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บทคัดย่อภาษาไทย 
 ชินธนัย ์สิริวุฒิพนัธ์ : การสกดัเยือ่หุม้เมลด็กาแฟสายพนัธุ์อราบิกา้และการทดสอบ
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ท่ีปรึกษาร่วม : รศ.ภญ. ดร.สรกนก วิมลมัง่คัง่ 

  
เยือ่หุ้มเมล็ดกาแฟ เป็นของเหลือทิ้งท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการคัว่เมล็ดกาแฟ ซ่ึงอุดมไป

ดว้ยสารตา้นอนุมูลอิสระ ในงานวิจยัน้ีเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟถูกน ามาทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการสกดั ท าการศึกษาตวัแปร 3 ตวั ไดแ้ก่ ชนิดของตวัท าละลาย อุณหภูมิ และเวลาท่ีใชใ้นการ
สกดั โดยใช ้น ้ า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล ศึกษาอุณหภูมิในช่วง 35 40 50 และ 60 ◦C 
เป็นเวลา 30 และ 60 นาที ในอตัราส่วนของแข็งต่อของเหลวท่ี 1:25 g/ml โดยสารสกดัจากเยื่อหุ้ม
เมล็ดกาแฟถูกน ามาทดสอบคุณสมบัติต่าง  ๆ  ได้แก่  ปริมาณสารสกัดแห้ง  ปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิก  อัตลักษณ์ของสารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วยเทคนิค  TLC การ
วิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีน และกรดคลอโรจีนิกด้วยเคร่ือง HPLC นอกจากน้ียงัท าการทดสอบ
ฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นอนุมูลอิสระ  DPPH และฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus จาก
การทดลองพบว่า การสกดัเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟดว้ยตวัท าละลาย 100% เอทานอล ท่ีอุณหภูมิ 60 ◦C 
เป็นเวลา 30 นาที เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดมากท่ีสุด  ได้ปริมาณสารสกัดแห้ง 6-7% 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก  (29.93 mg GAE/g สารสกัดแห้ง) ปริมาณคาเฟอีน (59.38 mg/g 
สารสกดัแห้ง) พบสารท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus และยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH (IC50 = 
0.28 mg/ml) ด้วยเหตุน้ีสารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟสามารถท่ีจะน าไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมต่าง  ๆ  ในอนาคตได้ เน่ืองจากใช้เทคโนโลยีสีเขียวในการสกัด  ทั้ งน้ีย ังเป็น
เทคโนโลยท่ีีสะอาด ปลอดภยั ตน้ทุนต ่า และท าใหไ้ดส้ารตา้นอนุมูลอิสระสูง 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
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 Chinnathun Sirivuttiphan : ARABICA COFFEE SILVERSKIN EXTRACTION 

AND BIOLOGICAL ACTIVITY ASSAY. Advisor: Asst. Prof. NATTAPORN 
TONANON, D.Eng. Co-advisor: Assoc. Prof. SORNKANOK 
VIMOLMANGKANG, Ph.D. 

  
Coffee silverskin (CS) is a major by-product of the coffee roasting process which is a 

source of antioxidant compounds. In this research, CS is extracted to locate the optimum 
extraction condition as a function of three variables including the polarity of solvent (water, 
50% ethanol and 100% ethanol), temperature (35, 40, 50, and 60 ◦C), and extraction time (30 
and 60 minutes) by using solid/solvent ratio 1:25 g/ml. The extraction yield, phenolic content, 
the chemical fingerprint profile of the CS extract were evaluated using TLC, the contents of 
caffeine, and chlorogenic acid using HPLC. Furthermore, the biological activity including 
DPPH antioxidant activity and antimicrobial of S. aureus has also been investigated. The result 
demonstrated that the best condition for CS extraction is with 100% ethanol at 60 ◦C for 30 
minutes. This condition resulted in the extraction yield of approximately 6-7%, the phenolic 
content (29.93 mg GAE/g extract), the caffeine content (59.38 mg/g extract). It could also 
inhibit bacteria growth and DPPH radical (IC50 = 0.28 mg/ml). For these reasons, the extracted 
CS has great potential to be applied for further use in the industrial sector due to the use of eco-
friendly, safe, and cost-efficient extraction technology, as well as the high level of antioxidant 
activity embedded in the CS extract.  
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รูปท่ี 31: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC ภายใต ้(I) แสงขาว (II) UV 254 nm (III) UV 366 nm 
และหลงัท าการพ่นดว้ย Anisaldehyde-sulfuric acid ภายใต ้(IV) แสงขาว และ (V) UV 366 nm .... 79 
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อกัษรย่อและสัญลักษณ์ 

