	�+
�$%� (stamen) 1
���	�+
����� (pistil) ��	�+
�$%�
5����,��������(%��	�+
�$%� (filament) 6 �	���-�������&��D����� ���5
������(%��	�+
�$%�1+�
�
�	�����
,��*% (anther) )�����
,��*%��
������*% (pollen grain) ��	�+
�����5����,���� �
�#�� 
(ovary)  
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��
3�����5����,����	���5����,���	-��
��:� �5
:����� (hull or husk) ��:�	������
�����������1�
, �5
:����
3� (caryopsis) �56�	����������15B�1+���%�)����1�
, 5����,����
��:4���:�� 3 	��������
� �:� �!������! (pericarp) ��:��������
3� (seed coat) 1
�(
4�����%�A


	 
(nucellus) 1
�	������15B� (endosperm) A/��1,������56� 2 	��� �:�(
4���
%�
� (aleurone layer) 

�56���:4���:�����	�����	���15B� 1
�	�������56���:4�15B� (starch endosperm) 
 
 ���#
<�����������	��)�(���(����!��[3]

���!
>�����������&����+�,�+������� +
4�1+���
3����&�9/���3,������1,��#���56�  3 

(��� �:� 

1. (�������&����+�,�+����,1
�
-�+�� (Vegetative phase) 

2. (�������&����+�,�+�������&���!
�"�� (Reproductive phase) 

3. (���������������
3� (Ripening phase) 
 

1. *�������	��)�(���(&����4���/�(!� (Vegetative phase) ����&����+�,�+�������
��(�����4 1,���56� 4 ���������
� (�%5 2.1) �:� 
 

�������-���� (Germination to emergence)  

������4����&������������&���3�������������������� �

�&���
4���:��������������3
�&����/4� �

�&����:��������������&���������,1��&�����������&����:����������
4�  
 ������!� (Seedling stage) 

������4�
,+
4�1+��,1���&����/4���&�9/����������������1��&������/4� ��:������������
5����* 10 �
�1��1
�� ���&����, 3 �, �����15B�����
3�&�9%��-�#5�(�������&����+�,�+&�
��� �(�(�����4+��5�+��,&������/4� 3-4 �,+���
� ��������4�(���
������,,���M��&������!
>���/4� 
1
����1���-�����&��������1
�+���;	
��+
�#5 ������4�����
�5����* 18 �
� �
,+
4�1+�����
�������� 

 ����4(��� (Tillering stage) 

����1+����
,+
4�1+�����5D� (primary tiller) �-������/4�&��+������������%�+�-�	������
5D�����+��; #5�3&�9:��-�����&��+������%����:�; �/4������+������+������ (main culm) ����
��+��)%�� (secondary tillers) &������/4�&��+��������5D�)%�� 9���56���������	
4� ������+��)%��&�
�����/4���:����������5����* 30 �
��

�&����� �

�&���
4� �
4�����5D�)%��1
�������+��)%��&�
�����/4��������	%� �3&��!�������/4����� ����++��)%�� (tertiary tillers) &�������&����/4���(�������
�����������&����+�,�+��4����	%�&��
����!����/4���:������++��)%��9:��-������/4�1
����������/4�
�������5D�)%��1
�������+��)%��&�����
� 
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 ��������+�!�� (Stem elongation stage) 

+������&�����5
����

�&�����1+���	%�	��1
�� 	-���
,�����,� +���+�4�,��!
�"�� ��
�
���1+����
,��
�����������5
�����&��,�������
� �
����:� ��&��������+��)%���&����/4���,���
���*����+���������������5
��� �������5
���&������/4������������&�	����(����� (panicle initiation) 

�����&&��:�5
����/4���&	%�9/� 1 ��+� 1
��&/�������	����&���-�����(����� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            A                     B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             C                     D 
 

 
��+ 2.1  A) ������������ B) �����
�� C) ����1+��� 1
� D) ��������5
��� 

 
 
 2. *�������	��)�(���(&������	��)#
�$��

(�������&���!
�"�� �
,+
4�1+�+�����������	����(����������������56�+��#5 ���5��+����
	����(�����&������+
4�1+�+������1+����	%�	��1
�� (�������&����+�,�+�������&���!
�"��1,��
����56� 3 ���� (�%5 2.2) �:� 

�������
�!��*����� (Panicle initiation) 

������4�����+
4�1+�����	����&���-�����(������/4����5
���	������ A/���
���������%�)������,
�,�

�&�����������	����(�����1
�� 11 �
� 9��
����,�,��� &���3�����������!
>���/4���&��&��
�-�����(�����#������+��5
�� ��

�0*��
���!%����� 	���� ��� 1.0-1.5 �� 9���56������
����:�
������
�&��:�5
����/4������� 1
��&/������	����&���-�����(����� &���
4�������
>�����������
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����&/�&����� ���	����&���-�����(�����&������/4����+������+��1������ �

�&���
4��3&������/4����
����5D�)%�� ������+��)%��1
�++��)%�� +��
-��
, 

 �������#
<�����*����� (Panicle development) 

������4 �
,+
4�1+�&���-�����(��������
>������/4�(������56�!%�	����,�5
��	�����
5
���	������1
���
���56�(�����������%�)������,�,����,"� 9��
������,1
���,�,A/������
��%����&���3�(��������(
��&� 9/�������4 &-����������������(�����&�9%��-�����/4�1
�� ��:��
�,"��/4�&�9/�&����/�� A/�����+������,"���%������
,������
��
,���+������,1�������%�9
�#5 

����������-������ (Heading-flowering stage) 

������4�
,+
4�1+����������$
�&����,�,"� �������$
������������1��; &�(�4+
4�+���/4� 
��������
4����&��$
�!����,�,"���������
�5����* 7 �
� �������$
����������&�$	�!
�"��
���� ���$	�!
�"�������/4��

�&�����,���
3����� ������:�,���!
�"��&�$	�!
�"������
��(��������
���&������,�� ����(%��	�+
�$%�	���
,��*%����� ���*�����
,��*%9%�	�������&��56���
�������
�
�
,����
�1+����
������*% 1
��-�����������$	���	� �

�&���
4� leamma 1
� palea �3&�5G� 
��4�����
,��*%��%�)�����  
 

 
 

 

 
  A                 B                    C 

 
��+ 2.2  A) �������	����(����� B) �������!
>�����(����� 1
� C) ����������-���,�� 

 3. *�������	��)�(���(������7�
��:��
������*%+�
�,������	�+
����� ����-��(:4�+
�$%�&��������� �-��(:4�����#5$	��
,

#�� ����&�����(�����4�������1,������56� 3 ���� (�%5 2.3) �:� 

 �����>/��� (Milk grain stage) 

��������4����
���	������ �,�������1
�+
4�+�� ������������/4��������

�; A/��&�#��
������&��
���+��#5��:���; )����������������	�����4-���	���� 9��,�,��
3������%�4-���&�
��

������)����� �����4-���&�	�4�	��
���:���4-��������1�3� 

�0*�)��������	
���+#����:��9/�
�����4-��������1�3� �:�5
�����&������9�������
������
,���5
�����(�4�����
,!:4���� ��:������
&��1��+
4�8��5����* 90 ��'� 
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 ��������!� (Dough stage) 

��:���4-�������
3������1�3�+
� �4-���
������
3�&�����/4� ��
3�������5
�����56�	���
:��
��
3������%�5
�����&������1������ 1
���
3������%�9
�#5&����������1��+���� ������������:�
������
3�1�3�+
���4&�	�4�	����:����
3����5
��������	%�!:4���� 1
���
3��
��; ���(�4�����
,
!:4���� 

�������7�4�� (Mature grain stage) 

��������4��
3������
3����������+3����1
�������1�3� ��
3������
3������&�#����	�
����� ��&��,����
3�����
���	��������%� �56���������� �,&�1�������������3� ��,��!
�"�������
4�����,�
�
��	��������:����
3�1��1
�� ����
,+
4�1+�����$
�!����,�,&�9/�������4&������
�5����* 30 �
��3
��3,������#�� 

 
                  A                      B              C 

 
��+ 2.3  A) �����>/��� B) ��������!� 1
� C)�������7�4�� 

2.2 �!��
" (Pigmented Rice) 

�����
���
�����!
�"������������ �-������������1+�+������	�����������1+�
�
!
�"�� 	������
3������56�

�0*���/�����1	������1+�+����������!
�"������#�������(
��&� ����
�
��!
�"�������	����1
�	�	�	��	� (pigments) �����
3� A/��	���������%����	�������-����� �-����#��
�����
����������
3�	�+���; �(�� ���� 1�� 1
���
:��  ����	���
����45@&&�,
�#���
,�������
,�����
,���)��56�������

�����/4� ��:���&��	��	�	��������56�	�������5����(��+��	��)�! 1
�����
������
�����5�
,5���!
�"�������5��	��"�)�! �-����5@&&�,
�#����!
�"������	�����; �����/4��
���
��
!
�"��  
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 2.2.1 �!�����"���/�[4] 

�����������-�  ��:������+��)�0�!:4���:�����������:����   ������-�   �56���������
+��

�0*�	������
3������	������-�  ��:�1����-�  ����5
%������)�����:�  1
�)��
+��
�����8������:����5����'#��  ���&����4�
������5
%��
��#5��5����'	�"��*�
D
5��(�"�5#+�5��(�(�
��  1
�	�"��*�
D��������  �������  ���5�K�  1
�	�"��*�
D5��(�(�&��  
!
�"�������������-���

�0*��56�����!
�"��#�1	�1
��56�����������  5
%�#���8!����5H ���&����4
�����������-�!
�"��!:4���:��&���������1
��1
�����OP�+
�&��1
����  +������+���!
�4�&
�&
��	�
�����  

�0*����1+�+���#5&�������
��#5�����3�#�������(
��&��:�  ���5���?���	�����,�	���
+���;���+��  �(��  ��,�,  1$���,  �
�,���  �5
:����
3�  ��:��������
3�  �56�+��  5����*���
	�&��������1+�+����
�#5  �56�

�0*��8!��5��&-�!
�"��A/��+��)%��5@�������9��������������-�#��  
&���

�0*�	������8!��	��������:��������
3������
4�  ���*���������������-���  &���

�0*�	�����
5���?��%�	����:��; ����  ���&����4��&1,��

�0*�5��&-�+��	���:��������
3�����8!������
�������-��������+������9���  �:�  ������-�
��� (��
3�������	������
4���
3�) �
, ������-�$�� (��
3���	�
�����!���,��	���) 

 

 

 

 

 

 

 

 

��*�����������������-�!
�"��!:4���:��+��)%��5@�������9����(:����������������-��56�
	���#!� ���5
%������������-�&/��56����5
%��!����!:���(�������
�0���������
4� A/���������(�����
�������-��
�0� �:����+��
:����������
��
%� �
����
���������+ ���	+�����
��
%�1
���
���+��
:��&��-����+�������������-���+���
,�,������ (�,(�) ����
,5����� �
��
4����5
%�����
�������-������+&/���#��5
%��!:��,���)� 1+�&�5
%��!:��	���#!� �
��
4������3,������&/�&���3,������
#���
4�+��1
��
�����#��&�����&��-����(��56�	���#!� ���&����4��&������	-��
�	-���
,����:��; 
��� �
��(�� 	���3&!����!�
+���(	��� Q 	���,����(������ #������
���#����,�!����(��!�"� 
“��-�1���
���” ��:���	�3&��������:���(���� ��� “���!�&��
:��
���9/����������������/�� �56�����+��
�-�&������	��-� A/������%������%�,�����������*<
 �%���:��&�+����(��4-���
-�"��	���
4���&/��/4� ���
&���-�

���&
�����!
�"����4��%� �������
��������!
�"����4���������
�0��������3� �
,5�����#���
4��56����
����1
�������” (���	
���+����56������&��#���(�����������) 
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$
�����&
�!,��������������-� ����*�������)(�'�	+����0+�	%����������:��; �4-��
���
�-������3����*	�,
+��8!������-��������*�����������4-��
�&��!:(�:���(���
� ����8!��!:($
� 

�
����:��4-��
����-�����&���

�0*�����
�������
���
%��
� (Nut-like flavor) ���&��	������ 
unsaponifiable components 1
� fatty acids 1
�� �
��� tocopherol (vitamin E)  1
�	��5����, 
phenols �������*	�,
+��-�����4-��
�&���5
:������#���:������������ !,����� �-oryzanol ((������ 
ferulic acids) ��%�5����* 2-3% 	����4����*	�,
+������(�������������������
��+ (������
	
��������F������ A/��&�(�����������&����+�,�+�����0�� A/��5@&&�,
�#�������	
��������1
�$
�+
	����4�!:���(��56����	���	��)�!1
�� ���&�������(:���������56�	���#!�1
���*�������)(�
'�	+����0+���������������-�1
�� ���5���I�/4����	�������������&�56�5���I���*����
"���(�+��!:�����&��56�5����(��+��!:( ����56�&���/��%���:�#���/��%�����	��&������1
�1�
� 

�!:��(�����
:���:�+������!E+�����������&����+�,�+1
����	:,	��!
�"�����!:(���  

 
 2.2.2  �!���	!�������[5] 
 
 
 
 
 
 
 

�����&�������
�56��������#���
,����
��
:�� 1
�!
>��&�#�������������
3������
��������
��� 	��������� �����
�����:�����	��&����������� 1
����
������ �����&�������
 �56������&��	��-� 
��
3��	 ���#��&������
�!
�"���
����������������-�+���+�4�&��&�� �����&�������
	%�5����* 60-

75 �A�+���+� �������
���3,������ 95-105 �
� �����1+����� �,1
�
-�+��	������5����� ���%�, ���
+�� ��� 1
���
3���	��������� $
$
�+5����* 400-700 ���
��
�+��#�� &�����'/�0����

�0*�
!
�"����� ����(� microsatellite &-���� 48 +-�1���� (�4�����3���� �����&�������
������1+�+���
&������ Hei Bao 1
� Xua Bue Huq &��&�� A/����5����*�5�+��1
�"�+���
3�	%� 1	�������3���� 
�����
4� 3 #��#���56�����!
�"��������
�  
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�
�2��&��#0�2�'�
(�� :
 (:��	��
�    �����&�������
 

 (:�������'�	+��   Oryza sativa 

 (:����'�      INDICA 
 
�
�2��+��	/�#
�$�� :

�����&�������
�56�������	�� #��#�1	� 	����95
%�#��+
���
4�5H ���1+����� 
+������+�����#��� (blast) �����+��	)�!1
�� (drought) 1
������3� (salinity) 1+�#��+������
�����,�,1��� 1
�1�
�����
��; #5  
 ����	%����+��   75 �A�+���+� 

 	���� �,/
-�+��   ��������������� 

 ��
3������
������5����* 6.5 ��. ��	������-� 

 �5
:��������
3�����  ��	��������� 

 ���������3,������   95-100 �
� 

 $
$
�+�8
���   400-700 ���
��
�+��#�� 
 
+���������+��������
������������7� : 

 5����* 15B����
��
	 (amylose)   12% 

 5����*"�+���
3�     2-2.25 ��

���
�+�� 100 ��
� 

 5����*	��+�������%
��	�� (antioxidant)  292 #������
+����
� 

 �4-��
��-�����     18% 

 �	����&���-�����     10% 
 
�
�2��&���?*����� :

�����&�������
�56������������*�������)(�����	%� ������5�+����%���(���5����* 10-

12.5 % ��5����*15B����
��
	5����* 12-13% ��5����*	�� 2-acetyl-1-pyrroline 5���
�� 
�����
,	����������&-��!��!�� cyclohexanone ��5����*��� ��1�
�A��� 4.2 ��

���
�+��
100 ��
� 5����*"�+���
3�15�5����%�������� 2.25- 3.25 ��

���
�+��100 ��
� 1
�"�+�	
���	�
5����* 2.9 ��

���
�+�� 100 ��
� �����&�������
��5����*	�� antioxidation 	%�5����* 293 #�
�����
+����
� ��	��������:��������
3�����56�	���������5����,#5����	�� anthocyanin, 

proanthocyanidin, bioflavonoids 1
� vitmin E A/���56�	��+�������%
��	��1
��(��56�	�$	�
�����+��"���(�+� 

��	�������-�1
�&�%����� �� vitmin E, vitmin B 1
����#��
�#������+
�	%� ��	������
�-����4-��
��-����� 18% �56�����5����, A/�� 80 % �56�(��� C18:1 1
� C18:2 ���:���
,�4-��
����
#��&��9
����
:��1
������!�1
�!,�����	�� omega-3 5����* 1-2 % �-���������&�������
��
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5����*�	���� digestible fiber 	%�9/� 10% &������%
����)(������
,#����������&�������
�56�����
�����'
��)�!������-���15��%5�����+	����������	%� �(�� ���$
�+$
�+)
*<������&��15B�
�����&�������
 ����
4�����,���4��+��� 

2.3  ���������� (Flavonoids) 

Flavonoids �56�	��5���)� polyphenolic compounds �����
��
5����,���� 15 

����,�� �� benzene &-���� 2 �� �(:����
����� carbon chain ���������,��&-���� 3 ��+�� �����
���������
��
�����4��� C6 - C3 - C6 system 
 

  

Flavonoids �56��
���	�����!,�����!:((
4�	%� 	���
�����4��,�,��	-��
�����-��������	���
������!:(#����� (angiosperm families) �
��(��� �����#��3+��!,���!:(	����9	����	�� 
flavonoids #����	����:��; 1�,���	��� A/����&������	����1
��������1+�+����
�#5  

����	�������������� flavonoids 	��������56����
��
����� 15 ����,�� (C15 skeleton) 

1
��� Chromane ring (ring C)  ����� aromatic ring  �������/�� (ring B) �(:�����+-�1������� 2, 3 

��:� 4 

  

Flavonoids ,������	������&��	������ six-membered heterocyclic ring (ring C) ����
�56� isomer ���1+�+����
� ��:������1��������� five-membered ring ����� oxygen bridge �
,
����,��+-�1������� 2 ���	������,�� 3 ��+�� �����%�������� ring A 1
� B A/������	��������*�
�(����4�����/4�#������
� +
������ �(�� ���
��
��� 2-benzyl-coumarone   

  
 

AURONES (2-benzyl-coumarone)  
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Flavonoids 1,������56��
�������+�����1����������%�+���; ,� ring C ���&��-����
���� oxidation state ��� heterocyclic ring C 1+�+����
�#5 1
�+-�1������� ring B ����(:��+��,� 
ring C �-���������
�������1+�+����
�#5���� +
�������
����������	-��
����	���
��� flavonoids 

#��1��   

Chalcones Flavones 

O

OH

OH

HO

OH
  
Flavanone Flavonol 

O

O

OH

HO

OH O

O

OH

HO

OH

OH

  
Isoflavonoids Anthocyanins 

 

O

OH

HO

OH

OH

 

	�����
��� flavanones, flavones, flavonols 1
� anthocyanins 	��������� aromatic 

ring B �(:���+���
, heterocyclic ring ���+-�1������� 2 ������ isoflavonoids ����� aromatic ring B 

�(:���+���
, heterocyclic ring ���+-�1������� 3 1
�	�����
��� neoflavonoids A/�� chromane �� 
aromatic ring B �(:���+���
, heterocyclic ring ���+-�1������� 4 (4-phenyl-coumarins) �
��
4� 
,����
4�&
� flavonoids 2 �
����

���4�56� abnormal flavonoids   

O O
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O

R4

R2

R5

R5

R1

R3
1'
2' 3'

5'

4'

6'

1

2

34

8

7

6 5

2.4 4���&%6����� (Anthocyanins)

Anthocyanins �56�	��5����,�
�����������
��������  !,��"���(�+����%5���
�F+�����#A�� anthocyanins ���%5��#�
�������������� 1�����#A������� A/������	����
5����,����#������� flavilium ��:� 2-phenylbenzopyrilium 1
��������%� hydroxy (-OH) 

1
� methoxy (-OCH3) ���+-�1����+����
� (�%5 2.4 1
�+���� 2.1) 1�����#A����� 6 (��� (�%5 

2.5) !,��$
#��1
�$
� 	����1����#A��������1+�+����
��56�$
��&���%51,,�����%�1����� -

OH 1
� -OCH3 
 
 

 
 
 

��+ 2.4  1	������	�����

�����������	��5����, anthocyanins 

 
Anthocyanins �������%���"���(�+������� 250 ����	���� �56� anthocyanins ���9%�

��������$
#��5����* 70 ����	����  anthocyanins ���9%����!,&����%51,,����	����1,,#�

��#A�� (glycoside) A/��5����,����	�������56��4-�+�
 1
�	�������56���#�
��� (aglycone) ����� 
1����#A������� (anthocyanidin) A/��1�����&���
�#���������-�#F���#
A�	������� (acid 

hydrolysis) ����:4���:��!:(&�#��!, anthocyanins �����%����%5��	��&�!,�8!�������%����%5 glycoside 
�:� ����
,�4-�+�
�56���	����� (ester) �����
4� �������
,���
��
����4-�+�
&�	����!
�"�#�
��A�
��� (glycosidic bond) +��+-�1��������,��+-�1������� 3 1
�+-�1������� 5  
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(���� 2.1 1	�� anthocyanins ���!,��"���(�+�

Name Substitution pattern Color 

3 5 6 7 3' 4' 5' 

Apigenidin H OH H OH H OH H Orange 

Auratinidin OH OH OH OH H OH H Orange 

Cyanidin OH OH H OH OH OH H Orange-red 

Delphinidin OH OH H OH OH OH OH Bluish-red 

Europinidin OH OMe H OH OMe OH OH Bluish-red 

Hirsutidin OH OH H OMe OMe OH OMe Bluish-red 

Leteolinidin H OH H OH OH OH H Orange 

Malvidin OH OH H OH OMe OMe OMe Bluish-red 

Pelargonidin OH OH H OH H OH H Orange 

Peonidin OH OH H OH OMe OH H Orange-Red 

Petunidin OH OH H OH OMe OH OH Bluish-red 

Puchellidin OH OMe H OH OH OH OH Bluish-red 

Rosinidin OH OH H OMe OMe OH H Red 
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O

OH

OH

OH

HO

Pelargonidin

O

OH

OH

OH

HO

Cyanidin

OH

O

OH

OH

OH

HO

Peonidin

OCH3

O

OH

OH

OH

HO

Petunidin

OCH3

OH O

OH

OH

OH

HO

Malvidin

OCH3

OCH3

O

OH

OH

OH

HO

Delphinidin

OH

OH

 

��+ 2.5  1	������	�������������� anthocyanins ���!,����
��#5������� 
 
 
 

�4-�+�
����56�����5����,��� anthocyanins ��&&��� 1, 2 ��:� 3 ���
��
�3#��1
�
�56�#���
4� ����- #�- 1
�#+�1A3���#��� (mono- di- and trisaccharide) �(�� �
%��	 (glucose), ��
��,���	 (arabinose), #A��	 (xylose), ��1
��+	 (galactose), 1����	 (rhamnose), �����+	 
(fructose), �%+���	 (rutinose (6-O-�-L-rhanosyl-D-glucose)), A������	 (sorphorose (2-O-�-

D-xylosyl-D-glucose), gentobiose (6-O-�-D-glucosyl-D-glucose)), 1A�,%#,��	 (sambubiose 

(2-O-�-D- glucosyl -D-glucose)), #A�
A�
�%+���	 (xylosylrutinose), 1
� #���A�
�%+���	 
(glucosylrutinose) 1	������	�������%5 2.6 ���&�����
��
����4-�+�
���	����9	����!
�"��
, 

anthocyanins 	��5����,!���

����
+	����9	����!
�"��
,	��5����, anthocyanins 1
�
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���
��
����4-�+�
#���������:���
� ��%��

����
+���!,�����(�� p-coumaryl, caffeic, ferulic, 1
� 
sinapic acid (�%5 2.7) �56�+�� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

��+ 2.6  ����	��������������
��
����4-�+�
1+�
�(��� 
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��+ 2.7  ����	��������������	��5����,��%��

����
+ 

Anthocyanins ������5
����15
�	�+����� pH ���	��
�
��������	�1����:��
	��
�
���56������:����	��4-�������:��	��
�
���56����� �������������&����+�,�+���$
&���
���	
��������1
�	�	���� anthocyanins �!���	%��/4���:���;�-��������	�1��,����*��:4���:��(
4� 
upper mesocrap ��������	�	���� anthocyanins 5����*	%��� vacuole ����5
����15
�	�1
�
������+
���� anthocyanins �/4��
,����	�������$
�15�+����� pH ���&��5
����15
� 4 

����	�����:� quinonidal, flavylium 1�+#������:���
:� oxonium ����	�������#����	� carbinol 

pseudobase 1
� chalcone �����56���������!����/4�	����� anthocyanins �5
����	� carbinol 

pseudobase A/���56��%5���9%��-�
��#�������������#A�� ����5
����15
�����	�������1�����#A
������
4�	���%51,, �
�1	�����%5 2.8 
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 ��+ 2.8   ����5
����15
�����	��������������1�����#A����� 

 

5����(����������)	
(�����1
���*	�,
+����(���������� anthocyanins  1	��
��*	�,
+�+�������%
��	�� ��E�"�=+����A

�����3� +�����:4���� +�������
��	, $
�������,+��
���5B���
��
���
:�� $
�������,����� ����
4�����������������
��+ $
&���	���
:��1+� 
1
����5B���
����	�	�����
���+�+���
���
:�� ��*	�,
+������	� �56�����	����9�������
E�"�=+�������%
��	����� anthocyanins A/����	���	-��
������(���
��������1��1
�E�"�=���	��
!������%
��	����+
�������(�� 	����������A��&���/��1
�	����+�� ��:� 	��5����,!���5���
���#A�� �
#����+�������%
��	����� anthocyanins  ��:���&�� anthocyanins �56�	��5����,
5���)�	��5����,�H��
���
4�����%�������
3�+�����:�#F����&� �:� ��%�#F����A� (-OH) ��:���%�
�����A� (-OCH3) &/�	����9�����%����
3�+�����:�#F����&�1��	������56�����%
��	��#�� ��:��
	��5����, phenolics ��:� anthocyanins �	�����
3�+�����:�#F����&���+��#51
�� &�
	����9�������A1����)��������	�������	������-�������
��
���	��5����, anthocyanins 

�	9��� 1
�����	����9�����������
3�+�����:�#F����&���+�� �
��/4���%��
,	�������5����,
�
��56�����	���� A/���5���,#���
,E�"�=1
����������� anthocyanins 
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2.5  �&����������������&����@-4�

�+��&���(�"  (Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry: LC-MS)[6]


����������������H (LC) �56����������1��1
�������������	�������'
��

����
������
,1�C	�����������H �!���1+�+����
������	��
:������  (mobile phase) ��� LC �
4� �(���	
��
:�������56������
� ��������������	������(������� LC ��	��
:������&�9%��
�����5@S������
��*)�!	%�!�	��
�
��+
����������	%���

��������
+�����#�
#������ 5 ��

�
�+�+������ )����
��

����
4���	��
:������1
���	����� (stationary phase) &�	����9����1������-�+��	��+
������
#�� �-�����������1���������5����,��	��$	� &���
4�����5����,���9%�1��&����&����

���
����	%�+
�+��&�
�	
���*+��#5 

������������ LC #��9%�!
>����:�����&���	���9*������1��	������� ����(�5@S�����
�
�	%�!������
�����56� liquid mobile phase #�
$��� stationary phase �����

�0*��56������
�
��
:�,��%�,����)�����1�3������
3��	��$��'%����
��5����* 5-10 #������
4� �-����5@&&�,
�
������ LC �
���(:���������� HPLC �����&�� High Performance Liquid Chromatography ��:� 
High Pressure Liquid Chromatography   

HPLC 	����9�(���������������	�����	
��+
������*�)%��	%� 1
�������
���56�#�#��
��� ���&����4	�������	)�!�
4�	%� 1
�����%��@���(
����9%�#���#�A�#�� A/��&�1	���������1���
�56�

�0*�!������56���� ��:���(������� GC 	����9�-���������������������� HPLC #�� �
��
4� 

HPLC &/��56���������������	�	-���
,	����������� ��:�����%
#���� 	��5����,��������� 

(������ �(�� 	����95�����+��(����������������4-�+�
 ����������� #��
� ��������� �55#��� 
	��5����,�(��A�������
��   	��1��+����A�1��&-�!���H��
���������   	��!�0  �(��  �

�

����A����9
��+���;  1
���+����  �56�+��  ���&����4�
������5�����+� HPLC �!:�����1��1
�
�-�	��+
���������,��	��"�=�/4� ���:��� HPLC ����
��#5��	���5����,�
��%5 2.9   �:� )�(��,��&�
��	��
:������ ��,,5@S� +-�1�������8��	�� ��

��� 1
�+
�+��&�
�	
���* 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��+ 2.9 1$�)�!1	��	���5����,������:��� HPLC
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 � ?�*�����	���
���:-��&"- (mobile phase reservoir) 

����
��#5 )�(�����,��&���	��
:������&��-�������
3��
��#��	��� (stainless steel) ��:�
1��� 1
������� 1 
�+� ������
3�; �����	��$���'%����
�� 1/8 ��4� +��&��)�(��,��&���	
��
:�������!:��!���	��
:����������	%�5@S� ��	��
:����������&�����	%�5@S�&�+���������������,������ 

0.45 ��:� 0.2 #����� ���5��'&��$� M�K� 1
����)��1���
��+���; A/��&��-�����������1���
	������-�������5@S�#�� 1
���&�-�
����
�����5@S�#�� ���5�������/�����	-��
� �:� ���1�C	��:�
����'���
�
����%�����	��
:������ ����8!��1�C	���A��&� 1
�1�C	#��+��&� 9��#���-�&
�&��-����
�������1�C	)������

��� ��:���&&�����#5�,���+
�+��&�
���:��-��������-�������5@S��	��#5 

��:�#5�-�5?��������
,��	��
:������ �
��
4�&/�+����-�&
�1�C	���
�
����%�����	��
:��������������
��,,�-�
��1�C	 (degassing system) ����-�
��1�C	��&�-�#����������3,��	��
:������#��)���+�
	������' ��:���������������1
�����	��
:������������,,��
+���A��� ��:���&&�$���1�C	
F��
��������(��; 1
�+����:���

� ����+8A� (pumping system) 

5@S��-��������	����	��
:����������	%���

���  ��:���&����

���,��&��������)�������
3� 

�
��
4�&/�������+���������#�
�����	��
:��������:����	��
:������#�
$�����

��� ����+������
���#�
&�����/4���:����

���,��&��������)������������
3�
� �56�$
���+����(������
�	%������
�
���	��
:���������#�
#5 ��,,5@S�����(������:��� HPLC 1,������56� 2 ��,, �:� 5@S������,������
�
+�����#�
�����	��
:�����������  1
�5@S������,�����������
�������#�
�����	��
:����������� 
��,,5@S�1
�����(:���+���; ����-�������
3��
��#��	��� A/��	����9��+�������
�1
�����
�
��������	��!�����A�#�A�  ���  �,	  1
�+
��-�
�
����������+���;  

 
 � (/�4����&"-�"�
�� 

���8��	��+
����������	%���

���������	-��
������������+�����1��	�� ��:���&��	��
+
���������$�������#5����

��������%���

�0*�����56�19,���1�,������	���������&��56�#5#��  
�
��
4���"����+���; ����(����������
����"� ��"�����������	�� �:� ���8��	��+
������$��� septum ����
��3�8�� (microsyringe) 1+�+������
����
���:���&��)������,,�������
�	%� 	�����"���������(��
�
����56����8��	��+
����������	%���

���$���
%!��
�� (loop valve) A/���� 2 1,, �:� 1,,�����
%!
��
����%�)����� (external loop valve) 1
�1,,�����
%!��
����%�)���� (internal loop valve) 

���&����4�
������8��	��+
����������	%���

���1,,�
+���
+� (autosampler) A/��	����98��	��
+
������#��&-������� �-����(���
�1�����1
�5�
,5�������1����-��������������� 1
���
�����&
���4���:���
����������������-1�		�56��+����+�������(� &�����,,8��	��+
�������56�1,,
�
+���
+� 
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� ���
��� (column) 

��

����56���5��*�����(�	-���
,1��	��+
������ 	��������-�������
3��
��#��	��� A/��
������
,������+����(������
�	%� ���&����4��&�-�����1��� A/��������
,�������(������
�+�-� ��:�
��&�-�����!
�	+��  ��

�������(��� HPLC 5����,���� 

- !����

��� (precolumn) 9%��-����(�����*����+������5�
,)��������	��
:������ ��:�
�-������	��
:����������+
� ����-���+����%��������5@S�1
�	���8��	��+
������ ,��&�������	�����
���:���
,��

