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บทคัดย่อ 

 
การศึกษาเทคนิคและวิธีการการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารโพรลีนในหญา้รูซี-สด  ใชห้ลกัการและ

เทคนิคคลัเลอรีเมทรีที-ดดัแปลงและปรับปรุงจากเอกสารอา้งอิง  ซึ-งรีเอเจนต ์ (reagent) ที-ใชส้าํหรับการวิเคราะห์
โพรลีน คือ สารละลายนินไฮดริน (acid ninhydrin)  โดยทาํการศึกษาค่าความยาวคลื-นที-ใหค้่าการดูดกลืนแสง

สูงสุด (max)  ความเป็นเส้นตรง ปริมาณของรีเอเจนตที์-ใช ้และระยะเวลาการทาํปฏิกิริยาที-เหมาะสม    ทดสอบ
วิธีวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีนกบัตวัอยา่งพืชอาหารสัตว ์  

ผลการศึกษา พบวา่ เทคนิคการวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีนในพืชอาหารสัตวที์-เหมาะสม คือ การทาํ

ปฏิกิริยากบั acid ninhydrin จาํนวน 1 มิลลิลิตร  เร่งปฏิกิริยาโดยการตม้ที- 100 C  เป็นเวลา 30 นาที  ปฏิกิริยาจะ
เกิดสมบูรณ์ นาํไปวดัค่าการดูดกลืนที-ความยาวคลื-น 515 นาโนเมตร เทียบความเขม้ขน้กบักราฟมาตรฐาน ที-ได้
จากการทาํ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานในช่วง 0.1 - 10.0 mg/l  (R2 = 0.9929)  ค่าเปอร์เซ็นตก์าร
กลบัคืนไดข้องโพรลีนในช่วง 0.5 – 5.0 mg/100 g  มีค่าเฉลี-ยอยูร่ะหวา่ง 98.23 - 98.34 เปอร์เซ็นต ์  ค่าตํ-าสุดของ
สารที-สามารถตรวจพบได ้ คือ 0.58 mg/100 g  และค่าตํ-าสุดของสารที-สามารถตรวจหาปริมาณได ้ คือ 1.00 
mg/100 g  สามารถใชเ้ป็นวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณสารโพรลีนในหญา้รูซี-สดได ้
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Abstract 

 
The technique of proline determination in ruzi grass by using colorimetry was studied. For the 

quantitative determination of proline, numerous methods are available. The reagent, herein, was acid  
ninhydrin and the other parameters that were suitable for the quantitative determination of proline such as 
maximum absorbance, linearity, amount of reagent and optimum boiling time were showed.  

The results showed that the optimal condition for determination technique of  proline in ruzi grass 

were using sample solution 5 ml,  applied acid ninhydrin reagent 1 ml  and boil at 100 C for 30 minutes  to 
complete  the reaction. The proline concentration was determinated by UV-VIS Spectrophotometer at 515 
nm and compared with standard calibration curve of proline in the range of 0.1 – 10.0 mg/l  (R2 = 
0.9929). The mean recovery of proline in ruzi grass in the range of 0.5 – 5.0 mg/100g was 98.23 - 98.34 %. 
The Limit of Detection and Limit of Quantitation were 0.58 and 1.00 mg/100g. The results indicated that this 
technique were suitable for determination of  proline  in  ruzi grass fresh. 
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บทนํา 

 
โพรลีน (proline) เป็นกรดอะมิโนในกลุ่ม aromatic ring    เป็นสารประกอบไนโตรเจนที-ละลายนํtา

ได ้ (soluble nitrogen compound) ที-ไดจ้ากการสังเคราะห์ glutamate และ arginine    โพรลีนจะถูกนาํไปใชใ้น
การสังเคราะห์โปรตีนและมีบางส่วนที-เคลื-อนยา้ยเขา้สู่ท่อลาํเลียงอาหารของพืช โพรลีนจดัเป็นสารชีวโมเลกุล
กลุ่ม protective metabolites ที-นิยมนาํมาใชใ้นเทคนิคการปรับปรุงพนัธุ์พืชทนแลง้ โดยอาศยัความสัมพนัธ์
ระหวา่งการเปลี-ยนแปลงทางสรีรวิทยากบัการสังเคราะห์สารชีวโมเลกุลภายในเซลลพ์ืช  เนื-องจากพืชที-ทนต่อ
ความแหง้แลง้จะมีการปรับ osmotic ภายในเซลลใ์หต้ํ-าลง เพื-อเพิ-มประสิทธิภาพการดูดนํtามาใชใ้นการดาํรงชีวิต 
ทาํใหมี้การสร้างและสะสมสารกลุ่ม protective metabolites เพื-อปรับค่าชลศกัย ์(water potential) ของนํtาในเซลล ์
(ลิลลี- และคณะ, 2549)  ซึ-งพชืแต่ละชนิดมีความสามารถในการปรับตวัและทนต่อการสูญเสียนํtาที-แตกต่างกนั 

วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณสารโพรลีนที-นิยมใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง คือ เทคนิคทางสเปกโทรสโคปี 
(spectroscopy) หรือเทคนิคคลัเลอริเมทรี (colorimetry)   หลกัการ คือ ทาํใหส้ารที-ตอ้งการวิเคราะห์เกิดสี โดย
การทาํปฏิกิริยากบัรีเอเจนต ์ (reagents) แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารที-มีสีนัtน  โดย reagents สาํหรับการ
วิเคราะห์โพรลีน ที-นิยมใช ้คือ acid ninhydrin     Schweet (1953)  ไดท้าํการวิเคราะห์ปริมาณโพรลีนในปัสสาวะ
และเลือดของผูป่้วย โดยการทาํใหโ้พรลีนทาํปฏิกิริยากบั ninhydrin  ในสภาวะที-เป็นกรดและเร่งปฏิกิริยาโดย
การใหค้วามร้อน ผลิตภณัฑ ์ (product) ที-ไดจ้ากการทาํปฏิกิริยาจะอยูใ่นรูปสารประกอบสีแดง แต่เนื-องจาก
ตวัอยา่งทางชีวโมเลกุลมีกรดอะมิโนปฐมภูมิอื-นๆ ที-สามารถเกิดผลการรบกวน (interfere) ได ้ เช่น ornithine, 
lysine, hydroxylysine  และ cysteine ซึ-งไดแ้กไ้ขโดยการทาํ nitrozation      Wren  and  Wiggall (1964)  พบวา่ 
วิธีดงักล่าวสามารถกาํจดัการรบกวนจากกรดอะมิโนปฐมภูมิพืtนฐานเท่านัtน จึงไดเ้พิ-มขัtนตอนการ cleaning ตวัอยา่ง 
โดยใช ้cation-exchange resin และสกดัสารสี (pigment) ที-เกิดขึtนโดยใชโ้ทลูอีน (toluene)  สาํหรับการวิเคราะห์
หาโพรลีนในพืชนัtน Bates และคณะ (1973) ไดน้าํเทคนิคการวิเคราะห์มาปรับใช ้ เพื-อหาปริมาณ โพรลีนในพืช 
โดยการสกดัดว้ย sulfosalicylic acid  และใหท้าํปฏิกิริยากบั acid ninhydrin  ซึ-งสภาวะที-ใชใ้นการทาํปฏิกิริยาใน
พืชแต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไปขึtนอยูก่บัปริมาณโพรลีนที-มีอยูใ่นพืชนัtนๆ 

เนื-องจากกองอาหารสัตวมี์ชุดโครงการวิจยัปรับปรุงพืชอาหารสัตวท์นแลง้ ซึ-งพืชที-ศึกษาคือหญา้รูซี- 
โดยใชป้ริมาณการสะสมของโพรลีนเป็นตวัประเมิน หรือตวัชีtวดัอยา่งหนึ-งในการประเมินความสามารถในการ
ทนแลง้ของพืชแต่หอ้งปฏิบติัการกลุ่มวิเคราะห์อาหารสัตวแ์ละพืชอาหารสัตว ์ กองอาหารสัตว ์ ยงัไม่มีวิธีการ
ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารโพรลีน จึงจาํเป็นตอ้งศึกษาเทคนิคและวิธีการการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสาร   
โพรลีนในพืชอาหารสัตวโ์ดยใชห้ลกัการและเทคนิคทาง colorimetry ที-ดดัแปลง และปรับปรุง เพื-อใหไ้ดวิ้ธีการและ
เทคนิคที-เหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห์ปริมาณโพรลีนในพืชอาหารสัตวที์-ถูกตอ้งตามหลกัการ สามารถ 
นาํไปใชเ้ป็นวิธีมาตรฐานสาํหรับห้องปฏิบติัการวิเคราะห์ต่อไป   

 



 

