
บทที่ 3 
วัสดุ  อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 3.1 วัสดุและอุปกรณ              
 
 3.1.1  วัตถุดิบ 
 1. มะนาวพันธุแปนอายุ 14–15 สัปดาห จากสวนเทพหรรษา ตําบลตะลุง  อําเภอเมือง
จังหวดัลพบุรี ผลมะนาวจะตองมีเปลือกสีเขียว เสนผานศูนยกลางของผลในแนวนอน 5-6 เซนติเมตร 
และในแนวต้ัง 4-5 เซนติเมตร (ภาคผนวก ก.) 
 
 3.1.2  สารเคมี 
 1. สารลิโมนินมาตรฐาน (Standard limonin) (Limonin; HPLC grade, SIGMA, USA.) 
 2. วิตามินซีมาตรฐาน ชนิดใชสําหรับการวิเคราะห(Ascobic acid; AR grade, SIGMA, USA.) 

3.แอซีโทรไนไตร ชนิดใชสําหรับการวเิคราะห (Acetonitrile; CH3CN, HPLC Grade  
LAB SCA, Thailand.) 
 4.เททระไฮโดรฟูแรน ชนิดใชสําหรับการวิเคราะห (Tetrahydrofuran; C4H8O, HPLC Grade, 
LAB SCAN, Thailand.) 
 5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N  (0.1 N NaOH, J.T.Baker, USA.)  
 6. เมทานอล  ชนิดใชสําหรับการวิเคราะห (Methanol; CH3OH, HPLC Grade, LAB SCAN, 
Thailand.) 
 7.ไอโอดีน (Iodine; I2, AR grade, Ajax Finechem, Thailand.) 
 8.โพแทสเซียมไอโอไดด (Potassium iodide;  KI, AR grade,  Ajax Finechem, Thailand.) 
 10.กรดซัลฟวริกเขมขน (Sulfuric acid concentrate; H2SO4, AR grade,  LAB SCAN, Thailand.) 
 12.เฮกเซน ( Hexane; C6H14 , HPLC grade, LAB SCAN, Thailand.) 
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 3.1.3 อุปกรณ 
 3.1.3.1 อุปกรณในการลวกมะนาว  เตรียมน้ํามะนาว และเปลือกมะนาว  
 1. ท่ีบีบน้ํามะนาวแบบบีบกด (Juice extractor)(ภาคผนวก ก.) 
 2. เทอรโมมิเตอร 
 3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Memmert: Model WB14, Germany) 
 4. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Electronic analytical balance , Sartorius : A120S, Germany) 
 5. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงพรอมทําความเย็น (Centrifuge  High speed Refrigerated, Andreas 
Hettich,Universal 32 R, Germany.) 
 6.เคร่ืองวัดปริมาตรแบบอัติโนมัติ 100-1000  ไมโครลิตร (Micropipete Set accuracy  ± 0.5,     
Brand GmbH Co., Ltd.) 
 7. เคร่ืองระเหยสุญญากาศ (Rotary Evaporation Buchi Labortecnik AG, Germany.) 
 8. อางน้ําแข็ง 
 9. ขวดเก็บตัวอยางสีชา ฝาเกลียว ขนาดจุ 7.5 มิลลิลิตร. 
 10. อุปกรณเคร่ืองแกว 
 11. เคร่ืองครัวท่ีจําเปน เชน มีด เขียง หมอแสตนเลส 
 
 3.1.3.2 อุปกรณในการตรวจวัด 
 1.  เคร่ืองแกวและอุปกรณตางๆ ในการวิเคราะหทางเคมี 
 2.  เคร่ือง High performance liquid chromatography (Shimadzu LC-10 ADvp) 

3. C18  Cartridge (Solid PhaseExtraction; Varian,Inc. Australia) 
 4.  เคร่ืองวัดสี (Chormameter; Minolta camera, Chroma Meter CR-300,  Japan) 
 5.  มาตราวัดความเปนกรด-เบส (pH meter; Sartorius: PB10, Germany) 

 6. เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด(Pocket Refractometer; PAL-α,  ATAGO,  
Japan.) 
 