�������(�1��	�� �!���1+������)��������������   

- �������

��� (guard column) ��%��������	���8��	���
,��

�������(������1��	�� 

�-��������(�������	����&:�5����&��	��
�
��+
������1
���	��
:������ 1
�5B���
���

�������(�
�����1��	��&��	�����������	����9������%�A
,#���� ���������#������ 5 �A�+���+�)����
,��&��������)�����:���
,��

�������(������1��	�� 1
� guard column 9%����1,,�����
5����+�(������� (dead volume) �������	�� �
��
4�5��	��"�)�!�����1��&�
�
��������	�� ��:�#��
�����	%��	��5��	��"�)�!�����1���
�   

- ��

�������(������1��	�� (analytical column) ���5�+���������� 15, 25 ��:� 30 

�A�+���+� �������	��$���'%����
��)����  4.6 ��:� 5 ��

���+� ,��&��������)������ 3, 5 

��:� 10 #����� 1
��
+�����#�
 1-2 ��

�
�+�+������ 5@&&�,
���

�������(��
, HPLC ��1������
���&����	��$���'%����
��)�����
3�
� 1
�,��&��������)���������������������:������
, 3 

#�����  
 

 � (
�(��	�
� (detector) 

����
:��+
�+��&�
������:���
���������������� �/4���%��
,(������	��+
������ ����
������� ����#�  ���������
�#���
,+
��-�
�
�� 1
�1,,��������
%(
� (elution) +
�+��&�
���
���:���
����������������  	����91,��#���56� 2 (��� �:�  

1) General detector �56�����
�����5
����15
����	�,
+�������)�!�����	
��
:����������
,���+
�9%�
�
�� �(�� refractive index determination 1
� conductivity detector  

2) Selective detector �56�����
�����5
����15
����+
�9%�
�
���!�������������
�����
4� �(�� UV-Vis detector, fluorescent detector, electrochemical detector 1
� mass 

spectrometer  �56�+��  
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��������� LC ��!��
� MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) 

!
>�������� LC-MS �����/4���:���&������+�������������������	�������
	������������+
���������A
,A��� 1
�������5����,���	��&�56�	������������� (non-volatile)  

��:�	�����	
��+
���:������������� (thermally labile) 	����
����4&/�#��	����99%�1��1
�
������������� GC-MS #�� A/�����*�������
������� GC-MS �����&-��
��
���4  
 

1. +
���������&����������+��������#�� 
2. #��	����9���������	��5����,5���)����
4� 	�����	
��+
������������� 1
� 	�������

�4-���
����
��
	%�  
3. 	������������������
��
#�������
� ��&+����5
���� functional group �!:����������#����

�������-� derivatisation  

4. ����+����	��	�
������������������ GC-MS ���
���
4�+�� ����8!��+����
:��+
��-�

�
�����	��	�
���������	� 1
�#���56��
�+���+�� stationary phase 

 
LC �56����������������������H����(������
��56� mobile phase �
��
4���:��+�� LC 

�����
, MS �����
����$������1������ LC #��	����99%��-�����#5�� ion source ��� MS #���
���� 
�!��� ion source �
��-������	)�����*�)%��	%�1
������
�+�-���� �����
��!����
3�����&�
��������1�C	5����*����������&-��
������,,	������'��� MS ���&�	����9�-�&
�#��  �
��
4�&/�
+�������,,&
�������	����9�-�&
� mobile phase ��� LC �������&��-�	�����9%�1��&�� LC ����#5
�� ion source ��� MS ��,,+
��
������(:���+��������� LC 1
� MS �������� “LC-MS Interface” 

A/����!
>�������:�����+
4�1+�5����*5H �.'. 1958  &�9/�5@&&�,
� �-������ LC-MS Interface 
�������
��1,, �����#��3+�����1,,+�������*	�,
+��:� �-�&
������
�����56� LC mobile 

phase ���#5 1
�	����9�5
�������
��
���	�����+���������������A/����%���	)�!	��
�
�� 
(molecules in solution) ����
���56�#������	9���1�C	 (ions in gas phase) #���������
5��	��"�)�!  LC-MS Interfaces 	��������-���������56��
4�+
��(:���+�� (interface) 1
� ion source 

���*�������
� ���	-��
����
���4 
1. Direct liquid introduction (DLI) 
2. Moving-belt (MB) 
3. Particle beam (PB) 
4. Fast atom bombardment (FAB) and continuous flow fast atom bombardment 

(CF-FAB) 
5. Thermospray (TS) 
6. Matrix assisted laser desorption ionisation (MALDI) 
7. Atmospheric pressure ionisation (API) 

- Electrospray ionisation (ESI) 
- Atmospheric pressure chemical ionisation 
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LC-MS Interfaces ,��1,,9%�!
>���/4�������1��; 1
�5�����+��
,������������ 

#���� 1+�+������:�������!
>�� LC-MS Interfaces (������������5��	��"�)�!������ &/��-���� LC-

MS Interfaces 1,,����,��(���9%��
���(����#5 �����#��3+�� LC-MS Interfaces ,��(��� �(�� 
API  #��������������/4���+
4�1+�	�
�1��; 1
�+����)���

�#��9%�!
>���!:�������5��	��"� )�!��
�/4� 1
�9%��-���5�����+������1!���
����5@&&�,
�   

��:��5�����+� LC-MS �
,������������	���������� !,�������	����9��� LC-MS 
interface 1+�
�1,,�
4�1+�+����
� 	�������	����9�(����������	��#����������,�
���
4�	�������
��*	�,
+� nonpolar 1
� polar �����#��3+������	����9�����5�����+��
4�1+�+����
���1+�
� 
interface ������������	��������
4�	%����; �
4��� interface ��������	� 2 1,,�:� FAB 1
� API-

Electrospray ���*�������
���:��!�&��*��4-���
����
��
���	��!,��� LC-MS interfaces 	���
����	����95�����+�#���
,	��������4-���
����
��
+�-����� 1,200 amu ���*���� API-Electrospray 

�
4��56� interface ��������	����95�����+�#�����,�
��9/�	��������4-���
����
��
	%�9/� 100,000 
amu 1+�������	��+�����#��	����9�(��
,	������56��
��� nonpolar #�� �
��
4�&/�#�������5�
,����	����
��� electrospray ion source ���	����9���������	���
��� nonpolar ������
#�(����-����
	��
�
��������56�#�����(��������� 1
���������+����������#�����������,������������
&/���������,�������4��� atmospheric pressure chemical ionisation (APCI)  A/���
4� electrospray 

1
� APCI ion source 	����9�(�	

,�
�,����:����:�������
�#�� ��:���&��������	�����

�
���:���
�  
 
Atmospheric pressure ionisation (API)  

������ API ��4#��9%�!
>���/4������1��; �������!�����+�� LC �����
, MS 1+�#��
5��	,$
	-���3&����#��
� &�#�������5�
,5����/4������������

�1
���5��	��"�)�!��
4-����� LC-

MS interfaces ,��1,, �-����#���
,������������/4���5@&&�,
�  
API �56���������� ionization �������
�,������'5�+� (atmospheric pressure 

ionization) A/��1,���56� 2 �����������:� electrospray ionization (ESI) 1
� atmospheric pressure 

chemical ionization (APCI) �
�#���
�����1
�� ������ API &/��(��56�+
��
�����+����, LC 1
� 
MS #���������5��	��"�)�! ���&����4 API �
������5�����+��(��
,	����������#����������� LC-MS 

interfaces �:��; ����5���,����,����	����9������5�����+�������� API-ESI 1
� APCI 

!,��� ������ ESI �����5�����+�������,�
��	��	����������	����9������������� APCI �(���
� 
����������*�����56�	��5���)�����������56� nonpolar 	%� �
��
4� ESI &/��
,#������56� LC-MS 

interface ����56�+
��
:��
-��
,1���������������������5����,&�� LC ���� MS 
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� Electrospray ionisation : ESI 
 

ESI �56�����������-����	��+
��������������&����,, LC �����56�#����#���������-�
��������
���%���	)�!�56�
�����
3�; 1
��(�����+���'
���#��B�	%�������-�����������
��������-��56�5��&�������
��
+���; �����%�)����
���������
��
3�; ��4    �
��
4����
��
���	��
+
������&/�9%��-������%���	)����56�#���� A/����&�56�#����,����:�#����
,�3#�� &���
4���:��
�����������1
���-����+
��-�
�
����������&��
�����
3�; ��
����4 &���������
��
3�
����
���*����&-����#��������%��������� �����	��&/�����1��$

��
����5��&�)����
��������������
3�

� �-����#�������	��+
������1+��������%���	)���1�C	 ��:�	��5#������56�����������-��������
#�������	��+
��������	��
�
��1
��5
����#5�56�#������	)���1�C	 ��������/4�)���+�
�����
�,������'  )�!1	������%���, LC 1
� MS �����+
��
���56� ESI 1	���
��%5 2.10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
��+ 2.10  1	�����+����, LC 1
� MS �����+
��
���56� ESI 

 
 

	���5����,)����������:��� mass spectrometer ����� LC interface �56� ESI 1
� 
mass analyzer �56�(��� quadrupole  1	�����%5 2.11  �����
�&����,, LC #�
�������� ESI 

interface ���$������ capillary ���5
�����%�����
3��-���������
��������1+�+
����&������56�

�����
3�;  ����������������� spray chamber 1
� ionization �����/4�+������ spray chamber ��4 
A/����%�)���+������
�,������'5�+� �

�&���
4�#������������/4�9%��/��%������������ capillary ���
�(:���+��������� spray chamber �
,	���)������� MS A/����%�)���+�	������' &���
4�#����9%�
5�
,�����������56�1��+��������,,��� ion optics, skimmers, lens 1
� octapole �������&�����	%� 
quadrupole analyzer �!:�������������
+��#5  	������
��
���1�C	#��+��&�1
�+
��-�
�
��
	�������9%��-�&
����&�9%�5@S����#5���� turbomolecular pump �����,,	������' 
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 ��+ 2.11 1$�)�!	���5����,)������� ESI-MS 1,,�������'��������
:������ 
   ��� spray +
4�8���
,��'��������
:���������#��� (Orthogonal  

   electrospray system)[7] 
 

 
 
 �
#�������,����� ionization �� ESI 

Electrospray ionisation 5����,���� 3 �
4�+���

�; �:� 

1. Nebulization 1
� Charging 
2. Desolvation 
3. Ion evaporation 

 
��� nebulization ��� charging (�%5 2.12 �) �����/4���������
�&����,, HPLC 9%�

�-���������1�
���-�����#���� (ion source ��:� spray chamber) ���$��� nebulizing needle A/��
�-�������
3��
��#��	��� �	��$���'%����
��5����* 100 #�������%����
�8�� (nebulizer) ������
�
�8����4&�������+���'
���#��B�	%���� &������1+�+����������+���'
���#��B�5����* 3-6 

���
��
����������
�8�� 1
� counter electrode    (�(��  mass spectrometer sampling orifice) A/��
��%������
� 0.5-3 A.�. ��4 &��-��������	���#��B������1�� A/��&���������-��������5��&��/4�)����
�����
� �*����&���
�8���56�
�����
3�;  ��

�0*��%5���� (aerosol plume) A/��5��&����
�����/4����
4�5��&�,��1
�5��&�
,��%�)����
�����
3�; ������   

&���
4����
4�+�������� desolvation +
��-�
�
�������%���
�����
3�;  &�9%��-����
��������#5���1�C	#��+��&�����  A/��!�������&���
���
3�;   �����%�+���
������
,�
�8�� 
�
�1	�����%5 2.12 �   �-�����������
�����
3�; ��
���:���; 	��$
��� charge density �!����/4� 
&�5��&�,�
�����
3�; #��	����9��%������
�#�� ��:��-���� repulsive electrostatic (coulombic) 

forces ��������1�� cohesive forces (surface tension) �-����
�����
3�; 1+�����56�
��������
�
3�
�#5��� ���,�������4&�����A4-��
�#5��:���; &�����
�����$����������
���	���#��B����
����!����&��-����#�������	��+
������1��+
��
��������%���	9���1�C	���
4� ion evaporation 

(�%5 2.12 �) 5��	��"�)�!����������#������	)���1�C	�/4���%��
,����-����	��+
����������
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5��&� (charging) 1
�������#�������	��+
������1��+
��
������&��
�����
3�; 
(evaporation) ������� ion evaporation 	-���
,	�����
��
�����
3�1
�5���
���
�#��#����
$


!"��56� singly charged ions 1
����	���������������56�	�����
��
���� �(�� �5�+�� ���
	����99%���������-������������
,9����5�+��#���
��+-�1���������
��
 #����$


!":���
�����/4�&/��56�1,, multiply charged ions  

����
��#5#�������	�����
��
�
3���������/4�������
3��+�	�5���#���#��A(
� &���� 
mass spectrum ����� base peak �56� [M+H]+ �
�1	����	���� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

+
������ mass spectrum ��� phenylbutazone ���#��&������������������ ESI-MS ��
�%5 2.13 ��� base peak ��� m/z 309 A/���56� protonated molecular ion ��� phenylbutazone ���
#����� fragment ions 	����%5 2.14 1	�� ESI mass spectrum ��� myoglobin ���1	��������� 
multiply charged ions 1
� singly charged ion ���%5,�1
�
���+��
-��
, ������ molecular 

weight ���	�������(
��&� +
���������%5 2.15 1	�����1��1
����������	��$	���������
,
5��	��,��+
������� ESI mass spectrum ���1+�+����
� ��:���&��1+�
�	����	%+����
��
1
�
�4-���
����
��
+����
�  
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 ��+ 2.12 �
#�������� ionization �� ESI  �) Nebulization 1
� Charging   

   �) Desolvation  �) Ion evaporation 2 1,,[7] 

�)  ������� Singly charged ion 

�) 

�) 

     ������� Multiply charged ion 
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        ��+ 2.13  ESI mass spectrum ��� Phenylbutazone[7] 
      
 
 
 
 

 
 
 
��+ 2.14  ESI mass spectrum ��� Phage � lysozyme  1	�� multiply charged  

ions 1
�	����9�-���* MW #�������
, 17,828 + 2 Da[8] 
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   ��+ 2.15   TIC 1
� ESI mass spectrum ��������
,5��	��,��+
�[8] 
 
 

 
 5@&&
������$
+����������56�#����������
3��+�	�5��� 

1) 	��
�
������(��56� mobile phase ��� HPLC #��1�� 
- �
+�����#�
��� mobile phase A/��&�	
�!
�"��
,�����������+
��-�
�
����


�����
3�; �
+�����#�
#�����	%����� 1 mL/min ����8!��������4-��56�+
�
�-�
�
����%����� ����
+�����#�
��3�#5&��-����
���������
�A/������
���%��� 
spray chamber #������
�1���#���
� 1
�#������ ion evaporation +
��-�
�
�����
�����	��
,������ ES #��1�� H2O, acetronitrile, methanol, ethanol, isopropyl 

alcohol, acetone, t-butyl alcohol 1
� tetrahydrofuran �56�+�� 

- ��� pK ���	��+
������ 1
���� pH ���	��
�
��  

�  	��
�
������� pH > 7 (basic solution) &���:4�+��������� negative ion  ��� 
pH ��������	��:� ��� pH 9  

�  	��
�
������� pH < 7 (acid solution) &���:4�+��������� positive ion  ��� pH 

��������	��:� ��� pH 5  
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- ����	����9������-�#��B����	��
�
��  &�������	
�!
�"��
,����	����9
������
�� (desorb) ���#�������&��
�����
3�; A/����&�+�� isopropanol 

�!:��5�
,5�������	����9������-�#��B����+
��-�
�����#�����
4� 
 

2) ����
���
����	��+
���������#�����
4� �(�� polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) 

1
� polychlorinated biphenyl (PCBs) 

3) +
��-�
�
����������	�	-���
,+
��
�����
3��+�	�5��� (electrospray interface) #��1�� 
methanol, ethanol, propanol, isopropanol, butanol, acetonitrile, water, acetic acid, formic acid, 
acetone, dichloromethane, chloroform, 	��� dimethylformamide 1
� dimethylsulfoxide ����(� 
� 10% �!:��(����-��������#������	��
�
��1
�����
���
����+
��-�
�
���
�+��#5��4 #��1�� 
toluene, benzene, hydrocarbon  �(��  hexane, styrene, cyclic hydrocarbon, CCl4 1
� CS2  
 

���&����4 +-�1����1
�	)������ spray needle 1
������
������,��#
�A��� 
(nebulizer pressure) ��$
+����������56�#�������	�� ��:���&�����5�
, needle ��4&�9%��-����
���

�0*����
�����
3�; �(�� ����	���+����
�����
3�; ���9%�	�5�������� �������

�����
3�; 1
�	��
�
��+
��������������&���
�8�� 	)���1
����+
4��������+���'
���#��B����
��5G

��� 1
� chamber ��$
+�����,�������������56�#���� 

�����
���!:����	)�����������	������������56�#�������	��+
��������������
���
3��+�	�5������
��
,1�����,���	��+
�������
4���1���������&�����#����(��� [M+H]+ ��:� 
[M-H]- 1
��
:�� mode ������+��&�
�#�������+���
,5���)�#�������	�� �:� positive 

1
� negative mode 	-���
, cation 1
� anion +��
-��
,  &���
4�����-������
���!:��'/�0�$

�������+���'
���#��B����1�������+��� (fragmentor voltage) ����+���'
���#��B������5G

��� 
(capillary voltage) �����
������,��#
�A��� (nebulizer pressure) �
+�����#�
���1�C	�,1���
(drying gas flow) 1
� ��*�)%�����1�C	�,1��� (drying gas temperature) +����������56�#����
���	�� 1+�5@&&
��
��
���&��/4���%��
,��*	�,
+�����������	��+
������ ����5����, 1
��
+��
���#�
�����	��
:������������� ��������
������,��#
�A��� �
+�����#�
���1�C	�,1��� 1
�
��*�)%�����1�C	�,1���&��/4���%��
,����5����,1
��
+�����#�
�����	��
:������ 	�������+���
'
���#��B������5G

���&��/4���%��
,��*	�,
+�����������	��+
������  
 

 
������� fragmentation �� API : Collision Induced Dissociation (CID)  

��:���&����� ionization �����,�����1,, API �
4� ESI 1
� APCI �
4�������� 
chemical reaction A/��	��������56��
#�1,, proton transfer 1
� electrophilic addition �
��
4�
������� fragmentation &/�������'�����������8!��	�������!
�"��%���:��� aromatic ring ��%���
���
��
 	-���
,	�������!
�"����#��1�3���&�������1+�!
�"�#�� fragment ions 1+�#��#����&-����
����
� mass spectrum ���#��&/������
������#���!���!����&��(���,�����	��������������	���
4�
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����,�
,	����+�D�� �
��
4�&/�#�������!
����
#��!:�����#�������
��
���#��&�������� API ����
���1+�+
���� fragment ions �������
��
�����4�������� collision induced dissociation (CID) A/����
���,����� API �-�����(�1�C	�8:����(�� N2 ����!���(�#�������
��
���*��������#5�
� mass 

analyzer  �%5 2.16  1	��+-�1�������������� CID (fragmentation zone) �� ESI ���(�������
�

�&�����#������
:���������&�� capillary ��������	%� skimmer 

����*���� CID ��4 !

�������#�������#���
,&��5
����������� capillary 

(fragmentor voltages) �56�+
��-�����
+�����1+�+
����#�������
��
 ������1�C	 N2 �������!���
(�#�����
4���!

����1
�������3������ �
��
4����
��������� mass spectrum ���#��&��������
�!���#��/4���%��
,����+���'
���������1��#�������5
����� capillary �%5 2.17 1	�� mass spectrum 

��� triglyceride +
����������(� fragmentor voltages +����
� ��� fragmentor voltage 	%���� mass 

spectrum ����� fragment ions �������&�����	%��	�� side-chain fatty acids ���������	�,%�*�	
�!
�"�
	%���������(� fragmentor voltage +�-� 
 

  
 
   ��+ 2.16  +-�1�������������� fragmentation 1,, CID[7] 
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��+ 2.17   ESI mass spectrum ��� triglyceride 1	�� fragment ions  

���������	�,%�*�	
�!
�"�	%��/4� ��:���(� fragmentor voltage  

���	%��/4�[7] 
 

 
2.6 �&����4�

�+��&���(�"4��(����"���
� (Tandem Mass Spectrometry: MS/MS) 

������ MS/MS #��9%��-���5�����+��!:�����������	������������+
���������������
A
,A����������5����,	%� �(�� 	��	�
�&��"���(�+� ���������������� MS/MS �������+�����#��
+����-�����5����,���	��&�
4������%����%5	��,��	��"�=���� ��:�#��+�����'
����1������5����,
���	��&���&������5����,�:��; ��	��	�
����������� chromatography  

��� mass spectrometer ����(��56�1,,����� mass analyser ���������/��+
� �(�� triple-

stage quadrupole ��:� hybrid mass spectrometer �(�� quadrupole 1
� time-of-flight ��:��	��
+
���������5����,�����
������5����,9%��-�����#5�� ion source ��� MS  ���#��#��$������
1������5����,���� chromatography 	����
���
4����� ionisation +������ fragmentation #�� 
molecular ions 1
� fragment ions ���	��1+�
�+
���%�����
� #������
���
4���:��$����������
� 
mass analyser +
�1�� (MS1) A/��9%��5�1���#������
:��#�����!���+
������ (SIM  mode) 1
�
�56�#�������1	��

�0*��8!�����	�����	��& �(�� molecular ion (���#���� isomer ���	���
4�
�����%���	��	�
�) &���
4�#����+
�������
4� (A/���*���4�:� parent ion) &�9%�	��$�������#5����,,
�
�	���:� octapole A/���-��������5�
,��9������
:���������#��������56�1��+�� 1
��������#����
�
4�&������������#5�
� mass analyser +
����	�� (MS2) �
�&�9%�(��������
��
���1�C	�8:����(�� 
N2 5?���������������/4��56�1,, bimolecular dissociation �����5?����������1+�+
���������/4���� 
“collision induced dissociation: CID” #��$


!���56� daughter ions 1
� neutral fragments �
�
	���� 
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    mp
+       md

+  +  mn

           ��:�� mp
+ =  parent ion  

     md
+  =  daughter ions  

     mn =  neutral fragments 

 
 

�
��
4� mass spectrum ���#��&����� scan ���� mass analyser +
����	��&/��56� mass 

spectrum ��� daughter ions ��� parent ion ��!

����1
�����	����������
��
�����:4�+�����1+�
!
�"�&��-�������� daughter ions �/4��
���
��#���� A/��&��56�����%
 mass spectrum �����
���
������	����9�(�������5���,����,�!:����,���:��:��
�����	�������	��#����  ���5�+���
����-����1,, MS/MS �5�1���������!���+���	����9��3,����%
�
4� mass spectrum �������
&����� scan ��� mass analyser +
�1��  1
� MS/MS spectrum ���#��&����� scan ��� mass 

analyser +
����	���
�1	�����%5 2.18 #��������
:����� mass analyser +
�1���
4� #��&-��56�+���
�56� molecular ion ��&�56�#������; ���1	�����

�0*����	�����	��& 1
�#�����
4������
����	�,%�*�	
�!
�"�#��+�-�����#5�
� 

1$�)�!�%5 2.19 1	������������������5����,���	��&��	��	�
����� MS/MS A/��
����,#���
,���1��1
�������������� chromatography-mass spectrometry �(�� GC-MS ������ 
mass analyser +
�1����� MS/MS �-��������1��	�����	��&�����&������5����,�:��; 
�(��������
,���1������ GC ��:� LC  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ��+ 2.18   1$�)�!1	������%
 mass spectrum ���#��&�������� MS/MS[9] 
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 ��+ 2.19   1$�)�!1	������5���,����,������ MS/MS 1
� GC-MS[9] 
 
 
 

5����(����������� MS/MS ���	-��
����5�������/���:� ����	����9�����1��1�� 
isomers ���	���������������� mass spectrum ��
-��
,1���������
����
/��
����&�#��	����9
��,�����	����#�� 1+���:���
:��#������/�����	��#��A������
4�	���
4����-����1+�+
���� CID 

!,������ MS/MS spectra ���1+�+����
� �(�� +
������ MS/MS spectra ���#��A�������� 
deoxyribonucleoside phosphates ���%5 2.20 #��&�� CID ��� molecular ion ��� m/z 541 #�� 
daughter ions ��� m/z 112, 136, 308, 322 1
� 430 ���:���
�+����
��������	�,%�*�	
�!
�"����1+�

�#������ mass spectra �
4�	�� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ��+ 2.20   1$�)�!1	������5���,����,������ MS/MS 1
� GC-MS[9] 
 
 

	������� MS/MS spectra ���#��A�����&�������1+�+����
���������/4��
,
����	�������  parent ion ����
:�� 1
�!

�������#�����*��������(� �%5 2.21 1	�� MS/MS 

spectra ��� 5- 1
� 6-bromotubercidin ����
����
/��
���� 1+�+����
���� MS/MS spectrum ��� 
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5-bromotubercidin 1	�� m/z �������&�����	%��	�� HBr ���*���� 6-bromotubercidin #��
����5?���������4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��+ 2.21  MS/MS spectra ��� 5- 1
� 6-bromotubercidin[9] 
 
 
 

��:���&��!

�������#�����*��������(� (collision energy) ��$
+�����1+�+
����
#���� �
��
4�����
:��!

������������	�&��-����#����*)�!��� MS/MS spectra +�����+������ 
�(�� MS/MS spectra ��� 5-alpha- 1
� 5-beta-androsterone glucoronide ���%5 2.22 �) 1
� �) 

+��
-��
, ��:���(� collision energy 200 V (mass spectrum �%5
���) !,��� MS/MS spectra ���	��
�
4�	����� daughter ions ����; ��� m/z 449 1
� 431 ���:���
� 1
��� pattern ��� MS/MS 

spectra ����
����
/��
���� 1+���:���!��� collision energy �56� 8000 V !,��� MS/MS spectra ���
	���
4�	�� (mass spectrum �%5,�) �� pattern ���1	������1+�+����
�(
��&��/4�  

�����#��3+������(� collision energy ���	%�����#5��&�-�����������1+�+
�#������� &�
���#������� m/z 	%�1
��56�#�������	-��
�#5#���(���
� ���	-��
��:���� collision energy ���
�����	����	��1+�
�+
��
4�1+�+����
�#5+��

�0*�����	�������	�� �
��
4�����������������
	��+
������&/�����-�	����+�D�����-������
���!:������� collision energy ��������	����� ��
������������+
������	�����������������������:�	
��+
������������� A/��+����(����1������ LC 

�
4� mass spectrum ���#���
�#�������
���������#�������� ��:���&����� ionisation 	��������
4�
����1,, chemical ionisation 1
� mass spectrum ���#��	�������1	���8!�� protonated 

molecular ion ��:� adduct ion  ������ MS/MS 	����91��5@�����4#�� ��� mass spectrum ��� 
daughter ions �����
������1
�������	�,%�*���� fragment ions 	%�!����&��(��������,�
����	��������������	��+
����������,�
,	����+�D��#��������
���&  
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    �)                �) 
 

��+ 2.22  MS/MS spectra ��� �) 5-alpha- 1
� �) 5-beta-androsterone glucoronide[9] 
 
 

+
������������������	��	�
�&���-�����!
�"����/�����#��#��$������1������ chromato- 
graphy ���������� ESI-MS (negative ion) ��� mass spectrum �����#���������� 1	�������	��
�
������5����, 1
�!,#������/����� m/z 317 [M-H]- ���������&��56� dehydrogenated 

molecular ion ��� flavonoid myricetin A/���� MW 318  ���'/�0�+�������� MS/MS ��� m/z 317 

��4!,��� MS/MS spectra ���#������	��	�
�1
� standard myricetin �
4����:���
�����
4� m/z 

���#������������
���
��1
�����	�,%�*�	
�!
�"����1+�
�#�����
4� (�%5 2.23) 
 
 
 
 
 
 
 
 

GluO

O 

H H 

O 

GluO
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    ��+ 2.23  �) ESI-MS spectrum �������5����,��	��	�
�&������ �) MS/MS  

       spectra ���	��	�
���� m/z 317 1
� �) ��� standard myricetin  
 

 

����(� MS/MS spectrum �������,�����	��������������	�����	��& &/���&�-�#�����
���'/�0��5���,����,�
, MS/MS ���	����+�D�����#���-������
����	)���1
����:����:�(��
������
� ��:���&�� pattern ��� MS/MS spectrum �
4�������15�5���#5+��	)���1
�!