Abs. = ค่าการดูกลืนแสง 

AUC = พื้นท่ีใตก้ราฟ  

Avg = ค่าเฉล่ีย 

CFU = หน่วยท่ีไดจ้ากวิธีตรวจนบัปริมาณจุลินทรีย ์

◦C = องศาเซลเซียส 

g = กรัม 

IC50 = ความเขม้ของสารท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งได ้50% 

L = ลิตร 

ml = มิลลิลิตร 

mm = มิลลิเมตร  

mg  = มิลลิกรัม 

n = จ านวนคร้ัง 

nm = นาโนเมตร 

Rf = ค่าคงท่ีอตัราไหล 

SD = ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

UV = อลัตราไวโอเลต 

µm = ไมโครเมตร 

µl = ไมโครลิตร 

v/v = ปริมาตรต่อปริมาตร 

w/w = มวลของตวัถูกละลายต่อมวลของสารละลาย
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บทที่ 1 

บทน า  

1.1 ท่ีมาและความส าคัญ  

กาแฟเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีมีผูบ้ริโภคอย่างกวา้งขวางทัว่โลก ในปี 2562 ปริมาณกาแฟท่ีถูกผลิต 
และส่งออกทั่วโลกสูงถึง 10.16 ล้านตัน (1) ส่วนประเทศไทยในปี 2562 มีการผลิตกาแฟสูงถึง 
85,500 ตนั ซ่ึงเพิ่มสูงขึ้นจากปี 2561 ประมาณ 1.8% แสดงให้เห็นไดอ้ย่างชดัเจนว่าความตอ้งการ
บริโภคกาแฟเพิ่มสูงขึ้นในทุก ๆ ปีซ่ึงสายพนัธุ์ของเมล็ดกาแฟท่ีคนนิยมบริโภคหลกั ๆ คือ กาแฟ 
อราบิก้า และกาแฟโรบัสตา้ ในกระบวนการคั่วเมล็ดกาแฟจะเกิดผลพลอยได้ซ่ึงก็คือ เยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟ โดยมีปริมาณท่ีเพิ่มสูงขึ้นในทุก ๆ ปีถูกก าจดัโดยการน าไปเผาหรือฝังดิน เป็นตน้ โดยขั้นตอน
ในการก าจดัก่อให้เกิดปัญหาดา้นส่ิงแวดลอ้มซ่ึงเป็นสาเหตุหลกัของการเกิดมลพิษทางดิน เน่ืองจาก
เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟอุดมไปด้วยสารท่ีมีความเป็นพิษ หรือสารตา้นคุณค่าโภชนาการ (Anti-nutrient) 
เช่น caffeine, tannins และ polyphenols เป็นต้น (2, 3) ท าให้ไม่สามารถน ามาก าจัดโดยการฝังดิน 
หรือน าไปใชใ้นการเกษตรไดโ้ดยตรงเช่น การน าไปใชเ้ป็นปุ๋ ยหรือการน าไปเป็นอาหารสัตวโ์ดยไม่
ผ่านกระบวนการใด ๆ แต่อย่างไรก็ตามภายในเยื่อหุ้มกาแฟก็ยงัอุดมไปด้วยสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพหลายชนิดท่ีสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ในดา้นอุตสาหกรรมต่าง ๆ 

เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟเป็นเยื่อหุ้มบางชั้นในสุดถูกแยกออกมาจากเมล็ดกาแฟจากกระบวนการ

คัว่เมล็ดกาแฟโดยใชเ้คร่ืองลมดูด มีประมาณ 4.2% (w/w) ของผลกาแฟ ในกระบวนการคัว่กาแฟ 4 

ตนัจะไดเ้ยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟประมาณ 30 กิโลกรัม (4) นอกจากน้ีเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟอุดมไปดว้ยกลุ่ม