 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

เครื@องมือและอุปกรณ์ 
1. เครื-อง UV-VIS Spectrophotometer, Model Cintral 101 Perkin Elmer 
2. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
3. อ่างนํtาเยน็ (ice bath)  
4. เครื-อง Vortex mixer 
5. เครื-องชั-งไฟฟ้า (analytical balance)  ชนิดทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 
6. Volumetric pipette ขนาด 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 ml 
7. Micropipette ขนาด 20 - 2000 µl 
สารเคมี 

1. โพรลีน (L - proline, C5H9NO2) ชนิด AR grade  
2. กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid, HCl) ชนิด AR grade  

3. กรดฟอสฟอริก (ortho - phosphoric acid, H3PO4) ชนิด AR grade 

4. นินไฮดริน (ninhydrin, C9H6O4) ชนิด AR grade  

5. กรดซลัโฟซาลิไซลิก (5 - sulfosalicylic acid dihydrate, C7H6O6S . 2 H2O) ชนิด AR grade 

6. โทลูอีน (toluene, C6H5CH3) ชนิด AR grade 

 

วิธีการทดลอง 

แบ่งเป็น 2 การทดลอง การทดลองที- 1 เป็นการศึกษาเพื-อหาสภาวะที-เหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห์หา
ปริมาณโพรลีน ซึ-งวิธีการที-ใชศึ้กษาจะปรับจากเอกสารอา้งอิง เพื-อใหมี้ความเหมาะสมกบัวสัดุ อุปกรณ์ และ
เครื-องมือทางวิทยาศาสตร์ที-มีอยูข่องห้องปฏิบติัการฯ   การทดลองที- � เป็นการทดสอบความใชไ้ดข้องวิธี
วิเคราะห์ที-ได ้ โดยวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีนในพืชอาหารสัตว ์ ทาํการศึกษาช่วงความเขม้ขน้ที-ใหก้ราฟ
มาตรฐานเป็นเส้นตรง (linear range)  ทดสอบความแม่น (accuracy) ของวิธีการวิเคราะห์ โดยประเมินจากค่า
เปอร์เซ็นตก์ารกลบัคืนได ้(% recovery)   ศึกษาค่า Limit of Detection (LOD)  และค่า  Limit of  Quantitation  
(LOQ) ของวิธีการวิเคราะห์ 

 

การทดลองที- 1  การศึกษาสภาวะที-เหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีน 
1.1  การเตรียม reagents 

1.1.1 3% sulfosalicylic acid (w/v)  โดยชั-ง 5 - sulfosalicylic acid dihydrate 3 g ละลายและปรับ
ปริมาตรดว้ยนํtากลั-นใหมี้ปริมาตรเป็น 100 ml 



 

 

1.1.2   6 M phosphoric acid   โดยตวง phosphoric acid 85% ปริมาตร 344 ml  ปรับปริมาตรดว้ย
นํtากลั-นใหมี้ปริมาตรเป็น 1 L 

1.1.3   acid ninhydrin  โดยชั-ง ninhydrin 1.25 g   เติม glacial acetic acid ปริมาตร 30 ml   และ    
6 M phosphoric acid ปริมาตร 20 ml  อุ่นใหล้ะลายดว้ย water bath   ปล่อยใหเ้ยน็   นาํสารละลายที-ไดไ้ปแช่เยน็

ที-อุณหภูมิ ประมาณ 4 C  (สารละลายควรเตรียมใหม่ทุกครัt ง) 
1.1.4   stock standard proline 1000 mg/l   ปริมาตร 100 ml  โดยชั-ง L- proline 0.1 g   ละลายและ

ปรับปริมาตรดว้ย  0.1 N  HCl  ใหมี้ปริมาตรเป็น 100  ml 
1.1.5   working standard proline   โดยการเจือจาง stock standard proline 1000  mg/l  ปริมาตร 

10 ml  ปรับปริมาตรดว้ยนํtากลั-นใหมี้ปริมาตรเป็น 100 ml  จะได ้standard proline ความเขม้ขน้ 100 mg/l     ดูด
สารละลาย standard proline ความเขม้ขน้ 100 mg/l ปริมาตร 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 และ 10.0 ml  ปรับปริมาตร
ดว้ยนํtากลั-นใหมี้ปริมาตรเป็น 100 ml  จะได ้ standard proline ความเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1, 2, 5 และ 10 mg/l  
ตามลาํดบั 

 