 3.1.4  อุปกรณและเคร่ืองประมวลผลขอมูล 
 1. ไมโครคอมพิวเตอร 
 2. โปรแกรมประมวลผลทางสถิติสําเร็จรูป SPSS Version 11.5 
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 งานวิจัยในคร้ังนี้เปนการศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาท่ีใชลวกผลมะนาวตอปริมาณ   
สารลิโมนินท่ีเปลือกและในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว รวมท้ังปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ี
ค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว โดยการศกึษานีจ้ะใชมะนาวพนัธุแปนอายุ 14 – 15 สัปดาห แบงการวิจยั
เปน 2  ตอน  คือ  
 ตอนท่ี 1 การศึกษาปริมาณสารลิโมนินในเปลือกมะนาว น้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว 
และวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว โดยผลไมผานการลวก 
 ตอนท่ี 2 การศึกษาปริมาณสารลิโมนนิในเปลือกมะนาว น้าํมะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้าํมะนาว 
และวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาวโดยที่ผลผานการลวกท่ีอุณหภูมิและเวลาตางกนั 
 
3.2 วิธีการศึกษา 
 3.2.1 คุณภาพของวัตถุดิบ และการศึกษาปริมาณสารลิโมนนิ และวิตามินซีในมะนาวพันธุแปน 
 ศึกษาปริมาณสารลิโมนิน ในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว เปลือกมะนาว และ
วิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว ท่ีไดจากผลสดไมผานการลวกผล โดยศึกษาดังนี้ 
 1. ปริมาณสารลิโมนินท่ีเปลือกมะนาว  และในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว         
ท่ีผลถูกปอกเปลือกและลอกในสวนของอัลบิโดออกจนหมด และน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํา
มะนาว และผลไมได ปอกเปลือก 
 2. ปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  โดยท่ีปอกเปลือกผลและลอก
ในสวนของอัลบิโดออกจนหมด และนํ้ามะนาวท่ีค้ันน้ํามะนาวโดยผลไมไดปอกเปลือก 
 3. น้ํามะนาวท่ีไดจากการค้ันน้ํามะนาวท่ีผลไดปอกเปลือก และไมปอกเปลือก นํามา
วิเคราะห ปริมาณกรดท้ังหมดในรูปกรดซิตริก ความเปนกรด-ดางคาสี L  a* b*   และคาของแข็งท่ี
ละลายได 
 ทําการทดลอง 5 ซํ้าแตละซํ้าทําอีก 3 ซํ้าโดยแตละซํ้าใชมะนาว 10 ลูก ค้ันน้ํามะนาวมา
รวมกัน รวมท้ังปอกเปลือกและสวนอัลบิโด(เนื้อเยื่อสวนท่ีมีสีขาว ลักษณะฟู นุม ดังภาพ2.3 )         
นํามารวมกัน แลวนํามาวิเคราะหดังวิธีการตอไปนี้ 
 การศึกษาสมบัติทางเคมีและสมบัติทางกายภาพของเปลือกมะนาว และนํ้ามะนาว 
 1). การวิเคราะหปริมาณสารลิโมนินในเปลือกมะนาว และในน้ํามะนาวใชวิธีของ Shaw 
and Wilson  (Guiwen Cheng, 2005) (ภาคผนวก  ข.)ใชเคร่ืองHPLCใชระบบ  reverse phase 
 - Column  Microsorb C18 ขนาด 150mm x 4.6 mm อนุภาคที่บรรจุใน column ขนาด  5 μm 

- C18 Guard column ขนาด 30mm x 2 mm  อนุภาคที่บรรจุในcolumn ขนาด  5 μm 
- Detector UV-visible  ใชความยาวคล่ืน 210  นาโนเมตร 
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- Flow rate 1.5  มิลลิลิตร/นาที 
- Runtime  25  นาที  
- Retention time  23.00-24.00  นาที  

 - Mobile phase ประกอบดวย  น้ํารอยละ 67.5 โดยปริมาตร, acetronitrile รอยละ 17.5    
โดยปริมาตร และ   tetrahydrofuran รอยละ 15 โดยปริมาตร 

2. การวิเคราะหปริมาณวิตามินซี ใชวิธีการไตเตรตโดยตรงดวยสารละลายไอโอดีน 
(AOAC, 2000) (ภาคผนวก ข.) 