สารประกอบฟีนอลิกซ่ึงส่วนใหญ่ประกอบไปดว้ย กรดคลอโรจีนิก สารเคมีตามธรรมชาติท่ีพบใน

พืช และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีความสามารถสูงในการต่อตา้นอนุมูลอิสระ (5) ซ่ึงสามารถ

น ามาสกดัเพื่อใชเ้ป็นประโยชน์ในดา้นอุตสาหกรรมอาหาร เคร่ืองส าอาง และยาในอนาคต 

ดังนั้ นในงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อหาสภาวะท่ีดีท่ีสุดในการสกัดสารต้านอนุมูล
อิสระจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟโดยใช้วิธีการสกดับนพื้นฐานของเทคโนโลยีสะอาด นอกจากน้ียงัได้
ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดร่วมกับการศึกษารูปแบบองค์ประกอบทางเคมีท่ีมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพในสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ ซ่ึงสามารถน าไปใช้เป็นวิธีการควบคุมคุณภาพของสาร
สกดัท่ีใชเ้ป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑใ์นกลุ่มอุตสาหกรรมต่าง ๆ ในอนาคต 
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1.2 วัตถุประสงค์  

เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัและทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากเยื่อ

หุม้เมลด็กาแฟสายพนัธุ์อราบิกา้ 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย  

ส่วนท่ี 1: ศึกษาเทคนิคการสกดัเยือ่หุ้มเมลด็กาแฟในอตัราส่วน solid/solvent ท่ี 1:25 (g/ml) โดยการ

น าเยือ่หุ้มเมลด็กาแฟ 10 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ เติมตวัท าละลายปริมาตร 250 มิลลิลิตร จากนั้นวาง

ขวดรูปชมพู่บนเคร่ืองกวนสารละลายป่ันกวนดว้ยความเร็ว 700 รอบต่อนาที หลงัจากนั้นท าการ

กรองสารละลาย โดยในการทดลองน้ีจะท าการศึกษาถึงผลของตวัแปรท่ีส่งผลต่อปริมาณสารตา้น

อนุมูลอิสระดงัต่อไปน้ี 

- ความมีขั้วของตวัท าละลาย โดยศึกษาตวัท าละลาย น ้า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล 

- อุณหภูมิในการสกดั โดยศึกษาท่ีอุณหภูมิ 35 40 50 และ 60◦C 

- ระยะเวลาในการสกดัสาร โดยศึกษาในช่วง 30 และ 60 นาที 

- วิเคราะห์ปริมาณสารสกดัแห้ง (Extraction yield) โดยการระเหยตวัท าละลายท่ีอุณหภูมิ 

60◦C 

ส่วนท่ี 2: ศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ โดยมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

- ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย DPPH assay 

- ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัในการยบัย ั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus  ดว้ย

เทคนิค agar disc diffusion 

- ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารประกอบในสารสกดัในการตา้นอนุมูลอิสระ และการ

ยบัย ั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ดว้ยเทคนิค TLC-bioautography  

ส่วนท่ี 3: ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ 

- ศึกษาอัตลักษณ์ทางเคมีด้วย TLC (TLC-Chemical profile) ของสารสกัดจากเยื่อหุ้ม

เมลด็กาแฟ 

- ศึกษาปริมาณสารฟีนอลิกดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimetric assay 

- ตรวจปริมาณสารส าคญักรดคลอโรจีนิก และคาเฟอีน ในสารสกดัจากเยือ่หุม้เมล็ดกาแฟ

ดว้ยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
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1.4 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ  

แนวทางในการสกัดสารต้านอนุมูลอิสระจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วยเทคโนโลยีสะอาด 

ปลอดภยั ค่าใช้จ่ายต ่า และไดป้ริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสูง อีกทั้งสามารถน าไปต่อยอดกบัการ

ผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ในภาคอุตสาหกรรม นอกจากน้ียงัเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับเศษวสัดุเหลือทิ้ง 

มุ่งเนน้การใช้ทรัพยากรชีวภาพอย่างคุม้ค่า ลดค่าใช้จ่ายในการก าจดัในอนาคต มุ่งแกไ้ขปัญหาเพื่อ

ลดผลกระทบต่อโลกอยา่งย ัง่ยนื 
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บทที่ 2  

