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ลิโมนินเปนสารไตรเทอรปนอยดที่เปนสารทําใหเกิดรสขมในพืชสกุลสม  ใน
การ ศึกษาไดสกัดสารลิโมนินจากเมล็ดของมะนาว ตามวิธีของพิฟเฟอริและคณะ (1993)
ไดลิโมนิน755.03 + 32.67 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  และมีความบริสุทธิ์รอ ยละ 86-92 การ
ตรวจเอกลักษณของสารลิโมนินไดตรวจวัดโดยแมส-สเปกโตเมตรี, นิวเคลียรแมกเนติกเร
โซ แนนส, อินฟราเรดสเปกโตเมตริ และรงคเลขผิวบาง พบวาลิโมนินที่สกัดมีสูตร
โมเลกุล C26H30O8 น้ําหนักโมเลกุล 471.3.นอกจากนั้นยังพบวาสารลิโมนินที่สกัดใหชวง
คล่ืนการดูดกลืนแสงของกลุมคารบอนิลที่ชัด เจน และรงคเลขผิวบางของสารลิโมนินที่
สกัดเปนจุดสีสมที่แตกตาง ลิโมนินไมละลายน้ํา แตละลายในแอลกอฮอล คลอโรฟอรม
อะเซโตไนไตล และอะซิโตน

ความคงตัวของสารลิโมนินไดศึกษาทั้ง ในสภาวะที่ เปนสารละลายและของแข็ง  
โดยตรวจวัดปริมาณสารที่คงเหลืออยูดวยเครื่องแยกของเหลวแบบสมรรถนะสูง การสลาย
ตัวของสารลิโมนินในสภาวะที่เปนสารละลายซึ่ง เปนผลจากอุณหภูมิและพีเอช พบวา
เปนปฏิกริยาอันดับหนึ่งปรากฏ โดยมีความคงตัวในสารละลายพีเอช 5 ที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียส และมีคาคงที่ของอัตราปฏิกริยาเปน 2.06x10-4 ตอนาที พลังงานกระตุน
ของอารรีเนียสเปน  2.45 กิโลแคลอรีตอโมล และการสลายตัวของสารลิโมนินในสภาวะที่
เปนของแข็งจะเปนปฏิกริยาอันดับหนึ่ง  โดยมีความคงตัวที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มี
คาคงที่ของอัตราปฏิกริยาเปน  1.58x10-3 ตอวัน  และพลังงานกระตุนของอารรีเนียสเปน
3,123.11 กิโลแคลอรีตอโมล

การศึกษาการกระตุนภูมิคุม กัน ไดใหหนูถีบ จัก รกินสารลิโมนินความเขมขน
ตางๆ คือ 5, 10, 20, 50, 100 และ 200 สวนในลานสวน และประเมินผลความสามารถใน
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การจับกินและทําลายสิ่งแปลกปลอมดวยการตรวจวัดจํานวนของเซลมาโครฟาจหนาชอง
ทองหนู, ตรวจวัดรอยละของการจับกิน  และดัชนีการจับกิน  โดยอาศัยเครื่องโฟลไซโต
มิเตอร พบวาจํานวนของเซลลมาโครฟาจหนาชองทองของหนูที่เ ล้ีย งดวยสารลิโมนิน 50,
100 และ 200 สวนในลานสวน วันละ 0.5 มิลลิลิตรตอตัว  เปนเวลา 6 วัน มีคา 515.00 ±
19.15 x10-4 เซลตอมิลลิลิตร , 761.25 ± 29.55 x10-4 เซลตอมิลลิลิตร , และ 863.75 ± 25.62 x10-

4 เซลตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ ซ่ึงมีจํานวนเพิ่มขึ้นอยางมีนัย สําคัญดวยระดับความเชื่อมั่น
รอยละ 95 เมื่อ เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ลิโมนินความเขมขนสูงกวาและการใหลิโมนิน
แกหนูจํานวนหลายวันใหผลเพิ่มจํานวนของเซลมาโครฟาจหนาชองทองของหนูทดลอง 
เชนเดียวกับคารอยละของการจับกิน  และดัชนีการจับกินในหนูที่เ ล้ีย งดวยสารลิโมนิน  50,
100 และ 200 สวนในลานสวน วันละ 0.5 มิลลิลิตรตอตัว  เปนเวลา 6 วัน มีคา 82.37 ± 0.61
และ 0.9894 ± 0.0106, 103.04 ± 2.76 และ 1.3756 ± 0.0266, และ 114.98 ± 2.57 และ 1.5669 ±
0.0410 ตามลําดับ สําหรับจํานวนเม็ดเลือดขาวในเลือดทั้งหมดในหนูที่เ ล้ีย งดวยลิโมนิน
50, 100 และ200 สวนในลานสวน วันละ 0.5 มิลลิลิตรตอตัว  มีจํานวนเพิ่มขึ้นอยางมีนัย
สําคัญ และมีคาสูงที่สุด ในหนูที่เ ล้ีย งดวยลิโมนิน  200 สวนในลานสวน ในวันที่ 12 เปน
470.00 ± 13.04 x104 เซลตอมิลลิลิตร  การสรางแอนตี้บอดี้จําเพาะในหนูที่เ ล้ีย งดวยลิโมนิ
นความเขมขนดังกลาวจะเพิ่มขึ้น เชนกัน  โดยหนูที่เ ล้ีย งดวยลิโมนินความเขมขน  200
สวนในลานสวน ในวันที่ 12 หลังการกระตุน  มีคาไตเตอรสูงที่สุด เปน 1024