3. การวิเคราะหปริมาณกรดท้ังหมดในรูปกรดซิตริก (AOAC, 2000) (ภาคผนวก ข.) 
4. การวิเคราะห คาความเปนกรด- ดาง  (เคร่ือง pH-meter)  (ภาคผนวก ข.) 
5.การวิเคราะหคาของแข็งท่ีละลายได (Total  soluble  solid) โดยใช  Digital  Hand Refractometer  

( ภาคผนวก ข.) 
6. การวิเคาะหสี L  a* b*  (ภาคผนวก ข.) 
หมายเหตุ  เปลือกมะนาวจะวิเคราะหเฉพาะปริมาณสารลิโมนินเทานัน้ 

 
 3.2.2 คุณภาพของวัตถุดิบ และการศึกษาปริมาณสารลิโมนิน และวิตามินซีในมะนาวพันธุแปน
ท่ีผานการลวกท่ีอุณหภูมิและเวลาตางกัน  

ศึกษาปริมาณสารลิโมนิน ในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว เปลือกมะนาว และ 
วิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว จาก ผลมะนาวท่ีผานการลวก โดยมีปจจัยท่ี
เกี่ยวของคือ อุณหภูมิในการลวก คือ 70  80  90  และ 100    องศาเซลเซียส  และเวลาในการลวก คือ 
1  2  3 และ 5  นาทีวางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณโดยจัดส่ิงทดลอง 4x4 Factorial          
in CRD (4x4 Factorial in Completely Randomized Design) โดยทําการลวกดังนี้ 
 - ลวกมะนาวคร้ังละ 10 ลูก ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  โดยต้ังอุณหภูมิของนํ้าใหไดตามท่ี
ตองการ  ปริมาตรของนํ้าในอาง 15 ลิตร 

- จับเวลาทันทีท่ีมะนาวถูกนําลงในอาง และใชตะกราอลูมิเนียมครอบลูกมะนาวใหจมอยูใน
น้ํารอนตลอดเวลาทดลอง 

- เม่ือไดเวลาตามท่ีกําหนดใหนําข้ึนมาแชในอางน้ําท่ีมีน้ําปริมาตร 10 ลิตร และมีการเติม
น้ําแข็ง 2 กิโลกรัม (วัดอุณหภูมิ ตองได  0  องศาเซลเซียส) เปนเวลา 10  นาที 

- นํามะนาวข้ึนมาซับน้ําใหแหงดวย กระดาษทิชชู และผ่ึงลมจนแหงสนิท 
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- ทําการศึกษาคุณภาพทางเคมีของเปลือกและน้ํามะนาวท่ีไดจากการค้ันน้ําจากผลท่ีผาน 
การลวก เชนเดียวกับมะนาวสดดังวิธีท่ีกลาวมาแลวขางตน 
หมายเหตุ  - ปริมาตรของน้ําท่ีใช และจํานวนมะนาวท่ีใชแตละคร้ัง ไดทําการทดลองแลววาไมทํา
ใหอุณหภูมิของน้ําเปล่ียนไปเมื่อนํามะนาวลงไปแชไว  และทําการเปล่ียนน้ําทุกคร้ังเม่ือเปล่ียน
มะนาว(ท้ังน้ําท่ีใชลวก และนํ้าเย็น) 
 - ท่ีอุณหภูมิในการลวกท่ี 100 องศาเซลเซียสใช หมอขนาดจุ 20 ลิตรใสน้ํา 15 ลิตร          
ตมจนเดือดแทนการใช อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  และทําการลวกเชนเดียวกับขางตน  
 
 3.2.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาในการลวกมะนาวตอสารลิโมนิน และวิตามินซี  

จากผลการทดลองตอนท่ี 1 และ 2 นํามาศึกษารอยละการคงเหลือ (%Retention) และรอยละ
การสูญเสีย (%Loss) วิตามินซี และสารลิโมนินในนํ้ามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  และ     
การเปล่ียนแปลงปริมาณสารลิโมนินในเปลือกมะนาวและในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว 
เม่ือมีการนําผลมะนาวมาลวกท่ีอุณหภูมิและเวลาตางกัน โดยคํานวณ  รอยละการคงเหลือ และ          
รอยละการสูญเสีย   ดังนี้ 

 

 รอยละการคงเหลือของวิตามินซี     =     
B
A x 100 

 
           A   =   คาเฉล่ียปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  
   ท่ีผลผานการลวก    
  B   = คาเฉล่ียปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  
   ท่ีไมผานการลวก       
 
 รอยละการสูญเสียของวิตามินซี        =     100  -   รอยละการคงเหลือของวิตามินซี 

 
   การคํานวณรอยละการคงเหลือ และรอยละการสูญเสียของสารลิโมนินในเปลือก และ          
ในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ัน  ทําเชนเดียวกบัวิตามินซี 
 จากผลการคํานวณ รอยละการคงเหลือ และรอยละการสูญเสียท่ีได นํามาวิเคราะหผลของ
อุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการลวกมะนาวตอปริมาณสารลิโมนิน และวติามินซีในผลมะนาว  