����
���#�������*�����5?������� dissociation 1
�����(�D������%
	��
&/�#���56�������� �����#��3
+�����5�����+������� MS/MS �����!�	%&������	�������	����������#�����������������
+����:��� 1
���1���������&�#���
,������������/4������5@&&�,
� 
 
2.7  ,������	
�&"-��"-���!�� 

���������'/�0�����������
,	�����E�"�=���(��)�!����
3�����	� (pigmented rice) A/��
#��1�� ����	��-� (black rice) ����	�1�� (red rice) 1
�����	����� (purple rice) �
4�#����$
���+�!��!�
����������(����'���0�

� �
4���4��&��:�����&�����!
>��������������	�
�1
����:����:�
��������������������
�	�
� 1
�	����9���5��	��"�)�!���������������1����-��/4����������#��1!�
�
� 5����,�
,����	��&����
���&
�����:������	�����E�"�=���(��)�!�������&-�!��"
�!:( 

OH  

OH

O

OH  

O
OH  

OH  

HO  

� 

� 

� 



41 

���������/4��������

�&�9/�5@&&�,
� &�����'/�0�����%
!,����������
��
������#��+�!��!��$�1!��
�����	���
4����
,����(�+� 1
����
,5����'	���������%���19,)%��)�����A��+��
���� 
$
�����&
����#��������-���+�!��!��$�1!��������	��#��&���*���&
����5����'&�� ���
����:�
���5�K�1
�����
� ���#��!,������&��5����'#���
4����!
�"������	�!:4���:�����#���
4����56�&-����
���  

������1�������������&
��
��
��� #���������!
>�����������	�
�	��	�&���-�����	�
�!:���-����(��56�	���+��1+���������[10-12] !,��������������&
�����+����#�������'/�0�"�+�1
�
	����������	-��
�������	��5���,����,�
,������� �(�� ��������� Chung 1
� Lim[13] ��5H 1999  
!,��� ����	��-����	���� ������������&-��56�,��+
� 1
�	���
�����+����,� �(�� thiamine, riboflavin 
1
� niacin ����
4���
:�1�� �(�� �51+	�A��� 1�����A��� 1
�1�
�A��� ������������� 1
�#����
���������5�����+������� VU-Vis spectrophotometry ���������&8
����

�0*�	�� anthocyanin 

������	��-�!
�"�����5����'&�� !,����56�	�� petunidin 3-(6’-malonylglucoside)[14]  

���'/�0�E�"�=+�������%
��	���������	��-�#������������� Sun 1
��*�[15] ���'/�0�
&������!
�"�����5����'&�� 12 !
�"�� !,���	��	�
����� 60% ethanol ���E�"�=+�������%
��	�����	%� 
1
��
�!,���E�"�=�
��
���	
�!
�"��
,5����* total flavonoids 1
�	��	���	��	�
��
4� �����&
�
+������� Ling 1
��*�[16-17] #��������$
�����&
�
/�
�#5���'/�0�$
�������������	�1��1
�
����	��-������+����5���,����,�
,�������"������56���
� 10 	
5���� !,�������������	���$
+��
���
�
����)���$�
��	���
:��1��+�, (antiatherosclerotic effect) ���&����4���������&�	��$

+����:���9/�����!����/4����	��+�������%
��	�������+��� ���'/�0�E�"�=+�������%
��	��������	�
1��1
�	�����!
�"�����5����'���5�K�[18] ���������������	��	�
��� ethanol �������	�1�� 1
�
����	����� �����
� 2 !
�"�� �5���,����,�
,������� !,5����*���	���
��� polyphenols �������
�����������	� 1
�&�����5�����+������� spectrophotometry �-����$%���&
��
�����4,��#�����	��+���
����%
��	��������	�1��1
�	����� �:�	���
��� tannins 1
� anthocyanins +��
-��
, ���5�����+�
���������������������
,	%� �(�� liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) �����
�������������	�������	���
��� anthocyanins ��	���	�
��������	��-������E�"�=+�������%
��	����� 
Hu 1
��*�[19] ��:��#���������4!,����56�	�� cyanidin 3-glucoside 1
� peonidin 3-glucoside 

�*�$%���&
��
�����4�
�#��	��5'
��)�!��������-�������-����56�	���$	����������!:��	��)�!��:�
������	���#����������� 

�����������&
��:��; ����������
,���'/�0�	���
��� flavonoids ����
3�����	����+����
1�����E�"�=+�������%
��	�����	
�!
�"��
,����	������������
4�!,#������
� ��/�����
4��56�������
���!,	�� isovitexin ���-�����A/����E�"�=+�������%
��	��[20]  �����������
:�	��������56����'/�0�
	�� allelochemicals �����E�"�=+���1�
�'
+�%����[21] 1
�	�� phytoalexins �����E�"�=����
,�
4����
�&����+�,�+ (growth inhibition) ����(:4�������� �(�� ��������!,���	�	�����/4����	�� 
sakuranetin, momilactone A 1
� oryzalexin S ���,����!
�"������1����#���
,�(:4� Pyricularia 
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oryzae �

�������+��������
�	� UV ��� Dillon 1
��*�[22] 	��������������/����� Padmavati 

1
��*�[23] !,	�� naringenin A/��	����9�
,�
4�����&�������(:4� Xanthomonas, 1
� Pyricularia 

oryzae #�� �����������&
����
/�
�#5������ Rakwal 1
��*�[24] ��:��#���������4 !,���	�� 
sakuranetin A/���56� phytoalexin ���	-��
���������
4�����&��5?������� methylation ��� naringenin 

���������+���������#A�� naringenin 7-O-methyltransferase  
���������'/�0��!:��!
>����"���������������������
4����(��5����*1
���*)�!���

	���
��� flavonoids ��+
��������
3�������������������� 1+�!,�������������&
�

�0*�
�
��
����������������!:(�����(����:��; 1
���+
��������������#���
,��������������+
�� 
A/��������	�������������1�������������������(����*)�!1,,��� (total flavonoids analysis) 

+�������5�����+���������� chromatography �-����	����9��������� flavonoid 1+�
�+
�#�����
�����
������#����������#51
�������'
��)�!	%����(��(��)�! A/��5����,���� catechin, myricetin, 

quercetin, apigenin, kaempferol, taxiforin, naringenin 1
� luteolin  
��"����	�
�	�� flavonoids ��
����4&��+
������!:(1
������	��������
��(�����������

��������(��
�����
��#5 �:����	�
�����+
��-�
�
�� &���
4��-�	��	�
���1��������������������� 
high performance liquid chromatography (HPLC) �����+
�+��&�
�1,,+���; !
>���/4����56�

-��
, �(�� ��������� Mattila 1
��*���5H 2000[25] '/�0������5����* flavonoids 17 +
� ��
+
������!:(������
��(��� ���5�����+������� HPLC ����� diode array detector (DAD) 1
� 
electro array detector (EAD) �56�+
�+��&�
� A/��	����9+��&�
�5����* flavonoids ���5���I��%�
��	��	�
�#��+�-�9/�(��� 20-200 ng �����
4� ��5H������
� Merken 1
� Beecher[26] #��������
��,�������%
 (review) 9/�5����(����������������� flavonoids ��+
������!:(���������� 
HPLC ���	����9�(�����������(����*)�!1
�5����*��� flavonoids #���
��+
����*�������
� 
1
�	����95�����+��
,+
������!:(+����
����
�#��  ��������:����3�; ��4 ��� Sakakibara 1
��*�
[27] �3	����91	��5��	��"�)�!��� HPLC-DAD ��1��1
���������������5����* flavonoids 

��$
� $
#�� 1
��,(�5���)�+���; #�� ��������!
>�������� HPLC ���	����9��������� 
flavonoids ��	��	�
�#�����#��+����-�5?������� hydrolysis ���� A/���-����	����9�
���
�������
	
��+
���� flavonoids ,��+
�#�� &/��
,��������"����������������������9%�+���1
�1����-��/4�  

�����#��3+�������� HPLC ����(� DAD �56�+
�+��&�
��
4���������
���&���������&8
�
���

�0*� (identification) ����	�����������#��#��	�,%�*�!� �����������&
��������

�&/�����
���������������� HPLC ����� mass spectrometer (MS) �56�+
�+��&�
���,�%��
, DAD �-����
	����9�:��
��4-���
����
��
��� flavonoids #�� A/�� MS ����(���������� flavonoids ��	��	�
��
4�
+���(:��� (on line) �����
, HPLC ���������� electrospray ionisation �56�	������� !�����
,#����
���������'/�0��!:���������������%
��� mass spectrum ���	�� flavonoids ��	)���+���; ���
������ �(�� positive ��:� negative electrospray ionisation[28-30] 1
� collision induced 

dissociation (CID)[31-32] +
��&� tandem MS[33-34] �56�+�� 
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9/�1���
�#��#��������������-���������,�
��
��� (HPLC-DAD-ESI-MS/MS) ��
5�����+��(��
,������������ flavonoids ����
3�����	� 1+�#��������������-���5�����+��!:��
���������5����* flavonoids ��+
������!:(1
�������:��; ������[35-38] ���&�� HPLC 1
�� 
capillary electrophoresis (CE)  �3�56��������������
:����/����������(����
��������1��1
�
��������� flavo noids ��+
������!:(1
������ ��:���&��	����95�����+���,�%��
,+
�+��&�
����
�����	�1
���5��	��"�)�!������(�� DAD 1
� MS #���(���
�[39-40] ���&����4�
�	����9���
	)�!#�������������������+�-����9/�(��� 0.2-20 fmol �
����#����������� Aramendia 1
��*�[40] 

	-���
, anthocyanins ��$%��������	��&�����'/�0�1
���&
��56�&-�������A/��	������
����'/�0�9/����1��5���)�1
���*	�,
+�

�0*�����-������� anthocyanins $
� $
#�� ���#��
1
���!:((����:��;A/�����'/�0�!,�������5����,�

��56�	���
��� #�
��#A��1
�	��5����,
��� anthocyanins (�������;�:��;  Farina[41] 1
��*�#����������� anthocyanins ����� mallow 

����(������� HPTLC-densitometry �����������
:�� 530 ������+�1
������� reversed-phase 

HPLC &����'/�0�!, malvidin-3,5-O-diglucoside (malvidin) 1
� malvidin-3-0-(6-0-

malonylglucoside)-5-0-glucoside �56�����5����,����� mallow  ���'/�0��!:����,����

�0*� 
anthocyanins ��#���1��1
�	��	�
����$
 elderberry ��� Bridle 1
��*�[42] !, cyanidin-3-

sambubioside-5-glucoside 1
�	��5����,5���)� non-coloured phenolic �(�� gallic acid, 3,4-

dihydroxybenzoic acid, rutin, 1
� quercetin �56�����5����,��#���1��  Bakker 1
��*�[43] #��
��,����

�0*� anthocyanins 1
� Vitisin A ��#����1��1
�������

������3,������ A/�� Vitisin A 

9%�1�� 1
��-����,��	��"��

�&���
4��-������,����

�0*�����(� FAB-MS 1
� NMR ������ 

��5H �.' 1998 Norbtek 1
� Tado[44] '/�0� anthocyanins �� perianth segments ��� 

crocus	������	
��� HPLC &����'/�0�1�� anthocyanins &�����	��4-��������!
�"�� chrvsanthus 

	����9��,����

�0*���� anthocyanins �:� petunidin-3-O-(6- O-malonyl-D-glucoside)-7-O-(6-

O-malonyl-D-glucosidea) 1
� malvidin-3-O-(6-O-malonyl-D-glucoside)-7-O-(6-O-malonyl-D-

glucoside) 	��� anthocyanins ���9%�1��&�����#��	��4-�����&�� C. sieberi ssp. Sublirnis, �:� 3,5-

D-diglucosides ��� delphinidin 1
� petunidin 	���!
�"�� C. chrysanthus !, petunidin-3-

rutinosides !�	%&�����

�0*�����	��������(������� one-dimensional 1
� two-dimensional 

nuclear magnetic resonance spectroscopy techniques (1D and 2D NMR) +���� Torskangerpoll 

1
��*�[45] #���-����1�� anthocyanins &��������
�,	�	��-1��!
�"� Queen Wilhelmina !, 

anthocyanins ������������	�����56� pelargonidin-3-O-[6-O-(2-O-acetyl-a-rhamnopyranosyl)-
glucopyranoside] cyanidin-3-O-[6-O-(2-O-acetyl-a-rhamnopyranosyl)-glucopyranoside], 
pelargonidin-3-O-(6-O-a-rhamnopyranosyl-glucopyranoside) 1
� cyanidin-3-O-(6-O-a-

rhamnopyranosyl-b-glucopyranoside) �-����!�	%&�����

�0*�����	�������	��5����, 

anthocyanins ��
���
��
�������(�����%
 1D NMR, 2D NMR 1
�ESI-MS 

Narayan 1
� Venkataraman[46] #���-����1�� anthocyanins &��1���� �����"����
#F���#
A�	  (chemical hydrolysis) 1
�����(���

�������������H �

�&���
4��-����!�	%&��
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���

�0*�����	�������	��5���, anthocyanins ����(������� HPLC, 1H 1
� 13C NMR 1
� 

MS &�����'/�0�!, cyanidin-3-lathyroside [cyanidin-3-{xylopyranosyl-galacto pyranoside}] 

1
� cyanidin-3-glucopyranoside 1
� cyanidin-3-lathyroside ��	��	�
�1���� 
Dugo 1
��*�[47] ��,����

�0*����1�����#A�������$
#�� �(�� black biberry, 

black berry 1
� mulberry ����(� narrow-bore HPLC-ESI-MS ������ +
�+��&�
�����(��:� UV-

DAD 1
� MS �����
, ESI-source &����'/�0�!,�����	��	�
� black biberry ��1�����#A�����
�56�����5����, 14 ����	���� 	��	�
� black berry !,1��#A����� 6 ����	���� 1
�	��	�
� 

mulberry  anthocyanins  5 ����	����  

Fossen 1
��*�[48] '/�0���5����*	
�!
�"���� anthocyanins �������� 23 (��� 1��
���#A��������������	���� 3-(6-Malonylglucosides) 1
� 3-glucosides ��� cyanidin, peonidin 

1
� delphinidin, 3-(3,6-dimalonylglucoside), 3-(6-rhamnosylglucoside) 1
� 3-(6-

glucosylglucoside) ��� cyanidin 1
� peonidin-3-dimalonylglucoside 1
� delphinidin-3-(6-

rhamnosylglucoside) 9%���,����

�0*������������-����'/�0� 
Fossena 1
� Olavstedal[49] �-����'/�0�1��1�����#A������

�&������
���#��

!
�"�� Dracula chimaera 1
� D. cordobae &�����'/�0�	����91�� anthocyanins ���#���:� 

cyanidin-3-O-(6-O-malonyl-glucopyranoside), cyanidin-3-O-(6-O-rhamnopyranosyl-

glucopyranoside), cyanidin-3-O-glucopyranoside, peonidin-3-O-(6-O-rhamnopyranosyl-

glucopyranoside) �!" peonidin-3-O-(6-O-malonyl-glucopyranoside) #$���"&'*��!��+	�

:���
�����
��
�������(�����%
 1D 1
� 2D NMR spectroscopy, UV–Vis spectroscopy 1
� MS.  

Villiersa 1
��*�[50] ��������"������������� anthocyanins  16  ����	������#��� ���
�(������� HPLC–DAD &�����'/�0�!,�����#����� anthocyanins �56�����5����,�:� malvidin-
3-glucoside, malvidin-acetyl-glucoside, malvidin-coumaroyl-glucoside, vitisin A, pinotin A, 
1
� pigment A  

Tian 1
��*�[51] ������$
���'/�0�	��5����, anthocyanins ����56�����5����,
���	��	�
��
�M�
��	����� purple-fleshed sweet potato (Ipomoea batatas L.)����(������� HPLC 

��,�%��
, PAD 1
�ESI-MS/MS ����56� triple quadrupole ������ �����+��&��1
�!�	%&��
���

�0*����	��5����, anthocyanins &���(���"���� precursor ion analysis, product ion 

analysis, and selected reaction monitoring (SRM) MS/MS ������������ Precursor ion &��-����
+��&�
� molecular cations ���1����#A������(����
���
���#�������1��#A����� (cyanidin, 

peonidin, and pelargonidin) ���+��&�
����
���
���#���� ���1�����#A�����1+�
�+
�&��(�
���1+�+
����#��������(���"������������� product-ion ��� collisionally activated dissociation 

(CAD) ������ MS/MS &��(���"����+��&�
�1,, SRM �

�&���
4��-�����:��
��%51,,���1+�
+
����#��������(���"�������������1,, product ion analysis ������5���,����,��"����'/�0� 
product-ion analysis ���9/�����(� precursor-ion analysis, product ion analysis 1
� SRM A/���(�
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�������,����

�0*���� anthocyanins 	��	�
�1
��������
��
����
�����%51,,���1+�+
��56�
#�������	-��
�����(�������:��
�����	���� &�������
��!,�����	��	�
��
�M�
��	�����(Ipomoea

batatas L.) �� anthocyanins �56�����5����,��%� 26 ����	���� 
���'/�0�	�
�1
���,����

�0*� anthocyanins ��	��	�
�&�� berries !
�"�� Smilax

aspera L. ��� Longo 1
� Vasapollo[52] �(� HPLC-DAD-MS !,����� Pelargonidin-3-O-

rutinoside �56�����5����,9/� 83% ���5����*	
�!
�"���� anthocyanins �
4������	��	�
�&��
�5
:����� Smilax aspera berries ���*����1
� cyanidin-3-O-rutinoside !,�!��� 13% ���
5����*	
�!
�"���� anthocyanins �
4���� +�����*���&
���4[53] #��'/�0�	�
� anthocyanins �� 

berries !
�"��  Pistacia lentiscus L., Phillyrea latifolia L. 1
� Rubia peregrina L. A/�������	�
� 

anthocyanins �� berries &��(�	��
�
�� 0.1% HCl �� methanol �56�+
��-�
�
�������	�
� 
�

�&���
4��-����,��	��"�=����(� C-18 solid-phase cartridge 1
��-����!�	%&�����

�0*�����(�
������ HPLC–DAD–MS A/��!,��� anthocyanins ����56�����5����,�

� P. lentiscus berries �:�
cyanidin-3-O-glucoside 	���!
�"�� P. latifolia and R. peregrina berries �:� cyanidin-3-O-

rutinoside ���*���� cyanidin-3-O-glucoside +��&�
���5����*�������  

��:��#���������4 Duenas 1
��*�[54]  #��'/�0�1
�	�
� anthocyanins �� fig fruit 

(Ficus carica L.) 5 !
�"�� (Colar, Cuello de Dama (green), Cuello de Dama (dark purple), 

Granilla and Bursa Siyahi) A/��!,����� anthocyanins ����56�����5����,�
4������%� 15 ����	���� 
A/�� anthocyanins ���!,�� aglycone �56� cyanidin (Cy) 1
� pelargonidin (Pg) �56�����5����,
�

� 1
���	��������:4������$
�
�!, peonidin-3-rutinose (Pn-3-rutinoside) 1+�!,��5����*
������� 5-carboxypyranocyanidin-3-rutinoside, cyanidin-3-rutinose dimmer 1
� 5  anthocyanins 

����(:���+���
�+��!
�"� C–C linked (Cy and Pg) 1
� �
�����
 (catechin and epicatechin) �56�
	��5����,����56�����5����, 

���	��51
��!,��� 5@&&�,
��������������������(����*)�!1
�5����*	-���
,	���
��� 
flavonoids ��!:(������
4�����������������1,, simultaneous analysis �:�����������(��5����*
1
�/��:��(����*)�!���	�� flavonoids �
��; +
����*�������
� ���&����4�
�����
��
4�+��
����+����+
�����������������������!:��5B���
����	%��	��	�� ������	
��+
�#5������������
	�
�1
��+����+
������ �
��
4���������, chromatography-mass spectrometry ����
�����1
��&/�
�56�����������
:�����	-��
� �����#��3+�����5�����+��������
��
����!:�����������	��1+�
��
���
��+
���������1+�+����
��
4�+������	)���������������+����
�#5���� ���'/�0��(����*)�!1
�
5����*���	�� flavonoids ��+
����������	�&/����#�������'/�0����9���1�� ������5�����+�
�����������5��	��"�)�!	%��
��
��� �!:��	����9�:��
�����(�5����(��&������	����(�����!
>�����
�56�������!:��	��)�!+��#5#�� 



�&&"- 3
0&$�5(!�����6���*
����
��
�
�	����4���/��!��
"�/����#
�$�� 

3.1 #
�$���!��&"-�*!&����
+
��������������(���
��1,���56� 2 �
���
- �-����� #��1�� �-�&�������&��	��-�!
�"���&�������
 KHNBT, KHNBT no. 3, 1
� !
�"�� 
1000-11-2-26 1
������������-�!
�"�� KHNBD !
�"�������
4����5
%������������

� 
��0+�'�	+�� �������+�-�1!�1	� &. ���5D� �������5H !.'. 2548 (�%5 3.1) �-�
�����
4� 4 !
�"����4�(��������
����E�"�=+������A���(
�����������+���; 1
����
��������� flavonoids ���
��� flavone, flavonol, flavanone 1
� isoflavone

                                                                           
           �   �           

��+ 3.1  �. 

�0*���
3������&�������
  �. �-��������1�����(���
��

- +������ �
:��&��!
�"��������������-� 10 !
�"�� �:� 	.l, ��-����	���3�, 7677, 9103, 

13815, 13842, 16083, 16089, 16815 1
� 19125 �������!
�"���!���
�� (�%5 3.2) 1
�
5 
% � � � 1 5 
 � � � 
 � � 5 
% � !: (  � � � ) � � �� ( � !: ( # ��  � * � � � 0 + � ' � 	 + �� 
��������

��(������� (�%5 3.3) ��5H 2548 &���
4��-��,�����������
�� (seedling),  
����1+��� (tillering) �����:�+
����
-�+�� (stem elongation) ����	������� 
(booting and heading) ������
3��4-��� (milking) ������
3�15B�1�3� (hard dough) 
1
�����	��1�����	�������� (mature grain) ���-������	�,E�"�=+�������%
��	��
������"� DPPH +��#5  
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��+ 3.2  +���
��!
�"��������������-� !:4���:������+)�����:� ,��!
�"�����,�56�	�1������-�-� 
���*����,��!
�"�����,�����5�+����:��!
�"����������
��#5  

       

��+ 3.3  ������������-��
4� 10 !
�"����15
�5
%�!:(��
�� )����(�!:(#�� �*���0+� '�	+�� 
��������

��(������� ,��!
�"����������3,������#����

�0*�1
�	������
3�+����
�

3.2 0&$�5(!����������
��(�� 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 4��+����� total

phenolics ���
��
�
�	�����!�����"���-/�

E�"�=+�������%
��	��+�� DPPH

��	�������,������������-� #���-������
���!:���5���,����,E�"�=+�������%
��	�����
�,������������-�&-���� 10 !
�"�� ���+�����������&����+�,�+ �:� �����
�� (S1) ����1+��� (S2) 
�����:�+
����
-�+�� (S3) ����	�������1
�+
4������+3���� (S4) ������
3��4-��� (S5) 1
� ����
��
3�15B�1�3� (S6) ���	�
��,��������+
��-�
�
�� 2 (��� �:� methanol 1
��4-� ��:���&��!,���
	��	�
����#��&��+
��-�
�
���
4�	�����	�+����
� &/����&�������5����,���	��5����,�H��

+����
����� �����#�+��!,���������1
��	��	�
����� methanol 1	��E�"�=+�������%
��	��+�� 
DPPH 	%�����	��	�
������4-� &/�1	��$
�8!�����	�
����� methanol  
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�����
����	�����4�(�+
����������&�� 2 15
� �������������!��5
%�+����
� �:� 15
�
1��5
%���:���
���� 12 ���I��� 2549 (C1) 	��� 15
����	��5
%���:���
���� 11 	������ 2549 (C2) 

�����
4�	��15
�5
%���,����*!:4����������
� 
�������%5 3.4 1
� 3.5 1	��$
�5���,����,��� % DPPH scavenging ���	��	�
�

&���,������������-� 10 !
�"�� &��15
�5
%�1��1
��

�+��
-��
, !,���	��	�
�&���,�����
4� 
10 !
�"�� ��E�"�=��
�������
� 1
���� % DPPH scavenging  ���������� 2-3 ����1�� 1+�&�����/4�
�������

� !,������ % DPPH scavenging ��������:�+
����
-�+�� (S3) ����,����&��15
�1��
���$
���1+�+���&��15
��

� A/��!,���������������15
��

� 1	��9/�$
���	)�!1��
������
����!��5
%����+����
� �(�� ��*�)%�� ��������1	� 1
�5����*�4-� �����+������&����+�,�+���+��
���� 1
�	��$
9/����	����1
�	�	�	��+�������%
��	�����,�������1+�+����
����� �
��
4��
4�����
����&����+�,�+�������1
���������!��5
%� �56�5@&&
����!,��$
+��E�"�=+�������%
��	�����
	��	�
�&���,���� 1
����&�	����9	��5#����� +����������������	����	�������E�"�=+�������%
��	��
����������:�+
����
-�+��&�9/�����	������
3�15B�1�3� 1
���5����*����8
���������������
��
1
�����1+���5����* 3-4 ����

    S1 = �����
��                S2 =  ����1+���                   S3 =  �����:�+
����
-�+��  
    S4 = ����	�������            S5 =  ������
3��4-���            S6 =  ������
3�15B�1�3�
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Rice varities

��+ 3.4  E�"�=+�������%
��	��+�� DPPH ���	��	�
����� methanol ����,������������-� 10 !
�"�� 
��� 6 ��������+�,�+ &��15
���
�����5
%���:���
���� 12 ���I��� 2549 
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��+ 3.5  E�"�=+�������%
��	��+�� DPPH ���	��	�
����� methanol ����,������������-� 10 !
�"�� 
��� 6 ��������+�,�+ &��15
���
�����5
%���:���
���� 11 	������ 2549 

 5����*	��5����,�H��
���
4���� (total phenolics) ���,������������-�
������������5����* total phenolics ��	��	�
�&���,�����-�����(���"�����,�
,5����*

��� gallic acid &��������+�D��A/��	��������+����	��
�
�� gallic acid �������������� 
0.200, 0.150, 0.100, 0.050, 0.025 mg/mL �-����-�5?��������
, Folin-Ciocalteu reagent &�
5?����������������	�,%�*� &/��
��������%��
:�1	������������
:�� 765 ������+� �������:��� 
spectrophotometer 5����* total phenolics ��	��	�
�&��+
�������������#�� ��������56� gallic
acid equivalent (GAE)/g ����-�����

$
5����* total phenolics ����,�������������������!��5
%�+����
� (C1 1
� C2)

1	���
������%5 3.6 1
� 3.7 +��
-��
, !,����,�����������
��1
�����1+�����5����* total 

phenolic 	%������������:�� A/���56�$
�����+���
������
, % DPPH scavenging ��������	%�������
��������&����+�,�+(����

� 1	�������3����+
4�1+������:�+
����
-�+��&�9/�������
3�15B�1�3� 
+�����������	����1
�	�	����	�������E�"�=+�������%
��	���
����:�����#���(�	��5����,�H��
���,
��5����*�������/4�����������1���������&����+�,�+  ����1+�+������5����* total

phenolics ������15B�1�3� (S6) ��������������������!��5
%�+����
��
4�	��15
� A/��!,�����	%���
15
��

� 1	��9/�$
���	)�!1��
����������!��5
%������+�����	����1
�	�	�	��5����, 
phenolics ���,���������������&����+�,�+�
��
����(���
� 
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��+ 3.6 5����* total phenolics ���	��	�
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��� 6 ��������+�,�+ &��15
���
�����5
%���:���
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��+ 3.7 5����* total phenolics ���	��	�
����� methanol ����,������������-� 10 !
�"��           
��� 6 ��������+�,�+ &��15
���
�����5
%���:���
���� 11 	������ 2549 
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3.3 0&$�5(!�����6���*
����
��
�
�	���/��!���	!�������4���!�����"���-/����!����$"
thiocyanate 

��	�����������
����E�"�=+������A���(
���4+
�������-�����	��-�����(���
��1,���56� 
2 5���)�

� �����&�� #��1������	��-�!
�"���&�������
 !
�"�� KHNBT, KHNBT no. 3 1
� !
�"�� 
1000-11-2-26 5
%������������

���0+�'�	+�� &. ���5D� �������5H 2548

� ���������� #��1������������	��-�!
�"���&�������
 KHNBD 5
%������������

� 
��0+�'�	+�� &. ���5D� �������5H 2548 

�����E�"�=+������A���(
����	��	�
�&���-������-���� thiocyanate method ��
���
������+�������������� Tsuda 1
��*�[55] 1
� Osawa and Namiki[56] �����&��5?���������� 
linoleic acid 1
� antioxidants ��	��	�
�&���-����� &���
4��-�5?�������+���
, NH4SCN reagent 

1
��
��������%��
:�1	����	��
�
��&��5?����������� spectrophotometer ��� % lipid 

peroxidation ���#��1	���
��������%5 3.8 	��� % inhibition of lipid peroxidation �-���*&��
	���� 

Inhibition (%) = [(Ac – As)/Ac] × 100, 

��:��
  Ac is the absorbance of the control solution, and  
  As is the absorbance in the presence of the black rice bran extracts 

�������
����4�(� butylated hydroxyanisole (BHA) 1
� vitamin E �56�	������,
��+�D�� !,��� % inhibition of lipid peroxidation ���	��	�
�&���-�����	��-�������5���,����,
&�����#5����#��+��
-��
,�
���4 BHA > !
�"�� 1000-11-2-26 > KHNBT no. 3 > KHNBD > 

KHNBT > vitamin E (�-tocopherol) A/��&���3���� 	��	�
�����-��������!
�"��1	��E�"�=+���
���A���(
��������
,�
4�������� peroxidation ���#��
�#�������
�������
�1
���%������
,	%����� 
vitamin E  ����!
�"�� 1000-11-2-26 A/���56������&��
%�$	�&��!
�"�� KHNBT ��� % inhibition of 

lipid peroxidation 	%�����!
�"���:�� ���*����!
�"�� KHNBT ������ % inhibition of lipid 

peroxidation +�-����	�� $
�����

����41	�������3����	��	�
�&���-�����	��-�!
�"���
��
�����	��
���E�"�=���	����9�
,�
4� free radicals ������������� peroxidation ������#��
�  
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��+ 3.8 1	���5���,����,E�"�=+������A���(
������� % lipid peroxidation ���	��	�
�&���-�
����1+�
�!
�"�� 1
�	����+�D�� BHA 1
� vitamin E (�-tocopherols)

3.4 0&$�5(!�����6���*
����
��
�
�	���/��!���	!�������4���!�����"���-/����!����$" XYZ 
System  

�������
����4E�"�=+������A���(
����	��	�
�&���-������-��������"� XYZ photon 

emission system (XYZ system)  A/�������
�����������"������
��+�������������� Okubo 1
�
Yoshiki[57] 1
� Yoshiki 1
��*�[58] ����(���"��
������������1	����9%�5
�5
���&�� H2O2 (X 

factor) ���*�����5?��������
,  antioxidants (Y factor) A/��!,���5?�������&�����#������:���+��+
����� 
(mediators; Z factor) �
��������������� photon emission A/��	
�!
�"��
, H2O2-scavenging 

capacity ���	��	�
� ����(� Bio-Emission Detector (Model Bio-ED21; E&T Corporation, 

Sendai, Japan) 1	��$
�
��%5 3.9
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��+ 3.9 )�!9���1	������������� chemiluminescence �������&��5?��������� XYZ system 

���	��	�
�&���-������
4� 4 !
�"��: 1. KHNBD; 2. KHNBT; 3. KHNBT No. 3; 1
� 4. 1000-11-
2-26 

E�"�=+������A���(
����	��	�
�&���-�����+
������ �-���*����
�
������������������
��� photon emission ��� mediator activity (Z factor) 1	��$
�
��%5 3.10

��+ 3.10 1	���5���,����,E�"�=+������A���(
�����
������"� XYZ ���	��	�
�&���-�����1+�
�
!
�"������ photon count values �-���*&�� CCD sensor control software (Andor MCD software 
version 2.61) 

!,��������������1	�&�� chemiluminescence A/���56�������,��,��9/� H2O2-

scavenging capacity ���	��	
��&���-�����	��-������&�����#5����+��
-��
,�
���4 !
�"�� 1000-11-

2-26 > KHNBT no. 3 > KHNBD > KHNBT A/��&���3�������$
�(��������
��
,��� % inhibition of 

lipid peroxidation ��������� thiocyanate method ����+�� ���&����4!,��� H2O2-scavenging

capacity ���	��	�
�&���-����������	%���������4-�1�,�5GP
1
��4-������ (photon count: 578 and 

531, +��
-��
, ����%
���#��#���$�1!��&�� the Japan Institute for the Control of Aging) 



54 

3.5 0&$�5(!�����6���*
����
��
�
�	���/��!���	!�������4���!�����"���-/����!����$" PAO 
assay

�����E�"�=+������A���(
���� (total antioxidant capacity) ���	��	�
�&���-������-�
�-�����(� PAO assay kit A/���56�$
�+)
*<���������&-��������5����'���5�K� (Institute for the 

Control of Aging, Shizuoka, Japan)   �

������"���4�:����+��&�
� Cu+ ion �������&��5?������� 
reduction ��� Cu2+ ion �� micro plate ���(�� PAO assay kit &���
4���� Cu+ ion ����
	��5����,�(��A��������	��
, reagent 1
������������%��
:�1	���� 490 nm �-�

����E�"�=+���
���A���(
����5���,&��������+�D������(� uric acid �56�	����+�D�� �
�1	�����%5 3.11 $
 
total antioxidant capacity ���	��	�
�&���-����������������������������41	���������%5 3.12

��+ 3.11  ������+�D�����	��
�
����� uric acid �(�����,����� antioxidant power              

��� regression coefficient 0.9998 ��(�������������� 0-2.0 mM ��� uric acid 
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��+ 3.12 1	���5���,����,E�"�=+������A���(
���� (total antioxidant capacity) ����������"� 
PAO assay  ���	��	�
�&���-�����1+�
�!
�"�� 

E�"�=+������A���(
�������	��	�
�&���-������-��
4� 4 !
�"�� ���������(� PAO assay 

kit ���$
	���
���$
���#��&����"�����+�� �����
-��
,��� total antioxidant capacity �:� 1000-11-

2-26 > KHNBT No. 3 > KHNBD > KHNBT (�����������������	��	�
� 5 mg/mL) �(��������
� 

3.6 0&$�5(!����������
�����
��
�
�	���/��!���	!�������4���!�����"���-/����!����$"
 DPPH assay 

�����E�"�=+���+�������%
��	�����	��	�
�&���-������-������"� DPPH assay ��
���
�����������"������
��+�������������� Amarowicz 1
��*�[59] 	�� antioxidants ��	��
	�
�&���-�����1
�	����+�D�� vitamin E (�-tocopherol) ����5?��������
, DPPH (2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl) radical (	�����) &���
4��
�5����*��� DPPH radical ���9%��-�&
�#5&����������
���	��������
�
� ��$
�56���� % scavenging effect �
�	���� 

Scavenging effect (%) = [(Ac – As)/Ac] ×100, 

��:��
   Ac is the absorbance of the control at 517 nm, and  
   As is the absorbance of the extract/standard at 517nm. 

�������%5 3.13 1	�� % DPPH scavenging ���	��	�
�&���-������-�1+�
�!
�"�����
�����������+���; 1
���������������	��	�
�&���-������-�1+�
�!
�"�������� % scavenging �����
,
��/����/�� (EC 50) 1	���������%5 3.14 ��:������,�
, EC 50 ��� vitamin E !,���E�"�=+���
����%
��	�����	��	�
�&���-������-�1+�
�!
�"�������+��
-��
,�
���4 �-tocopherol > 1000-11-2-
26 > KHNBT no. 3 > KHNBD > KHNBT
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��+ 3.13 1	���5���,����,E�"�=+�������%
��	�������� % DPPH scavenging  ���	��	�
�&��  
�-�����1+�
�!
�"�� 1
� vitamin E �����������������	��	�
���(��� 5-40 mg/mL 

��+ 3.14 1	���5���,����,E�"�=+�������%
��	�������� EC50 ���	��	�
�&���-�����1+�
�   !
�"�� 
1
� vitamin E (Tocopherol) 
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3.7 ���	
�%�������� (metal chelating capacity) ���
��
�
�	���/��!��
"�/�
���������	����9�����&
,#�����
���-������
�� ������	��	�
�&���-������-� 

(5-25 mg/mL) �-�5?��������
,	��
�
�� FeCl2 1
� ferrozine &���
4��
��������%��
:�1	����
5?����������� Spectrophotometer ��� 562 nm ��� % metal chelating activity �-���*&��	����

% Metal chelating activity =    [(Ac – As)/Ac] ×100, 
��:�� 
   Ac is the absorbance of the control at 562 nm, and  
   As is the absorbance of the extract/standard at 562 nm.  

