
บทท่ี 3  
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

1. วัสดุพันธุพชื  
ผลมะนาวแปนสีเขียว ลักษณะพรอมบริโภค เบอร 500 ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 3 – 

4 เซนติเมตร น้ําหนกัเฉล่ีย 36 กรัม จากตลาดเมืองใหม อําเภอเมือง จังหวดัเชียงใหม และตลาด
ลําพูน และ อําเภอเมือง จังหวัดลําพูน 

 
2. อุปกรณ 

2.1 เคร่ืองช่ังไฟฟา แบบทศนิยม 2 ตําแหนง ของบริษัท Sartarius รุน BA 3100P 
2.2 เคร่ืองวัดสี (chroma meter) ของบริษัท Minolta รุน CR -10 
2.3 เคร่ืองวัดความแนนเนื้อ (firmness tester) ขนาด 5 Kg ใชหัวเจาะแบบกรวย (cone 

shape) มีเสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนติเมตร และสูงเอียง 0.7 เซนติเมตร อานคาท่ีได
เปนกิโลกรัม 

2.4 เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าได (hand refractometer) อานคาไดตั้งแต 0 – 
32 เปอรเซ็นต (%) รุน N1 ของบริษัท ATAGO 

2.5 เคร่ือปน homoginizer 
2.6 เทอโมมิเตอร 100 องศาเซลเซียส 
2.7 เทอโมมิเตอร กระเปาะเปยก และ กระเปาะแหง 
2.8 กลองถายรูป 
2.9 ตะกรา 
2.10 กะละมังพลาสติก 
2.11 เคร่ืองทําโอโซน รุม OZ – 100 ของบริษัท Bright Green Trading Co., Ltd.  

กรุงเทพฯ 
2.12 มีด และเขียง 
2.13 กระดาษกรอง Whatman No. 1 
2.14 แปรงขนกระตาย 
2.15 ฟองน้ํา 
2.16 ถุงมือยาง 
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2.17 เคร่ืองค้ันน้ําผลไม 
2.18 เคร่ืองแกว 

  1. บีกเกอร (beaker) 
  2. ขวดรูปชมพู (erlermeyer flask) 
  3. ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
  4. กระบอกตวง (cylinder) 
  5. บิวเรท (buretle) 
  6. ปเปต (pipetle) 

7. กรวยกรอง (filtering glass) 
8. หลอดทดลอง (test tube) 
9. แทงแกวคนสาร (stirrer) 
10. หลอดหยด (dropper) 
11. ชอนตักสารเคมี 
 

3. สารเคมี 
 
สารเคมีท่ีใชในการเคลือบผวิและลางผล 

1. Candelilla wax 
2. Canauba wax 
3. Myristic acid 
4. สารละลายแอมโมเนีย 
5. Clorox® 
6. เจลาตินผง 
7. Ozone 
 

สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาณวิตามินซี 
 
 1. สารละลายกรดเมตาฟอสฟอริกอะซิติค (metaphosphoric acetic acid; HPO-HOAC) 
เตรียมโดยการนํากรดอะซิตกิ 40 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร คนใหเขากัน จากน้ันเติม กรด  
เมตาฟอสฟอริก 15 กรัม ลงไปเขยาใหละลาย ปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร ดวยน้าํกล่ัน 
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 2. ไดคลอโรอินโดฟนอลมาตรฐาน ช่ังโซเดียมไบคารบอเนต (sodiumbicarbonate; 
NaHCO3 ) 0.042 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 2,6 ไดครอโรฟนอลอินโดฟนอล 
(2,6 –dichlorophenol - indophenol) 0.05 g ลงไปจากน้ันปรับปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร 
 3. สารละลายวิตามินซีมาตรฐาน ซ่ึงกรดแอสคอรบิค (ascorbic acid) 0.05 กรัม 
ละลายในกรดเมตาฟอสฟอริกอะซิติค จํานวน 45 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 50 มิลลิลิตร 
สารละลายวิตามินซี ท่ีไดมีความเขมขน 1 มิลลิกรัม ตอ 1 มิลลิลิตร 
 
สารเคมีท่ีใชวิเคราะหปริมาตรกรดท่ีไตเตรทได 
 
 1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 0.1 นอรมอล ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด   
4 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้นปรับปริมาตรในขวด volumetic flaskปรับปริมาตรเปน 1,000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันแลวนาํไปไตเตรทเพ่ือหาคาความเขมขนท่ีแทจริงของสารละลาย NaOH ดวย
สารละลาย HCl มาตรฐาน เขมขน 0.1 นอรมอล 
 2. สารละลายฟนอฟทาลีนเขมขน 1 เปอรเซ็นต (phenolphthalein) 
 