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

2.1 กาแฟ (Coffee) 

กาแฟเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีได้รับความนิยมมากเป็นอนัดับตน้ๆของโลก โดยสายพนัธุ์ท่ีนิยม
บริโภคมี 2 สายพนัธุ์หลกัๆ คือ กาแฟอราบิกา้ และกาแฟโรบสัตา้ ในปี 2562 ประเทศไทยมีการผลิต
กาแฟสูงถึง 85,500 ตนัต่อปี และยงัมีแนวโน้มสูงขึ้นเร่ือย ๆ ทุกปีตามความตอ้งการในการบริโภค
กาแฟ โดยในการผลิตกาแฟจะน าเมล็ดกาแฟดิบ (Raw beans) มาผ่านกระบวนการคัว่ซ่ึงผลิตภณัฑ์
หลกัคือ เมล็ดกาแฟท่ีผ่านการคัว่ (Roasted coffee beans) ส่วนผลพลอยไดท่ี้ส าคญัคือ เยื่อหุม้เมล็ด
กาแฟ ซ่ึงยงัไม่ไดถู้กน ามาใชป้ระโยชน์อยา่งจริงจงั 

2.2 เย่ือหุ้มเมลด็กาแฟ (Coffee silverskin) 

เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ เป็นเยื่อหุ้มบางชั้นในสุดท่ีห่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีประมาณ 4.2% (w/w) 

ของผลกาแฟ แสดงโครงสร้างตามรูปท่ี 1 (6) ซ่ึงเป็นผลพลอยไดส่้วนใหญ่จากกระบวนการคัว่เมล็ด

กาแฟ โดยในการคัว่เมล็ดกาแฟ 4 ตนัจะท าให้ไดเ้ยื่อหุ้มกาแฟประมาณ 30 กิโลกรัม ซ่ึงเป็นของ

เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมแปรรูปเมล็ดกาแฟ โดยองค์ประกอบทางเคมีท่ีส าคญัของเยื่อหุ้มเมล็ด

กาแฟแสดงในตารางท่ี 1  นอกจากน้ียงัพบสมบติัท่ีโดดเด่นของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟคือ อุดมไปดว้ย

สารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงเช่น กลุ่มสารประกอบฟีนอลิก, เมลานอยดิน และกรดคลอโรจินิก  

 

 

รูปท่ี 1: โครงสร้างของผลกาแฟ 
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ตารางท่ี 1: แสดงองคป์ระกอบทางเคมีของเยื่อหุม้เมลด็กาแฟ  
ส่วนประกอบทางเคมีของเยื่อหุม้เมลด็กาแฟ 

ความช้ืน (g/100 g) 4.76 ± 0.10 

เถา้ (g/100 g) 8.34 ± 0.04 

ไขมนั (g/100 g) 2.42 ± 0.10 

โปรตีน (g/100 g) 18.8 ± 0.30 

เส้นใยอาหาร (g/100 g) 56.4 ± 0.70 

เส้นใยท่ีไม่ละลายน ้า (g/100 g) 49.1 ± 0.44 

เส้นใยท่่ีละลายน ้า (g/100 g) 7.30 ± 0.07 

คาร์โบไฮเดรต (g/100 g) 5.80 ± 0.20 

แร่ธาตุหลกั (mg/100 g) 

โพแทสเซียม 4977 ± 151 

แมกนีเซียม 2002 ± 72 

แคลเซียม 584 ± 62 

เหลก็ 41.8 ± 2.69 

โซเดียม 5.32 ± 0.14 

วิตามิน E (mg/100 g) 

α-tocopherol 2.25 ± 0.14 

β-tocopherol 0.59 ± 0.05 

ɣ-tocopherol 0.09 ± 0.01 

α-tocotrienol n.d. 