$
��� % metal chelating ���	��	�
�&���-������&��1
������������-�����(���
��
1	������,�
,	����+�D�� Na2EDTA �
������%5 3.15  

��+ 3.15 1	���5���,����, % metal chelating  ���	��	�
�&���-�����1+�
�!
�"�� 1
�            
	����+�D�� EDTA �����������������	��	�
�1
�	����+�D����(��� 5-25 mg/mL 

����	����9�����&
,#�����
�����	��	�
�&���-�����5������&����"� ferrozine 

assay !,������������/4�+����������������	�	�
���(��� 5-15 mg/mL 1
�������������������� 15

mg/mL �/4�#5 ���	��	�
��������1+�
�!
�"���� metal chelating ability +��
-��
,�:� 1000-11-2-

26 > KHNBT No. 3 > KHNBD > KHNBT �������������� 5 mg/mL A/��!,����56�������+�-�����,�
,
���	��
�
����� EDTA ����(�56�	����+�D���5���,����, �����#��3+�� metal chelating ability  

���	��	�
�&���-����� !,������������8
�������������	��	�
�&���-�����������#����������#5����
������4 ���1
��*�[60] 1
���&�������#�����	��5����, phenolics �56��
���	�������,�,��
�����������
,����	����9�����&
,#�����
�����	��	�
�&���-�����
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3.8 �����+�����
��+������@�����&
>���� (total phenolics) ��
��
�
�	���/��!���/�
������������5����* total phenolics �-�����(���"�����,�
,5����*��� gallic acid &��

������+�D�� A/��	��������+����	��
�
�� gallic acid 1
��-����-�5?��������
, Folin–

Ciocalteau’s phenol reagent &�5?����������������	�,%�*� �
��������%��
:�1	������������
:�� 
760 ������+� �������:��� spectrophotometer ������+�D���
��
��������� correlation 

coefficient (R2) �����
, 0.9990 ��(�������������� 20-120 μg/mL 5����* total phenolics ��	��
	�
�&��+
�������-������-����#�� &/���������56� gallic acid equivalent (GAE)/g ����-����� #��$

5����* total phenolic ���	��	�
�&���-������-�1+�
�!
�"������(���
��1	���
������%5 3.16

��+ 3.16 1	���5���,����,5����* total phenolics  (GAE/g ����-�����) ���	��	�
�&���-�����
1+�
�!
�"�� 

����8
������5����* total phenolics  ��	��	�
�&���-���������(������������E�"�=+���
���A���(
�������"�+���; �
����$����� !,�����%���(��� 2.93-4.01 mg GAE/g ����-����� ����!
�"��
1000-11-2-26 ������	%����	�� ���
����:� !
�"�� KHNBD, KHNBT No. 3 1
� KHNBT A/��&�
!,���
-��
,5����* total phenolics ��	��	�
�����1+�+���#5&��
-��
,��������������E�"�=
+������A���(
� �����#��3+��$
���	���
����
��:� ����������!
�"�� 1000-11-2-26 ���5����* total 

phenolics 	%����	��  
	��5������1
��!,���E�"�=+������A���(
�1
�E�"�=+���+�������%
��	�� ���	��	�
�

&���-������-�!
�"������(���
�� �����	���
����
���1+�
���"������+��
-��
,�:� !
�"�� 1000-11-2-

26 > KHNBT no. 3 > KHNBD > KHNBT $
�����
����4�
�	���
����
,����	����9�����
&
,#�����
�� (Fe2+) ���	��	�
����,&���-����� 1+�1+�+����
��
,
-��
,���5����* total 
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phenolics &/��56�#5#�����E�"�=���(��)�!��
����4���&��&��56�$
��&��	��5����, phenolics

A/�����
���	������56�����5����,�

��:��
��� flavonoids 1
�	���
�����41,���56��
�������#��1�� 
chalcones, flavones, flavonols, flavanones, isoflavonoids 1
� anthocyanins 1
�� �
���
	��5����,�
����:����+����:���
3����������E�"�=+������A���(
��(���
� �(�� vitamin E 1
� 
carotenoids �56�+�� A/��	�����E�"�=��
����4���&�#���������&
�+��#5���� 



�&&"- 4  
���������
�!�� �
�2����#�� 4��+�����������������������  

������ �������� �������� 4��%��6������ 
��
��
�
�	���/��!��
"�/� 

 
4.1 ������������	� ���
�
��
������ UV-Vis ����������	
�
��	������ HPLC-DAD 

1. �+����	��
�
����� flavonoids ���+������'/�0������������ 1000 ppm ��+
��-�

�
��������
�
,�4-� (50:50) ����-�����+����	��
�
�� flavonoids ���������
4�����-����
��������� ��:���&�� flavonoids ,��(���#���	9�����:����%���	��
�
��$	� ��� flavonoids ����(���
���'/�0�1	���
�+���� 4.1

2. ���
��!"!�;��� flavonoids 
���������<$�+�=�
�������*���"?�@��;*������ HPLC 
���� 

DAD *�J����������@ �����	)�������������������
���4
 
HPLC column: zorbax SB-C18, 35 μm, 2.1x100 mm 
Injection volume: 5 μl 
Flow rate: 0.2 ml/min 
Mobile phase: Solvent A: 0.1% formic acid in water 
 Solvent B: Methanol or acetonitrile or isopropanol 
    
Gradient elution:  Time  Solvent A  Solvent B 
 0.00   95.0  5.0 
 120.00   0  100 
    
DAD scan range: 200-400 nm   
 

#��

�0*�����%��
:�1	� UV ������
,��������
:�� 200-400 nm 1
�
-��
,���1��
���	���
��� flavonoids �
�+���� 4.2 1
� 4.3 +��
-��
, �������5���,����,
-��
,���1����� 
flavonoids ��:���(�+
��-�
�
�����������56� methanol ��:� acetonitrile ��:� isopropanol 1	���
�
�%5 4.1

&��$
����%��
:�1	�������
,��������
:�� 200-400 nm ��� flavonoids !,��� 
flavonoids �
4� 17 +
� 1	�� characteristic ��� UV-spectra +���
������ flavonoids ��� 
flavonoids 1+�
�(���&�������%��
:�1	� 2 (��� (band I 1
� II) 	���
����
,����	����!:4�D��
��� flavonoids A/�� band I &������������
, benzoyl system �� A-ring 	��� band II &������������
, 
cinnamoyl system ��� B-ring ���	���
��� flavones &��� band I 1
� II ��%���(��� 240-285 1
� 
304 nm �(��������
��
, flavonol ����� band I ��%���(���������
��:� 240-285 nm �����#��3+�� 
band II ��� flavonol &�(���5����*��%���� 325 nm +���
������
,	���
��� flavanone ���&��� band

II ��
�������
,�
��� flavones �:� 300-303 nm 1+��� band I ��(��������������
:�����	%������
4� 
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flavones 1
� flavonol �
���:� 270-295 nm ���*����	���
��� isoflavone �

,!,�!��� band I ���
������� A/����%���(��� 240-280 nm 

(���� 4.1 ����	�������	�� flavonoidss ����(������'/�0� 

O

O

R1

R6

R5

R4

R3

R2

2

3
45

6

7
8

2´
3´

4´

5´
6´

O

O

R1

R6

R5

R4

R3

R2

2

3
45

6

7
8

2´
3´

4´

5´
6´

2

345
6

7
8

2´
3´

4´5´
6´O

OR2

R1 R3

Flavanone type Flavone type Isoflavone type

0 1
2

34

0 1
2

34

0 1
2

34
A

B

C A

B

C A

B

C

Name Mr R1 R2 R3 R4 R5 R6

Flavanone type

[1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavanone 287 H OH OH OH OH H

[2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavone 304 OH OH OH OH OH H

[3] hesperidin; 5,7,3´-trihydroxy-4´-
methoxyflavanone 302 H OH OH OH OCH3 H

Flavone type

[4] apigenin; 5,7,4´-trihydroxyflavone 270 H OH OH H OH H

[5] luteolin; 5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone 286 H OH OH OH OH H

[6] 5,7, 3´,4´,5´-pentahydroxyflavone 302 H OH OH OH OH OH

[7] acacetin; 5,7-dihydroxy- 4´-methoxyflavone 284 H OH OH OCH3 H H

[8] diosmetin; 5,7, 3´-trihydroxy-4´-methoxyflavone 300 H OH OH OH OCH3 H

Flavonol type

[9] galengin; 3,5,7-trihydroxyflavone 270 OH OH OH H H H

[10] fisetin; 3,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone 286 OH H OH OH OH H

[11] kaempferol; 3,5,7,4´-tetrahydroxyflavone 286 OH OH OH H OH H

[12] quercetin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavone 302 OH OH OH OH OH H

[13] myricetin; 3,5,7, 3´,4´,5´-hexahydroxyflavone 319 OH OH OH OH OH OH

[14] kaempferid; 3,5,7,-trihydroxy-4´-
methoxyflavone 300 OH OH OH H OCH3 H

[15] isorhamnetin; 3,5,7, 4´-tetrahydroxy-3´-
methoxyflavone 316 OH OH OH OCH3 OH H

Isoflavone type

[16] genistein; 5,7,4´-trihydroxyisoflavone 270 OH OH OH - - -

[17] biochanin-A; 5,7-dihydroxy-4´-
methoxyisoflavone 284 OH OH OCH3 - - -
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(���� 4.2 ����%��
:��
:��1	�������
,��������
:�� 200-400 nm ��� flavonoids. 

Name Mr UV spectra ��� � 200-400 nm 

Flavanone type 

[1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavanone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

287 

[2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavanone 

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

304 

[3] hesperidin; 5,7,3´-trihydroxy-
4´-methoxyflavanone  
�

O

O

O

OH

HO

OH

302 

Flavone type 

[4] apigenin; 5,7,4´-
trihydroxyflavone 

�

O

O

OH

HO

OH

270 

�

[5] luteolin; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone 
�

O

O

OH

OH

HO

OH

286 

[6] 5,7, 3´,4´,5´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH

302 
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(���� 4.2 ����%��
:��
:��1	�������
,��������
:�� 200-400 nm ��� flavonoids (+��)

Name Mr UV spectra ��� � 200-400 nm 

[7] acacetin; 5,7-dihydroxy- 4´-
methoxyflavone 

�

O

O

O

HO

OH

284 

[8] diosmetin; 5,7, 3´-trihydroxy-
4´-methoxyflavone 
�

O

O

O

OH

HO

OH

300 

Flavonol type

[9] galengin; 3,5,7-
trihydroxyflavone 
�

O

OHO

OH

OH

270 

[10] fisetin; 3,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

286 

[11] kaempferol; 3,5,7,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

HO

OH

OH

286 

[12] quercetin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

302 
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(���� 4.2 ����%��
:��
:��1	�������
,��������
:�� 200-400 nm ��� flavonoids (+��)

Name Mr UV spectra ��� � 200-400 nm 

[13] myricetin; 3,5,7, 3´,4´,5´-
hexahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH

OH

319 

[14] kaempferid; 3,5,7,-
trihydroxy-4´-methoxyflavone  

�

O

O

O

HO

OH

OH

300 

[15] isorhamnetin; 3,5,7, 4´-
tetrahydroxy-3´-methoxyflavone  

�

O

O

O

OH

HO

OH

OH

316 

Isoflavone type 

[16] genistein; 5,7,4´-
trihydroxyisoflavone 
�

O

O

OH

HO

OH

270 

[17] biochanin-A; 5,7-dihydroxy-
4´-methoxyisoflavone  
�

O

O

O

HO

OH

284 
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(���� 4.3 
-��
,���1����� flavonoids 17 	����:���(�+
��-�
�
�����������:� methanol,

acetonitrile 1
� isopropanol �����1��������,, HPLC 1,, reversed phase 
Retention

order
Mobile phase B 

MeOH Acetronitrile Isoflavone 

1

[2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavanone 

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavanone

[2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavanone 

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavanone

[6] 5,7, 3´,4´,5´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4',5'-pentahydroxyflavone

2

[1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavanone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4'-tetrahydroxyflavanone

[6] 5,7, 3´,4´,5´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4',5'-pentahydroxyflavone

[2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavanone 

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavanone

3

[13] myricetin; 3,5,7, 
3´,4´,5´-

hexahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavone

[13] myricetin; 3,5,7, 
3´,4´,5´-

hexahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavone

[13] myricetin; 3,5,7, 
3´,4´,5´-

hexahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavone

4

[10] fisetin; 3,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

3,7,3',4'-tetrahydroxyflavone

[10] fisetin; 3,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

3,7,3',4'-tetrahydroxyflavone

[10] fisetin; 3,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

3,7,3',4'-tetrahydroxyflavone

5

[6] 5,7, 3´,4´,5´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O
OH

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4',5'-pentahydroxyflavone

[1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavanone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4'-tetrahydroxyflavanone

[1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavanone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4'-tetrahydroxyflavanone

6

[3] hesperidin; 5,7,3´-
trihydroxy-4´-

methoxyflavanone  
�

O

O

O

OH

HO

OH
5,7,3'-trihydroxy-4'-methoxy flavanone

[5] luteolin; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone 
�

O

O

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4'-tetrahydroxyflavone

[3] hesperidin; 5,7,3´-
trihydroxy-4´-

methoxyflavanone  
�

O

O

O

OH

HO

OH
5,7,3'-trihydroxy-4'-methoxy flavanone

7

[12] quercetin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone

[12] quercetin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone

[5] luteolin; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone 
�

O

O

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4'-tetrahydroxyflavone
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(���� 4.3 
-��
,���1����� flavonoids 17 	����:���(�+
��-�
�
�����������:� methanol,

acetonitrile 1
� isopropanol �����1��������,, HPLC 1,, reversed phase (+��) 

Retention
order

Mobile phase B 
MeOH Acetronitrile Isoflavone 

8

[16] genistein; 5,7,4´-
trihydroxyisoflavone 
�

O

O

OH

HO

OH

5,7,4'-trihydroxy isoflavone

[3] hesperidin; 5,7,3´-
trihydroxy-4´-

methoxyflavanone  
�

O

O

O

OH

HO

OH
5,7,3'-trihydroxy-4'-methoxy flavanone

[12] quercetin; 3,5,7, 3´,4´-
pentahydroxyflavone  
�

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone

9

[5] luteolin; 5,7,3´,4´-
tetrahydroxyflavone 
�

O

O

OH

OH

HO

OH
5,7,3',4'-tetrahydroxyflavone

[8] diosmetin; 5,7, 3´-
trihydroxy-4´-

methoxyflavone 
�

O

O

O

OH

HO

OH
5,7,3'-trihydroxy-4'-methoxyflavone

[8] diosmetin; 5,7, 3´-
trihydroxy-4´-

methoxyflavone 
�

O

O

O

OH

HO

OH
5,7,3'-trihydroxy-4'-methoxyflavone

10

[8] diosmetin; 5,7, 3´-
trihydroxy-4´-

methoxyflavone 
�

O

O

O

OH

HO

OH
5,7,3'-trihydroxy-4'-methoxyflavone

[16] genistein; 5,7,4´-
trihydroxyisoflavone 
�

O

O

OH

HO

OH

5,7,4'-trihydroxy isoflavone

[16] genistein; 5,7,4´-
trihydroxyisoflavone 
�

O

O

OH

HO

OH

5,7,4'-trihydroxy isoflavone

11

[15] isorhamnetin; 3,5,7, 
4´-tetrahydroxy-3´-

methoxyflavone  
�

O

O

O

OH

HO

OH

OH

3,5,7,4'-tetrahydroxy-3'-methoxyflavone

[4] apigenin; 5,7,4´-
trihydroxyflavone 

�

O

O

OH

HO

OH
5,7,4'-trihydroxyflavone

[15] isorhamnetin; 3,5,7, 
4´-tetrahydroxy-3´-

methoxyflavone  
�

O

O

O

OH

HO

OH

OH

3,5,7,4'-tetrahydroxy-3'-methoxyflavone

12

[4] apigenin; 5,7,4´-
trihydroxyflavone 

�

O

O

OH

HO

OH
5,7,4'-trihydroxyflavone

[15] isorhamnetin; 3,5,7, 
4´-tetrahydroxy-3´-

methoxyflavone  
�

O

O

O

OH

HO

OH

OH

3,5,7,4'-tetrahydroxy-3'-methoxyflavone

[4] apigenin; 5,7,4´-
trihydroxyflavone 

�

O

O

OH

HO

OH
5,7,4'-trihydroxyflavone

13

[11] kaempferol; 3,5,7,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

HO

OH

OH

3,5,7,4'-tetrahydroxyflavone

[11] kaempferol; 3,5,7,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

HO

OH

OH

3,5,7,4'-tetrahydroxyflavone

[11] kaempferol; 3,5,7,4´-
tetrahydroxyflavone  
�

O

O

OH

HO

OH

OH

3,5,7,4'-tetrahydroxyflavone



67 

(���� 4.3 
-��
,���1����� flavonoids 17 	����:���(�+
��-�
�
�����������:� methanol,

acetonitrile 1
� isopropanol �����1��������,, HPLC 1,, reversed phase (+��) 

Retention
order

Mobile phase B 
MeOH Acetronitrile Isoflavone 

14

[17] biochanin-A; 5,7-
dihydroxy-4´-

methoxyisoflavone  
�

O

O

O

HO

OH

5,7-dihydroxy-4'-methoxy isoflavone

[7] acacetin; 5,7-
dihydroxy- 4´-

methoxyflavone 
�

O

O

O

HO

OH
5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone

[7] acacetin; 5,7-
dihydroxy- 4´-

methoxyflavone 
�

O

O

O

HO

OH
5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone

15

[7] acacetin; 5,7-
dihydroxy- 4´-

methoxyflavone 
�

O

O

O

HO

OH
5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone

[17] biochanin-A; 5,7-
dihydroxy-4´-

methoxyisoflavone  

O

O

O

HO

OH

5,7-dihydroxy-4'-methoxy isoflavone

[17] biochanin-A; 5,7-
dihydroxy-4´-

methoxyisoflavone  

O

O

O

HO

OH

5,7-dihydroxy-4'-methoxy isoflavone

16

[9] galengin; 3,5,7-
trihydroxyflavone 
�

O

OHO

OH

OH

3,5,7-trihydroxyflavone

[9] galengin; 3,5,7-
trihydroxyflavone 
�

O

OHO

OH

OH

3,5,7-trihydroxyflavone

[14] kaempferid; 3,5,7,-
trihydroxy-4´-

methoxyflavone  

O

O

O

HO

OH

OH

3,5,7-trihydroxy-4'-methoxyflavone

17

[14] kaempferid; 3,5,7,-
trihydroxy-4´-

methoxyflavone  
�

O

O

O

HO

OH

OH

3,5,7-trihydroxy-4'-methoxyflavone

[14] kaempferid; 3,5,7,-
trihydroxy-4´-

methoxyflavone  

O

O

O

HO

OH

OH

3,5,7-trihydroxy-4'-methoxyflavone

I18 
[9] galengin; 3,5,7-
trihydroxyflavone 
�

O

OHO

OH

OH

3,5,7-trihydroxyflavone
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��+ 4.1 �5���,����,
-��
,���1����� flavonoids 17 	����:���(�+
��-�
�
�����������:� methanol,

acetonitrile 1
� isopropanol �����1��������,, HPLC 1,, reversed phase 

$
���'/�0�
-��
,���1��!,����
4� methanol, acetonitrile 1
� isopropanol ����(��56� 
mobile phase (Solvent B) 	��$
��

�0*�������
�+��
-��
,���1�����	���
��� flavonoids ���
�56�(���������
� �
���:���� flavonoids ����%�1�����)�������
��
�!�������/4�&��-����
-��
,���
1�����	���
4� ; &���������� flavonoids �������%�1������������� ���&����4�����%�1������56�
�
������ methoxy �3&��-����
-��
,���1�������(������ flavonoids ������8!�� hydroxyl �56���%�
1����� �����#��3+��$
����5���,����,
-��
,���1����� flavonoids ���� mobile phase A/���(� 
methanol, acetonitrile 1
� isopropanol �56� solvent B !,�������*�����(� methanol �
4�
flavonoids �����&-������%�1����������
� �(�� flavanone ([2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-

pentahydroxyflavanone), flavone ([6] 5,7, 3´,4´,5´-pentahydroxyflavone) 1
� flavonol ([12] 

quercetin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavone ) !,���	���
��� flavanone &���
-��
,���1�������
���� flavone 1
� flavonol +��
-��
, �(��������
,	���
��� isoflavone ([16] genistein; 5,7,4´-
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trihydroxyisoflavone) &���
-��
,���1����������� flavone ([4] apigenin; 5,7,4´-

trihydroxyflavone) �(���
� �
4���4
-��
,���1����� flavonoids �5
����15
�#5��:���(� acetonitrile 

�56� mobile phase A/��!,���	��$
��������+��
-��
,���1�����	���
��� flavone ����-����	��
�
��� flavone 	���������
-��
,���1������������3��/4� �(�� flavone ([6] 5,7, 3´,4´,5´-

pentahydroxyflavone) A/����&-������%�1����������
, 5 1+���
-��
,���1�������3����� flavonol ([13] 

myricetin; 3,5,7, 3´,4´,5´-hexahydroxyflavone) A/����&-������%�1����������
, 6 A/��1+�+���&�����
�(� methanol �56� mobile phase �(��������
,����(� isopropanol �56� mobile phase A/���������
1+�+������
-��
,���1����� flavonoids �(��������
� �
���4���"�!
�
��
�����4&/�	��$
��1
�
	����9�������%
����56�5����(��+�����,��(�4(���1
���,����

�0*���� flavonoids &�������"����
���������+
���������� mobile phase ���1+�+����
� 

4.2 ������������������ collision energy !��"����� collision induce dissociation (CID) 
!����������#$� flavonoids 
��	������ ESI-MS/MS ��%� positive ��# negative ion mode 

�-� flavonoids ���+������'/�0�#5�-��������������������:��� ESI-QTOF �
4� positive 1
� 
negative ion mode �����1+�
� mode �-����'/�0����"�!
������ collision energy +���%51,,
���1+�+
���� flavonoids ������ collision energy ����(��:� 20 25 1
� 30 eV +��
-��
, #��$
�
� 
ESI-MS/MS spectra &�������������� flavonoids &-���� 17 +
� ���� positive ion mode 1	���
�
�%5 4.4 9/� 4.26 1
� negative ion mode 1	���
��%5 4.27 9/� 4.49 A/��&���������������%51,,���
1+�+
�!, fragment ion ���	-��
�����
4�	�� mode 1	���
�1$�)�!�%5 4.2 1
� 4.3 	-���
,���
������������� positive 1
� negative ion mode +��
-��
, �
4���4�%51,,���1+�+
��
��
���	����9
	��5#���
�+���� 4.6 1
��-�#5�(��"�,���%51,,���1+�+
���� flavonoids (���+���&�����"�!

��� collision energy 1
�&��$
���'/�0� flavonoid standard �
4� 17 +
���4 A/��1	���
��%5 4.4-

4.49 �-����#���%51,,���1+�+
����	-��
��-�#5�(������,��(�41
���,����

�0*����	���
��� 
flavonoids ���!,��	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���	)���������:��� ESI-MS/MS �
4� positive

1
� negative ion mode ����(�1	���
�+���� 4.4 1
� 4.5 +��
-��
, A/���(�����-�	������	%����
������������+������ micro syringe pump �����
+����3� 1000 μl/h  
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(���� 4.4 	)���������:��� ESI-MS/MS ���������������1,, positive ion mode �����'/�0�
���"�!
��� collision energy +���%51,,���1+�+
���� flavonoids. 

Instrument Parameter 
Polarity ES+ 
Calibration Dynamic 2 

Set point Actual 
Capillary 3 3.01 
Cone 30 42 
Extractor 0 11 
RF Lens 1 9.16 
Source Temp (°C) 100 125 
Desolvation Temp (°C) 270 267 
LM Resolution 15
HM Resolution 15

Collision Energy Vary for 20, 25 and 
30 eV 9.9 

Ion Energy 3
Steering 0 -1.09 
Entrance 80 -78.4 
Pre-filter 5 4.5 
Transport 11 -12 
Aperture2 16 -17.3 
Acceleration 200 -200 
Focus 0 0 
Tube Lens 160 -159 
Offset1 0 -76.2 
Offset2 0 -79.3 
Pusher 980 912 
TOF (kV) 9.1 -9.23 
Reflectron 35.25 2.04 
Pusher Cycle Time (μs) Auto
Pusher Frequency (Hz) 22727.27
Multiplier 550 -565 
MCP 2000 1989 
Centroid Threshold 0
Min Points 2
Np Multiplier 1
Resolution 4000
Lock Mass 0
Mass Window +/- 1
Lteff 1805
Veff 9100
Pirani Pressure(mbar) 1.91E+00
Penning Pressure(mbar) OFF
Tof Penning Pressure(mbar) 6.53E-07
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(���� 4.5 	)���������:��� ESI-MS/MS ���������������1,, negative ion mode �����'/�0�
���"�!
��� collision energy +���%51,,���1+�+
���� flavonoids.  

Instrument Parameters 
Polarity ES- 
Calibration Dynamic 2 

Set point Actual 
Capillary 3 -2.21 
Cone 30 -42 
Extractor 0 -11 
RF Lens 1 -9.16 
Source Temp (°C) 120 129 
Desolvation Temp (°C) 270 267 
LM Resolution 15
HM Resolution 15

Collision Energy Vary for 20, 25 
and 30 eV -9.9 

Ion Energy 3
Steering 0 -0.78 
Entrance 80 77.7 
Pre-filter 5 -6 
Transport 11 10.1 
Aperture2 16 14.8 
Acceleration 200 198 
Focus 0 -2 
Tube Lens 160 157 
Offset1 0 79.3 
Offset2 0 77.7 
Pusher 980 912 
TOF (kV) 9.1 9.18 
Reflectron 35.25 2.05 
Pusher Cycle Time (μs) Auto
Pusher Frequency (Hz) 22727.27
Multiplier 550 -565 
MCP 2000 1984 
Centroid Threshold 0
Min Points 2
Np Multiplier 1
Resolution 0
Lock Mass 0
Mass Window +/- 1
Lteff 1806.89
Veff 9100
Pirani Pressure(mbar) 1.95E+00
Penning Pressure(mbar) OFF
Tof Penning Pressure(mbar) 6.31E-07
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��+ 4.2 �%51,,���1+�+
����	-��
���� flavonoids &������������������������ ESI-MSMS 1,, 
positive ion mode A/��5����,���� neutral and radical losses 1
� C-ring cleavages 
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��+ 4.3 �%51,,���1+�+
����	-��
���� flavonoids &������������������������ ESI-MSMS 1,, 
negative ion mode A/��5����,���� neutral and radical losses 1
� C-ring cleavages 
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(���� 4.6 �%51,,���1+�+
����	-��
���� flavonoids &������������������������ ESI-MSMS

1,, positive 1
� negative ion mode A/��5����,���� neutral and radical losses 1
� C-ring
cleavages 
�

a P; positive mode
b N; negative mode
c PR; ring cleavage  in  positive mode
d NR; ring cleavage  in  negative mode

Fragmentation 
pathways Positive ion mode Negative ion mode

Neutral and radical losses 
fragmentation pathway

P 1a ; [M+H]+

P2; [M+H-H2O]+

P3; [M+H-CO]+

P4; [M+H-CHO	]+	

P5; [M+H-C2H2O]+

P6; [M+H-H2O-CO]+, [M+H-CHO	-OH	]+

P7; [M+H-2CO]+

P8; [M+H-2CHO	]+

P9; [M+H-H2O-CO-H2O]+

P10; [M+H-C2H2O-C2H2]+

P11; [M+H-C2H2O-CO]+

P12; [M+H-H2O-2CO]+, [M+H-CHO	-OH	-CO]+

P13; [M+H-3CO]+, [M+H-2C2H2O]+

P14; [M+H-H2O-2CO-H2O]+

P15; [M+H-2CHO	-C2H2O]+, [M+H-C2H2O-C2H2O3]+

P16; [M+H-H2O-3CO]+, [M+H-CHO	-OH	-2CO]+

P17; [M+H-4CO]+

P18; [M+H-CHO	-OH	-CO-C2H2O]+

P19; [M+H-H2O-3CO-H2O]+

P20; [M-H2O-4CO]+, [M-CHO	-OH	-3CO]+

P21; [M+H-2CO-C4H4O2]+

P22; [M+H-H2O-4CO-H2O]+

P23; [M+H-H2O-5CO]+, [M-CHO	-OH	-4CO]+

P24; [M+H-CHO	-OH	-3CO-CHO	]+	

P25; [M+H-CHO	-OH	-3CO-CH2O]+

P26; [M+H-CH3
	]+	

P27; [M+H-CH3
	-H	]+

P28; [M+H-CH3
	-OH3

	]+

P29; [M+H-CHO	]+	

P30; [M+H-CH3OH]+

P31; [M+H-CH3
	-H2O]+	

P32; [M+H-CH3
	-CO]+	

P33; [M+H-CH3
	-CHO	]+

P34; [M+H-CH3OH-CO]+

P35; [M+H-CH3
	-2CO]+	

P36; [M+H-CH3
	-CHO	-CO]+

P37; [M+H-CH3
	-CHO	-CO2]+

P38; [M+H-CH3OH-CO-CHO	]+	

P39; [M+H-CH3
	-3CO]+	

P40; [M+H-CH3
	-2CO-CO2]+	

N1b; [M-H]-

N2; [M-OH	]-	

N3; [M-H2O]-

N4; [M-CO]-

N5; [M-CHO	]-	

N6; [M-CH2O]-

N7; [M-C2H2O]-

N8; [M-CO2]-

N9; [M-H2O-CO]-

N10; [M-2CO]-

N11; [M-CH2O-CO]-

N12; [M-C2H2O-C2H2]-, [M-C3O2]-

N13; [M-C2H2O-CO]-

N14; [M-CO2]-, [M-CO2-CO]-

N15; [M-2CO-H2O]-

N16; [M-2C2H2O]-

N17; [M-CH2O-2CO]-, [M-C2H2O-CO2]-

N18; [M-2CO2]-

N19; [M-C2H2O-CO-C2H2]-

N20; [M-C2H2O-2CO]-

N21; [M-2CO-CO2]-

N22; [M-C3O2-C2H2O]-

N23; [M-C2H2O-CO-C2H2O]-, [M-C2H2O-CO2-C2H2]-

N24; [M-CH2O-3CO]-

N25; [M-C2H2O-3CO]-, [M-C2H2O-C4H4O2]-

N26; [M-C2H2O-CO2-C2H2O]-

N27; [M-C2H2O-2CO-C2H2O]-

N28; [M-CH2O-4CO]-

N29; [M-C2H2O-2CO-C4H4]-

N30; [M-CH3
	]-	

N31; [M-CH3
	-CO]-	, [M-CO-CH3

	]-	

N32; [M-CH3
	-CHO	]-

N33; [M-C2H2O-CH3
	]-	

N34; [M-CH3
	-2CO]-	

N35; [M-CH3
	-CHO	-CO]-

N36; [M-C2H2O-CH3
	-C2H2]-	

N37; [M-C2H2O-CH3
	-CO]-	

N38; [M-CH3
	-CHO	-CO2]-

N39; [M-C2H2O-CH3
	-C2H2O]-	

N40; [M-C2H2O-CO2-CH3
	]-	

N41; [M-C3O2-C2H2O-CH3
	]-	

N42; [M-C3O2-C2H2O-CH3
	-C2H2]-	

N43; [M-C3O2-C2H2O-CH3
	-C2H2O]-	

C-ring  cleavage 
fragmentation 

pathways

PR 1c; 0,2A+

PR2;0,2A-H2O+

PR3; 0,2A-H2O-CO+

PR4; 0,2A-CO+

PR5; 0,2A-CO-CO+

PR6; 0,2B+

PR7; 0,2B-CO+

PR8; 0,3B+

PR9; 0,3B-H2O+

PR10; 0,4B+

PR11; 0,4B-H2O+

PR12; 1,3A+

PR13; 1,3A-H2O+

PR14; 1,3A-CO+

PR15; 1,3A-C2H2O+

PR16; 1,3B+

PR17; 1,3B-2H+

PR18; 1,4A+

PR19; 1,4A+2H+

PR20; 1,4B+

NR1d ; 0,2A-

NR2; 0,2A-CO-

NR3; 0,2B-

NR4; 0,2B-CO-

NR5; 0,3A-

NR6; 0,3B-

NR7; 0,4B-

NR8; 1,2A-

NR9; 1,2A-CO-

NR10; 1,2A-CO-CO2
-

NR11; 1,2B-

NR12; 1,3A-

NR13; 1,3A-CO2
-

NR14; 1,3A-C2H2O-

NR15; 1,3B-

NR16; 1,3B-2H-

NR17; 1,4A-

NR18; 1,4A+2H-

NR19; 1,4B-

NR20; 1,4B+2H-

NR21; [M-CH3
	-1,4B+2H]-
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��+ 4.4 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [1] eriodictyol; 

5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavanone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 

��+ 4.5 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [2] taxifolin; 3,5,7, 

3´,4´-pentahydroxyflavanone���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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��+ 4.6 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [3] 5,7,3´-trihydroxy-

4´-methoxyflavanone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.7  ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavanone, [2] 

taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavanone1
� [3] 5,7,3´-trihydroxy-4´-methoxyflavanone 
���������� ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-

tetrahydroxyflavanone, [2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavanone1
� [3] 5,7,3´-

trihydroxy-4´-methoxyflavanone ���������� ESI-MS/MS !,���	���
��� flavanone 	����9
1+�+
�#������ ��� product ion &-������� ���	����9!, [M+H]+#����� collision energy �����
, 
20 eV �����:����� collision energy �!�������/4���� relative ion signal intensity ���#�����4�����

�
� �����#��3+�� ��� relative ion signal intensity ��� [M+H]+ * collision energy 20 eV ��4�3
	����9�(������1��1�� flavanone �
4�	�����&���
�#�� ��:���&�� �8!�� [2] Taxifolin �����
4�
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���!, [M+H]+ �56� base peak �*���� [1] eriodictyol 1
� [3] hesperidin !,#���� PR12 1
�
PR11 �56� base peak +��
-��
, ���&����4�
�!,������ [2] Taxifolin A/���� hydroxyl group �56���%�
1����� ���+-�1���� C3 ��� A-ring &/�1+�+���&�� [1] eriodictyol 1+���%�1������
��
��������"�!