สารเคมีท่ีใชในการวัดปริมาณคลอโรฟลล 
 
 1. อะซิโตน เขมขน 80 เปอรเซ็นต ตวงอะซิโตน เขมขน 99.5 เปอรเซ็นต ดวย
กระบอกตวง 804 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1,000 มิลลิลิตร 
 
สถานท่ีทําการวิจัย 
 
 หองปฏิบัติการ ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
4. วิธีการวิจัย 

งานวิจยันี้ แบงเปน 3 การทดลอง คือ 
การทดลองท่ี 1 : ผลของสารลางผิวท่ีมีผลตอคุณภาพหลังการเก็บเกีย่วของผลมะนาวมะนาว 
การทดลองท่ี 2 : ผลของสารเคลือบผิวท่ีบริโภคได ตอคุณภาพหลังการเก็บเกีย่วของผลมะนาว 
การทดลองท่ี 3 : การหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของสารเคลือบผิว 
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การทดลองท่ี 1 ผลของสารลางผิวท่ีมีผลตอคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของผลมะนาว 
  วางการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design: CRD) 
มี 8 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้า 4 ผล ดังนี้ 
  กรรมวิธีท่ี 1 ไมลางผล (ชุดควบคุม) 
  กรรมวิธีท่ี 2 ลางดวยน้ํากล่ัน 

กรรมวิธีท่ี 3 ลางดวยสารละลายโอโซน โดยใชอัตรากรปลอยกาซโอโซนลงในนํ้า  
       30 มิลลิกรัมตอช่ัวโมง 

กรรมวิธีท่ี 4 ลางดวยสารละลายโอโซน โดยใชอัตรากรปลอยกาซโอโซนลงในนํ้า  
                     70 มิลลิกรัมตอช่ัวโมง 
กรรมวิธีท่ี 5 ลางดวยสารละลายโอโซน โดยใชอัตรากรปลอยกาซโอโซนลงในนํ้า  
                     100 มิลลิกรัมตอช่ัวโมง 
กรรมวิธีท่ี 6 ลางดวย Clorox เขมขน 1 เปอรเซ็นต  
กรรมวิธีท่ี 7 ลางดวย Clorox เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต  
กรรมวิธีท่ี 8 ลางดวย Clorox เขมขน 2 เปอรเซ็นต 
นํามะนาวแปนมาคัดผลที่ปราศจากบาดแผลและโรคเขาทําลาย จากนัน้ นําผลที่คัด

แลวจํานวนกรรมวิธีละ 480 ลูก มาผานการลางตามกรรมวิธีตางๆ นาน 1 ช่ัวโมง ผ่ึงใหแหงใน
ตะกรา แลวนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 28 ±2 องศาเซลเซียส 

บันทึกผลการทดลองทุกๆ 3 วัน จนกวาจะหมดอายกุารเก็บรักษาได โดยถาผลมะนาวมีสี
น้ําตาลท้ังลูก หรือเช้ือโรคเขาทําลายคร่ึงหนึ่งของจํานวนผลท่ีเก็บรักษา ถือวาหมดอายุการเก็บรักษา
ได 

 
การบันทึกผลการทดลอง 
 1. เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนกั โดยช่ังน้ําหนักเร่ิมตนและทุกๆ 3 วัน แลวคํานวณ
เปนเปอรเซ็นตจากสูตร 
 
 เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก = (น้ําหนักเร่ิมตน – น้ําหนักสุดทาย) x100 
      น้ําหนกัเร่ิมตน 
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2. การปล่ียนแปลงของสีผิว วัดโดยใชเคร่ือง chroma meter ทําการวัดสีเปลือกบริเวณ
กึ่งกลางผล คาท่ีไดจะแสดงเปน L*,a*,b*,C* และ hº (Donld, 1992) (ภาพท่ี 6) โดยคา 

L* = The lightness factor (value) 
a*,b* = The chromaticity coordinates (hue, chroma) 
C* = chroma (C* = [a*2 + b*2]1/2) 
h0= tan-1(a*/b*) 

เม่ือ L* มีคาเขาใกลศูนย หมายถึง วัตถุมีสีมืด หากมีคาเขาใกล 100 หมายถึงวัตถุมีสีสวาง 
       a* มีคาเปนบวก หมายถึง วัตถุสีแดง หากมีคาเปนลบ หมายถึงวัตถุสีเหลือง 
       b* มีคาเปนบวก หมายถึง วัตถุสีเหลือง หากมีคาเปนลบ หมายถึงวตัถุมีสีน้ําเงิน  