กระบวนการผลิตน้ํามะนาวที่ศึกษาไดแก การบีบคั้นดวยมือ , การบีบคั้นดวย
เครื่องจักร, การใชความรอน, และการแชแข็ง  พบวาลิโมนินในน้ํามะนาวที่บีบคั้นดวย
เครื่องจักรมีปริมาณสูงที่สุดประมาณ 17.49 ± 0.05 สวนในลานสวน ขณะที่น้ํามะนาวที่บีบ
คั้นดวยเครื่องจักรแลวแชแข็งใหปริมาณลิโมนินความเขมขนสูงกวาน้ํามะนาวที่บีบคั้น
ดวยเครื่องจักรแลวทําใหรอน  กระบวนการผลิตน้ํามะนาวยังมีผลเพิ่มจํานวนเม็ดเลือดขาว
ทั้งหมดในเลือดของหนูที่เ ล้ีย งดวยลิโมนินวันละ 0.5 มิลลิลิตรตอตัว  อยางมีนัย สําคัญดวย
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 แตไมพบตวามแตกตางอยางมีนัยสําคัญของไตเตอรการ
สรางแอนตี้บอดี้จําเพาะในหนูที่เ ล้ีย งดวยน้ํามะนาว
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Abstract

Limonin is a triterpenoid that causes a bitter taste in Citrus fruits. It was

extracted from lime seeds according to the method of Pifferi et al (1993) with a yield of

755.03 + 32.67 mg/kg. the purity of extracted limonin was 86-92% compared to the

standard limonin. Identification of limonin was done by MS, NMR, IR-spectroscopy,

and TLC. The molecular formula of limonin was C26H30O8 with molecular weight of

471.3. It exhibited a single broadened, high intensity, carbonyl absorption band.

Limonin can best be differentiated detected by the orange spot color of TLC-

chromatogram with Ehrlich’s reagent. Limonin was insoluble in water, but was soluble

in alcohol, chloroform, acetonitrile and acetone.
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The stability study was done using both aqueous and solid states, by high

performance liquid chromatography. The study of temperature and pH effects on the

stability of limonin was indicated that the decomposition of limonin in the aqueous

phase followed an apparent first order reaction. It was stable in pH 5 at 45oC with the

reaction rate constant of 2.06 x10-4min-1, and Arrhenius activation energy of 2.45

Kcal/mole. Whereas the degradation of solid limonin was a first order reaction, it was

stable at 45oC with a reaction rate constant of 1.58 x10-3 day-1, and Arrhenius activation

energy could be calculated as 3,123.11 Kcal/mole.

The immunomodulating effects of the extracted limonin were investigated

using Swiss albino mice by oral administration of various concentrations of limonin

from 5, 10, 20, 50, 100 and 200 ppm. The macrophage stimulation activity of limonin

was evaluated as the number of exudated cells in the peritoneal cavity (peritoneal

exudated cells: PEC number), the percentage of phagocytic (PP), and phagocytic index

after limonin administration for several days. It was found that the PEC numbers in

mice fed with 0.5 ml/day/mouse of 50 ppm, 100 ppm and 200 ppm of extracted limonin

for 6 days were 515.00 ± 19.15 x10-4cell/ml, 761.25 ± 29.55 x10-4cell/ml, and 863.75 ±

25.62 x10-4cell/ml respectively, which was a significant increase compared to the

control. The more limonin concentration administered to the mice, the more the PEC

number increased. In addition, the more days of limonin administration, the more

increase in the PEC number in every group of limonin treated mice with confident level
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of 95%, as did the PP and PI in mice fed with 0.5 ml/day/mouse of 50 ppm, 100 ppm

and 200 ppm of extracted limonin for 6 days were 82.37 ± 0.61 and 0.9894 ± 0.0106,

103.04 ± 2.76 and 1.3756 ± 0.0266, and 114.98 ± 2.57 and 1.5669 ± 0.0410 consecutively.

The total white blood cell counts significantly increased in mice fed with 0.5

ml/day/mouse of 50 ppm, 100 ppm and 200 ppm of extracted limonin. The maximum

WBC count was obtained on the 12th day in the mice treated with .0.5 ml/day/mouse of

200 ppm of limonin about 470.00 + 13.04 x104 cell/ml. Specific antibody titers were

significantly increased in mice treated with this dose of limonin as well. The maximum

antibody titer of 1024 was observed in the dose of 0.5 ml/day/mouse of 200 ppm of

limonin treated mice on the 12th day after 20% SRBC immunization.

The processing of lime juice in the study were hand-expressing, machine

expressing, heating, and freezing. It was found that limonin expressed by machine had

highest concentration of 17.49 ± 0.05 ppm, whereas the machine-expressed and frozen lime

juice gave a higher concentration than machine-expressed with heated one. The processing of

lime juice affected the total white blood cell count in 0.5 ml/day/mouse of lime juice-

treated mice, significantly with 95% confident level, but there was not a significant

difference in the specific antibody titers in lime juice-treated mice.
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