��������+���%51,,���1+�+
���� [1] Taxifolin A/���������1+�+
�1,, neutral and radical 

losses #������ &�����	%��	�����
��
��� H2O CO C2H2O �56�+�� �-����#�� P6, P9, P12, P14, P19 

1
� P22 �56� product ions ���&����4 ���1+�+
�$��� C-ring cleavage �3��

�0*��8!�� �
���:� 
!,#���� PR1-4 A/���56� characteristic ion ��� [1] taxifolin �(��������
,#���� PR12 1
�
PR16 A/���56� characteristic ion 	-���
, flavonoids  �3!,�56� base peak ��:��9%������������� 
collision energy 30 eV  

	��� [1] eriodictyol !,��� daughter ion &�����1+�+
�$��� C-ring cleavage �
���:� 
PR11 1
� PR12 �56�#����������� ���#���� PR12 �56� base peak ��� collision energy ����(� 
�*�������
� product ion ���#��&�����1+�+
�1,, neutral and radical losses �3	����9!,#��
�(��������
� 

���&����4 [3] hesperidin �����1+�+
�$����
#� radical losses �-����#��#���� P26,

P27, P30, P37 �56�+�� A/���-�������,�������%� methoxy group �56�����5����,��%�)��������	���� 
�����#��3+�����1+�+
�$��� C-ring cleavage �3�
�������#�����-����#�� PR11 �56� base peak ��� 
collision energy 20 eV �*����#���� PR12 �56� base peak �
4���� collision energy 25 1
� 30 eV 

&��$
�������������
��
�������+���-�������,��� [M+H]+ ��� flavanone 	����91+�
+
�#������ ������ product ion �������&�����1+�+
�$��� C-ring cleavage �56�#����	-��
� 
���&����4	���
��� flavanonol �
����%51,,���1+�+
����1+�+������#5 �
���:� �������1+�+
�
�!�������/4����#������������������
, neutral and radical losses ���*�����������%���� methoxy 

group )��������	�����3	����9���,#��&�����!,#���� P26 �56�+�� �
��
4� &-���������%�
1�����	����9��#��&����� m/z ���#�����������&�� C-ring cleavage ���&���
4�+-�1���������%�
1�����1
�(����3	����9��,�#��&��#�����������&�� neutral and radical losses 
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��+ 4.8   �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [4] apigenin; 5,7,4´-

trihydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 

��+ 4.9   �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &��������������  [5] luteolin; 

5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode  



80 

��+ 4.10  �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [6] 5,7, 3´,4´,5´-

pentahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 



81 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

P1 (303)

P2 (285)

P3 (275)

P4 (274)

P5 (261)

P6 (257)

P7 (247)

P8 (245)

P9 (239)

P10 (235)

P11 (233)

P12 (229)

P13 (219)

P14 (211)

P15 (203)

P16 (201)

P17 (191)

P18 (187)

P19 (183)

P20 (173)

P21 (163)

P22 (155)

P23 (145)

P24 (144)

P25 (143)

P26 (288)

P27 (287)

P28 (284)

P29 (274)

P30 (271)

P31 (270)

P32 (260)

P33 (259)

P34 (243)

P35 (232)

P36 (231)

P37 (215)

P38 (214)

P39 (204)

P40 (188)

PR
1 (149)

PR
2 (131)

PR
3 (103)

PR
4 (121)

PR
5 (93)

PR
6 (153)

PR
7 (125)

PR
8 (167)

PR
9 (149)

PR
10 (195)

PR
11 (177)

PR
12 (153)

PR
13 (135)

PR
14 (125)

PR
15 (111)

PR
16 (151)

PR
17 (149)

PR
18 (125)

PR
19 (127)

PR
20 (179)

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

P1 (287)

P2 (269)

P3 (259)

P4 (258)

P5 (245)

P6 (241)

P7 (231)

P8 (229)

P9 (223)

P10 (219)

P11 (217)

P12 (213)

P13 (203)

P14 (195)

P15 (187)

P16 (185)

P17 (175)

P18 (171)

P19 (167)

P20 (157)

P21 (147)

P22 (139)

P23 (129)

P24 (128)

P25 (127)

P26 (272)

P27 (271)

P28 (268)

P29 (258)

P30 (255)

P31 (254)

P32 (244)

P33 (243)

P34 (227)

P35 (216)

P36 (215)

P37 (199)

P38 (198)

P39 (188)

P40 (172)

PR
1 (149)

PR
2 (131)

PR
3 (103)

PR
4 (121)

PR
5 (93)

PR
6 (137)

PR
7 (109)

PR
8 (151)

PR
9 (133)

PR
10 (179)

PR
11 (161)

PR
12 (153)

PR
13 (135)

PR
14 (125)

PR
15 (111)

PR
16 (135)

PR
17 (133)

PR
18 (125)

PR
19 (127)

PR
20 (163)

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

P1 (271)

P2 (253)

P3 (243)

P4 (242)

P5 (229)

P6 (225)

P7 (215)

P8 (213)

P9 (207)

P10 (203)

P11 (201)

P12 (197)

P13 (187)

P14 (179)

P15 (171)

P16 (169)

P17 (159)

P18 (155)

P19 (151)

P20 (141)

P21 (131)

P22 (123)

P23 (113)

P24 (112)

P25 (111)

P26 (256)

P27 (255)

P28 (252)

P29 (242)

P30 (239)

P31 (238)

P32 (228)

P33 (227)

P34 (211)

P35 (200)

P36 (199)

P37 (183)

P38 (182)

P39 (172)

P40 (156)

PR
1 (149)

PR
2 (131)

PR
3 (103)

PR
4 (121)

PR
5 (93)

PR
6 (121)

PR
7 (93)

PR
8 (135)

PR
9 (117)

PR
10 (163)

PR
11 (145)

PR
12 (153)

PR
13 (135)

PR
14 (125)

PR
15 (111)

PR
16 (119)

PR
17 (117)

PR
18 (125)

PR
19 (127)

PR
20 (147)

(A) Apigenin

(B) Luteolin
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20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.11  ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &��������������
���� collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [4] apigenin; 5,7,4´-trihydroxyflavone, [5] luteolin; 

5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone 1
� [6] 5,7, 3´,4´,5´-pentahydroxyflavone ���������� ESI-

MS/MS 1,, positive ion mode 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &��
���������������� collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [4] apigenin; 5,7,4´-trihydroxyflavone, 

[5] luteolin; 5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone 1
� [6] 5,7, 3´,4´,5´-pentahydroxyflavone ����
������ ESI-MS/MS 1,, positive ion mode !,��� [M+H]+ �56� base peak ������	���
4� [4], 

[5] 1
� [6] 1
���� collision energy �
������9/�  [M+H]+ ��� flavones �
4�1+�+
�#���������
��� flavanone �����#��3+��!,��� ������ collision energy �!�������/4� &-���� daughter ion �3&�
�!�������/4� 1
���� collision energy 30 eV !,����!����/4������� relative ion signal intensity ���
#���� PR12 A/������������
, 50 25 1
� 12% 	-���
,	�� [4], [5] 1
� [6] +��
-��
, &/�	����9
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	��5#����� 9�����&-������� hydroxyl group A/���56���%�1������� B-ring �!�������/4� ��� relative 

ion signal intensity ���#���� PR12 &�
�
� ���
�
�5����* 2 ������:��&-������� hydroxyl 

group A/���56���%�1������� B-ring �!����
4� 1 ��%� A/��	��$
�-����������
�+��#���� PR16 &��
!E+������
��
���&/�!,��� &����� vary ��� collision energy �-�������,9/�!E+��������1+�+
�
1
��-����#�� characteristic relative ion signal intensity ��� #����	-��
����	����9�(�1��1��
����1+�+���������� flavonoids A/���56�(���������
�#��

��+ 4.12  �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &��������������  [7] acacetin; 5,7-

dihydroxy- 4´-methoxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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��+ 4.13 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [8] diosmetin; 5,7, 

3´-trihydroxy-4´-methoxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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(B) Diosmetin

(A) Acacetin

20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.14 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [7] acacetin; 4�-methoxy-5,7-dihydroxyflavone 1
� [8] 

4�-methoxy-5,7,3�-trihydroxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [8] diosmetin; 5,7, 3´-trihydroxy-

4´-methoxyflavone 1
� [8] diosmetin; 5,7, 3´-trihydroxy-4´-methoxyflavone ���������� ESI-

MS/MS 1,, positive ion mode !,��� methoxylated compounds ���	���
��� flavones 	����9
1+�+
�$����
#� radical loss #�����������
��� flavanone &/��-����#��#�������	-��
��:� P26 1
� 
P32 A/�� * collision energy #���� P26 �56� base peak 	-���
, compound [8] �*����#���� P28

�56� base peak 	-���
, compound [9] �����#��3+����� collision energy 20 1
� 25 eV !,���
#���� [M+H]+ �56� base peak 	-���
,	���
4�	��+
� ���*���� daughter ion �������&�� C-ring

cleavage �����/4����� &/��-������3��8!��#���� PR12 ��:� PR16 �56�+�� �����
,	
�������+�-� 
�
��
4�&��$
�
��
���!,������ vary ��� collision energy �-����	����91��1������1+�+���
������� compound [8] 1
� [9] #��&����������/4�1
���� relative ion signal intensity ��� #���� 
[M+H]+, P26 1
� P32

��+ 4.15 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [9] galengin; 3,5,7-

trihydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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��+ 4.16 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [10] fisetin; 

3,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 

��+ 4.17 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [11] kaempferol; 

3,5,7,4´-tetrahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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��+ 4.18 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [12] quercetin; 3,5,7, 

3´,4´-pentahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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(A) Galengin

(B) Fisetin

(C) Kaempferol

(D) Quercetin

20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.19 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [9] galengin; 3,5,7-trihydroxyflavone, [10] fisetin; 

3,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone, [11] kaempferol; 3,5,7,4´-tetrahydroxyflavone 1
� [12] 

quercetin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavone ������ ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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&��������� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &�����
������������� collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [9] galengin; 3,5,7-trihydroxyflavone, [10] 

fisetin; 3,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone, [11] kaempferol; 3,5,7,4´-tetrahydroxyflavone 1
� [12] 

quercetin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavone ������ ESI-MS/MS 1,, positive ion mode !,��� 
��:���5���,����,������� compound [9], [11] 1
� [12] �
���:����"�!
���&-������%� hydroxy ���
1������� B-ring !,��� 9�������%�1������� B-ring �!�������/4� &��-���� [M+H]+ ���	��(����
4� 
	����91+�+
���� daughter ion ��������������
, neutral and radical losses #���������	��(��������
&-������%�1������� B-ring �������� �����#��3+�����"�!
�����%�1������
��
���	��$
#��(
��&�
����
�	-���, daughter ion ��������/4�&�� C-ring cleavage ��:���&��!,��� compound [9] ��
#���� PR12 ��������	%�������:������,�
, compound [11] 1
� [12] 	-���
, [M+H]+ !,����56� 
base peak 	-���
, compound [9] ����� ; collision energy �*��������� relative ion signal 

intensity 
�
��56� 60% 	-���
, compound [11] 1
� [12] ��� collision energy 30 eV ���9%�
1���������#���� P13 A/���56� base peak 	-���
,�
4�	�� compound 9/�1���������1+�+���������� 
[9] �
, [11] 1
� [12] 	����9�-�#��������:���&����� collision energy �
4� compound !,�!��� 3 
#���������
4� �*���� compound [11] 1
� [12] ��&-���� daughter ion ���������� �����#��3+�� 
�%51,,���1+�+
���� [11] 1
� [12] ��������
�������
���� &/�#�����������1��1������
1+�+���������� compound �
4�	�������'
��8!���%51,,���1+�+
� �����#��3+��!,������ 
relative ion signal intensity ��� daughter ion ��#���
,������1+�+����
���:���(���� collision

energy ���1+�+����
� �
��
4�����1+�+������������� relative ion signal intensity ���#���� P2, 

P4, P5, P6, P16, P20, PR1, PR4, PR6 1
� PR12 &/�	����9�-����(�#���56��������	-���
,���
1��1������1+�+���������� compounds �
4�	�� ���&����4�
�	����9�(������1��(������ 
flavonol ���&�� flavones 1
� flavanone A/��#����&��*�#������������4#�� 

���&����4����5���,����,������� compound [10] �
, [11] A/���56� structural isomers �
, 
!,��� ���%51,,���1+�+
�����
����
� �����#��3+����� relative ion signal intensity ���#����
	-��
��3������1+�+����
����������(���
� &/��56�$
���	����91��1������1+�+������	���
4�
	��#�� ���#�����
��
���#��1�� P2, P4, P16, P20, PR1, PR4, PR6 1
� PR12 �(��������
��
,
����5���,����, compound [10] �
, [12] A/��	����9,��9/����"�!
�����%�1����� hydroxy * 
+-�1���� C5 ��� A-ring #�� ���!,��� 	���
4�	�����%51,,���1+�+
�����
����
��������� ���#5
9/���� relative ion signal intensity A/���3�������
����
/��
���%���� +���!�&��*������
������&/�&�
!,���,��#�����
������� relative ion signal intensity ���1+�+����
� �
�#��1�� P2, P4, P6, P7, P16, 

P19, P20, PR4, PR6 1
� PR12 A/��&��$
�
��
���1	�������3���� &-���������%�1������� B-ring

�����"�!
+���%51,,���1+�+
�1
���� relative ion signal intensity ��� daughter ion ������� 
���1����������%� hydroxyl group ���+-�1���� C5 ��� A-ring
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��+ 4.20 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [13] myricetin; 3,5,7, 

3´,4´,5´-hexahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 

��+ 4.21 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [14] kaempferid; 

3,5,7,-trihydroxy-4´-methoxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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��+ 4.22 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [15] isorhamnetin; 

3,5,7, 4´-tetrahydroxy-3´-methoxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 



91 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

P1 (319)

P2 (301)

P3 (291)

P4 (290)

P5 (277)

P6 (273)

P7 (263)

P8 (261)

P9 (255)

P10 (251)

P11 (249)

P12 (245)

P13 (235)

P14 (227)

P15 (219)

P16 (217)

P17 (207)

P18 (203)

P19 (199)

P20 (189)

P21 (179)

P22 (171)

P23 (161)

P24 (160)

P25 (159)

P26 (304)

P27 (303)

P28 (300)

P29 (290)

P30 (287)

P31 (286)

P32 (276)

P33 (275)

P34 (259)

P35 (248)

P36 (247)

P37 (231)

P38 (230)

P39 (220)

P40 (204)

PR
1 (165)

PR
2 (147)

PR
3 (119)

PR
4 (137)

PR
5 (109)

PR
6 (153)

PR
7 (125)

PR
8 (183)

PR
9 (165)

PR
10 (211)

PR
11 (193)

PR
12 (153)

PR
13 (135)

PR
14 (125)

PR
15 (111)

PR
16 (167)

PR
17 (165)

PR
18 (125)

PR
19 (127)

PR
20 (195)

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

P1 (301)

P2 (283)

P3 (273)

P4 (272)

P5 (259)

P6 (255)

P7 (245)

P8 (243)

P9 (237)

P10 (233)

P11 (231)

P12 (227)

P13 (217)

P14 (209)

P15 (201)

P16 (199)

P17 (189)

P18 (185)

P19 (181)

P20 (171)

P21 (161)

P22 (153)

P23 (143)

P24 (142)

P25 (141)

P26 (286)

P27 (285)

P28 (282)

P29 (272)

P30 (269)

P31 (268)

P32 (258)

P33 (257)

P34 (241)

P35 (230)

P36 (229)

P37 (213)

P38 (212)

P39 (202)

P40 (186)

PR
1 (165)

PR
2 (147)

PR
3 (119)

PR
4 (137)

PR
5 (109)

PR
6 (135)

PR
7 (107)

PR
8 (165)

PR
9 (147)

PR
10 (193)

PR
11 (175)

PR
12 (153)

PR
13 (135)

PR
14 (125)

PR
15 (111)

PR
16 (149)

PR
17 (147)

PR
18 (125)

PR
19 (127)

PR
20 (177)

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

P1 (317)

P2 (299)

P3 (289)

P4 (288)

P5 (275)

P6 (271)

P7 (261)

P8 (259)

P9 (253)

P10 (249)

P11 (247)

P12 (243)

P13 (233)

P14 (225)

P15 (217)

P16 (215)

P17 (205)

P18 (201)

P19 (197)

P20 (187)

P21 (177)

P22 (169)

P23 (159)

P24 (158)

P25 (157)

P26 (302)

P27 (301)

P28 (298)

P29 (288)

P30 (285)

P31 (284)

P32 (274)

P33 (273)

P34 (257)

P35 (246)

P36 (245)

P37 (229)

P38 (228)

P39 (218)

P40 (202)

PR
1 (165)

PR
2 (147)

PR
3 (119)

PR
4 (137)

PR
5 (109)

PR
6 (151)

PR
7 (123)

PR
8 (181)

PR
9 (163)

PR
10 (209)

PR
11 (191)

PR
12 (153)

PR
13 (135)

PR
14 (125)

PR
15 (111)

PR
16 (165)

PR
17 (163)

PR
18 (125)

PR
19 (127)

PR
20 (193)

(A) Myricetin
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20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.23 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [13] myricetin; 3,5,7, 3´,4´,5´-hexahydroxyflavone, [14] 

kaempferid; 3,5,7,-trihydroxy-4´-methoxyflavone 1
� [15] isorhamnetin; 3,5,7, 4´-

tetrahydroxy-3´-methoxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [13] myricetin; 3,5,7, 3´,4´,5´-

hexahydroxyflavone, [14] kaempferid; 3,5,7,-trihydroxy-4´-methoxyflavone 1
� [15] 

isorhamnetin; 3,5,7, 4´-tetrahydroxy-3´-methoxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, positive

ion mode !,��� compound [13] .���%51,,���1+�+
����:�� compound [12] �����#��3+����� 
relative ion signal intensity ��� [M+H]+ 1
� daughter ion ������1+�+����
��������� ������
relative ion signal intensity ��� [M+H]+  ��� compound [13] �����
�
���:������,�
, compound  
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[12] ��� collision energy 30 eV �:� 18 1
� 60% +��
-��
, �(��������
,#���� P12 ���
�
�&��
base peak (100%) 	-���
, compound [12] �56� 64% 	-���
, compound [13] �����#��3+��!,��� 
daughter ion �������&�� C-ring cleavage �:� PR12 ����� relative ion signal intensity �!�������/4�
	-���
, compound [13] ��:������,�
, compound [12]  

���&����4 methoxylated compound ���	���
��� flavonol 	����91+�+
���� product

ion ��������������
,�
4� neutral losses 1
� C-ring cleavage ����8!����������� ���1+�+
����
�����������
, radical loss A/���56� characteristic 	-���
, methoxylated compound 	����9!,#��
����1
��56�#�������	-��
�1
�����	-���
, methoxylated flavonol A/��	����91��1������
1+�+������	���
�����4���&�� compound �:�� ; ���
��� flavonol #���56�������� ���&����4 $

&����� vary ��� collision energy �-�������,�%51,,���1+�+
����	����9�-���1��1��)����
�
��� methoxylated flavonol ��� �
���:� &������5���,����, compound [14] �
, [15] !,��� ��� 
collision energy ��� relative ion signal intensity ��� [M+H]+ ��� compound [14] �:� 70% �����
	%���������������:������,�
, compound [15] A/��������!��� 30% �
���:� ������ collision energy 

�����
� [M+H]+ ��� compound [15] 	����91+�+
�#���������� compound [14] ��:���&�����"�!

���&-������%� hydroxyl �� B-ring ��������� �-����!, daughter ion ����������
, radical losses ���
+
� ������ P28 1
� P40 ���&����4�
�!,��� PR12 �56� base peak 	-���
, compound [15] �*���� 
P32 �56� base peak 	-���
, compound [14] ��� collision energy ������
� �:� 30 eV 

&��!E+������
��
���&/�	����9	��5#����� ���1��1��������� methoxylated 

flavonol �
4�	���
��
��� 	����9����-�#��&������5���,����,��� relative ion signal intensity 

��� [M+H]+, P26, P30, P32, P34, P35, PR1 1
� PR12 
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��+ 4.24 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [16] genistein; 

5,7,4´-trihydroxyisoflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 

��+ 4.25 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [17] 5,7-dihydroxy-

4´-methoxyisoflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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(A) Genistein

(B) Biochanin-A

20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.26 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [16] genistein; 5,7,4´-trihydroxyisoflavone 1
� [17] 

5,7-dihydroxy-4´-methoxyisoflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [16] genistein; 5,7,4´-

trihydroxyisoflavone 1
� [17] 5,7-dihydroxy-4´-methoxyisoflavone ���������� ESI-MS/MS 

1,, positive ion mode ��:���5���,����,������� compound [16] ��4�
, compound [4] (�%5
4.11(A)) A/��	���
4�	���56� structural isomer �
� ���!,����1+�+����
���������������
relative ion signal intensity 1
� daughter ion A/��	������������������
, neutral and radical losses 

������ relative ion signal intensity ��� [M+H]+ �����
�
�	-���
, compound [16] �:� 40% ��:��
����,�
, compound [4] �56� base peak ���*����#���� P2, P3, P6, P12, P16, P20 	-���
, 
compound [16] ����� relative ion signal intensity ���	%���������������:������,�
, compound [4] 

�
4���4#���� PR12 �56� base peak 	-���
, compound [16] ��� collision energy 30 eV  

�-����������
��
, methxylated flavonol 	-���
, methxylated isoflavone �
���:� !, 
[M+H]+ �56� base peak ��� collision energy 20 1
� 25 eV &���
4���:����� collision energy �!���
����/4��56� 30 eV #���� [M+H]+  ����� relative ion signal intensity 
�
� ���!, daughter ion 

�������&�� radical losses �!�������/4�1
��56�#�������	-��
� ��&-����#������
����4 #���� P32

�56� base peak 	-���
, compound [17] ��4 ��� collision energy 30 eV 
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��+ 4.27 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [1] eriodictyol; 

5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavanone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

��+ 4.28 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� 3,5,7,3�,4�-

pentahydroxyflavanone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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��+ 4.29 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� 4�-methoxy-5,7,3�-

trihydroxyflavanone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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(A) Eriodictyol

(B) Taxifolin

(C) Hesperidin

20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.30 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavanone, [2] 

taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavanone1
� [3] 5,7,3´-trihydroxy-4´-methoxyflavanone 
���������� ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [1] eriodictyol; 5,7,3´,4´-

tetrahydroxyflavanone, [2] taxifolin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavanone1
� [3] 5,7,3´-

trihydroxy-4´-methoxyflavanone ���������� ESI-MS/MS 1,, negative ion mode !,��� 
compound [1] ��#����	-��
��!��� 2 #���� �:� NR12 1
� NR 15 A/�������������
, C-ring

cleavage  ���#���� NR12 �56� base peak ��� collision energy 20 eV �*����#���� NR15 �56� 
base peak ��:����� collision energy �!����/4��56� 25 1
� 30 eV �����#��3+��!, daughter ion ���
����&�� neutral and radical losses �!�������/4��� compound [2] A/������%�1����� hydroxy �!�������
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����+-�1���� C3 ��� C-ring �-�����%51,,���1+�+
�1+�+���#5�������� A/�����#59/�#�������
	-��
�1
��56� base peak ������ collision energy 20 eV !,����� N3 �56� base peak �*������:����� 
collision energy �!�������/4��56� 25 1
� 30 eV #���� NR18 �56� base peak �����#��3+��
#���� NR12 1
� NR15 �3�
���!,#���(���
� ���&����4�
�!,#�������	-��
��:�� ; �(�� N17,

N25 1
� N26

&������5���,����,������� compound [3] �
, [1] �-�������,9/����"�!
�����%� 
methoxy +���%51,,���1+�+
���� flavonol A/��!,��� 9���������%� methoxy )�������
��
 &��-�
���!, daughter ion ����/4� ��&-������4�:� N30 A/������&�����	%��	�� 	CH3 ���#5&�����
��
 
���&����4#���� N12 1
� N15 �3�
���!,#����%� �����#��3+�� compound [3] ��4�����1+�+
����
#��������56� characteristic ion �
���:� PR21 A/�������������
,���	%��	�� 	CH3 ���#5&�����
��
 
���� �������&�������� cleavage ��� C-ring +���� A/���(��������,� methxoylated flavanone #��
�56�������� 

&��!E+��������1+�+
��
��
�������+��1	�������3���� ���1��1������1+�+���
������� flavanone �
4� 3 �-�#�������������(�#�����������&�� C-ring cleavage A/���
4�������
1+�+����
�����������1����� �%51,,���1+�+
�1
���� relative ion signal intensity ���#����
��
���
4� 

��+ 4.31 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� 5,7,4�-trihydroxyfla 

vone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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��+ 4.32 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� 5,7,3�,4�-tetrahy 

droxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

��+ 4.33 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� 5,7,3�,4�,5�-pentahy 

droxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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(A) Apigenin

(B) Luteolin

(C) 5,7,�3´,4´,5´�pentahydroxyflavone

20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.34 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [4] apigenin; 5,7,4´-trihydroxyflavone, [5] luteolin; 

5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone 1
� [6] 5,7, 3´,4´,5´-pentahydroxyflavone ���������� ESI-

MS/MS 1,, negative ion mode 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [4] apigenin; 5,7,4´-

trihydroxyflavone, [5] luteolin; 5,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone 1
� [6] 5,7, 3´,4´,5´-

pentahydroxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, negative ion mode !,��� flavone �
4� 3 ��
�%51,,���1+�+
�����
����
� �
4����1+�+
���������������
, neutral and radical losses 1
� C-ring 

cleavage ���#59/� #��������56� base peak A/��!,������ collision energy 20 1
� 25 eV #���� 
[M-H]- �56� base peak 1
���:����� collision energy �!�������/4�#���� NR16 �3�56� base peak 
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	-���
, flavones �
4� 3 �
��
4����1��1������1+�+���������� flavones �
4� 3 �
��
���&/�	����9
����-�#���������5���,����,��� relative ion signal intensity ���#�������	-��
������
4� A/��!,���
��� relative ion signal intensity ��� NR13 ������1+�+����
��������� �������������
, 72, 30 

1
� 15% 	-���
, compound [4], [5] 1
� [6] +��
-��
, �
����:������
�
�5����* 2 ���� ��:��
&-������%� hydroxyl �� B-ring �!����/4� 1 ��%� ���&����4�
���#�����:�� ; ����-���(��������
�:��
�#��1+������#��3+��9:�����56�#���������	
�����������+�-� �
���:� N7, N8, N12, N17 1
� 
N22 �56�+�� 

��+ 4.35 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [7] 4�-methoxy-5,7-

dihydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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��+ 4.36  �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [8] 4�-methoxy-

5,7,3�-trihydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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(B) Diosmetin

(A) Acacetin

20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.37 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [7] acacetin; 4�-methoxy-5,7-dihydroxyflavone 1
� [8] 

4�-methoxy-5,7,3�-trihydroxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [7] acacetin; 4�-methoxy-5,7-

dihydroxyflavone 1
� [8] 4�-methoxy-5,7,3�-trihydroxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, 
negative ion mode !,��� methoxylated flavones �
4� 2 ���%51,,���1+�+
�������:���
� �����#��3
+���%51,,���1+�+
��
��
����-����	����91��1��	���
�����4���&�� methoxylated flavonoid 

�
����:�� ���&�!,��� metoxylated flavones &�1+�+
����#���� N30 �56� base peak ������ 
collision energy ����(�A/����%�������� 20 9/� 30 eV �����#��3+���3!,���������� compound [7] 

	����9!, [M-H]- ������
,��� relative ion signal intensity �����
, 80% ��:���(� collision energy 

�����
, 20 eV &���
4�&�
�
������������!������ collision energy �56� 25 1
� 30 eV +��
-��
, 
���!,������ relative ion signal intensity 
�
���
:��!��� 3 1
� 1% +��
-��
, �����#��3+��
����!E+������
��
���	����9�-����1��1������1+�+���������� compound [7] �
, [8] #�� 

��+ 4.38 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [9] 3,5,7-

trihydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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��+ 4.39 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [10] 3,5,7,4�-

tetrahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

��+ 4.40 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [11] 3,7,3�,4�-

tetrahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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��+ 4.41 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [12] 3,5,7,3�,4�-

pentahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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��+ 4.42 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [9] galengin; 3,5,7-trihydroxyflavone, [10] fisetin; 

3,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone, [11] kaempferol; 3,5,7,4´-tetrahydroxyflavone 1
� [12] 

quercetin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavone ������ ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [9] galengin; 3,5,7-
trihydroxyflavone, [10] fisetin; 3,7,3´,4´-tetrahydroxyflavone, [11] kaempferol; 3,5,7,4´-
tetrahydroxyflavone 1
� [12] quercetin; 3,5,7, 3´,4´-pentahydroxyflavone ������ ESI-MS/MS

1,, negative ion mode !,��� ��:���5���,����,������� compound [9], [11] 1
� [12] &��-����
���,���"�!
���&-������%�1����� hydroxyl )���� B-ring +���%51,,���1+�+
���� flavonol 

A/��!,��� compound �
4� 3 �����1+�+
���� daughter ion &-�������1+���� relative ion signal 

intensity ��%������
,+�-� ���	-���
, compound [9] �
, [11] ���%51,,���1+�+
�����
����
/��
�
��� 	����9!, daughter ion �������&�� C-ring cleavage #���(���
� ���&-������4!,��� NR9, 

NR10 1
� NR11 �56� characteristic ion ���	���
��� flavonol ���&����4!,��������� ; ������ 
collision energy #���� ���	���
4�	�� �����#��3+���3	����91��1������1+�+���������� 
compound �
4�	��#�� ������!�&��*����1+�+
����	���
4�	�������� collision energy ��� 
daughter ion �������&�� C-ring cleavage �
4�!,��� compound [9] &�!,�!���#���� NR9 �*���� 
compound [11] &�!,#���� NR1, NR10 1
� NR13 1��

�����#��3+��9�����&-������%�1�����)���� B-ring �!�������/4� �(�� compound [12] �3
&�!,���#���� [M-H]- &��56� base peak �8!�������� collision energy �����
, 20 eV &���
4�9��
������ collision energy �!�������/4� &��-����#�����
��
�������� relative ion signal intensity 

�
��������� ���!,�������������
, 3 1
� 1% ��:����� collision energy �����
, 25 1
� 30 eV 

+��
-��
, ���&����4�
�!,��� #���� NR10 ��:� NR13 &��56� base peak 	-���
, compound [12] 

��4 * ��� collision energy �
��
��� ���&����4�
�!,#���� PR9 ����� relative ion signal intensity 
�!����/4��������� 1+�+���&���
4� compound [9] 1
� [11] 

&��!E+��������1+�+
���� compound �
4� 3 ��4 1	�������3���� �
4� 3 ���%51,,���
1+�+
�������:���
� ���&�1��1������1+�+����������	���
4� 3 &-��56����&�+����(� relative ion 

signal intensity ���#�������	-��
�������5����,���!�&��*�
	-���
, compound [10] A/���56� structural isomer �
, compound [11] �
4�!,��� 9/�1��

&����%51,,���1+�+
��
����
� 1+���� relative ion signal intensity ���#�������	-��
� �(�� N9,

N10, N15, NR9, NR10 1
� NR16 �
4� ������1+�+����
��������� &/��-�#5	%����1��1��
������� compound �
4�	��#��
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��+ 4.43 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [13] 3,5,7,3�,4�,5�-

pentahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

��+ 4.44 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [14] 4�-methoxy-

3,5,7-trihydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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��+ 4.45 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [15] 3�-methoxy-

3,5,7,4�-tetrahydroxyflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.46 ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &������������������ 
collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [13] myricetin; 3,5,7, 3´,4´,5´-hexahydroxyflavone, [14] 

kaempferid; 3,5,7,-trihydroxy-4´-methoxyflavone 1
� [15] isorhamnetin; 3,5,7,4´-

tetrahydroxy-3´-methoxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [13] myricetin; 3,5,7, 3´,4´,5´-

hexahydroxyflavone, [14] kaempferid; 3,5,7,-trihydroxy-4´-methoxyflavone 1
� [15] 

isorhamnetin; 3,5,7, 4´-tetrahydroxy-3´-methoxyflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, negative

ion mode !,��� compound [13] ���%51,,���1+�+
����:���
, compound [12] �����#��3+��
���������������� collision energy +����
��31	�������3�����1+�+��������� relative ion signal 

intensity ���#�������	-��
� #��1�� NR9, NR10, NR12 1
� NR13 ���!,��� ������ collision
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energy �����
, 20 eV �
4� compound [13] &������ relative ion signal intensity ���#���� PR10