ท้ัง a* และ b* หากมีคาเปนศูนย หมายถึง วตัถุสีเทา 
       C* มีคาเขาใกลศูนย หมายถึง วัตถุสีซีดจาง (เทา) หากมีคาสูงเขาใกล 60 วัตถุมีสีเขม 
       hº มีคาเขาใกลมุม 90 องศา สีของวัตถุจะอยูในกลุมสีเหลือง (+b) 

หากมีคาเขาใกล 180 องศา สีของวัตถุจะอยูในกลุมสีเขียว (-a) 
 
 

 
 

 
ภาพท่ี 6   คา L*, a*, b*, C* และ hº 

ท่ีมา : Gonnet (1998) 
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3. การเกิดสีน้ําตาลท่ีผิวผลพิจารณาจากการเกดิสีน้ําตาลท่ีผลโดยใหระดับคะแนน 
ดังนี ้
  0 = ผลไมเกิดสีน้ําตาล 
  1 = ผลมีสีน้ําตาล 0.01 – 5.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทั้งหมด 
  2 = ผลมีสีน้ําตาล 5.01 – 25.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทัง้หมด 
  3 = ผลมีสีน้ําตาล 25.01 – 50.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทัง้หมด 

4 = ผลมีสีน้ําตาล 50.01 – 80.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทัง้หมด 
ผลมีสีน้ําตาล มากกวา 80.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวท้ังหมด 5 = 

 
4.  การเนาเสียเนือ่งจากโรค โดยกําหนดใหระดับคะแนน ดังนี้ 

  0 = ผลไมถูกโรคเขาทําลาย 
  1 = ผลถูกโรคเขาทําลาย 0.01 – 5.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทั้งหมด 
  2 = ผลถูกโรคเขาทําลาย 5.01 – 25.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทั้งหมด 
  3 = ผลถูกโรคเขาทําลาย 25.01 – 50.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทั้งหมด 
  4 = ผลถูกโรคเขาทําลาย 50.01 – 80.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทั้งหมด 
  5 = ผลถูกโรคเขาทําลาย  มากกวา 80.00 เปอรเซ็นต ของพ้ืนท่ีผิวทั้งหมด 
 

5. ความแนนเนื้อ วัดคาความแนนเนื้อ 3 จุดตอผล อานคาท่ีได เปน กิโลกรัม 
 

6. วัดปริมาณของคลอโรฟลลท่ีเปลือกของมะนาว 
 นําผิวมะนาว 1 กรัม บดใหละเอียด ขณะบดเติมอะซิโตน 80 เปอรเซ็นต เล็กนอยกรองดวย
กระดาษกรอง Whatman No.1 ปรับปริมาตรดวยอะซิโตนใหได 25 มิลลิลิตร แลวนําไปวดัคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 645 และ 663 นาโนเมตร บันทึกคาแลวคํานวณตามสูตร 
 
 
 คลอโรฟลล เอ = (12.7 (OD663) – 2.69 (OD645)) x      V 
           1000W 
 

คลอโรฟลล บี =  (22.9 (OD645) -4.68 (OD663))     x      V 
          1000W 
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โดยท่ี  V คือ ปริมาตรของสารละลายท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล  
  W คือ น้ําหนกัของตัวอยางท่ีนํามาหาปริมาณคลอโรฟลล 
  OD คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดตามความยาวคล่ืนท่ีกําหนด 
 
 

7. ปริมาณนํ้าค้ัน ค้ันน้ํามะนาวและนํามาตวงดวยกระบอกตวง บันทึกคาท่ีได 
 

8. ปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าได (Total Soluble Solids; TSS) 
 นําน้ํามะนาวท่ีคันไดมาหยดลงบนปริซึมของเคร่ือง hand refractoneter อานคาแลวบันทึก
เปนเปอรเซ็นต อานคาไดตัง้แต 0 – 32 เปอรเซ็นต 
 

9. ปริมาณวิตามินซี   ตามวิธีการของ AOAC (2000) 
 นําน้ําค้ันมะนาว 2 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพู เติมกรดเมตาฟอสฟอริกอะซีติค 5 
มิลลิลิตร จากนั้นนําไปไตเตรทกับสารละลาย 2,6 –ไดคลอโรอินโดฟนอล (มีสีน้ําเงิน) จน
สารละลายเปล่ียนเปนสีชมพู (ภาพท่ี 7) นานมากกวา 5 นาที บันทึกปริมาณท่ีใช 
  
