
บทที่ 3 
วัสดุ  อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 3.1 วัสดุและอุปกรณ              
 
 3.1.1  วัตถุดิบ 
 1. มะนาวพันธุแปนอายุ 14–15 สัปดาห จากสวนเทพหรรษา ตําบลตะลุง  อําเภอเมือง
จังหวดัลพบุรี ผลมะนาวจะตองมีเปลือกสีเขียว เสนผานศูนยกลางของผลในแนวนอน 5-6 เซนติเมตร 
และในแนวต้ัง 4-5 เซนติเมตร (ภาคผนวก ก.) 
 
 3.1.2  สารเคมี 
 1. สารลิโมนินมาตรฐาน (Standard limonin) (Limonin; HPLC grade, SIGMA, USA.) 
 2. วิตามินซีมาตรฐาน ชนิดใชสําหรับการวิเคราะห(Ascobic acid; AR grade, SIGMA, USA.) 

3.แอซีโทรไนไตร ชนิดใชสําหรับการวเิคราะห (Acetonitrile; CH3CN, HPLC Grade  
LAB SCA, Thailand.) 
 4.เททระไฮโดรฟูแรน ชนิดใชสําหรับการวิเคราะห (Tetrahydrofuran; C4H8O, HPLC Grade, 
LAB SCAN, Thailand.) 
 5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 N  (0.1 N NaOH, J.T.Baker, USA.)  
 6. เมทานอล  ชนิดใชสําหรับการวิเคราะห (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.กรดซัลฟวริกเขมขน (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 อุปกรณในการลวกมะนาว  เตรียมน้ํามะนาว และเปลือกมะนาว  
 1. ท่ีบีบน้ํามะนาวแบบบีบกด (Juice extractor)(ภาคผนวก ก.) 
 2. เทอรโมมิเตอร 
 3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, Memmert: Model WB14, Germany) 
 4. เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Electronic analytical balance , Sartorius : A120S, Germany) 
 5. เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงพรอมทําความเย็น (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. อางน้ําแข็ง 
 9. ขวดเก็บตัวอยางสีชา ฝาเกลียว ขนาดจุ 7.5 มิลลิลิตร. 
 10. อุปกรณเคร่ืองแกว 
 11. เคร่ืองครัวท่ีจําเปน เชน มีด เขียง หมอแสตนเลส 
 
 3.1.3.2 อุปกรณในการตรวจวัด 
 1.  เคร่ืองแกวและอุปกรณตางๆ ในการวิเคราะหทางเคมี 
 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.  มาตราวัดความเปนกรด-เบส (pH meter; Sartorius: PB10, Germany) 

 6. เคร่ืองวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด(Pocket Refractometer; PAL-α,  ATAGO,  
Japan.) 
 
 3.1.4  อุปกรณและเคร่ืองประมวลผลขอมูล 
 1. ไมโครคอมพิวเตอร 
 2. โปรแกรมประมวลผลทางสถิติสําเร็จรูป SPSS Version 11.5 
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 งานวิจัยในคร้ังนี้เปนการศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาท่ีใชลวกผลมะนาวตอปริมาณ   
สารลิโมนินท่ีเปลือกและในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว รวมท้ังปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ี
ค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว โดยการศกึษานีจ้ะใชมะนาวพนัธุแปนอายุ 14 – 15 สัปดาห แบงการวิจยั
เปน 2  ตอน  คือ  
 ตอนท่ี 1 การศึกษาปริมาณสารลิโมนินในเปลือกมะนาว น้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว 
และวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว โดยผลไมผานการลวก 
 ตอนท่ี 2 การศึกษาปริมาณสารลิโมนนิในเปลือกมะนาว น้าํมะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้าํมะนาว 
และวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาวโดยที่ผลผานการลวกท่ีอุณหภูมิและเวลาตางกนั 
 