1.2 วิธีการศึกษา 

      1.2.1   ศึกษาค่าความยาวคลื-น ที-ใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max) 
      โดยการใช ้standard proline 5 mg/l ปริมาตร 5 ml  มาเติม glacial acetic acid 5 ml  และ acid 

ninhydrin  5 ml  นาํไปตม้บน water bath ที-อุณหภูมิประมาณ 100 C นานประมาณ 1 ชั-วโมง หยดุปฏิกิริยาทนัที
โดยการแช่ใน ice bath     เติม toluene 10 ml ผสมใหเ้ขา้กนั    ตัtงทิtงไวใ้หแ้ยกชัtน  แลว้ดูดสารละลายสีส้มเหลือง 
(colored product) บริเวณที-อยูเ่หนือผิวของ toluene ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที-ความยาวคลื-นตัtงแต่  400-600 nm  
โดยใช ้toluene เป็น blank 
                  1.2.2   ศึกษาปริมาณการเติม acid ninhydrin ที-เหมาะสม  

    ดูดสารละลาย standard proline 5 mg/l  ปริมาตร 5 ml  ทาํการทดลองทาํนองเดียวกบัขอ้ 1.2.1 
แต่ทาํการปรับเปลี-ยนปริมาตรการเติม acid ninhydrin เป็น 0.5, 1.0, 2.0, 2.0, 4.0 และ 5.0 ml ตามลาํดบั  วดัค่า
การดูดกลืนแสงที-ความยาวคลื-นแสงสูงสุดที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.1  
                  1.2.3  ศึกษาระยะเวลาการทาํปฏิกิริยาที-เหมาะสม 

    ดูดสารละลาย standard proline 5 mg/l  ปริมาตร 5 ml  เติม acid ninhydrin ตามปริมาตรที-
เหมาะสมที-ไดจ้ากการศึกษาในขอ้ 1.2.2   ทาํการทดลองทาํนองเดียวกบัขอ้ 1.2.1 แต่ทาํการปรับเปลี-ยนระยะเวลา

การตม้บน water bath ที-อุณหภูมิประมาณ 100 C  เป็น 15, 30, 45, 60 และ 90 นาที ตามลาํดบั  วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที-ความยาวคลื-นแสงสูงสุดที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.1  

 
 



 

 

การทดลองที- 2  การทดสอบวิธีวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีนในพืชอาหารสัตว ์
2.1. การเตรียมตวัอยา่ง 

นาํตน้กลา้หญา้รูซี-สด มาตดัใหเ้ป็นชิtนเลก็ๆ แลว้บดใหล้ะเอียดดว้ยโกร่ง ชั-งตวัอยา่งบดละเอียด 
0.5 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง สกดัดว้ย 3% sulfosalicylic acid จาํนวน 10 มิลลิลิตร โดยแช่นาน 30 นาที   กรอง
ดว้ยกระดาษกรอง What man เบอร์ 41 

 

2.2.  ศึกษา linearity  โดยการทาํ calibration curve  
ดูดสารละลาย standard proline ความเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1, 2, 5 และ 10 mg/l  มาอยา่งละ 5 ml  ทาํ

การทดลองทาํนองเดียวกบัขอ้ 1.2.1  โดยเติม acid ninhydrin ปริมาตรที-เหมาะสมที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.2  ใชเ้วลาใน
การตม้ใน water bath ที-เหมาะสมที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.3  และนาํสารละลายที-ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงที-ความยาว
คลื-นแสงสูงสุดที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.1 

 

2.3.  ศึกษาความแม่น (accuracy)  โดยการหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารกลบัคืนได ้(% recovery) 
                    นาํสารละลายตวัอยา่งที-ไดจ้ากขอ้ 2.1  ปริมาตร 5 ml มา spike สารละลาย standard proline ความ
เขม้ขน้  0.5,  1.0,  2.0 และ 5.0 mg/l  ทาํการทดลองทาํนองเดียวกบัขอ้ 1.2.1  โดยเติม acid ninhydrin ปริมาตรที-
เหมาะสมที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.2  ใชเ้วลาในการตม้ใน water bath ที-เหมาะสมที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.3  และนาํสารละลายที-
ไดไ้ปวดัค่าการดูดกลืนแสงที-ความยาวคลื-นแสงสูงสุดที-ไดจ้ากขอ้ 1.2.1  ทาํการวิเคราะห์ทัtงหมด 10 ซํtา 
 

