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ภาคผนวก 
 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้รา 
วิธีการเตรียม 

1. Potato dextrose agar (PDA) 
สวนประกอบ 

มันฝรั่ง (Potato) 200 กรัม 
น้ําตาล Dextrose  20 กรัม 
ผงวุน (Agar) 16 กรัม 
น้ํากลั่น (Distilled water) 1.0 ลิตร 

 นํามันฝรั่งมาปอกเปลือกแลวหั่นเปนชิ้นสี่เหล่ียมลูกเตาเล็กๆ ช่ังมา 200 กรัม จากนั้นนํามาตม
กับน้ําจํานวน 500 มิลลิลิตร  จนเนื้อมันฝรั่งสุก กรองเอาเฉพาะน้ํา แลวปรับปริมาตรใหเปน 1,000 
มิลลิลตร จากนั้นนํามาตมพรอมกับน้ําตาลและวุน ตมจนวุนละลายหมด แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอ
นึ่งอัดไอ (Auttoclave) ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วนาน 15 – 20 นาที  

2. Potato dextrose broth (PDB) 
สวนประกอบ 

มันฝรั่ง (Potato) 200 กรัม 
น้ําตาล Dextrose  20 กรัม 
น้ํากลั่น (Distilled water) 1.0 ลิตร 

 หั่นมันฝร่ังที่ปอกเปลือกแลวหั่นเปนชิ้นส่ีเหล่ียมลูกเตาเล็กๆ 200 กรัม นํามาตมกับน้ําจํานวน 
1 ลิตร ตมจนมันฝรั่งสุก จากนั้นนํามากรองเอามันฝรั่งออก จากนั้นเติมน้ําตาลและน้ํากล่ัน แลวนําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งอัดไอ (Auttoclave) ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วนาน 15 – 20 นาที  
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การตรวจวัดปริมาณ Total nonstructural carbohydrate (TNC) ในใบ 
อุปกรณและสารเคมี 
 สารเคมี 

1. D-glucose 
2. Anhydrous sodium carbonate 
3. Sodium potassium tartrate 
4. Sodium bicarbonate 
5. Anhydrous sodium sulfate 
6. Copper sulfate 
7. Sulfuric acid 
8. Ammoniummolybdate 
9. Sodium dehydrogemasemate 
10. น้ํากลั่น 
ทําการสุมเก็บใบคะนา จากนั้นนํามาหั่นเปนชิ้นเล็กๆ แลวนํามาคลุกเคลาใหเขากันแลวสุม

ตัวอยางมาหาปริมาณ TNC  
1. การเตรียมสารเคมี 

1.1 Nelson’s reagent A 
 ละลาย Anhydrous sodium carbonate และ Sodium potassium tartrate ชนิดละ 25 กรัมผสม

กับ Sodium bicarbonate และ Anhydrous sodium sulfate ชนิดละ 25 กรัม ในน้ํากล่ัน แลวปรับปริมาตร
ใหเปน 1 ลิตร 

1.2 Nelson’s reagent B 
ละลาย Copper sulfate 15 กรัม ลงในน้ํากล่ัน 100 มิลลิกรัม เติม กรด Sulfuric 2 หยด 

แลวคนจนละลาย 
1.3 Nelson’s alkaline copper reagent 
ในการใชแตละครั้งควรเตรียมใหม และเตรียมใหพอดีสําหรับการใชแตละครั้งเทานั้น 

โดยนําสารละลาย Nelson’s reagent A ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ผสมกับ Nelson’s reagent B ปริมาณ 0.8 
มิลลิลิตร และเขยาใหเขากัน 

1.4 Arsenomolybolic acid reagent  
ละลาย Anmoniummolybolic ((NH4)6Mo7O24.4H2O) ปริมาณ 25 กรัมในน้ํากลั่น 450 

มิลลิลิตร เติมกรด Sulfuric เขมขน 21 มิลลิลิตร และละลาย Sodium dehydrogenarsenate(Na2Har.7H2O) 
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3 กรัม ในน้ํากลั่น 25 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลาย Sodium dehydrogenarsenate ผสมสารละลาย 
Ammoniummolybolic เขยาใหเชากัน แลวเก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง นาน 2 วัน กอนนํามาใช 
สารละลายที่ใหไดตองมีสีเหลืองออนเทานั้น  

2. การสกัด Total nonstructural carbohydrate (TAN) จากตัวอยางพืช 
โดยใชวิธี Acid extractin ตามวิธีของ Smith et al. (1964) อางอิงโดยสุจริต (2531) ซ่ึงมีวิธี 

การคือ นําตัวอยางพืชที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง มาบดและรอนผานตะแกรง 40 mesh 
เก็บไวในโถดูดความชื้นเมื่อตองการนํามาใช นําไปอบที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 5 ชั่วโมง แลวนาํไปเกบ็
ไวในโถดูดความชื้นกอนนําไปชั่งน้ําหนัก 0.05 กรัม ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติม 0.2 N 
H2SO4 ปริมาณ 40 มิลลิลิตร ปดดวยแผนอะลูมิเนียม แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 
60 นาที จากนั้นนําไปวางไวที่อุณหภูมิหอง ปรับ pH ใหเปนกลางดวย NaOH และปรับปริมาตรใหเปน 
50 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น แลวกรองแผนกระดาษกรอง Whatman เบอร 42 บรรจุเก็บไวในขวด 100 
มิลลิลิตร เพื่อการวิเคราะห 

3. วิเคราะหหาปริมาณ Total nonstructural carbohydrate (TNC) 
การวิเคราะหหาปริมาณ TNC โดยวิธี Nelson’s reducing procedure ตามวิธีของ Hodge and 

Hofreiter (1962) ที่ดัดแปลงโดย สุจริต (2531) ซ่ึงใชวิธีการเปรียบเทียบเปนปริมาณน้ําตาล (มิลลิกรัม
ของ D-glucose) ในการวเิคราะหใชสารละลาย D-glucose (equivalent) ตั้งแต 0.00 – 0.05 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline copper reagent 1 มิลลิลิตร เขยาและปด
ดวยแผนอะลูมิเนียม นําไปวางในน้ําเดือดนาน 20 นาที จากนั้นนําไปวางในน้ําเย็น เมื่อหลอดทดลองเย็น
ลงใหเติมสารละลาย Arsenomolybolic acid reagent 1 มิลลิลิตร เขยาตะกอนละลายแลวเติมน้ํากล่ัน 7 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวนําไปวัดคา Absorbent (%A) ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
Spectrophotometer จากนั้นนํามาทําเปนกราฟมาตรฐาน การวิเคราะหหาปริมาณ TNC ทําเชนเดียวกันใช
สารสกัดจากตัวอยางพืชแทน และนําคา OD ที่ไดไปคํานวณหาปริมาณคารโบไฮเดรต 
 
 
 
 
 
 
 
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 120

 
ประวัติผูเขียน 

 
ชื่อ -  สกุล นางสาวแววจนัทร  พงคจันตา 
วัน เดือน ปเกิด 17 เมษายน 2523 
ประวัติการศึกษา สําเร็จการศึกษามัธยมศึกษาตอนปลาย  

โรงเรียนสวนบุญโญปภัมภ ลําพูน ปการศกึษา 2541 
 สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต 

สาขาวิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
ปการศึกษา 2545 
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