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การวิเคราะหตัวอยางพชื 
 
การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตที่ไมไดอยูในรูปโครงสราง (Total Nonstructural 
Carbohydrate) (สุจริต, 2531)  
 
การเตรียม reagent 

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

จํานวน 25 กรมั, sodium bicarbonate จํานวน 20 กรัม และ anhydrous sodium sulfate จํานวน 200 
กรัม ในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

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

เขมขน จํานวน 2 หยด คนจนกระทั่งเกลือ copper sulfate ละลายหมด 
3. Nelson’s alkaline copper reagent  

ไดจากการนํา Nelson’s reagent A จํานวน 20 มิลลิลิตร ผสมกับ Nelson’s reagent B จาํนวน 0.8 
มิลลิลิตร ผสมเขยาใหเขากัน การใช Nelson’s alkaline copper reagent ในแตละครั้งควรเตรียมใหม
เสมอ 

4. Arsenomolybdic acid reagent ประกอบดวย 
4.1 ละลาย ammonium molybdate [(NH4)6Mo7O24 .4H2O] จํานวน 25 กรัม ในน้ํากลั่น 450 

มิลลิลิตร เติมกรด sulfuric เขมขน จํานวน 21 มิลลิลิตร 
4.2 ละลาย disodium hydrogen arsenate [Na2HAsO4 .7H2O] จํานวน 3 กรัม ในน้าํกลั่น 25 

มิลลิลิตร 
4.3 นําสารละลายจากขอ 4.2 ผสมลงในสารละลายในขอ 4.1 เขยาใหเขากนั แลวเก็บไปไว

ในขวดสีชาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วนั กอนนํามาใชสารละลายที่ไดตองเปนสีเหลืองเทานั้น 
 
วิธีการสกัด total nonstructural carbohydrate (TNC) จากตัวอยางพชื 

ใชวิธี acid extraction  ตามวธีิของ Smith et al. (1964) อางโดยสุจริต (2531) ซ่ึงมีวิธีการ คือ 
นําตัวอยางพืชอบที่อุณหภูม ิ 70 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง มาบดและรอนผานตระแกรง 40 
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mesh เก็บไวในโถดูดความชื้น เมื่อตองการนํามาใช เก็บตัวอยางที่ไดใสถุงกระดาษแลวเก็บ
รักษาไวในโถดูดความชืน้ (desiccator) เพื่อรอการวิเคราะหตอไป และกอนที่จะนําตวัอยางพืชทีไ่ด
ไปทําการวิเคราะห ไหนําตวัอยางพืชไปอบอีกครั้งที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-4 
ชั่วโมง และทิง้ใหเย็นในโถดูดความชืน้  

การสกัด ชั่งตัวอยางพืชที่อบแหงสนิท และบดละเอยีดแลว 0.05 กรัม เติม 0.2 N H2SO4 40 
มิลลิลิตร ปดปากภาชนะดวยแผนอะลูมิเนยีมฟลอยด แลวอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนาํออกจากตูอบทิ้งไวเย็น (เขยาดวย Vortex Genie–2) กรองดวยกระดาษ
กรอง Whatman No.1 ปรับ pH ใหเปนกลางดวย  NaOH และ 50 % HCl แลวจึงปรับปริมาตรเปน 
50 มิลลิลิตรดวยน้าํกลั่น เกบ็ใสในขวดพลาสติกขนาด 100 มิลลิลิตร เพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณ 
TNC ตอไป 
 
วิธีการวิเคราะห TNC (สุจรติ, 2531) 

การวิเคราะห TNC โดยวิธีของ Nelson’s reducing procedure ตามวิธีของ Hodge and Hofreiter 
(1996) ที่ดัดแปลงโดย สุจริต (2531) ซ่ึงใชวิธีการเปรียบเทียบเปนปรมิาณน้ําตาล (มิลลิกรัมของ D-
glucose) ในการวิเคราะหใชสารละลาย D-glucose (equivalent) ตัง้แต 0.00-0.05 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 1 มิลลิลิตร เติม Nelson’s alkaline copper reagent เขยา และปดดวย
แผนอะลูมิเนยีมฟลอยด นําไปวางไวในน้าํเดือดนาน 20 นาที จากนั้นนําไปวางไวในนําเยน็เมื่อ
หลอดทดลองเย็น ใหเติม arsenomolybolic acid reagent 1 มิลลิลิตร เขยาใหตะกอนละลาย แลวเติม
น้ํากลั่น 7 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวนําไปวัดคา absorbance (%A) ที่ใหความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร ดวยเครือ่ง spectrophotometer จากนัน้นํามาทํากราฟมาตรฐาน      

แลวนําคาทีว่ัดไดมาเขียนเปนกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใชความสัมพนัธระหวาง 
ความเขมขนของ glucose (แกน X) กับคา absorbance (แกน Y) 
 
การวิเคราะหปริมาณ TNC ในตัวอยางพชื 

นําสารละลายที่สกัดไดจากตัวอยางใสหลอดทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวทําตามขั้นตอน
ดังเชนเดียวกบัการเตรียมกราฟมาตรฐาน นําคา absorbance (A) ที่ไดเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน
ที่ทาํไว แลวคาํนวณเปนปรมิาณมิลลิกรัมตอมิลลิลิตรของ D-glucose ตอน้ําหนกัแหงของตัวอยาง 
วิธีการคํานวณ 
     TNC =  ( mg glucose equivalent x vol. make)   
            (wt. of sample x vol. take) 
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