β-tocotrienol 0.95 ±0.07 

ɣ-tocotrienol 0.17 ± 0.01 

คาเฟอีน (g/100 g) 1.25 ± 0.03 

กรดคลอโรจีนิก (mg/100 g) 246 ± 0.20 

5-Hydroxymethylfurfural (mg/100 g) 5.68 ± 0.42 

n.d. = not detected (6)  
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2.3 การสกดัสารจากพืช 

การสกดัสารส าคญัจากพืชโดยใชต้วัท าละลายจะไดส้ารสกดัหยาบ (crude extract) โดยสาร
สกดัหยาบน้ีเป็นของผสมขององคป์ระกอบทางเคมีจากพืช ซ่ึงเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา และ
สารท่ีไม่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา โดยในการสกดัสารจากพืชสมุนไพรนั้นมีขอ้มูลท่ีส าคญัท่ีจ าเป็นตอ้ง
ศึกษาไดแ้ก่ สมบติัทัว่ไปของสารท่ีตอ้งการสกดั การเลือกตวัท าละลาย และการเลือกวิธีการสกัด
เป็นตน้ 

2.3.1 ปัจจยัในการเลือกตวัท าละลาย  

1. ความมีขั้วของตัวท าละลาย ดังแสดงในตารางท่ี 2 เป็นข้อมูลส าคัญในการสกัดสารท่ี

ตอ้งการความมีขั้วใกลเ้คียงกันของตวัท าละลาย และสารท่ีตอ้งการสกดัช่วยให้สามารถ

สกดัสารท่ีตอ้งการออกมาไดม้ากขึ้น 

2. ความคงตวั โดยจะตอ้งไม่เป็นพิษต่อร่างกาย และไม่ท าปฏิกิริยากบัสารท่ีตอ้งการสกดั  

3. การระเหย ตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัไม่ควรระเหยง่ายหรือยากเกินไป  

4. จุดเดือด ตวัท าละลายควรมีจุดเดือดท่ีต ่ากว่าตัวถูกละลาย เน่ืองจากหลงัท าการสกัดแลว้

สามารถแยกตวัท าละลายออกมาไดง้่าย ท าใหส้ารท่ีตอ้งการสกดัมีความบริสุทธ์ิมากขึ้น 

5. ความหนืด ตวัท าละลายท่ีมีความหนืดต ่าสามารถแทรกซึมเขา้ไปในวตัถุดิบหรือสารผสมท่ี

น ามาสกดัไดดี้กวา่ตวัท าละลายท่ีมีความหนืดสูง ท าใหมี้อตัราเร็วในการสกดัสูง (7) 

 

ตารางท่ี 2: แสดงตวัอยา่งของตวัท าละลายท่ีมีขั้วและไม่มีขั้ว 
ตวัท าละลายท่ีไม่มีขั้ว 

ตวัท าละลาย จุดเดือด ความมีขั้ว ความหนาแน่น 
เฮกเซน 69°C 2.0 0.655 (g/ml) 
เบนซีน 80°C 2.3 0.879 (g/ml) 
โทลูอีน 111°C 2.4 0.867 (g/ml) 

คลอโรฟอร์ม 61°C 4.8 1.498 (g/ml) 
เอทธิล อะซีเตท 77°C 6.0 0.894 (g/ml) 
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ตารางท่ี 2: แสดงตวัอยา่งของตวัท าละลายท่ีมีขั้วและไม่มีขั้ว (ต่อ) 

ตวัท าละลายมีขั้ว 
ตวัท าละลาย จุดเดือด ความมีขั้ว ความหนาแน่น 
บิวทานอล 118°C 18 0.810 (g/ml) 
โพรพานอล 97°C 20 0.803 (g/ml) 
เอทานอล 79°C 24 0.789 (g/ml) 
เมทานอล 65°C 33 0.791 (g/ml) 
กรดฟอร์มิก 100.8°C 58 1.210 (g/ml) 

น ้า 100°C 80 0.998 (g/ml) 

 

2.3.2 ประเภทของการสกดัในอุตสาหกรรม 

1. การสกดัของแข็งดว้ยของเหลว (Solid-Liquid Extraction) หรือการชะ (Leaching) เป็นการ

ใช้ตัวท าละลายท่ีเหมาะสมมาละลายหรือสกัดสารท่ีต้องการออกจากวตัถุดิบซ่ึงเป็น

ของแขง็ 

2. การสกัดของเหลวด้วยของเหลว (Liquid-Liquid Extraction) เป็นการใช้ตัวท าละลายท่ี

เหมาะสมมาละลายหรือสกดัสารท่ีตอ้งการออกมาจากสารผสมซ่ึงเป็นของเหลว 

3. การสกัดด้วยของเหลววิกฤติยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) เป็นการใช้ตัวท า