1
� PR13 ���	%����� �����+���
����� 	-���
,#���� PR9 �� compound [12] &������ relative ion 

signal intensity ���	%����� compound [13] ���&����4����!����/4������� collision energy &�� 20 

�56� 25 1
� 30 eV +��
-��
, �-������� relative ion signal intensity ���#���� PR12 �!����/4�
��������&�� 3 �56� 20 1
� 30% +��
-��
, 	-���
, compound [13] �*���� compound [12] �
4� 
#�����
��
�������� relative ion signal intensity ��%������
,���+�-����� 5% 

	��� methoxylated flavonol �
4� compound [14] 1
� [15] �
4��31	���%51,,���1+�
+
�����
��� methoxylated flavones �����#��3+���

,!,������"�!
���&-������%� hydroxy )���� 
B-ring �

,	��$
��

�0*�+�������
�������� methoxylated flavonol 1
� methoxylated 

flavones �
���:� ��:��&-���������%�1����� hydroxy )���� B-ring �!�������/4� �

,#��!, [M-H]-

#���� A/��1	��!E+������
��� compound [8] 1
����-����������
� compound [14] �

,!, 
[M-H]- �56� base peak ��� collision energy �����
, 20 eV �������&������ relative ion signal 

intensity &�
�
�����������:�� collision energy ����(�������!�������/4� �����#��3+�� methoxylated 

flavonol �
4� 2 �31	��

�0*����1+�+����
, methoxylate flavones �
���:� ��� relative ion signal 

intensity ���#���� PR13 A/���!����/4��������� ��:�� collision energy ����(�������!�������/4� 
&��!E+������
��
���1	�������3����������������������5�
,�5
������� collision 

energy �-����	����91��1������1+�+���������� methoxylated flavonol �
, methoxylated 

flavones #���������!�&��*���� relative ion signal ���#���� NR13 ��:�� collision energy ����(���
����!�������/4� ���&����4���1��1������1+�+���������� methoxylated flavonol ����3	����9
����-�#���(���
������'
���� relative ion signal ���#���� [M-H]- ��:�� collision energy ����(���
����!�������/4� 
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��+ 4.47 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [16] 5,7,4�-

trihydroxyisoflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

��+ 4.48 �%51,,���1+�+
����	-��
�1
� MS/MS spectrum &�������������� [17] 4�-methoxy-

5,7-dihydroxyisoflavone ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, positive ion mode 
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(A) Genistein

(B) Biochanin-A

20 eV 25 eV 30 eV

��+ 4.49  ��� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra &��������������
���� collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [16] genistein; 5,7,4´-trihydroxyisoflavone 1
�
[17] 5,7-dihydroxy-4´-methoxyisoflavone ���������� ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

&������1	����� relative ion signal intensity ���#�������!,�� MS/MS spectra 

&������������������ collision energy 20, 25 1
� 30 eV ��� [16] genistein; 5,7,4´-

trihydroxyisoflavone 1
� [17] 5,7-dihydroxy-4´-methoxyisoflavone ���������� ESI-MS/MS 

1,, negative ion mode !,��� isoflavone (compound [16]) ���%51,,���1+�+
��
����
, 
flavonol (compound [9]) ������� flavones (compound [4]) ����
4� compound �
4� 3 �56� 
structural isomer �
� +����
��8!��+-�1���������%�1����� hydroxyl ���������%��
, A- B- 1
� C-

ring ��� flavonoids �����#��3+��&��$
��������������������(� collision energy ���1+�+����
�
!,��� compound [16] �
����%51,,���1+�+
�����56�

�0*��8!�� ���#59/���� relative ion 

signal intensity ���#�������	-��
� �3�-����	����91��1������1+�+����
, isomer compoound 

[4] 1
� [9] #�� ��� compound [16] 	����91��1������1+�+����
, compound [4] #�����
��'
�����1+�+��������� relative ion signal intensity ���#���� [M-H]-, NR6, NR13 1
� 
NR16 ��:����� collision energy ����(��!�������/4� �����4 compound [16] �3	����91��1������
1+�+����
, compound [9] #���(���
��������(� characteristic ion ��� isoflavone �
���:� ���!,
#���� NR5, NR6 1
� NR7 �8!�� compound [16] �����
4� #��!,�� compound [9] 

���&����4 methoxylated isoflaovone (compound [17]) �3���%51,,���1+�+
�1
���� 
relative ion signal intensity ���#�������	-��
����1+�+���&�� methoxylated flavones (compound 
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[7]) 1
� methoxylated flavonol (compound [14]) ���!,������ relative ion signal intensity ���
#���� [M-H]- �������
����
/��
��
, methoxylated flavones (compound [7]) 1+�1+�+���&�� 
methoxylated flavonol (compound [14]) �����#��3+�� compound [17] �31	����� relative ion 

signal intensity ���#�������	-��
� #��1�� N8, N14, N32 1
� N35 ���������1+�+���&�� 
methoxylated flavonoid �
4�	�� �������3�#��(
� ����8!�������������� relative ion signal intensity 

���#���� N8 ���������1+�+����������� A/��&�������!�������/4���:����� collision energy ����(��!���
����/4�

&�������������� flavonoids �
4� 17 +
����������� ESI-MS/MS ����-����'/�0�
���"�!
������ collision energy +���
4��%51,,���1+�+
�1
���� relative ion signal intensity ���
#����+��&!, !,��� ��������������1,, positive ion mode &�������
���������1+�+
���� 
[M+H]+ ���������������������1,, negative ion mode 1+������#��3+��!,���1,,������
����������
4�	�� mode �
����������%
����56�5����(�������
� �!:���(������,��(�41
���,����

�0*�
��� flavonoids #�� ���&����4�
�!,��� negative ion mode ��	)�!#����	%��������������������� 
positive ion mode �
���4&�����'/�0��%51,,���1+�+
���� flavonoids 1
������+�� &/��-�#5	%����
,��(�4 1
���,�����	������� flavonoids ����56�����5����,��%���	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� 
�
4���4���������������
��
���&��
:���(������������� ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

��:���&����	)�!#�����������������	���
����
,���
,��� flavonoids �������%���+
������	��	�
�
�
��
���
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4.3 ���"&�'�% �#"(�������)���#����*��	"���	"*��+�)��������(&+ flavonoids ,�����������#$�
������
,���-�����
-�����(�/�	
��	������ HPLC-ESI-MS/MS 
��	 negative ion mode 

�-����	�
��-���������-�!
�"��#��&-���� 8 !
�"��#��1�� KHNBT No.3, rice berry, 

16815, 1000-11-2-26, 49-6-6-6-10, 132-1-1-3-3-1-4-4, 132-1-1-4-1-1-1-3, KDML �����
4����
5
%������������

� ��0+�'�	+�� �������+�-�1!�1	� &
���
����5D� �������5H 2548-2549

����-��-�����+
������&-���� 5 ��
� ��	�
�������"���
5����+� 50 ml ������"����������56���
� 
30 ���� &-���� 2 ��
4� &���
4��-�	��	�
����#������
������-�#5��������1����������:��������
�����
�+�-�&�#��	��
�
��+
������5����+� 2 ml �-�	��
�
���
��
����������������0����
���� 0.45 μm &���
4�&/��-�#5����������������:��� HPLC-ESI-MS/MS ���� negative ion mode 
�����	)����
�+���� 4.7  A/��$
������������!,	���
��� flavonoids 1
����!
�"�&-���� 16 (��� 
1	���
�+���� 4.8 1
�����1	������5���,����,5����*���	���
��
������+��&!,��	��	�
�
&���-������-�!
�"��+��� ; 1	���
��%5 4.50. ���

�0*����1+�+
����#�������	-��
�1
� ESI-

MS/MS ��� flavonoids 1+�
�+
����,��(�41
���,����

�0*�#�� 1	���
��%5 4.51-4.66

(���� 4.7 	)���������:��� HPLC-ESI-MS/MS ���������������1,, negative ion mode ��
������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#��  

HPLC instrument parameters 
HPLC column: zorbax SB-C18, 35 μm, 2.1x100 mm 
Injection volume: 20 μl 
Flow rate: 0.2 ml/min 
Mobile phase: Solvent A: 0.1% formic acid in water 
 Solvent B: Methanol  
      
Gradient elution: Time A% B% Flow Curve 
 0 5 95 0.2 1 
 120 60 40 0.2 6 
 150 100 0 0.2 6 
 180 100 0 0.2 1 
ESI-MS/MS instrument Parameters  
Polarity ES- 
Calibration Dynamic 2 

Set point Actual 
Capillary 2.5 -2.46 
Cone 35 -47 
Extractor 0 -11 
RF Lens 0.8 -9.4 
Source Temp (°C) 80 114 
Desolvation Temp (°C) 230 227 
LM Resolution 5 
HM Resolution 5 
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(���� 4.7 	)���������:��� ESI-MS/MS ���������������1,, negative ion mode �����
���������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� (+��) 

ESI-MS/MS instrument Parameters Set point Actual
Collision Energy Vary for 20, 25 and 30 eV -9.9
Ion Energy 1.8
Steering 0 -1.09
Entrance 80 77.4
Pre-filter 7 -3.8
Transport 10 9.2
Aperture2 15 15.1
Acceleration 200 198
Focus 0 0
Tube Lens 130 128
Offset1 0 77.4
Offset2 0 77.1
Pusher 980 912
TOF (kV) 9.1 9.17
Reflectron 35.25 2.05
Pusher Cycle Time (μs) Auto
Pusher Frequency (Hz) 22727.27
Multiplier 550 -565
MCP 2000 1979
Centroid Threshold 0
Min Points 2
Np Multiplier 1
Resolution 5000
Lock Mass 0
Mass Window +/- 1
Lteff 1806.89
Veff 9100
Pirani Pressure(mbar) 1.82E+00
Penning Pressure(mbar) OFF
Tof Penning Pressure(mbar) 4.90E-07
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(���� 4.8 5����*	
�!
�"��-���*&���
+��	���!:4�����+�!����� flavonoids ���+��&!,+��!��!:4����
�+�!����� internal standard ���#��&��������������	��	�
�&���-�����!
�"��#��&-���� 8 !
�"�� 

compound MW 
+����� peak area ratio ��� flavonoid &"-(��	#� (�� internal standard ���!��#
�$��(��� B 

16815 1000-11-2-
26 

rice berry 
r1 

49 6 6 6 1 
0 

132 1 1 3 3 
1 4 4 

132 1 1 4 1 
1 1 3 

KHNBT 
No.3 KDML 

F1; 5,3 ,́4 ,́5´-tetrahydroxy-7-O glucoside flavone 463 0.0056 0.0104 0.0035 0.0324 0.0048 0.0011 0.0003 0.0000 

F2; 5, 3 ,́4 ,́5´-tetrahydroxy-7-O-glucoside flavanone 465 0.0197 0.0208 0.0133 0.3868 0.0174 0.0055 0.0000 0.0000 

F3; 5,6, 3 ,́4 ,́5´-pentahydroxy-7-O-glucoside flavone 479 0.1313 0.1711 0.0886 0.1227 0.1046 0.1804 0.0191 0.0000 

F4; Taxifolin-3-O-glucoside 465 0.0070 0.0567 0.0056 0.0547 0.0444 0.0270 0.0143 0.0000 

F5 Taxifolin 303 0.0005 0.0013 0.0000 0.0000 0.0107 0.0029 0.0000 0.0000 

F6; quertagetin-7-O-glucoside 479 0.0034 0.0000 0.0021 0.0120 0.0053 0.0041 0.0000 0.0000 

F7; Myricetin-7-O-glucoside 479 0.0073 0.0729 0.0056 0.0248 0.0282 0.0266 0.0116 0.0000 

F8; Quercetin-3-O-glucoside 463 1.0871 1.3395 0.9186 0.3775 0.5976 0.3565 0.6856 0.0000 

F9; Rutin; Quercetin-3-O-rutinoside 609 1.0871 0.3033 0.2604 0.0000 0.0474 0.0283 0.1736 0.0000 

F10; isorhamnetin-3-O-glucoside 477 0.3658 1.5276 0.9672 0.0864 0.8887 0.4548 0.5952 0.0000 

F11; isorhamnetin-3-O-rutinoside 623 0.1431 0.1523 0.1055 0.0000 0.0148 0.0107 0.0979 0.0000 

F12; Quercetin 301 0.0726 0.1535 0.0747 0.0574 0.3249 0.0885 0.0335 0.0000 

F13; isorhamnetin-3-O-acetylglucoside 519 0.2279 0.5987 0.2285 0.0034 0.4574 0.1708 0.1087 0.0000 

F14; 3,5, 3´-trihydroxy-4́ -methoxyflavone 299 0.0047 0.0252 0.0065 0.0196 0.0108 0.0030 0.0183 0.0000 

F15; 3,5,7, 3´-tetrahydroxy-4’-methoxyflavone 315 0.0090 0.0210 0.0081 0.0065 0.0028 0.0191 0.0053 0.0000 

F16; isorhamnetin 315 0.1168 0.1632 0.0958 0.0027 0.0188 0.0864 0.0627 0.0035 

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

      nd = not detect 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16

0.000000

0.200000

0.400000

0.600000

0.800000

1.000000

1.200000

1.400000

1.600000

16815
1000-11-2-26

rice�berry�r1
49 6 6 6 1 0

132 1 1 3 3 1 4 4
132 1 1 4 1 1 1 3

KHNBT�No.3

KDML

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

F12

F13

F14

F15

F16

��+ 4.50 �
+��	���!:4�����+�!����� flavonoids ���+��&!,+��!��!:4�����+�!����� internal standard 

���#��&��������������	��	�
�&���-�����!
�"��#��&-���� 8 !
�"�� 
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UV at 254 nm

TIC

1 2
4

3 5,6 8

7 9

10 1112
13 14,15

16

2

3

4

5

6

7 8 9 10 11 12

13

14

15 16

1

��+ 4.51 Chromatograms &��������������	��	�
������-�!
�"��#������������ HPLC-DAD-ESI-
MS/MS

O

O

OH

OH

OH
O

OH

O

HO

OH

OH

HO

314
301 300-H

343

151

151
137

193  
� 15:08:2828-Mar-2007 49-6-6-6-1-0 MSMS1

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS28030702 426 (19.360) Cm (370:476) 2: TOF MSMS 463.00ES- 
1.66e3x36 463285

283
151137101 283241212197180 301 339329

387377

465

465

 
��+ 4.52 �%51,,���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� 5,3´,4´,5´-tetrahydro 

xylflavone-7-O-glucoside (F1) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
�
�����(
� 19.3 ���� ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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303 302-H

179

151

151

 
23:52:1320-Mar-2007 1000 Ex. new MSMS2

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS20030704 274 (34.606) Cm (67:525) 4: TOF MSMS 465.00ES- 
1.36e3x36 285241

151
149125

161
199217

241

242
285

465286
339286

329
286

303
340 464355 423407

466

467

 
��+ 4.53 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� 5, 3´,4´,5´-tetrahydroxyflava 

none-7-O-glucoside (F2) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������
(
� 34.6 ���� ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

330
317 316-H

165

193

167

149

359 -H
341

 
� 20:07:2723-Mar-2007 riceberry MSMS

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS23030703 581 (43.114) Cm (93:916) 4: TOF MSMS 479.00ES- 
1.73e3x16 299

193
149

125

165192

180
289231

207
284

235

317 479

355
330 356 393 478461

480

 
��+ 4.54 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� 5,6,3´,4´,5´-pentahydroxyfla  

vone-7-O-glucoside (F3) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������
(
� 43.1 ���� ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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303
179

167

151

151

 
18:28:2422-Mar-2007 16815 new MSMS1

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS22030702 576 (41.786) Cm (546:614) 2: TOF MSMS 465.00ES- 
179x6 151

125

285

151
179 241217212 275

465

286
339303

323 339 464448367
466

468

��+ 4.55 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� taxifolin-3-O-glucoside (F4) 

���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 41.76 ���� ���������� 
LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

179
167

151

151

 

 
 
��+ 4.56 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� taxifolin (F5) ���#��&�����
���������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 41.76 ���� ���������� LC-ESI-

MS/MS 1,, negative ion mode 
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331
317 316-H

165

193

167

149

151

 
� 12:01:4124-Mar-2007 riceberry MSMS4

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS24030701 731 (51.970) Cm (662:759) 5: TOF MSMS 479.00ES- 
26299

299
283193165151 259231

299
317 479328

475454 486

 
��+ 4.57 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� quertagetin-7-O-glucoside (F6) 

���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 51.9 ���� ���������� 
LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
 

317 316-H

193

151

165
389

-H2O 371

151

163

 
02:29:2421-Mar-2007 1000 Ex. new MSMS3

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS20030705 1185 (53.144) Cm (1062:1323) 2: TOF MSMS 479.00ES- 
358x10 299151

149125

180
179

152 289284232215

479300

317
345 478413410357 480

 
��+ 4.58 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� myricetin-7-O-glucoside (F7) 

���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 53.1 ���� ���������� 
LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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301
123

165

151

149

-H
300

-CHO
271

343
373

163

193

 
� 23:28:0123-Mar-2007 riceberry MSMS

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS23030704 1437 (66.709) Cm (1365:1463) 6: TOF MSMS 463.00ES- 
1.33e4x280 300

271179
151

152
179 255

203 254229 283

301

463

303
343 404388361 446412

463
465

 
��+ 4.59 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� Quercetin-3-O-glucoside (F8) 

���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 66.7 ���� ���������� 
LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

301

151

-H
300

343

463

163

137

 
12:01:4124-Mar-2007 riceberry MSMS4

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z0

100

%

TS24030701 56 (67.257) Cm (41:78) 11: TOF MSMS 609.00ES- 
641x24 609301

179151125 204 271254

302

377363302 609571461449
611

 
��+ 4.60 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum rutin; Quercetin-3-O-rutinoside 

(F9) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 67.2 ���� ����
������ LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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315

151

-H
314

-CHO
285

357
387

107

-H2O 339

179

 
� 23:52:1320-Mar-2007 1000 Ex. new MSMS2

100 150 200 250 300 350 400 450
m/z0

100

%

TS20030704 347 (77.561) Cm (262:448) 15: TOF MSMS 477.00ES- 
5.54e3x186 477314151

125

286271
243205179

153 243 257

315 357

316

316 358
387 441433 477

 
��+ 4.61 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� isorhamnetin-3-O-glucoside 

(F10) #��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 77.5 ���� ����
������ LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

OH

OH

OH

O

O

OH

OH

HO

O

O

OOH

HO O

OH

O

315

151

-H
314

477

119

179

-CHO
285

 
23:52:1320-Mar-2007 1000 Ex. new MSMS2

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z0

100

%

TS20030704 60 (79.621) Cm (1:109) 16: TOF MSMS 623.00ES- 
788x24 623315

314
211205179151 296254

316

316
393383 422 606517504486

625

628

��+ 4.62 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� isorhamnetin-3-O-rutinoside 

(F11) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 79.6 ���� ����
������ LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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151
107

179

193

149

121

 
� 15:40:3720-Feb-2007 BT

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z0

100

%

TS20020702 284 (68.917) Cm (232:338) 12: TOF MSMS 301.00ES- 
311x10 151

121107 149
138

179

164

301

273229179 192
211 245 257 299 306

 
��+ 4.63 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� quercetin (F12) ���#��&�����
���������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 68.9 ���� ���������� LC-ESI-

MS/MS 1,, negative ion mode 

315

151

-H
314

179

357
 

� 23:52:1320-Mar-2007 1000 Ex. new MSMS2

100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z0

100

%

TS20030704 283 (87.906) Cm (174:393) 19: TOF MSMS 519.00ES- 
5.78e3x280 519314151

125

285
204

179
271

243
257

315 357
316

322
377 437395

504495

521

 
��+ 4.64 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� isorhamnetin-3-O-acetyl 

glucoside (F13) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 87.9 

���� ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
 

 



125 

151

 
� 16:50:3103-Apr-2007 BT No3 MSMS2

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z0

100

%

TS03040702 189 (91.937) Cm (109:280) 14: TOF MSMS 299.00ES- 
451x36 299271255

211187
187172151

211198

255231

218 238

255
256 283298 301

309

 
��+ 4.65 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� 3,5,3´-trihydroxy-4´-

methoxyflavone (F14) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 
91.9 ���� ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
 

151
107

135

163  
� 11:24:4901-Mar-2007 16815

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/z0

100

%

TS01030701 142 (100.397) Cm (113:207) 15: TOF MSMS 315.00ES- 
2.52e3x82 300151

150136124107
271164

255244227216203196
172 271 283299

315

300 315

 
��+ 4.66 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� 3,5,7,3´-tetrahydroxy-4-

methoxyflavone (F15) ���#��&��������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 
100.3 ���� ���������� LC-ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 
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151
107

163

163

137

1753  
� 02:29:2421-Mar-2007 1000 Ex. new MSMS3

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/z0

100

%

TS20030705 153 (111.128) Cm (66:327) 15: TOF MSMS 315.00ES- 
817x24 287271

243

243167162145 233215196190 269243
273

273

288

315297
300 317

 
��+ 4.67 ���1+�+
����#�������	-��
�1
� MSMS spectrum ��� isorhamnetin (F16) ���#��&��
������������	��	�
�&���-������-�!
�"��#�� ���!�������
������(
� 111.1 ���� ���������� LC-

ESI-MS/MS 1,, negative ion mode 

	�� flavonoids �
��� flavanone, flavone 1
� flavonol ���!,��	��	�
�&���-������-� 
�
4� 7 !
�"���:� KHNBT No.3, rice berry, 16815, 1000-11-2-26, 49-6-6-6-10, 132-1-1-3-3-1-4-4, 

1
� 132-1-1-4-1-1-1-3 �
4� ��5����*�������1+�+����
�#5 1,���56� 3 �
����:� flavonoids ���!,
������5����*	%�#��1�� quercetin-3-O-glucoside, quercetin-3-O-rutinoside (rutin), �!" iso 

rhamnetin-3-O-glucoside �
������	��!,��5����*���� A/������8
���1
����5����*���������
���
1��5����* 4-5 ���� #��1�� 5,6,3´,4´,5´-pentahydroxyflavone-7-O-glucoside, taxifolin-3-O-

glucoside, isorhamnetin-3-O-rutinoside, quercetin, isorhamnetin-3-O-acetylglucoside 1
� 
isorhamnetin aglycone 1
��
���	������!,��5����*������� #��1�� 5,3´,4´,5´-tetrahydroxy 

flavone-7-O-glucoside, taxifolin aglycone, quertagetin-7-O-glucoside, myricetin-7-O-

glucoside, 3,5,3´-trihydroxy-4´-methoxyflavone, 1
� 3,5,7,3´-tetrahydroxy-4´-methoxy 

flavone 	����-����������� KDML 105 #��!, flavonoids ��
����4�
� �-�������������5����*���
����
��������	%����	���:�!
�"�� 1000-11-2-26 ���
�#5�3�:� 16815 > rice berry > 132-1-1-3-3-

1-4-4 > 49-6-6-6-10 > KHNBT No.3 > 132-1-1-4-1-1-3 +��
-��
, 



 
 

�&&"- 5
���������
�!�� �
�2����#�� 4��+�����������������������

4���$%6�������
��
�
�	���/� �� 4�����7��!��
"�/�

5.1 ������������+����� anthocyanin pigments ���/��!��

5.1.1 (
�������!��&"-�*!&����
�-���������&��	��-� 3 !
�"���:� �&�������
 BT (KHNBT), BT no. 3 (KHNBT No. 3), 

1
� !
�"�� 1000-11-2-26 1
�������������-�!
�"�� BD (KHNBD) �����
4����5
%������������

� 
��0+�'�	+�� �������+�-�1!�1	� &
���
����5D� �������5H 2548-2549  
 

5.1.2 ���
�
� anthocyanins pigments 	���/��!��
	�
��-����� 15 ��
����� 0.1% formic acid �� methanol 5����+� 100 mL ����(���"� 

sonication �56���
� 60 ���� &���
4�����	��
�
��1
������+
��-�
�
��&���
:�	��	�
����,
5����+� 2.0 mL 
 

5.1.3 ���4��4����������� anthocyanins pigments ��
��
�
�	���/��!���!���&����
HPLC-DAD 4�� HPLC-MS 

	)�����������	���������� HPLC 
�-������
���!:����	)������������ HPLC-DAD 1
� LC-MS ����������1��

�!:�����������	���
��� anthocyanins 	)������#��1	���
�+���� 5.1 A/�����$
���1������5����,
���+
������	��	�
�&���-�����	��-�!
�"�� KHNBD 1	�����%5 5.1 

 
(���� 5.1  	)�����������	�������1��	���
��� anthocyanins ��	��	�
�&���-������-�����
������ HPLC-DAD 1
� HPLC-MS 

 
HPLC  conditions:  

Instrument 
 
Column 
Mobile Phase 
 
Gradient : 
 
 
 
 
Detector 
Injection Volume 
Flow Rate 

Agilent HPLC system (Agilent 
Technologies, USA) 
Eclipse  XDB-C18, 3.5 �m, 3.0 x 100 mm 
A:0.5% acetic acid in water  
B: methanol  
1-20  min  0    % B 
20-30  min  0-15    % B 
30-40  min  15    % B 
40-160   min  15-100  % B  
160-180   min  100    % B 
PDA (wavelength 520  nm) 
10 �L 
0.4  ml/min 
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(���� 5.1  	)�����������	�������1��	���
��� anthocyanins ��	��	�
�&���-������-�����
������ HPLC-DAD 1
� HPLC-MS (+��) 

MS  conditions:  

Instrument 
 
Ionisation mode 
Fragmentor voltage (V) 
Capillary voltage (V) 
Nebulizer pressure (psi) 
N2 Dying gas temperature ( 
C) 
N2 Dying gas flow (L/min) 
Collision energy (eV) 
Mass range 
 

A single quadrupole mass spectrometer (Model 
G 1946 A, Agilent Technologies, USA) 
Positive 
130 
4000 
32 
350  
12 
35 
50-1000 
 

 

 
 

min0 20 40 60 80 100 120 140 160

mAU

0

5

10

15

20

 DAD1 E, Sig=520,8 Ref=off (KHEA\06071401.D)

min0 20 40 60 80 100 120 140 160

0

100000

200000

300000

400000

500000

 MSD1 TIC, MS File (KHEA\06071401.D)    API-ES, Neg, Scan, 130

 

��+ 5.1   (A) HPLC-DAD chromatograms 	����+����	��	�
�&���-����������
!
�"�� BD ��� 
scan ��(��� 260-600 nm (B) HPLC-DAD chromatogram ��� 520 nm 1
� (C) LC-MS total ion 

chromatogram (TIC) ���	��	�
�������
�  

C 

1

21

2B 

520 nm 
2

1

A 

nm min 
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$
&������(� photodiode array �56�+
�+��&�
������,, HPLC �-����	����9
������� retention times ���	���
��� anthocyanins ��	��	�
�&���-�����#�����+-�1���� retention 

times 67.8 (peak 1) 1
� 74.2 (peak 2) ���� &������������������������ HPLC-ESI-MS !, 
mass spectrum ��������������56�	�� anthocyanins (�%5 5.2) ������ protonated molecular ion 

[M+H]+ ��� m/z 449 1
� 463 ��� peak 1 1
� 2 +��
-��
,  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
��+ 5.2  Mass spectra ��� peak 1 (A) 1
� peak 2 (B) ,� HPLC-MS total ion chromato gram 
���	��	�
�&���-����������
!
�"�� BD  
 

Mass spectra �
4�	��1	�� fragment ions ��� m/z 287 1
� 301 A/������&�����	%��	��
��
#5 162 amu �����
,���	%��	�� glucose 1 ���
��
  ��:���&�� anthocyanidins ���������
"���(�+���&-����#������
� 1
�1+�
�	�����4-���
����
��
�8!��+
� �
��
4�#�����������&�����
	%��	���
%��	 1
��� m/z 287 1
� 301 &/��������#������56�#������� aglycone ��� cyanidin-

O-glucoside 1
� peonidin-O-glucoside +��
-��
, +-�1����������� glycylation �-����&��


�0*���� mass spectrum +���������������� Davis and Brodbelt[55]  #����+-�1������� 3 �
��
4� 
anthocyanins ���!,��	��	�
�&���-������-�!
�"�� KHNBD �:� aglycone ��� cyanidin-3-O-

glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside �����#��3+������:��
�����	������� anthocyanins #���-�
�����
���!����+������(������� LC-ESI-MS/MS  

 
 
 
 
 

kumdoisakhet_leaves_scan26-Mar-2008 17:40:08

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
m/z0

100

%

240308_12 2828 (29.062) Cm (2633:2991) 1: TOF MS ES+ 
1.73e5449.0761

287.0326
450.0966

O

OH
OH

HO

OH

[M-162]; m/z 287

O

OH

OH

HO

OH

O

BGMSN11_seed25-Mar-2008 09:45:53

240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
m/z0

100

%

240308_04 4160 (42.769) Cm (4011:4309) 1: TOF MS ES+ 
1.11e4463.1177

301.0689
464.1365

O

OCH3
OH

HO

OH

[M-162]; m/z 301

O

OH

OH

HO

OH

O

-162 

-162 

A

B
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5.1.4 �����������
�!����� anthocyanin pigments ��
��
�
�	���/��!���/��!���&���� 
LC-ESI-MS/MS 
��:���&�� ESI-mass spectra ���#������������4 �
�#��1	�����
��������� fragmented 

ions ����
� &/�#���56�5����(��+�����!�	%&������	��������������	�� �
��
4����5�����+������� 
MS/MS �!:��(���!�	%&������	�������	������5����,���	��& &��-����$
���������������#��������
9%�+���1����-������/4� 	-���
,���:��� mass spectrometer ����� mass analyser 	��+
� �(�� triple-stage 

quadrupole +���
,  time-of-flight (Q-TOF) &�	����9�������%
 mass spectrum 
-��
,���	���������
&����� fragmentation ���#������; ���	��&�� fragmentation ��
4�1�� ��:� “parent ion” #�� 
mass spectrum ��� daughter ions ����� fragment ions �
���
���/4�1
��-����(���,����

�0*�
��:�����	�������	�����	��&#�� 1
��!:�����#�� mass spectrum ��� daughter ions ��������
������
��� fragmented ions ���!����&��(�����,���

�0*�����	�������	��#�� ���1+�+
����#�������
�
:���56� parent ions &/��-�������+�����,������
��
���1�C	�8:��� �(�� N2 ��:� Ar 
�,�
#�������9%��!���!

�������	%��/4� 5?���������������/4�&/��56�1,, bimolecular dissociation �������� 
“collision induced dissociation: CID” �
��
4� mass spectrum ��� daughter ions &����%51,,���
���1+�+
� (fragmentation pattern) ���+����
� ���!