3.2 วิธีการศึกษา 
 3.2.1 คุณภาพของวัตถุดิบ และการศึกษาปริมาณสารลิโมนนิ และวิตามินซีในมะนาวพันธุแปน 
 ศึกษาปริมาณสารลิโมนิน ในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว เปลือกมะนาว และ
วิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว ท่ีไดจากผลสดไมผานการลวกผล โดยศึกษาดังนี้ 
 1. ปริมาณสารลิโมนินท่ีเปลือกมะนาว  และในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว         
ท่ีผลถูกปอกเปลือกและลอกในสวนของอัลบิโดออกจนหมด และน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํา
มะนาว และผลไมได ปอกเปลือก 
 2. ปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  โดยท่ีปอกเปลือกผลและลอก
ในสวนของอัลบิโดออกจนหมด และนํ้ามะนาวท่ีค้ันน้ํามะนาวโดยผลไมไดปอกเปลือก 
 3. น้ํามะนาวท่ีไดจากการค้ันน้ํามะนาวท่ีผลไดปอกเปลือก และไมปอกเปลือก นํามา
วิเคราะห ปริมาณกรดท้ังหมดในรูปกรดซิตริก ความเปนกรด-ดางคาสี L  a* b*   และคาของแข็งท่ี
ละลายได 
 ทําการทดลอง 5 ซํ้าแตละซํ้าทําอีก 3 ซํ้าโดยแตละซํ้าใชมะนาว 10 ลูก ค้ันน้ํามะนาวมา
รวมกัน รวมท้ังปอกเปลือกและสวนอัลบิโด(เนื้อเยื่อสวนท่ีมีสีขาว ลักษณะฟู นุม ดังภาพ2.3 )         
นํามารวมกัน แลวนํามาวิเคราะหดังวิธีการตอไปนี้ 
 การศึกษาสมบัติทางเคมีและสมบัติทางกายภาพของเปลือกมะนาว และนํ้ามะนาว 
 1). การวิเคราะหปริมาณสารลิโมนินในเปลือกมะนาว และในน้ํามะนาวใชวิธีของ Shaw 
and Wilson  (Guiwen Cheng, 2005) (ภาคผนวก  ข.)ใชเคร่ืองHPLCใชระบบ  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  ใชความยาวคล่ืน 210  นาโนเมตร 
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- Flow rate 1.5  มิลลิลิตร/นาที 
- Runtime  25  นาที  
- Retention time  23.00-24.00  นาที  

 - Mobile phase ประกอบดวย  น้ํารอยละ 67.5 โดยปริมาตร, acetronitrile รอยละ 17.5    
โดยปริมาตร และ   tetrahydrofuran รอยละ 15 โดยปริมาตร 

2. การวิเคราะหปริมาณวิตามินซี ใชวิธีการไตเตรตโดยตรงดวยสารละลายไอโอดีน 
(AOAC, 2000) (ภาคผนวก ข.) 

3. การวิเคราะหปริมาณกรดท้ังหมดในรูปกรดซิตริก (AOAC, 2000) (ภาคผนวก ข.) 
4. การวิเคราะห คาความเปนกรด- ดาง  (เคร่ือง pH-meter)  (ภาคผนวก ข.) 
5.การวิเคราะหคาของแข็งท่ีละลายได (Total  soluble  solid) โดยใช  Digital  Hand Refractometer  

( ภาคผนวก ข.) 
6. การวิเคาะหสี L  a* b*  (ภาคผนวก ข.) 
หมายเหตุ  เปลือกมะนาวจะวิเคราะหเฉพาะปริมาณสารลิโมนินเทานัน้ 

 
 3.2.2 คุณภาพของวัตถุดิบ และการศึกษาปริมาณสารลิโมนิน และวิตามินซีในมะนาวพันธุแปน
ท่ีผานการลวกท่ีอุณหภูมิและเวลาตางกัน  

