
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

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



 69

การวิเคราะหตัวอยางพืช 
 
การวิเคราะหปริมารคารโบไฮเดรตทั้งหมดที่ไมใชโครงสราง (total nonstructural carbohydrate; 
TNC) 
 

การเตรียม reagent 
 

1. Nelson’s reagent A 
เตรียมสารละลาย anhydrous sodium carbonate จํานวน 25 กรัม, sodium potassium 

tartrate จํานวน 25 กรัม, sodium bicarbonate จํานวน 20 กรัม และ anhydrous sodium sulfate 
จํานวน 200 กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

 
2. Nelson’s reagent B 
เตรียมสารละลาย copper sulfate จํานวน 15 กรัม ลงในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร เติมกรด 

sulfuric เขมขน จํานวน 2 หยด คนจนกระทั่งเกลือ copper sulfate ละลายจนหมด 
 

3. Nelson’s alkaline copper reagent 
นํา Nelson’s reagent A จํานวน 20 มิลลิลิตร ผสมกับ Nelson’s reagent B จํานวน 0.8 

มิลลิลิตร ผสมเขยาใหเขากัน การใช Nelson’s alkaline copper reagent แตละครั้ง ควรเตรียมใหม
เสมอ 
 

4. Arsenomolybdic acid reagent  
4.1  ละลาย ammonium molybdate [(NH4)6Mo7O24 . 4H2O] จํานวน 25 กรัม ในน้ํากล่ัน 

450 มิลลิลิตร เติมกรด sulfuric เขมขน จํานวน 21 มิลลิลิตร 
4.2  ละลาย disodium hydrogen arsenate [Na2HasO4 . 7H2O] จํานวน 3 กรัม ในน้ํากล่ัน 

25 มิลลิลิตร  
4.3  นําสารละลายจากขอ 4.2 ผสมลงไปในสารละลายในขอ 4.1 เขยาใหเขากัน แลวเก็บ

ไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วัน กอนนํามาใชสารละลายที่ไดตองเปนสีเหลืองเทานั้น 
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วิธีการสกัด 
 

การสกัด TNC จากตัวอยางพืช จะใชสารละลายกรดเจือจาง (0.2 N H2SO4) ตามวิธีการ
ของ Smith et al. (1964) ดัดแปลงโดย สุจริต (2531)โดยช่ังตัวอยางพืชที่อบแหงสนิทและบดแลว 
0.05 กรัม เติม 0.2 N H2SO4 40 มิลลิลิตร ปดปากภาชนะดวยอลูมิเนียมฟอยด แลวอบที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมงใน hot air oven หลังจากนั้นนําออกจากตูอบทิ้งไวใหเย็น ปรับ pH 
ใหเปนกลางดวย 0.1, 1 และ 2 N NaOH กับ 0.5 และ 5% H2SO4 แลวปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร
ดวยน้ํากลั่น กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 ใสขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตรเพื่อรอการ
วิเคราะหตอไป 

 
การเตรียมสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน 

 
การเตรียมสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน โดยใชปเปตดูดสารละลาย D-glucose เขมขน 

0.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มา 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร ใสหลอด
ทดสอบขนาด 10 มิลลิลิตร รวม 10 หลอด เติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะไดสารละลาย
กลูโคสมาตรฐาน 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.125, 0.15, 0.175, 0.2, 0.225 และ 0.250 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (วิทยา, 2537) 

 
วิธีการวิเคราะห 

 
1. เตรียมกราฟมาตรฐาน (standard curve) 
ใชสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน ใสหลอดทดสอบ 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline 

copper reagent จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดี ปดดวยแผนอลูมิเนียมฟอยด นําไปแช water 
bath อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จากนั้นทําใหเย็นโดยนําไปวางในน้ําเย็น แลว
เติมสารละลาย arsenomolybdic acid reagent 1 มิลลิลิตร เขยาใหตะกอนของ Cu2O ละลายจนหมด 
เติมน้ํากลั่น 7 มิลลิลิตร เขยาอีกครั้งหนึ่ง (จะไดปริมาณ 10 มิลลิลิตร) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 
นาที นําสารละลายไปอานคาการดูดกลืนแสง (absorbance) จากเครื่อง spectrophotometer ที่ความ
ยาวคลื่น 540 นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดมาเขียนเปนกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใช
ความสัมพันธระหวาง ความเขมขนของ glucose (แกน X) กับคา absorbance (แกน Y) 
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2. การวิเคราะหปริมาณ TNC ในตัวอยาง 
นําสารละลายที่สกัดไดจากตัวอยางใสในหลอดทดสอบ 1 มิลลิลิตร แลวทําเชนเดียวกับ

การเตรียมกราฟมาตรฐาน นําคา absorbance (A) ที่ได เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ทําไว แลว
คํานวณเปนปริมาณมิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ D-glucose ตอน้ําหนักแหงของตัวอยาง  

 
3. วิธีการคํานวณ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TNC  = 
mg glucose equivalent  x  vol make 

wt. of sample  x  vol take 
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