�����������
, parent ion �
4�#�������
� 1
�
��� parent ion ����	����������
��
�����:4�+�����1+�!
�"�&��-�������� daughter ions �/4�
�
���
��#���� A/��&��56�����%
 mass spectrum �����5����(��������5���,����,�!:����,���:�
�:��
�����	�������	��#���56�������� 

�����
���!:����,�����	�������	�� anthocyanins ��	��	�
�&���-���������������56� 

cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside �
4� �-������	)�����������	����	�����
��,, MS/MS ���������������	��1+�
�5���)� &���
4��:��
�����	�����������&�� 
fragmentation pathways +���; ��������� mass spectrum ��� daughter ions 	)�����������	���� 
��,, MS/MS ���
���4 
 

Ion source (Electrospray ionization) 
      Capillary (kV)    3.0  

 Cone (eV)     30                                             
 Extractor (V)     10  

          RF Lens (V)     0.5 
          Source temperature (°C)   100 
      Desolvation temperature (°C)  200  
 
MS 1 (Quadrupole) 
      LM resolution    5.0 
      HM resolution    5.0 

 Collision energy (eV)  Varied according to the molecular ion of 
anthocyanins of interest 

      Ion energy (V)    2.0  
      Steering (V)     2.0  
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     Entrance (eV)            65.0  
      Pre-filter (V)                                     5.0  
 
MS 2 (Time-of-Fight) 
      Transport (V)                                      4.0 
      Aperture 2 (V)                                  14.6 
      Acceleration (V)                                 200 
      Pusher (V)                           980 
          TOF (kV)                                 9.1 
          Reflectron                            35.25  
          Pusher cycle time (μs)                    Auto 
          Pusher frequency (Hz)               16129.03 
          Multiplier (V)                               650 
          MCP (V)                                   2000 

                    Mass range     100-600 
 
 

$
������������#�� MS/MS spectra ��� parent ions ��� m/z 287 1
� 301 ���
����5����, anthocyanins �
4�	������5����,��	��	�
�&���-����� 1	�����%5 5.3A 1
� 5.3B 

+��
-��
,  
 
 

 
 
��+ 5.3  Product ion mass spectra of anthocyanin aglycones ��� parent ions ��� m/z 287 (A)  
1
� 301 (B) ������������������� LC-ESI-MS/MS (Q-TOF) ����(� collision energy 35 eV 
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������� fragmentation ��� parent ions ��� m/z 287 !,�������&���
�� pathways �(�� 
���	%��	�����
��
��� H2O +������ CO ��:� HCO2 	���#������� m/z 137 ����&�� ring 

cleavage ���+-�1���� 0 1
� 2 ��� ring C �56�+�� ���%5 5.3B A/��1	�� MS/MS spectrum ��� 

parent ions ��� m/z 301 !,������� fragment ions ����������:���(� collision enegy �����
� �:� 35 eV 

1
� pathways 	��������56����	%��	�� neutral molecule �(�� CO 1
� radical �(�� HCO   ��� 
m/z ��� fragment ions ����56�$
��&�� fragmentation �
��
������$
	���
����
,����	�������
	�� anthocyanidins 	��+
��:� cyanidin 1
� peonidin +��
-��
, 1
�	���
����
,���#����������
#��[56-57]   ����5����, anthocyanins ���!,��	��	�
�&���-�����&/��:��
�#������56� cyanidin-3-O-

glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside  
 

5.1.5 +����� cyanindin-3-O-glucoside 4�� peonidin-3-O-glucoside ��
��
�
��/��!��
+
�������-�����5����* 2.00 ��
� 	�
�����	��
�� 0.1% formic acid �� methanol 

5����+� 25.0 mL ����(���"� sonication �56���
� 60 ���� &���
4�����	��
�
��1
������+
��-�

�
��&���
:�	��	�
����,5����+� 2.0 mL 

	)�����������	���������� HPLC-MS ����������+��&�
�	���
��� anthocyanins ��
����(�	����+�D�� cyaniding-3-O-glucoside �����������	����+
�15�+���; �� electrospray 

ionization source �����$
+��	)�!#�������+��&�
�1	���
�+���� 5.2 
 
 
(���� 5.2  	)�����������	�������1��	���
��� anthocyanins ��	��	�
�&���-������-�����
  ������ HPLC-DAD 1
� HPLC-MS 
 

HPLC  conditions:  

Instrument 
 
Column 
Mobile Phase 
 
Gradient : 
 
 
 
 
Detector 
Injection Volume 
Flow Rate 

Agilent HPLC system (Agilent Technologies, 
USA) 
Eclipse  XDB-C18, 3.5 �m, 3.0 x 100 mm 
A:0.5% acetic acid in water  
B: methanol  
1-20  min  0    % B 
20-30  min  0-15    % B 
30-40  min  15    % B 
40-160   min  15-100  % B  
160-180   min  100    % B 
PDA (wavelength 520  nm) 
10 �L 
0.4  ml/min 
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(���� 5.2  	)�����������	�������1��	���
��� anthocyanins ��	��	�
�&���-������-�����
������ HPLC-DAD 1
� HPLC-MS (+��) 
 

MS  conditions:  

Instrument 
 
Ion source 
Ionisation mode 
Fragmentor voltage (V) 
Capillary voltage (V) 
Nebulizer pressure (psi) 
N2 Dying gas temperature ( 
C) 
N2 Dying gas flow (L/min) 
Collision gas 
Collision energy (eV) 
Quadrupole temperature ( 
C) 
Scan mode 
Electron multiplier voltage (V) 
 

A single quadrupole mass spectrometer (Model 
G 1946 A, Agilent Technologies, USA) 
API-electrospray  
Positive 
130 
4000 
32 
350  
12 
N2 
35 
100 
SIM 
2650 
 

 
����	��
�
����+�D����� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside 

9%�	�����/4�����+����	��
�
�����	����+�D���
��
�����(�������������� 5.00-40.0 �g/mL 

1
�������������� HPLC-MS �����3,����%
1,, SIM mode ��� m/z 449 1
� 463 A/���56� protonated 

molecular ions ([M+H]+) ��� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside +��
-��
, 
��:����!:4�����+�!���8
������1+�
������������ �-���!
C�+���� #�������	��+����(��������������
�
��
������	���
4�	�� A/���� regression equations �56� y = 182478x + 2E+06 (r2 = 0.9983) 1
� 

y = 340917x + 4E+06 (r2 = 0.9984) 	-���
, cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-

glucoside +��
-��
,  

�������������� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside ��	��	�
�
&���-����� 4 !
�"�� ���������,&���������	��
�
����+�D���
4�	����4 1
�1	����+���� 5.3

���#��1	���5���,����,#���������%5 5.4  
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(���� 5.3  �������������� anthocynin pigments ��	��	�
�&���-����� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   e = Standard deviations of triplicate results 
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��+ 5.4   1	���5���,����,5����* cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside  
��	��	�
�&���-�����	��-� 4 !
�"�� 
 

�������������� cyanidin-3-O-glucoside ��	��	�
�&���-������
4� 4 !
�"�� �����
��������������������� peonidin-3-O-glucoside ����8
���5����* 6-10 ���� 	��	�
�����-�����
!
�"��  KHNBT ��5����*����
4� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside 	%�������
	��	�
��������!
�"���:�� ���
����:�!
�"�� 1000-11-2-26 1
� KHNBT No. 3  A/���56�������	
���+�
����-�����!
�"�� KHNBT ���E�"�=+������A���(
� ����	����9�����&
,�
����
� 1
�5����* 
total phenolics +�-����	����,���������
4� 4 !
�"�� ($
��,���� 3) 1	�������3����	���
4�	����
,�,�������,������
��
�����������	��	-��
��
����:����������-����� ����56��(����4��&�56��!���
����������������
,���+�-���� anthocyanin pigments �
4�	������,�
,	�����E�"�=�
����:�� �(�� 
vitamin E 1
� �-oryzanol �56�+�� 

Black Rice Cultivar Concentrations 
(μg/ml of black rice bran extract) � SDe 

 Anthocyanidin-3-glucoside 
 Cyanidin Peonidin 
1000-11-2-26    24.72  � 1.54 2.43  � 1.11 

KHNBT No. 3 23.43  � 2.50 3.31  � 0.53 

KHNBT 34.40  � 2.22 7.36  � 1.25 

KHNBD 16.01  � 0.97 2.67  � 0.23 

              Cyanidin-3-O-glucoside      

 Peonidin-3-O-glucoside 
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5.2  ���������
�!�� �
�2����#�� 4��+����� anthocyanins ��
��
�
�	����4�����7�
�!��
"�/� 
5.2.1 (
�������!��&"-�*!&����

+������!
�"��������������-�!:4���:�� 2 !
�"�� �:�  ��-����	���3�1
� BGMSN 11 A/����
����1+�+����
����!
�"����-����	���3�����,�, �, 1
���������56�	��������� 	��� BGMSN 11  
��,�, �, 1
� ���������	������ (�%5 5.5) �����
4� 2 !
�"���!��5
%���15
���
��5
%�!:( ���
)����(�!:(#�� �*���0+�'�	+�� ��������

� �(������� ��(���5H 2549-2550 1
� 2551  &���
4�
�-��,�����������
�� (seedling),  ����1+��� (tillering) ����	������� (booting and heading) 
������
3��4-��� (milking) 1
�����	��1�����	�������� (mature grain) 1
���
3�����������
��
3��4-��� ������
3�15B�1�3� ����	��1�����	�������� 1
������

���3,������ (����
�
����(:4�) ���-������
��+��#5 
 
 

      (A)                    (B)  

 ��+ 5.5 

�0*�	�����, ��,�, 1
��������!
�"�� (A) BGMSN 11 1
� (B) ��-����	���3�

5.2.2 ���
�
� anthocyanins 	����4�����7��!��
	�
��,��:���
3��������,�
������&-���� 10 ��
� ���� 0.5% formic acid �� methanol 

5����+� 100 mL ����(���"� sonication �56���
� 60 ���� &���
4�����	��
�
��1
������+
��-�

�
��&���
:�	��	�
����,5����+� 2.0 mL

5.2.3 ���4��4����������� anthocyanins ��
��
�
�	����4�����7��!���/��!��
�&���� HPLC-DAD 4�� HPLC-MS 

	)�����������	���������� 
�-������
���!:����	)������������ HPLC-DAD 1
� HPLC-MS ����������1��

�!:�����������	���
��� anthocyanins 	)������#��1	���
�+���� 5.4  A/�����$
���1������5����,
���+
������	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�1	�����%5 5.6  
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(���� 5.4  	)�����������	�������1��	���
��� anthocyanins ��	��	�
�&���,1
���
3�����
�-����������� HPLC-DAD 1
� HPLC-MS 

 
HPLC  conditions:  

Instrument 
 
Column 
Mobile Phase 
 
Gradient : 
 
Detector 
Injection Volume 
Flow Rate 

Agilent HPLC system (Agilent Technologies, 
USA) 
Zorbax eclipse plus C18 (4×100 mm, 3 μm) 
A: methanol   
B: 0.5 % acetic acid in water  
90% - 55% of 0.5 % acetic acid in water : 
methanol  
PDA (wavelength 520  nm) 
10 �L 
0.4  ml/min 

 
MS  conditions:  

Instrument 
 
Ionisation mode 
Quadrupole temperature ( 
C) 
Fragmentor voltage (V) 
Capillary voltage (V) 
Nebulizer pressure (psi) 
N2 Dying gas temperature ( 
C) 
N2 Dying gas flow (L/min) 
Mass range 
 

A single quadrupole mass spectrometer (Model 
G 1946 A, Agilent Technologies, USA) 
Positive 
100 
110 
3500 
30 
350  
12 
100-1000 
 

 

��+ 5.6  HPLC-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3� ������������
�(�	)�����������	��
�1	����+���� 5.4  

	)�����������	�������1������5����,��	��	�
�&���,1
���
3�����	��-����#����4
�-����(��
,�����
��+��#5���
���������,�����	������� anthocyanins ���������� HPLC-

DAD, HPLC-ESI-MS 1
� HPLC-ESI-MS/MS  

25.00 50.00 75.00 100.00 125.00 150.00 175.00
Time-10

100

%

221007_22 Sb (1,40.00 ); Sm (Mn, 2x3) 1: TOF MS ES+ 
TIC

1.55e3
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5.2.4  �����������
�!����� anthocyanins ��
��
�
�	����4�����7��!���/��!��
�&����   HPLC-DAD  

��,, HPLC �����+
�+��&�
��56� diode-array detection (DAD) �56��������������(�
+��&�� (screening) ����5����,���	��&��	��	�
����, �������&��-������
����
-��
,+��#5 
�����#��3+�� 	�����+��&�����������	�������	����9�%��
:��
�	� UV-Visible 1
���� spectrum ���
��

�0*��8!��+
���:��8!���
���	�� 	�����
��� flavonoids 	�������������	�������	����9
!�	%&�����

�0*�#��&�� UV-Vis spectrum ���#��&�� DAD #���� &/�	����95����+� HPLC-DAD ��
���+��&��+-�1������� flavonoids �� HPLC profile #��  

�����
��1������5����,��	��	�
����,�����
3�����	�!
�"����-����	���3����� 
HPLC-DAD 1
����1	��$
 chromatogram �����������
:�� 254 nm !,�����	��	�
����
��
����5����, 1+���:�����1	��$
 chromatogram �����������
:�� 520 nm A/���56�(�����������
:��
�8!�����	���
��� anthocyanins 1
�����5����,�:��#���%��
:�1	������������
:���
��
��� �-�
���	����91��1���8!������5����, anthocyanins ��������������(
� 1
���:�����, retention 

times ��� anthocyanins �
��
��� 	����9����� UV-Vis spectrum �������,,��3,����%
�!:��
�������������,1
�!�	%&������	�������	�����,:4��+��#�� A/��!,�����
3�����	��-�!
�"����-����	���3�
��	�� anthocyanins �56�����5����,�

� 2 	�� (�%5 5.7)  1
�	���
��
������ UV-Vis spectra 

(�%5 5.8)  ���	���
����
,����	������� anthocyanin-3-O-glucoside 
 
 
 

 

 

 

 

��+ 5.7  HPLC-DAD chromatogram �����������
:�� 520 nm ���	��	�
�&����
3�����	��-�
!
�"����-����	���3�  

1

2
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��+ 5.8  UV-Vis spectra �������5����,�� peak 1 (A) 1
� peak 2 (B) ,� HPLC-DAD 

chromatogram �����������
:�� 520 nm (�%5,�) ���	��	�
�&����
3�����	��-�!
�"����-����
	���3�  

�����#��3+�� ��:���&�� anthocyanins �������
���
���������	�����/4��
,(���1
�
+-�1��������4-�+�
����������
, aglycone &/��-��������(� UV-Vis spectrum ����������#���!���!�
�����!�	%&�����

�0*��������	������:�

�0*��8!�����	���
�����4 �����
��+��#5&/�#��
5�����+������� HPLC-ESI-MS ����� screening +-�1������� anthocyanins 1
� HPLC-ESI-

MS/MS �!:���(� product ion mass spectrum ������������������	������� anthocyanins ��	��
	�
����,���+
�������,1
���
3�����+��#5 

B

A

�max 510 nm 

�max 519 nm 
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5.2.5 �����������
�!����� anthocyanins ��
��
�
�	����4�����7��!���/��!��
�&���� HPLC-ESI-MS 

Anthocyanins ����
3�����	��-� 
�����
���!:����,�����	�������	�� anthocyanins ��	��	�
�&����
3�����	��-�!
�"��

��-����	���3� 1
� BGMSN 11 ���������� HPLC-ESI-MS �����
�����������
���(��������
,
���
���� 5.1.4 ��� Total Ion Chromatogram (TIC) 1	�����%5 5.9  !, anthocyanins &-���� 2 
����5����,�

��:� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside ����
3������
4�	��
!
�"�� �(��������
,���!,���-���������-�!
�"�� KHNBT, KHNBT No. 3, KHNBD 1
� 1000-11-2-
26 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�%5 5.9  HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&����
3�����	��-�!
�"��  
(A) BGMSN 11 �!" (B) ����@�;
"*�W@  
(Cy = cyanidin-3-O-glucoside; Pe = peonidin-3-O-glucoside) 

Anthocyanins ���,����	��-� 
	��	�
�&���,�������	��-�!
�"����-����	���3� 1
� BGMSN 11 ������������������� 

HPLC-ESI-MS (Time-of-flight) ����(�	)�����������	��
��������
�� 5.1.4 ��� TIC 1	����
�%5 5.10  
 
 
 

25-Mar-2008 BGMSN11_seed 09:45:53

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_04 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
TIC

4.13e3

25-Mar-2008 kumdoisakhet_seed_scan&MS/MS 14:16:50

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_06 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
TIC

5.15e3

A

B

Cy 

Pe 

Cy Pe 
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�%5 5.10  HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"��  
(A) BGMSN 11 1
� (B) ��-����	���3�  
(Cy = cyanidin-3-O-glucoside; Pe = peonidin-3-O-glucoside) 

 
!, cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside �8!�����,����	��-�!
�"����-�

���	���3� �����
,����5����,�:��; ����
������5����,����
4�����5����,������������&��56�
	���
��� anthocyanins �
4���4�(���"����+��&���������������������%
1,, extracted ion 

chromatogram (mass chromatogram) ����5����,,� TIC ���	��	�
�&�������
4�	��!
�"��������
#��������� m/z �����
, molecular ion ��� anthocyanins ����	����+���; 1	����+���� 5.5  
 
(���� 5.5 !�����	������56�����5����,���	��	�
�&���,�����-��������� m/z �����
, molecular 

ion ��� anthocyanins 
Peak no. Retention Time (min) [M]+ (m/z) ESI(+) MS (m/z) 

1 29.062 449 449 287 

2 38.839 595 595 581 

3 42.769 463 463 301 

4 50.526 581 581 

5 52.124 581 581 

6 56.925 611 611 449 

7 65.939 733 733 449 287 

8 72.009 757 757 449 287 

9 72.202 787 787 625287 

10 75.027 625 625 463 433 

11 88.916 801 801 493  331 

12 92.032 741 741 493 331 219 

2 4 -M a r-2 0 0 8 B G M S N 1 1 _ G re e n  le a ve s 1 4 :1 7 :5 4

2 0 .0 0 4 0 .0 0 6 0 .0 0 8 0 .0 0 1 0 0 .0 0 1 2 0 .0 0 1 4 0 .0 0
T im e-5

1 0 0

%

2 4 0 3 0 8 _ 0 1  S b  (1 ,2 0 .0 0  ); S m  (M n , 2 x 1 ) 1 : T O F  M S  E S +  
T IC

1 .4 5 e 3

2 6 -M a r -2 0 0 8 k u m d o is a k h e t_ le a v e s _ s c a n 1 7 :4 0 :0 8

2 0 .0 0 4 0 .0 0 6 0 .0 0 8 0 .0 0 1 0 0 .0 0 1 2 0 .0 0 1 4 0 .0 0
T im e-5

1 0 0

%

2 4 0 3 0 8 _ 1 2  S b  (1 ,2 0 .0 0  ) ;  S m  (M n , 2 x 1 ) 1 : T O F  M S  E S +  
T IC

7 .4 9 e 3

A

B
Cy Pe
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Green_leaf_MS/MS_I26-Oct-2007 12:04:01

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

221007_15 170 (41.754) Cm (134:244) 1: TOF MSMS 581.00ES+ 
50413.0800

395.0613

341.0701323.0641 353.0745

527.1101467.1112
527.1381

546.1569

221007_14 156 (41.610) Cm (96:218) 1: TOF MSMS 581.00ES+ 
56413.0966

395.0695

341.0550323.0568 371.0696

467.1024
461.1188

485.0957 527.1101
509.1097

563.1293
581.1381

221007_13 157 (41.620) Cm (123:221) 1: TOF MSMS 581.00ES+ 
37545.1755413.1299

413.1133

395.1021

341.1154323.1154 353.0900

473.1511
467.1289

461.1277

515.1460
563.1680

581.1773
582.2004

221007_12 122 (41.262) Cm (104:195) 1: TOF MSMS 581.00ES+ 
104563.1583

545.1469473.1156
461.1102413.1050395.0940

341.0777
515.1274

581.1577

581.1871

582.1807

221007_11 206 (42.124) Cm (196:254) 1: TOF MSMS 581.00ES+ 
218581.1577

563.1292

545.1278473.1156461.1190425.0859 515.0997
582.1610

5.2.6 �����������
�!����� anthocyanins ��
��
�
�	����4�����7��!���/��!��
�&����   HPLC-ESI-MS/MS 

 
 	)�����������	�������1+�#�������������� Collision Induced Dissociation 

(CID) 
������ MS/MS 	����9�
��
:�� molecular ion ���	������5����,���	��&�!���	��

�����&���
��; ����5����,��	��	�
�����(� mass analyser +
�1�� 1
��-�����������1+��56� 
fragment ions ����; ���������� CID &���
4� fragment ions ������
����4 (A/���������� product  

��:� daughter ions) &�9%��-�����#5�
� mass analyser +
����	���!:��1��1
������������
���1+�
�
#����#�� MS/MS mass spectrum ����������
���
���������%
+��#5�
4� ��:���&��!

�������
#�����*��������(� (collision energy) �� CID ��$
+�����1+�+
����#���� �
��
4�����
:��
!

������������	�&��-����#����*)�!��� MS/MS spectra +�����+������  

�����
�����
������4&/������!

�������(� (collision energy) ��������	� ���	�� 
anthocyanins 1+�
��
��� �!:�����#�� product ion mass spectrum (MS/MS spectrum) ���������%

�����	�1�����!�	%&������	������:���

�0*��8!�����	�� anthocyanins  �-�����-������� 
collision energy ��(�����(�����/�� 1
�!�&��*� MS/MS spectra ���#�� �
�+
���������#���-����
��
���
, cyanidin-3-O-xyloside glucoside 1
� cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-

glucoside ���%5 5.11 1
� 5.12 #�� collision energy ��������	� �:� 20 1
� 25 eV +��
-��
,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.11 Product ion mass spectra ��� cyanidin-3-O-xyloside glucoside #��&��  
 ESI-MS/MS (Q-TOF) ���#������ m/z 581 �(� collision energy: (A) 25 V,  

 (B) 22 V, (C) 20 V, (D) 17 V 1
� (D) 15 V 

((EE))

((DD))

((BB))  

((CC))  

((AA))  
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Green_leaf_MS/MS_I26-Oct-2007 12:04:01

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

0

100

%

221007_15 118 (77.492) Cm (97:134) 7: TOF MSMS 757.00ES+ 
89449.1120

329.0661

309.0927291.0788
431.1024

329.0884
383.0833353.0822 414.0835

450.1324
757.1988611.1407

595.1242

221007_14 99 (76.905) Cm (75:116) 7: TOF MSMS 757.00ES+ 
196449.0947

431.0770329.0661309.1070
413.0883383.0673

757.1763450.1065
739.1921 758.2205

221007_13 60 (75.115) Cm (52:74) 7: TOF MSMS 757.00ES+ 
209449.1899

431.1787329.1180309.1570

757.3223

450.1846
758.3217

759.3217

221007_12 89 (76.303) Cm (80:100) 7: TOF MSMS 757.00ES+ 
1.68e3757.1989

449.1121
758.2319

221007_11 114 (77.003) Cm (97:124) 7: TOF MSMS 757.00ES+ 
3.51e3757.1877

758.2094

 
 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.12   Product ion mass spectra ��� cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside 

 -5-O-glucoside #��&�� ESI-MS/MS (Q-TOF) ���#������ m/z 757  

 �(� collision energy: (A) 25 V, (B) 22 V, (C) 20 V, (D) 17 V 1
� (E) 15 V 

$
������ collision energy ��������	����	�� anthocyanins 1+�
��
�������	����
1	���
�+���� 5.6  

(���� 5.6  ��� collision energy ��������	���� anthocyanins  1+�
��
�������	���� 

 
Group type of anthocyanins Optimal collision energy (eV) 

anthocyanin-3-O-glucoside (monoglucoside) 15 

anthocyanin-3-O-diglucoside 20 

anthocyanin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside and 

anthocyanin-3-O-acylate-glucoside 
25 

 

 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 595:  
 Cyanidin-3-O-glucoside-5-O-rhamnoside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 595 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 38.83 min (�%5 5.13) A/�����������&�
�56�	�� cyanindin glucoside rhamnoside ������4-���
����
��
 (MW) 595 &������-� CID ��� 

((EE))

((DD))

((BB))  

((CC))  

((AA))  
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26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
595

1.59e3

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
TIC

7.49e3

parent ion ��� m/z 595 !,������ MS/MS spectrum �
��%5 5.14 A/��5����,����#���� m/z 287 

1
� 449 A/��#��!�	%&������	����1
���:� cyanidin aglycone 1
� cyanidin glucoside $
+����������
#������� m/z 449 1
� 595 �����������
,�4-���
����
��
��� rhamnose �
��
4� anthocyanin ��4&/���
����	����5����,���� cyanidin aglycone + glucose + rhamnose 

��:���&��#��!, fragmentation �����
��
����4-�+�
A/��&����#������� [M-90] 1
� [M-

120] 1
��56�

�0*���� C-glycosidic linkage �
��
4� &/�	��5#�����  cyanidin 1
� glucose +���
�
���� O-glycosidic linkage �(��������
, cyanidin 1
� rhamnose ���"���(�+�!,��� 
anthocyanins 	����������4-�+�
 glucose +�����+-�1������� 3 1
���� anthocyanins �56�5���)� di-

monoglycoside  �4-�+�
+
����	��&�+���������+-�1������� 5 ������+-�1�����
4�	����4&�#����:4�������� 
fragmentation )�������
��
����4-�+�
�
4�	�� �-����#����3� fragment ion ����; A/�� MS/MS 

spectrum ���#����� anthocyanin ��4���$
	���
����
� �
��
4� anthocyanin ��4&/�������	�����56�  
cyanidin-3-O-glucoside-5-O-rhamnoside 
 
 
 

 
 
 
 
 

��+ 5.13   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

(A) mass chromatogram;  m/z 595  1	��+-�1������� peak ��� 38.83 min  
 (B) Total ion chromatogram  

 
 
 
 

A

B
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kumdoisakhet_leaves_scan26-Mar-2008 17:40:08

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

240308_12 3776 (38.839) Cm (3574:3777) 1: TOF MS ES+
3.89e4595.1351

581.1298 596.1504

kumdoisakhet_leaves_scan26-Mar-2008 20:39:47

225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775
m/z0

100

%

240308_14 216 (37.237) Cm (216:371) 3: TOF MSMS 595.00ES+ 
4.34e4x4 595.1450287.0395

449.1107288.0562

596.1603

O

OH
OH

HO

O

Y0
+;m/z 287

O

OH

OH

HO

OH

O

O

OH

OH

HO

CH3

Y1
+;m /z 449

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

��+ 5.14   ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS (B) mass spectra ��� peak ��� 38.83 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

B

[M]+

        -146 Da 

         -162 Da 

A
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 773:  
 Cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 773 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 65.93 min (�%5 5.15) ���&����4!,
#������� 449 1
� 287 &/����������&��56�	�� cyanidin triglucoside ������4-���
����
��
 (MW) 

773 &������-� CID ��� parent ion ��� m/z 773 !,������ MS/MS spectrum �
��%5 5.16 A/��
5����,����#���� m/z 773, 612, 449, 431, 329, 1
� 287 #���� 449 1
� 287 !�	%&������	����
1
���:� cyanidin glucoside 1
� cyanidin aglycone $
+����������#������� m/z 449, 612 1
� 

773 �����������
,�4-���
����
��
��� glucose + glucose +��
-��
, �
��
4� anthocyanin ��4&/���
����	����5����,���� cyanidin aglycone + 3 glucoses 

��:���&��#��!, fragmentation �����
��
����4-�+�
A/��&����#������� [M-90] 1
� [M-

120] 1
��56�

�0*���� C-glycosidic linkage �
��
4� &/�	��5#�����  cyanidin 1
� glucose +���
�
���� O-glycosidic linkage �4-�+�
 glucose 2 +
�+���
, cyaniding ���+-�1������� 3 1
� 5 ������
+-�1�����
4�	����4&�#����:4�������� fragmentation )�������
��
����4-�+�
�
4�	�� &/�#����3�
#���������������#������� m/z 449-612 1
� 612-773 	��� glucose ������
��
��/��+�������
, 3-

O-glucose �56�����	������� mono-diglucoside �-������3� fragment ion ����; ��� m/z 431 (Z1
+) 

1
� 329 (0,2X0Y1
+) 	���
����
,������������ Cuyckens �!" Claeys[64] �
��
4� anthocyanin ��4&/�

������	�����56� cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.15   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

(A) mass chromatogram;  m/z 773  1	��+-�1������� peak ��� 65.93 min  

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 1: TOF MS ES+ 
TIC

7.94e3

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08
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kumdoisakhet_leaves_scan26-Mar-2008 17:40:08

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

240308_12 6409 (65.946) Cm (6354:6526) 1: TOF MS ES+
6.97e3773.1752

287.0464 463.1176449.1021 595.1649

774.1849
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 (B) Total ion chromatogram  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�%5 5.16   ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS (B) mass spectra ��� peak ��� 65.93 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

A

B [M]+

-324 Da 

-162 Da 

-162 Da 

kumdoisakhet_leaves_scan

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z0

100

%

240308_14 81 (66.258) Cm (77:85) 12: TOF MSMS 773.00ES+ 
1.12e3x10x114 x50 773.1639

449.0934

287.0464
287.0326

163.0568

431.0995
329.0594

450.1053
612.1999

773.0845

774.1736

0,2X0Y0
+ Z1

+
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 581:  
 Cyanidin-3-O-xyloside glucoside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 581 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 50.25 1
� 53.26 min (�%5 5.17) A/��
���������&��56�	�� cyanidin-3-O-xyloside glucoside  &-���� 2 #��A����� ������4-���
����
��

�����
��:� 581 MS/MS spectra ����
4�	��#��A����� ���1+� parent ion ��� m/z 581 ���+-�1���� 
retention times �
4�	��!,������ mass spectra �
����
/��
���� (�%5 5.18) ����8!�� m/z ���1+�

� fragment ions +����
��������	�,%�*�	
�!
�"� (relative abundance) ���1+�
�#���� #����
��
����4#��1�� m/z 545, 527, 516, 473, 461 1
� 433 #������� m/z 287 !,�������	�,%�*�+�-����A/��
#��!�	%&������	����1
���:� cyanidin  aglycone  

Base peak ��� m/z 563 1
�#���� 545 1
� 527 �:���� loss ���
��
����4-� [M-H2O]+, 

[M-2H2O]+ 1
� [M-3H2O]+ +��
-��
, �(��������
,#������� m/z 515, 473, 461 1
� 433 ��� 
loss ����4-������
��
����4-�+�
1	����� �4-�+�
�
4�	��������	����1,, mono-diglucoside 1
� 
link �
����� O-glycocidic bond !,#������� m/z 419 [M-162] �������	�,%�*�+�-���� A/��1	��9/�
��� loss ���
��
��� glucose �
��
4��4-�+�
�����
:��56� xylose A/��!
�"���%��
, cyanidin  aglycone 
���!�	%&������	���� anthocyanin isomers �
4�	��&�� MS/MS spectra &/�!,���	���
����
,
����	������� cyanidin-3-O-xyloside glucoside  ������������"?����
���
��=�:#*��������"�;[�
��

����?������ O-glycocidic bond ����������
��
����4-�+�
�
4�	�� 
      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.17   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

(A) mass chromatogram;  m/z 581  1	��+-�1������� peak ��� 50.25 1
� 53.26 min 
(B) Total ion chromatogram  

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08
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kumdoisakhet_leaves_scan26-Mar-2008 17:40:08
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��+ 5.18   ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS mass spectra ��� peak ��� 50.25 (B) 1
� 53.26 (C) 

min ,� chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

A

Homsakhon_leaves_MS/MS25-Mar-2008 20:03:32

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
m/z0

100

%

240308_08 127 (53.268) Cm (104:169) 3: TOF MSMS 581.00ES+ 
744563.1313

545.1302
515.1296461.1011443.0891 473.1160

581.1395

582.1624

C
- Series of water  

- 162 Da 

Homsakhon_leaves_MS/MS25-Mar-2008 20:03:32

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
m/z0

100

%

240308_08 45 (51.379) Cm (40:80) 3: TOF MSMS 581.00ES+ 
274581.1493

443.0891

425.0910
395.0875

563.1409545.1207

497.0999444.1200

582.1526

583.1569

- Series of water  

- 162 Da 

B
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 611:  
 Cyanidin-3-O-diglucoside 
 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 611 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 56.92 min (�%5 5.19) A/�����������&�
�56�	�� cyanidin-3-O-diglucoside ������4-���
����
��
 (MW) 611 ��:���&����� fragment ion ��� 
m/z 449 A/��!�	%&������	�������,����56� cyanidin-3-O-glucoside &������-� CID ��� parent ion 

��� m/z 611 !,������ MS/MS spectrum �
��%5 5.20 A/��5����,����#�����

��:� m/z 611 1
� 

449 	���  ion ��� m/z 287 ������	�,%�*�	
�!
�"�+�-����   

��:���&��#��!, fragmentation �����
��
����4-�+�
��� [M-90] 1
� [M-120] &/�	��5#��
���  cyanidin 1
� glucose +���
����� O-glycosidic linkage ���+-�1������� 3 ,����
��
��� 
aglycone 	����4-�+�
 glucose 2 ���
��
+���
��56�1,, mono-diglucoside ��:���&��!, 
fragmentation )�������
��
����4-�+�
�������#������� m/z 449 [M-162] 1
� 287 [M-162-162] 

�:�#������� m/z 431 1
� 329 A/���56�#��������56�

�0*��8!�� (characteristic fragment ions)

(��� (Z1
+) 1
� (0,2X0Y1

+) +��
-��
, A/���
4�	��#������4,��,������4-�+�
�
4�	�����
��
+���
����� 
1-2 interglycosidic linkage �
��
4� anthocyanin ��4&/�������	�����56� cyanidin-3-O-diglucoside 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

��+ 5.19   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

 (A) mass chromatogram;  m/z 611  1	��+-�1������� peak ��� 56.92 min  
 (B) Total ion chromatogram  

 
 
 

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 1: TOF MS ES+ 
TIC

7.94e3

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
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kumdoisakhet_leaves_scan26-Mar-2008 17:40:08

225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775
m/z0

100

%

240308_12 5533 (56.925) Cm (5508:5608) 1: TOF MS ES+ 
4.14e4581.1200

449.0847

563.1313

611.1307

582.1429612.1495

purple_leaf_MS/MS_I24-Oct-2007 14:03:51
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%