การคํานวณหาคาวิตามินซี 
 
ปริมาณกรดแอสคอรบิค (มิลลิกรัม) ตอน้ําผลไม 100 มิลลิลิตร = (X-B)(F/E)(V/Y)x100 
  
โดยท่ี 
 X = ปริมาณสารละลายอินโดฟนอลมาตรฐานท่ีไตเตรทกับตัวอยาง 
 B = สารละลายอินโดฟนอลมาตรฐานท่ีไตเตรทกับ blank  
 F = mg equivalent ascorbic acid /1 ml 
 E = ปริมาณ standard ascorbic ท่ีใช (mg) 
 V = ปริมาณสารละลายท่ีใชไตเตรท (ml) 
 Y = ปริมาณสารละลายท่ีใชไตเตรทท้ัง (ml) 
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ภาพท่ี 7   การเปล่ียนสีของสารละลายทดสอบวิตามินซี (Carol, 1993) 
 
10. ปริมาณกรดท่ีไตเตรทได (Titratable Acidity; TA) 

 นําน้ําค้ันจากมะนาวมา 5 มิลลิลิตร หยดสารละลาย phenolphthalein 1 เปอรเซ็นต (w/w)     
1 – 2 หยด จากน้ันนําไปไตเตรทดวย โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขน 0.1 นอรมอล จนเกิดสี
ชมพูข้ึนและไมจางหายไป ถือวาถึงจุดยตุิ บันทึกคาท่ีได จากนั้นคํานวณปริมาณกรดจากสูตร 
 
ปริมาณกรดซิตริค (%) = ความเขมขนของ NaOH x ปริมาณNaOH ท่ีใชx 0.064* x 100 

ปริมาณนํ้าค้ันท่ีนํามาใช 
* มิลลิกรัมสมมูลยของกรดซิตริค (anhydrous) = 0.064 
 

11. อายุการเก็บรักษา นับต้ังแตเก็บรักษาและส้ินสุดเม่ือมีจํานวนผลท่ีมีสี
น้ําตาล และเกดิโรคมากกวาคร่ึงหนึ่งของผลท้ังหมด ท่ีเกบ็รักษา 
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การทดลองท่ี 2 ผลของสารเคลือบผิวท่ีบริโภคไดตอคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของผลมะนาว 
  วางการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design; CRD) 
มี 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 4 ลูก ดังนี ้
  กรรมวิธีท่ี 1 ไมเคลือบผิว (ชุดควบคุม) 
  กรรมวิธีท่ี 2 เคลือบผิวดวย แคนเดลิลลาแวกซ (candelilla wax) 
   กรรมวิธีท่ี 3 เคลือบผิวดวย คารนูบาแวกซ (carnauba wax)  
  กรรมวิธีท่ี 4 เคลือบผิวดวย แคนเดลิลลาแวกซผสมคารนูบาแวกซ 
                                               (candelilla wax mixed with carnauba wax) 
  กรรมวิธีท่ี 5 เคลือบผิวดวย กรดไมริสติก (myristic acid)  
 นํามะนาวท่ีคัดแลววาไมมีแผล และโรค นํามาลางดวยโอโซน เขมเขน 70 มก./ชม. นาน 1 
ช่ัวโมง ผ่ึงใหแหงในตะกรา แลวนําไปเคลือบผิวตามกรรมวิธีตางๆ 
การเตรียมสารเคลือบผิว 
 กรรมวิธีท่ี 2  ช่ังแคนเดลิลลา 10 กรัม ผสมกับกรดไมริสติก 2.4 กรัม จากนัน้ใหความรอน
ประมาณ 100 องศาเซลเซียส คนใหเขากนั จากนั้นคอยๆ เติมสารละลายแอมโมเนียม (NH4OH) 3 
มิลลิลิตร และนํ้ารอนลงไป 48 มิลลิลิตร ลงไปทีละนอย ตีดวยเคร่ืองปน (homoginizer) ใหเขากนั 
จากนั้นเติมเจลาติน ผสมนํ้า (1:19; เจลาติน 1 สวน น้ํา 19 สวน) 260 มิลลิลิตร สารละลายเจลาติน 
ตองมีอุณหภูมิมากกวา 80 องศาเซลเซียส ปนดวยเคร่ืองปน (homogenizerฉ ใหเขากัน 
 กรรมวิธีท่ี 3  ช่ังคารนูบา 10 กรัม ผสมกับกรดไมริสติก 2.4 กรัม จากนั้นใหความประมาณ 
100 องศาเซลเซียส คนใหเขากัน จากนั้นคอยๆ เติมสารละลายแอมโมเนียม (NH3) 3 มิลลิลิตร และ
น้ํารอนลงไป 48 มิลลิลิตร ลงไปทีละนิด ตีดวยเคร่ืองปน (homoginizer) ใหเขากนั จากนั้นเติมเจ
ลาติน ผสมนํ้า (1:19; เจลาติน 1 สวน น้าํ 19 สวน) 260 มิลลิลิตร สารละลายเจลาติน ตองมีอุณหภูมิ
มากกวา 80 องศาเซลเซียส ปนดวยเคร่ืองปน (homogenizer) ใหเขากัน 