2.4.  ศึกษาค่า Limit of  Detection (LOD) และค่า Limit of  Quantitation (LOQ) ของการวิเคราะห์ 
                    ด้วยการนาํ blank reagent  มาวดัสัญญาณ จาํนวน 10 ซํtา หาค่าเบี-ยงเบนมาตรฐาน (SD)  คาํนวณค่า 
LOD จากค่าเฉลี-ยของ blank reagent +  3 SD และคาํนวณค่า LOQ จากค่าเฉลี-ยของ blank reagent + 10 SD 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 

1. การศึกษาสภาวะที-เหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีน  

1.1 ผลการศึกษาค่าความยาวคลื-น ที-ใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (max)  
พบวา่ สาร colored product ที-ไดจ้ากการทาํปฏิกิริยาระหวา่ง standard proline ความเขม้ขน้ 5 mg/l 

กบั  acid ninhydrin reagent  จะใหส้เปกตราการดูดกลืน (absorption spectra) และใหค้่า max ที-ความยาวคลื-น 
515 nm  (รูปที- 1) 
 



 

 

 
รูปที- 1    Absorption spectra  of  proline colored product 

 
1.2  ผลการศึกษาปริมาตรการเติม acid ninhydrin ที-เหมาะสม  

พบวา่ ปริมาตรการเติม acid ninhydrin ลงในสารละลาย standard proline ความเขม้ขน้ 5 mg/l  จะมี
ผลต่อค่าการดูดกลืน ซึ-งการเติม acid ninhydrin  ปริมาตร 1 ml  ทาํใหค้่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (รูปที- 2)  ทัtงนีt
เนื-องจาก โดยทั-วไป ninhydrin สามารถทาํปฏิกิริยากบักรดอะมิโนปฐมภูมิ (primary amine) ที-มีหมู่อะมิโนอิสระ 
(free amino group; -NH3

+) ไดส้ารสีม่วง (รูปที- 3)   ยกเวน้กรณีของโพรลีน และอนุพนัธ์ของโพรลีน ซึ-งเป็น 
secondary amine ปฏิกิริยาจะเกิดขึtนไม่สมบูรณ์ จึงให้สารสีส้มเหลืองเกิดขึtน และจากรายงานของ Troll and 
Lindsley (1954) สารที-ควบคุมอตัราการเกิดปฏิกิริยา (rate - cotrolling step) คือ ninhydrin’s reagent 

 

0.0000

0.0500

0.1000

0.1500

0.2000

0.2500

0.3000

0 1 2 3 4 5 6

acid ninhydrin (ml)

a
b

s
o

rb
a

n
c

e

 
รูปที- 2   ผลของปริมาตร ninhydrin’s reagent  ต่อค่าการดูดกลืนของ colored product of  proline 

 

max = 515 nm 



 

 

 
 

รูปที- 3    การเกิด colored product จากการทาํปฏิกิริยาระหวา่ง primary amino acid กบั ninhydrin’s reagent  
                    (Edward et al, 1966) 
 

1.3 ผลการศึกษาระยะเวลาการทาํปฏิกิริยาที-เหมาะสม 
จากการนาํสารละลาย standard proline ความเขม้ขน้ 5 mg/l ทาํปฏิกิริยากบั acid ninhydrin เร่ง

ปฏิกิริยาโดยตม้ที-อุณหภูมิ 100C  พบวา่ ที-เวลา 30 นาที ปฏิกิริยาจะเกิดสมบูรณ์ ซึ-งหลงัจากเกิดปฏิกิริยา
สมบูรณ์แลว้ ตอ้งหยดุปฏิกิริยาทนัทีโดยการแช่ใน ice bath ถา้ปฏิกิริยายงัดาํเนินต่อไปสารที-ไดจ้ะค่อยๆ เปลี-ยน
จากสีส้มเหลืองไปเป็นสีแดง ทาํใหค้่าการดูดกลืนลดลง (รูปที- 4) ทัtงนีt  เนื-องจากวา่ การเกิด colored product ของ
โพรลีน จะเกิดในขัtนตอน intermediate step  
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       รูปที- 4   ผลของระยะเวลาการทาํปฏิกิริยาระหวา่ง standard proline กบั acid ninhydrin ที- 100 C 

 
2. การทดสอบวิธีวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีนในพืชอาหารสัตว ์

2.1. ผลการศึกษาช่วงของความเขม้ขน้ที-ใหก้ราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรง (linear range) จากการวดัค่าการ
ดูดกลืนแสง colored product ของสารมาตรฐานโพรลีน ความเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1, 2, 5 และ 10 mg/l ที-ความยาว
คลื-น 515 nm จะได ้ calibration curve ที-มีค่า correlation (R2) เท่ากบั 0.9929 ค่า slope เท่ากบั 0.035  และค่า 
intercept เท่ากบั - 0.0007 (รูปที- 5) 
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รูปที- 5    Calibration curve of  standard  proline 
 
2.2. ผลจากการนาํเทคนิคการวิเคราะห์ที-ไดจ้ากการทดลองที- 1 มาทดสอบวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีน 

ในตวัอยา่งสารละลายหญา้รูซี- ซึ-ง spike สารละลายมาตรฐานที-ระดบัความเขม้ขน้ระหวา่ง 0.5 - 5.0 mg/l พบวา่ 
ค่าเปอร์เซ็นตก์ารกลบัคืนไดข้องโพรลีน มีค่าเฉลี-ยอยู่ระหวา่ง 98.23 - 98.34  เปอร์เซ็นต ์(ตารางที- 1) 
 

ตารางที- 1   ค่า mean recovery ของโพรลีนที- spike ลงไปในตวัอยา่งหญา้รูซี- 
 

amount added 
(mg/100 g) 

found 
(mg/100 g) 

mean recovery 
(%) 

RSD (%) 

0.5 0.491 98.28 0.657 
1.0 0.983 98.34 0.448 
2.0 1.985 98.25 0.431 
5.0 4.912 98.23 0.596 

 
2.3. ค่าตํ-าสุดของสารที-สามารถตรวจพบได ้ (Limit of detection, LOD) และค่าตํ-าสุดของสารที-สามารถ

ตรวจหาปริมาณได ้ (Limit of Quantitation, LOQ) ของการวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีนในพืชอาหารสัตว ์ เท่ากบั 
0.58 mg/100 g   และ 1.00 mg/100 g  (ตารางที- 2) 
  

ตารางที- 2   ค่า LOD และ LOQ ของการวิเคราะห์ปริมาณโพรลีนในตวัอยา่งหญา้รูซี- 
 

ค่าที-ไดจ้ากการวิเคราะห์  blank  reagent 10 ซํtา  (mg/100 g) Mean SD LOD LOQ 
0.37 0.39 0.37 0.38 0.41 0.57 0.39 0.38 0.37 0.41 0.40 0.06 0.58 1.00 

 
 



 

 

สรุป 
 

เทคนิคการวิเคราะห์หาปริมาณโพรลีนในหญา้ที-เหมาะสม คือ การทาํปฏิกิริยากบั acid ninhydrin จาํนวน 

1 ml เร่งปฏิกิริยาโดยการตม้ที- 100 C เป็นเวลา 30 นาที ปฏิกิริยาจะเกิดสมบูรณ์    นาํไปวดัค่าการดูดกลืนที-
ความยาวคลื-น 515 นาโนเมตร เทียบความเขม้ขน้กบักราฟมาตรฐาน ที-ไดจ้ากการทาํ calibration curve ของ
สารละลายมาตรฐานในช่วง 0.1 - 10.0 mg/l (R2 = 0.9929)   ไดค้่า % mean recovery ของโพรลีนในช่วง 0.5 – 5.0 
mg/100 g มีค่าเฉลี-ยอยูร่ะหวา่ง 98.23 - 98.34 เปอร์เซ็นต ์  ค่าตํ-าสุดของสารที-สามารถตรวจพบได ้ คือ 0.58 
mg/100 g  และค่าตํ-าสุดของสารที-สามารถตรวจหาปริมาณได ้คือ 1.00  mg/100 g 

วิธีการที-ไดจ้ากการศึกษามีความเหมาะสมสาํหรับการวิเคราะห์ปริมาณโพรลีนในพืชอาหารสัตว ์ เป็นวิธี
ที-ทาํไดร้วดเร็วและถูกตอ้งตามหลกัการ สามารถนาํไปประยกุตใ์ชเ้ป็นวิธีมาตรฐานสาํหรับห้องปฏิบติัการในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารโพรลีนในพืชอาหารสัตว ์ เพื-อใชใ้นการสนบัสนุนโครงการปรับปรุงพนัธุ์พืชทนแลง้ ซึ-ง
ใชป้ริมาณการสะสมของโพรลีนเป็นตวัประเมินหรือตวัชีtวดัความสามารถในการทนแลง้ของพืชต่อไป 
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