221007_08 94 (57.647) Cm (89:102) 8: TOF MSMS 611.00ES+ 
79449.0950

431.0849
383.0477353.0381
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450.1414
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��+ 5.20  ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS (B) mass spectra ��� peak ��� 56.92 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

A

- 162 Da 
- 162 Da [M]+

Y1
+

Z1
+

Yo
+, m/z 287 

0,2X0Y0
+,
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 757:  
 Cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 757  1
�
!,,� HPLC-ESI-MS chromatogram ���+-�1���� retention time 72.00 min (�%5 5.21) ������
���&��56�	�� cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside ������4-���
����
��
 (MW) 

757 (	��� peak ��� retention time 82.20 min ��:��!�&�*�&�� mass spectrum !,���#�������  m/z 

757 #���(� molecular ion &/�#��#��!�	%&������	�������	��5����,��� peak ��4)  
&������-� CID ��� parent ion ��� m/z 757 !,������ MS/MS spectrum �
��%5 5.22 A/��

5����,����#�����

��:� m/z 757 1
� 449 A/��#������� m/z 449 !�	%&������	����1
��!,����:�
cyanidin-3-O-glucoside 	���#������� m/z 287 ������	�,%�*�	
�!
�"�+�-���� 1
���:���&��#��!, 
fragmentation �����
��
����4-�+�
��� [M-90] 1
� [M-120] &/�	��5#�����  cyanidin 1
� glucose 

+���
����� O-glycosidic linkage ���+-�1������� 3 ,����
��
��� aglycone #������� m/z 449 �56�
$
��&����� loss ��
 308 A/���56�$
������
�+
���� glucose + coumaroyl group (MW 146) 

��:���&��#��!, fragmentation )�������
��
����4-�+�
 glucose + coumaroyl unit 1	�����
�4-�+�
 glucose ������
��
��/��+�������
, cyanidin aglycone ���+-�1�����:�� 1
�+-�1��������
�!,
��"���(�+��:� +-�1������� 5 ,����
��
��� cyanidin aglycone  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.21   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

(A) mass chromatogram;  m/z 757  1	��+-�1������� peak ��� 72.00 min  
 (B) Total ion chromatogram  
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kumdoisakhet_leaves_scan26-Mar-2008 17:40:08

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

240308_12 6998 (72.009) Cm (6981:7054) 1: TOF MS ES+ 
1.16e4787.1878

565.1462447.1248429.1117 757.1998

788.1952
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HO

Y0
+:m/z 449

O
OH

OH
OH

Y1
+: m/z 287

HO

OH O O

OH

0,2X0Y0
+: m/z 329

���&����4!, fragmentation )�������
��
����4-�+�
�������#������� m/z 449 [M-

308] 1
� 287 [M-308-162] �:�#������� m/z 431 1
� 329 A/���56�#��������56� characteristic 

fragment ions (��� (Z1
+) 1
� (0,2X0Y1

+) +��
-��
, ,��,����� coumaroyl group +�������
,�4-�+�
 

glucose �����%�,�+-�1���� 3-O-glucoside ��� cyanidin aglycone �
��
4� anthocyanin ��4&/���
����	�����56� cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
��+ 5.22  ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS (B) mass spectra ��� peak ��� 72.00 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

A

B

[M]+

-308 Da 
-162 Da 

purple_leaf_MS/MS_I

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
m/z0

100

%

221007_08 66 (73.789) Cm (60:71) 16: TOF MSMS 757.00ES+ 
99x10 x5 x10x6 757.1891

449.1469

329.0514
283.6238

431.1272 449.4062

757.2228

758.1996

759.2332

0,2X0Y0
+

Z1
+
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 787:  
 Cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 787 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 72.20 min (�%5 5.23) ,��,��9/�	�����
���4-���
����
��
 (MW) 787 1
�!, fragment ion �������� m/z 625 A/������&����� loss ���
��

��� glucose [M-162] �����
 625 ���#������56�$
������ cyanidin (287) + glucose (161: loss 

1H) + feruloyl group (177: loss OH) &/��-�����������	�������,:4��+���:� cyanidin-feruloyl-

diglucoside 	���#�������#��#����,���� m/z �:�#�����,���&�� matrix 

MS/MS spectrum ��� parent ion ��� m/z 787 #��&�� CID �
��%5 5.24 !,������#����
��� m/z 177, 287, 329, 431, 449 1
� 625 #������� m/z  287 [M-(glucose;162)-(glucose;161)- 

(feruloyl;177)] 449 [M-(glucose;161)-(feruloyl;177)] 1
� 625 [M-(glucose;162)] �:�	������ 
cyanidin, cyanidin-5-O-glucoside 1
� cyanidin-3,5-O-diglucoside +��
-��
, 
��� fragmet ions 


���
@� fragmentation ��:�*!�'!���������!
������?���
�� 3 :@;��� loss :�*!�'!������� =@���� m/z 

415 [Y1
+ -2H2O]+, 397 [Y1

+ -3H2O]+ 1
� 355 [Y1
+ -2H2O-60]+  �!"characteristic fragment ion 
�� 

m/z 329 (0,2X0
+Y1

+ )  *�J����&��&����� feruloyl group ����"*�����&:�*!�'!���������! #$����

����\����&*��@��&������!
��*�J� 3-O-glucoside  @������ anthocyanin ����&�����:���
����
���?�$��

��� cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside �����&������! glucose ���?�$��:�*!�'!
������&������?���
�� 

5 &� cyanidin �$�
�'�:���
�������=@���� cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside 
   

��+ 5.23   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

(A) mass chromatogram;  m/z 787  1	��+-�1������� peak ��� 72.20 min  
 (B) Total ion chromatogram  

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08
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100
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240308_12 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
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7.49e3
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11.2
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B
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��+ 5.24   ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS (B) mass spectra ��� peak ��� 72.20 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

B

Homsakhon_leaves_MS/MS25-Mar-2008 20:03:32

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

240308_08 137 (73.233) Cm (127:144) 10: TOF MSMS 787.00ES+ 
166787.1652

449.0936

177.0533

431.0828329.0668
383.0676

450.0882
625.1235

788.1840

789.1920

Y1
+

0,2X0Y1
+ Z1

+

[M]+

Y0
+;287

-338 Da 

-162 Da 
-162 Da 

OCH3

OH

O

O

O

O

OH

OH

OH
OH

O

HO

Y0
+:m/z 449

O
OH

OH
OH

Y1
+: m/z 287

HO

OH O O

OH

0,2X0Y0
+: m/z 329

OCH3

m/z 177

purple_leaf_scan22-Oct-2007 15:48:04
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m/z0

100

%

221007_02 7139 (73.310) Cm (7129:7353) 1: TOF MS ES+ 
446565.1827

447.1528

429.1408
303.0841158.9980 317.0807

448.1538
547.1771

515.2296

757.2327

566.2013
625.1948

787.2349
788.2881

A
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 625:  
 Peonidin-3-O-diglucoside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 625 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 75.02 min (�%5 5.25) A/�����������&�
�56�	�� peonidin-3-O-diglucoside ������4-���
����
��
 (MW) 625 ��:���&����� fragment ion ��� 
m/z 463 A/�������������56�����	������� peonidin-3-O-glucoside (peonidin: 301+glucose: 162) 

1+���:���&������5����,��45����*������� ESI-MS mass spectrum ���#��&/��� peak ���#�������
	-��
��� abundance +�-� 1
���3�#������� matrix �
��#���� (#�������#��#�������� m/z) 1+�#��
!,#������� peonidin aglycone ��� m/z 301 

&������-� CID ��� parent ion ��� m/z 625 !,������ MS/MS spectrum �
��%5 5.26 A/��
5����,����#�����

��:� m/z 301, 367, 397, 427, 445 1
� 463 ���!,#������� m/z 301 �56�
����:��
���� aglycone ��� anthocyanin ��4�:� peonidin #������� m/z 445 (Z1

+) �56� 
characteristic ion ���,��,������4-�+�
���
��
���	���(:���+���
��
,�4-�+�
���
��
1�� (O-

diglucosyl flavonoids) #��#��+�������
,	������ peonidin aglycone ���9/�#�����������&����� 
loss ���
��
����4-�1
� neutral species �:��; �(�� m/z 367 [Y1

+-2H2O-60], 397 [Y1
+-2H2O-30] 

1
� 427 [Y1
+-2H2O] �56�#�������	�
,	������ �4-�+�
�
4�	�����
��
������	����1,, O-

diglycoside #���(� di-O-glycoside  	���#������� m/z 343 (0,2X0Y1
+) �56� characteristic ion 

�(���
� A/��&�,��,������4-�+�
�
4�	�����
��
+���
����� 1-2 interglycosidic linkage &������%
���
�
�����&/�	����9	��5#����� anthocyanin ��4&/�������	�����56� peonidin-3-O-diglucoside 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.25   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

(A) mass chromatogram;  m/z 625  1	��+-�1������� peak ��� 75.02 min  
 (B) Total ion chromatogram  

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
TIC

7.49e3

24-Mar-2008 BGMSN11_Green leaves 14:17:54

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_01 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
625

34.3
A

B



156 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.26  ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS (B) mass spectra ��� peak ��� 75.02 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

Homsakhon_leaves_MS/MS25-Mar-2008 20:03:32

225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775
m/z0

100

%

240308_08 134 (74.997) Cm (125:169) 12: TOF MSMS 625.00ES+ 
424x4 463.1177

445.1091

343.0716

313.0547301.0901
397.0763

367.0719 427.0864

625.1642

464.1277

465.1299
624.2367

626.1743

627.1544

[M]+

Z1
+

Y1
+

0,2X0Y0
+

Y0
+

B

-162 Da 

-162 Da 

O

O

O

OH

OH

OCH3
OH

OH

HO

HO O

O

Z1
+:m/z 445

Y1
+: m/z 463

0,2X0Y0
+: m/z 343

Y0
+: m/z 301

OH

OH

HO

OH

BGMSN11_Green leaves24-Mar-2008 14:17:54

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
m/z0

100

%

240308_01 7474 (76.688) Cm (7455:7492) 1: TOF MS ES+ 
112625.0941

565.1006

245.0603
174.9546205.9623

447.0661433.0696337.9442246.0636
547.0972

463.1002
515.1162

566.0996
595.1069

625.1348

626.1346

647.0951
678.0092

A
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 741:  
 Peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 741 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 88.91 min (�%5 5.27) ,��,��9/�	�����
���4-���
����
��
 (MW) 741 1+���:���&������5����,��45����*������� ESI-MS mass spectrum 

���#��&/�#���� peak ���#�����:��; ���	-��
� �����#��3+��$
&�� ����-� CID ��� parent ion ��� m/z 

741 A/����� MS/MS spectrum �
��%5 5.28 !,������#������� m/z 301, 313, 403, 415 1
� 433  
#������� m/z 301 [M-(xylose;132)-(glucose;161)-(coumaroyl;146)] 1
� 433 [M-

(glucose;161)-(coumaroyl;146)] �:�	������ peonidin 1
� peonidin-5-O-xyloside +��
-��
, 


���=����
���
@��������"�"?����  p-coumaroyl group ��& glucose 
��*�J� 3-O-glucoside ��� 

characteristic fragment ion 
�� m/z 313 (0,2X0
+Y1

+ )  @������ anthocyanin ����&�����:���
����
���

?�$����� peonidin-3-O-(coumaroyl)glucoside �����&������! xylose ���?�$��:�*!�'!
������&��

����?���
�� 5 &� peonidin �$�
�'�:���
�������=@���� peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-
O-xyloside 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.27   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

(A) mass chromatogram;  m/z 741  1	��+-�1������� peak ��� 88.91 min  
 (B) Total ion chromatogram  

 

22-Oct-2007 purple_leaf_scan 15:48:04

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

221007_02 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
741
8.89

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
TIC

7.49e3

A

B
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��+ 5.28  ESI-MS (A) 1
� ESI-MS/MS (B) mass spectra ��� peak ��� 88.91 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

B
- 132 Da 

[M]+

purple_leaf_MS/MS_II24-Oct-2007 16:56:11

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

221007_09 99 (92.032) Cm (88:100) 18: TOF MSMS 741.00ES+
43741.2251

741.2029

433.1282

433.0772
379.0906313.0695

742.2248

742.2471
743.3030

Z1
+

Y0
+

0,2X0Y0
+

Y1
+, 301 

- 308 Da 

O

O

O

OH

OH

OCH3
OH

O

HO

Y0
+:m/z 433

O
OH

OH
OH

Y1
+: m/z 301

HO O O

OH

0,2X0Y0
+: m/z 313

purple_leaf_scan22-Oct-2007 15:48:04

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800
m/z0

100

%

221007_02 8958 (91.986) Cm (8955:9061) 1: TOF MS ES+
169493.1510

331.1038

158.9980 219.0450237.0395 332.0990

741.2449

494.1659
639.2343

515.1370 595.1832
771.2374

773.2437

A

�

�  
� �  

�  
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 �����,�����	������� anthocyanin ����� [M]+ 801:  
 Mavidin-3-O-(p-coumaroyl) glucoside-5-O-glucoside 

����5����,��	��	�
��������!
�"����-����	���3������� molecular ion ��� m/z 801 ��:��
������������� HPLC-ESI-MS !,���+-�1���� retention time 89.42 min (�%5 5.29) ,��,��9/�	�����
���4-���
����
��
 (MW) 801 1+���:���&������5����,��45����*������� ESI-MS mass spectrum 

���#��&/�#���� peak ���#�����:��; ���	-��
� �����#��3+��$
&�� ����-� CID ��� parent ion ��� m/z 

801 A/����� MS/MS spectrum �
��%5 5.30 !,������#����	-��
���� m/z 331 1
� 493 1
� CID ���
#������� m/z 331 (�%5 5.31) 1	����� aglycone ��� anthocyanin ��4�:� mavidin (MW 331) 	���
#���� ��� m/z 493  ��� malvidin-5-O-glucoside $
+������#������4&�� molecular ion 1	����� 
loss 308 mass unit A/���56�$
������ fraction ��� glucose (162) + p-coumaroyl group (146) 

1
�#��!, characteristic fragment ion 
���
@��������"�"?����  p-coumaroyl group ��& glucose 
�����#��3+��	����9�����������	������� anthocyanin ��4#���:� avidin-3-O-(p-coumaroyl) 
glucoside-5-O-glucoside  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.29   HPLC-ESI-MS chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�      

(A) mass chromatogram;  m/z 801  1	��+-�1������� peak ��� 89.42 min  
 (B) Total ion chromatogram  

 

 

 

26-Mar-2008 kumdoisakhet_leaves_scan 17:40:08

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

240308_12 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
TIC

7.49e3

22-Oct-2007 purple_leaf_scan 15:48:04

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00
Time-5

100

%

221007_02 Sb (1,20.00 ); Sm (Mn, 2x1) 1: TOF MS ES+ 
801
21.4A

B



160 
 

 

��+ 5.30   ESI-MS/MS spectrum ��� parent ion ��� m/z 331 ��� peak ��� 89.42 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��+ 5.31   ESI-MS/MS spectrum ��� parent ion ��� m/z 801 ��� peak ��� 89.42 min ,� 
chromatogram ���	��	�
�&���,����	��-�!
�"����-����	���3�  

	��5$
������������	���
��� anthocyanins ��	��	�
����,����,1
���
3��������
��-�!
�"�� BGMSN 11 1
���-����	���3� ���������� HPLC-ESI-MS/MS !, anthocyanins 

�
4������� 12 ����	���� �
�1	����+���� 5.7-5.8 1
� �%5 5.32-5.33 
 
 

O

O

O

OH

OH

OCH3
OH

O

HO

m/z 493

O
OH

OH
OH

m/z 331

OH O O

OH

HO

OCH3

purple_leaf_scan22-Oct-2007 15:48:04

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
m/z0

100

%

221007_02 8709 (89.429) Cm (8651:8728) 1: TOF MS ES+ 
142801.2708

801.2476

331.1038

301.0992237.0584 609.2054493.1600
463.1536332.0915

593.1948

802.2871

803.2925

[M]+

- 162 Da 

- 308 Da 

-[CH3+H] 

-CO 

p p _ _ _

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
m /z0

100

%

221007_09 334 (90.295) Cm  (328:376) 17: TOF M SM S 331.00ES+ 
1.29e3x2 315

270

287

331

316

332

O

OH
OH

OH

HO OCH3

OCH3
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��+ 5.32   +-�1������� anthocyanins ���!,,� HPLC profiles ���	��	�
�&���,���������-�!
�"�� 
BGMSN 11 1
���-����	���3� 
 
 
 

0

0

%

1

0

0

%

20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00

Cyanidin-3-O-glucoside 

Cyanidin-3-O-glucoside-5-O-rhamnoside 

Peonidin-3-O-glucoside 

Cyanidin-3-O-diglucoside 

Cyanidin-3-O-glucoside-5-O-xyloside (Isomer) 

Cyanidin-3-O-glucoside-5-O-xyloside (isomer) 

Cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside 

Cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside 

Cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside 

Peonidin-3-O-diglucoside 

Malvidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside 

Peodin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside 

 Khumdoisakhet 

BGMSN 11 

% Relative intensity 

TIC 

TIC 

Retention time (min) 
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��+ 5.33   +-�1������� anthocyanins ���!,,� HPLC profiles ���	��	�
�&����
3����������-�
!
�"�� BGMSN 11 1
���-����	���3� 
 
 

+-�1�������	�� anthocyanins ,��������1���������1��	��	�
����,&��
+
���������� �-�#5	%����!�	%&������	������� anthocyanins #�� 10 ����	���� #��1�� cyanidin-3-O-

glucoside, cyanidin-3-O-glucoside-5-O-rhamnoside,   peonidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-

diglucoside, cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-

glucoside, cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside, peonidin-3-O-diglucoside, malvidin-3-
O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside, 1
� peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside 

	������ 2 ����	�����
�#��	����9��,����

�0*�#��1������:� cyanidin-3-O-xyloside glucoside 

1
� #��A�������� cyanidin-3-O-xyloside-glucoside ��� cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside, 

cyanidin-3-O-(p-coumaroly)glucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-

glucoside, peonidin-3-O-diglucosid, peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside,  1
�  
malvidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside !,���,1
���
3��������	��-��56���
4�1��
�����'/�0���4 
 

 
 

3

5

0

%

Cyanidin-3-O-glucoside 

Peonidin-3-O-glucoside 

Khumdoisakhet 

BGMSN 11 

% Relative intensity 

Retention time (min) 

TIC 

TIC 



 
 

165

5.2.7 +�����

�#
&$���� anthocyanins ��
��
�
�	����4�����7��!���/�
�����5����*	
�!
�"���� anthocyanins ���!�	%&������	����#��&-���� 12 	�� �(������� 

HPLC-ESI-MS 1
��������������%
1,, extraction ion chromatogram ��������
��������
, 
molecular ions ���1+�
� anthocyanin !:4�����+�!�����#���������!:4�����+�!�����	����+�D��
)���� neutral red ����+��
�#5��	��
�
������(�	�
�+
����������������5����*	
�!
�"����1+�
� 
anthocyanins ��	��	�
� �-������
���
,+
�������,�������1+�
���������&����+�,�+ �:�  ����
�
�� (seedling),  ����1+��� (tillering) ����	������� (booting and heading) ������
3��4-��� 
(milking) 1
�����	��1�����	�������� (mature grain) 1
���
3�������������
3��4-��� ����
��
3�15B�1�3� ����	��1�����	�������� 1
������

���3,������ !,���#����������	
�!
�"��
��%5 
5.34 ��������� HPLC-ESI-MS ��	)����
���4 
 

 
HPLC  conditions:  

Instrument 
 
Column 
Mobile Phase 
 
Gradient : 
 
Detector 
Injection Volume 
Flow Rate 

Agilent HPLC system (Agilent Technologies, 
USA) 
Zorbax eclipse plus C18 (4×100 mm, 3 μm) 
A: methanol   
B: 0.5 % acetic acid in water  
1-10 min 10 % A 
10-150  min 10-45 % A 
PDA (wavelength 520  nm) 
20 �L 
0.4  ml/min 

 
MS  conditions:  

Instrument 
 
Ionisation mode 
Quadrupole temperature ( 
C) 
Fragmentor voltage (V) 
Capillary voltage (V) 
Nebulizer pressure (psi) 
N2 Dying gas temperature ( 
C) 
N2 Dying gas flow (L/min) 
Mass range (amu) 
 

A single quadrupole mass spectrometer (Model 
G 1946 A, Agilent Technologies, USA) 
Positive 
100 
110 
3500 
30 
330  
12 
100-1000 
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��&-���� anthocyanins ���!�	%&������	����#����	��	�
�&���,1
�������-�!
�"����-����
	���3� 1
�BGMSN 11 �
4� !, cyanidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside 1
� cyanidin-

3-O-rutinoside �8!����	��������
3���������
4�	��!
�"�� ���!,�����5����*	
�!
�"����,
�!����/4�&������ milk grain, dough grain &�9/� maturation ������ cyanidin-3-O-rutinoside A/��
!,��5����*������	��������� maturation stage 	�� anthocyanins monoglucoside ��
����4
����8!�� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside �56�	�����	���!:( (phyto 

pigments) A/����	�1��1
�����1��+��
-��
, 	�� anthocyanins ��
����4&/���,�,��	-��
�+��	����
��
3������
4�	��!
�"�� �
��
4����!, cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside �8!��
���,���+������!
�"����-����	���3�A/�����,	��������� 1
�#��!,���,���!
�"�� BGMSN 11 A/�����,
	������&/��56�����:��
����	�������������,������-��
4��:�	���� anthocyanin pigments �
4�	����4 

	�� anthocyanins ��������
��
����4-�+�
��:� acylate groups ��!
�"�����&-���� 2-3 

���
��
  �(�� cyanidin-3-O-xyloside glucosides, cyanidin-3-O-diglucoside, cyanidin-3-O-(p-

coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside 1
� cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside #��
!,�����	�	�����
3����������-��
4�	��!
�"�� 5����*��� anthocyanins ��
����41+�+����
�#5��
1+�
���������+�,�+���+������ 1+�!,������%51,,�
����
/��
� �
����:���5����*	%��/4�&������ 
seedling 9/� booting 1
�
�
�&������ milk grain 9/� maturation stage ���
�
����	�� 
anthocyanins ������4-���
����
��
	%���
����4��:���������������������������$
�+��
3� 1	�������3������
��������	����
����4��
:������&���, (translocation) #5	�	�����
3����� &��������	%��	�����
��

����4-�+�
���#5   

�����#��3+����&!, anthocyanins ������4-���
����
��
	%�,��+
� �(�� peonidin-3-O-

diglucoside 1
� peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside �
4����,1
���
3��������
�
4�	��!
�"�� ���	���
4�	����5����*	
�!
�"�	%����	������
3������� milk grain 	-���
, 

anthocyanins ��������
��
����4-�+�
��:� acylate groups ��!
�"�����&-���� 2-3 ���
��
��:��
!�&��*���	������ anthocyanin aglycone �
4� 2 ����	���� ���!,���,1
���
3������
4�	��!
�"�� 
#��1�� cyanidin 1
� peonidin �
4� &���3���� anthocyanins �4-���
����
��
	%������ aglycone �56� 
cyanidinin !,��	�������,�����
4� 	�������� aglycone �56� peonidin !,�
4���	�������,1
�
��
3� �����#��3+��#��!,����	
�!
�"��������(
������������	������:�5����*��� anthocyanins 

�
,��������&����+�,�+���������-��
4�	��!
�"�� 



�&&"- 6
�&
��+ 

������������	���
����
��������������	�!
�"��#�� #���-������
��1,������56� 3 

+�� �:� ���,:4��+����
����E�"�=+������A���(
�����-�����	��-��
��������&�������
����(�
������+����
� ��,�%�#5�
,�����5����* anthocyanins ����56� pigments ���	-��
� 2 	���:� 
cyanindin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside !,���E�"�=+������A���(
�����������"�
+����
��
4����$
	���
����
� 1+�#��	���
����
,$
���5����* anthocyanin pigments �
4�	�� 
�����
����	���+����#���-����5�����+���������, HPLC-DAD, HPLC-ESI-MS 1
� HPLC-

ESI-MS/MS �!:�����������!�	%&������	������:���

�0*��8!�����	���
��� flavonoids A/���-�
�����
��1,���56� 2 �
��� (�����
��+����� 2 1
� 3 +��
-��
,) �:� �
��� flavanone, flavone 

1
� flavonol 1
��
������	���:�	�� anthocyanins &�������&
���4 !, flavonoids ���	����9!�	%&��
����	����#����� 24 	�� 1
��56�	�����#���������������������+����:���
3�����	� &-���� 10 

	�� ���
���������	��5��������
��1+�
�+�����
���4 
E�"�=+������A���(
�����-��������������&���-�	��!
�"���:� !
�"�� KHNBT, KHNBT 

No. 3, and 1000-11-2-26 1
��-������������-���/��!
�"���:� !
�"�� KHNBD A/���56�!
�"��1�� ���$

�����
-��
,&�����#5�����
���4 1000-11-2-26 > KHNBT No. 3 > KHNBD > KHNBT $

�
��
�����4	���
����
�#��&������(���"�#���#A����+ ��,,�
�&
,#F����&��5������#A���������
��:��1	� (XYZ system) ��"���5�5����%#����+��,��"��
%�!���� �

�
������+��� (PAO)  

5��	��"�)�!�����&
,5��&����������
�� 1
��������5?�������������E�"�=+�������%
��	��+�� 
DPPH  �����#��3+��5����*	��5����,�H��
���
4�������	��	�
�&���-������
4�	��!
�"�� ���
-��
,
���1+�+���#5�
���4 !
�"�� 1000-11-2-26 > KHNBD > KHNBT No. 3 > KHNBT 1
�5����*	��
	��
���1�����#A����� 2 	�� �:� cyanindin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside ��	��
	�
�&��+
�������-�����	��-�!
�"�� !
�"��1000-11-2-26, KHNBD, KHNBT No. 3 1
� KHNBT 
���������� HPLC-ESI-MS !,���������#��	���
����
,������E�"�=+������A���(
� 1
�5����*
	��5����,�H��
���
4�������	��	�
� 1	�����E�"�=+������A���(
����	�	�
�&���-������-�
#��#���/4�+���
,5����*	��	�1�����#A������
��
���  

��	������!�	%&�����

�0*����	���
�����������	�	����, ��
3� 1
��-�����	��-��-�
���������������	��	�
����,���� HPLC-DAD 1
� HPLC-ESI-MS �����"� screening &�� 
characteristic ions ��� flavonoids ������%
 mass spectrum 1
�����������!:���:��
�����	����
����������	��	���
��������1+�
�+
����������� HPLC-ESI-MS/MS ����(�!:4�D���%51,,
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���1+�+
� (fragmentation pattern) ���#��&��	�� flavonoids ��+�D�� 17 	�� 1
�'/�0����"�!

������ collision energy +���
4��%51,,���1+�+
�1
���� relative ion signal intensity !,
����	����	���
���������
��� flavanone, flavone 1
� flavonol ��	��	�
�&���-�����!
�"�� 
KHNBT No.3, rice berry, 16815, 1000-11-2-26, 49-6-6-6-10, 132-1-1-3-3-1-4-4, 132-1-1-4-1-1-1-3 

1
� KDML &-���� 12 	���:� 5,3´,4´,5´-tetrahydroxyflavone-7-O-glucoside, 5,3´,4´,5´-

tetrahydroxy flavanone-7-O-glucoside, 5,6,3´,4´,5´-pentahydroxyflavone-7-O-glucoside, 

taxifolin-3-O-glucoside, taxifolin, quertagetin-7-O-glucoside, myricetin-7-O-glucoside, 

quercetin-3-O-glucoside, rutin, isorhamnetin-3-O-glucoside, isorhamnetin-3-O-rutinoside, 

quercetin, isorhamnetin-3-O-acetylglucoside, 3,5,3´-trihydroxy-4´-methoxyflavone, 3,5,7,3´-

tetrahydroxy-4´-methoxyflavone 1
� isorhamnetin ����-��������!
�"�� 1000-11-2-26 ��5����*
�������
��������	%����	�� ���
�#5�3�:� 16815 > rice berry > 132-1-1-3-3-1-4-4 > 49-6-6-6-

10 > KHNBT No.3 > 132-1-1-4-1-1-3 +��
-��
, 

���!�	%&������	��������������	���
�����������
���1�����#A����� #���-����
��
���
4���	�������,1
���
3��������� &�������������-� 2 !
�"�� �:�!
�"����-����	���3�1
� 

BGMSN 11 A/�������
4�	��!
�"����	����+��1
��,+����
� ���!
�"����-����	���3���+��1
��,	�����
�-� 	��� BGMSN 11 ��+��1
��,	������ 	�� anthocyanins ���!,���
4�	�4� 12 	�� #��1�� cyanidin-

3-O-glucoside, cyanidin-3-O-glucoside-5-O-rhamnoside,   peonidin-3-O-glucoside, cyanidin-

3-O-diglucoside, cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(p-coumaroyl)gluco 

side-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside, peonidin-3-O-digluco 

side, malvidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside, 1
� peonidin-3-O-(p-coumaroyl) 

glucoside-5-O-xyloside, cyanidin-3-O-xyloside glucoside 1
�#��A�������� cyanidin-3-O-

xyloside-glucoside �����	��1�����#A����� 6 	�����!,���,1
���
3��������	��-��56���
4�1��
�����'/�0���4 �:� cyanidin-3-O-diglucoside-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(p-coumaroly)gluco 

side-5-O-glucoside, cyanidin-3-O-(feruloyl)glucoside-5-O-glucoside, peonidin-3-O-

diglucoside, peonidin-3-O-(p-coumaroyl)glucoside-5-O-xyloside,  1
�  malvidin-3-O-(p-
coumaroyl)glucoside-5-O-glucoside  

�������������(��5����*���	�� antocyanins 1+�
�+
����������	����#����4�-������
��
�!:��'/�0�������&��+
���� antocyanins ���,1
���
3�����	��-��
4�	��!
�"�� 1
�����������
�&����+�,�++����
� #��1�� ��������56�+���
�� ����1+��� ����+
4����� �����4-��� ����15B����� 
����1�������
3� 1
������

������3,������ !,�����&-���� anthocyanins ���!�	%&������	����#��
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��	��	�
�&���,1
���
3�������-�!
�"����-����	���3� 1
�BGMSN 11 �
4� anthocyanin pigments 

#��1�� cyanidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside 1
� cyanidin-3-O-rutinoside !,�8!��
��	��������
3���������
4�	��!
�"�� �����5����*	
�!
�"����,�!����/4�&������ milk grain, 

dough grain &�9/� maturation ������ cyanidin-3-O-rutinoside A/��!,��5����*������	���������
maturation stage 	�� anthocyanins ��
����4�56� monoglucoside (���4-�+�
 1 ���
��
) 1
��
��56�
	�����	���!:( (phyto pigments) ����8!�� cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-

glucoside A/����	�1��1
�����1��+��
-��
, 	�� anthocyanins ��
����4&/���,�,��	-��
�+��	����
��
3������
4�	��!
�"�� �
��
4����!, cyanidin-3-O-glucoside 1
� peonidin-3-O-glucoside �8!��
���,���+������!
�"����-����	���3�A/�����,	��������� 1
�#��!,���,���!
�"�� BGMSN 11 A/�����,
	������&/��56�����:��
����	�������������,������-��
4��:�	���� anthocyanin pigments �
4�	����4

	�� anthocyanins ��������
��
����4-�+�
��:� acylate groups ��!
�"�����&-���� 2-3 

���
��
 #��!,�����	�	���	��������
3����������-��
4�	��!
�"�� 5����*��� anthocyanins 

��
����41+�+����
�#5��1+�
���������+�,�+���+������ 1+�!,������%51,,�
����
/��
� �
����:�
��5����*	%��/4�&������ seedling 9/� booting 1
�
�
�&������ milk grain 9/� maturation stage 

���
�
����	�� anthocyanins ������4-���
����
��
	%���
����4��:���������������������������$
�+��
3� 
1	�������3��������������	����
����4��
:������&���, (translocation) #5	�	�����
3����� &�����
���	%��	�����
��
����4-�+�
���#5 

�����#��3+����&!, anthocyanins ������4-���
����
��
	%�,��+
��
4����,1
���
3����
�����
4�	��!
�"�� ���	���
4�	����5����*	
�!
�"�	%����	������
3������� milk grain 	-���
,
anthocyanins ��������
��
����4-�+�
��:� acylate groups ��!
�"�����&-���� 2-3 ���
��
��:��
!�&��*���	������ anthocyanin aglycone �
4� 2 ����	���� ���!,���,1
���
3������
4�	��!
�"�� 
#��1�� cyanidin 1
� peonidin �
4� &���3���� anthocyanins �4-���
����
��
	%������ aglycone �56� 
cyanidinin !,��	�������,�����
4� 	�������� aglycone �56� peonidin !,�
4���	�������,1
�
��
3� �����#��3+��#��!,����	
�!
�"��������(
������������	������:�5����*��� anthocyanins 

�
,��������&����+�,�+���������-��
4�	��!
�"�� 
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