กรรมวิธีท่ี 4  ช่ังแคนเดลิลลา 5 กรัม และคารนูบา 5 กรัม ผสมกับกรดไมริสติก 2.4 กรัม 
จากนั้นใหความประมาณ 100 องศาเซลเซียส คนใหเขากัน จากน้ันคอยๆ เติมสารละลาย
แอมโมเนียม (NH3) 3 มิลลิลิตร และนํ้ารอนลงไป 48 มิลลิลิตร ลงไปทีละนิด ตีดวยเคร่ืองปน 
(homoginizer) ใหเขากัน จากน้ันเติมเจลาติน ผสมน้ํา (1:19; เจลาติน 1 สวน น้ํา 19 สวน) 260 
มิลลิลิตร สารละลายเจลาติน ตองมีอุณหภูมิมากกวา 80 องศาเซลเซียส ปนดวยเคร่ืองปน 
(homogenizer) ใหเขากัน 

กรรมวิธีท่ี 5  ช่ังกรดไมริสติก 2.4 กรัม จากน้ันใหความประมาณ 100 องศาเซลเซียส คนให
เขากัน จากนัน้คอยๆ เติมสารละลายแอมโมเนียม (NH3) 3 มิลลิลิตร และนํ้ารอนลงไป 48 มิลลิลิตร 
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 การเคลือบใชแปรงขนกระตายทารอบๆ ผล ผ่ึงใหแหงในตะกรา วดัผลทุกๆ 3 วัน จน
หมดอายกุารเก็บรักษา โดยถาผลมะนาวมีสีน้ําตาลท้ังลูก หรือเช้ือโรคเขาทําลายคร่ึงหนึ่งของ
จํานวนผลท่ีเกบ็รักษา ถือวาหมดอายกุารเก็บรักษา 
 
การทดลองท่ี 3 ความเขมขนท่ีเหมาะสมของสารเคลือบผิวท่ีบริโภคได ตอคุณภาพหลังการเก็บเก่ียว

ของมะนาว 
 วางการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design; CRD) มี 4 กรรมวธีิ 
กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 4 ลูก ดังนี ้
 กรรมวิธีท่ี 1 ไมเคลือบผิว (ชุดควบคุม) 
 กรรมวิธีท่ี 2 ใชแคนเดลิลลา 10 กรัมตอ500 มิลลิลิตรของสารเคลือบผิว 
 กรรมวิธีท่ี 3 ใชแคนเดลิลลา 20 กรัมตอ500 มิลลิลิตรของสารเคลือบผิว 
 กรรมวิธีท่ี 4 ใชแคนเดลิลลา 30 กรัมตอ500 มิลลิลิตรของสารเคลือบผิว 

 นําผลมะนาวแปน ลางดวยน้ําผสมโอโซน 70 มก./ชม. ผ่ึงใหแหงแลวเคลือบผิว
ดวย กรรมวิธีตาง ๆ สารเคลือบผิวเตรียมโดย ช่ัง แคนเดลิลลา 10 กรัม , 20 กรัม, 30 กรัม ผสมกับ 
กรดไมริสติค 2.4 กรัม จากนั้นใหความประมาณ 100 องศาเซลเซียส คนใหเขากัน จากนั้นคอยๆ 
เติมสารละลายแอมโมเนียม (NH3) 6 มิลลิลิตร และนํ้ารอน 48 มิลลิลิตร ลงไปทีละนิด ตีดวยเคร่ือง
ปน (homoginizer) ใหเขากัน จากนั้นเติมสารละลายเจลาติน (1:19; เจลาติน 1 สวน น้ํา 19 สวน) 420 
มิลลิลิตร สารละลายเจลาติน ตองมีอุณหภูมิมากกวา 80 องศาเซลเซียส  ปนดวยเคร่ืองปนใหเขากัน 
 เคลือบผิวโดยใชฟองน้ําชุบสารเคลือบผิว แลวทาใหท่ัวผล ผ่ึงใหแหงในตะกรา หลังจาก
นั้นวดัผลทุกๆ 2 วัน เปนเวลา 14 วัน  