ศึกษาปริมาณสารลิโมนิน ในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว เปลือกมะนาว และ 
วิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว จาก ผลมะนาวท่ีผานการลวก โดยมีปจจัยท่ี
เกี่ยวของคือ อุณหภูมิในการลวก คือ 70  80  90  และ 100    องศาเซลเซียส  และเวลาในการลวก คือ 
1  2  3 และ 5  นาทีวางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณโดยจัดส่ิงทดลอง 4x4 Factorial          
in CRD (4x4 Factorial in Completely Randomized Design) โดยทําการลวกดังนี้ 
 - ลวกมะนาวคร้ังละ 10 ลูก ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  โดยต้ังอุณหภูมิของนํ้าใหไดตามท่ี
ตองการ  ปริมาตรของนํ้าในอาง 15 ลิตร 

- จับเวลาทันทีท่ีมะนาวถูกนําลงในอาง และใชตะกราอลูมิเนียมครอบลูกมะนาวใหจมอยูใน
น้ํารอนตลอดเวลาทดลอง 

- เม่ือไดเวลาตามท่ีกําหนดใหนําข้ึนมาแชในอางน้ําท่ีมีน้ําปริมาตร 10 ลิตร และมีการเติม
น้ําแข็ง 2 กิโลกรัม (วัดอุณหภูมิ ตองได  0  องศาเซลเซียส) เปนเวลา 10  นาที 

- นํามะนาวข้ึนมาซับน้ําใหแหงดวย กระดาษทิชชู และผ่ึงลมจนแหงสนิท 
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- ทําการศึกษาคุณภาพทางเคมีของเปลือกและน้ํามะนาวท่ีไดจากการค้ันน้ําจากผลท่ีผาน 
การลวก เชนเดียวกับมะนาวสดดังวิธีท่ีกลาวมาแลวขางตน 
หมายเหตุ  - ปริมาตรของน้ําท่ีใช และจํานวนมะนาวท่ีใชแตละคร้ัง ไดทําการทดลองแลววาไมทํา
ใหอุณหภูมิของน้ําเปล่ียนไปเมื่อนํามะนาวลงไปแชไว  และทําการเปล่ียนน้ําทุกคร้ังเม่ือเปล่ียน
มะนาว(ท้ังน้ําท่ีใชลวก และนํ้าเย็น) 
 - ท่ีอุณหภูมิในการลวกท่ี 100 องศาเซลเซียสใช หมอขนาดจุ 20 ลิตรใสน้ํา 15 ลิตร          
ตมจนเดือดแทนการใช อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  และทําการลวกเชนเดียวกับขางตน  
 
 3.2.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาในการลวกมะนาวตอสารลิโมนิน และวิตามินซี  

จากผลการทดลองตอนท่ี 1 และ 2 นํามาศึกษารอยละการคงเหลือ (%Retention) และรอยละ
การสูญเสีย (%Loss) วิตามินซี และสารลิโมนินในนํ้ามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  และ     
การเปล่ียนแปลงปริมาณสารลิโมนินในเปลือกมะนาวและในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว 
เม่ือมีการนําผลมะนาวมาลวกท่ีอุณหภูมิและเวลาตางกัน โดยคํานวณ  รอยละการคงเหลือ และ          
รอยละการสูญเสีย   ดังนี้ 

 

 รอยละการคงเหลือของวิตามินซี     =     
B
A x 100 

 
           A   =   คาเฉล่ียปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  
   ท่ีผลผานการลวก    
  B   = คาเฉล่ียปริมาณวิตามินซีในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ันน้ํามะนาว  
   ท่ีไมผานการลวก       
 
 รอยละการสูญเสียของวิตามินซี        =     100  -   รอยละการคงเหลือของวิตามินซี 

 
   การคํานวณรอยละการคงเหลือ และรอยละการสูญเสียของสารลิโมนินในเปลือก และ          
ในน้ํามะนาวท่ีค้ันไดดวยท่ีค้ัน  ทําเชนเดียวกบัวิตามินซี 
 จากผลการคํานวณ รอยละการคงเหลือ และรอยละการสูญเสียท่ีได นํามาวิเคราะหผลของ
อุณหภูมิและเวลาท่ีใชในการลวกมะนาวตอปริมาณสารลิโมนิน และวติามินซีในผลมะนาว  