ละลายท่ีเป็นไดท้ั้งของเหลว และแก๊สในเวลาเดียวกนัไดห้รือท่ีเรียกวา่ของไหล 

2.3.3 การสกดัของแขง็ดว้ยของเหลว (Solid-liquid extraction) 

คือการสกัดตัวถูกละลายออกจากวตัถุดิบ (Feed material) ท่ีเป็นของแข็งโดยใช้ตัวท า

ละลายช่วยในการสกัด วตัถุดิบของแข็งท่ีน ามาสกดัประกอบดว้ยสารประกอบหรือตวัถูกละลาย 

(solute หรือ soluble solid) ท่ีตอ้งการ และส่วนท่ีไม่ถูกละลาย (inert material) แสดงแผนภาพการ

สกดัดงัรูปท่ี 2 (8) 

กลไกการสกดัของแข็งดว้ยของเหลวเกิดขึ้นโดยการแทรกซึมผ่านของตวัท าละลายเขา้ไป

ในวตัถุ, การละลายของสารสกัด, การถ่ายโอนจากอนุภาคภายในไปยงัพื้นผิวของวตัถุ และการ

กระจายตัวของตัวท าละลายรอบวตัถุโดยการแพร่ และการกวน  (9) ทั้ งน้ีการสกัดของแข็งด้วย

ของเหลวจะสามารถแยกออกเป็นสองส่วนหลกั ๆ คือส่วนของสารละลายท่ีสกดัได ้(extract) และ

ส่วนของกากวตัถุดิบ (waste) 
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รูปท่ี 2: แผนภาพการสกดั 

2.4 อนุมูลอสิระ (Free radical)  

สารท่ีมีอิเลก็ตรอนโดดเด่ียว (unpaired electron) เกิดขึ้นเม่ือพนัธะระหวา่งอะตอมแตกออก  
เป็นสารท่ีไม่เสถียรเน่ืองจากขาดอิเล็กตรอนไป 1 ตวั มีความว่องไวสูงในการเกิดปฏิกิริยาออกซิ
เดชัน่ จึงสามารถดึงอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนมาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีหายไป หลงัจากนั้นโมเลกุลท่ี
ถูกดึงอิเล็กตรอนออกจะกลายเป็นอนุมูลอิสระ และเขา้ท าปฏิกิริยากับโมเลกุลอ่ืนต่อ จนเกิดเป็น
ปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain reaction) ส่วนใหญ่อนุมูลอิสระจะอยู่ในรูปของ Reactive Oxygen Species 
(ROS) และยังพบในรูปของ Reactive Chlorine Species (RCS) และ Reactive Nitrogen Species 
(RNS) ตามโมเลกุลท่ีท าใหเ้กิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ ตวัอยา่งของอนุมูลอิสระ ไดแ้ก่ 

• Superoxide anion อนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (O2•- ) 
• Hydroxyl radicle อนุมูลไฮดรอกซิล (OH•) 
• Peroxyl radicle อนุมูลเปอร์ออกซิล (RO2•) 
• Hydrogen peroxide ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 

2.5 สารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant)  

สารตา้นอนุมูลอิสระ เป็นสารท่ีมีหนา้ท่ีช่วยในการยบัย ั้ง และป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาออก

ซิเดชัน่ ในปฏิกิริยาน้ีจะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นสารอนุมูลอิสระเกิดขึ้น และเขา้ท าลายเซลลภ์ายในร่างกาย 

ซ่ึงสารตา้นอนุมูลอิสระมีกลไกท างานตา้นอนุมูลอิสระหลายรูปแบบเช่น ดกัจบัอนุมูลอิสระ , ยบัย ั้ง

การท างานของออกซิเจนท่ีขาดอิเล็กตรอน, จบักบัโลหะท่ีเร่งการเกิดออกซิเดชัน่ และหยดุปฏิกิริยา

Raw material + solvent 

กวน 

เม่ือเสร็จส้ินกระบวนการ

สารสกดัท่ีได ้ กากวตัถุดิบ 

ตวัถูกละลายท่ีสกดั

ได ้(solute) 

ตวัท าละลาย 

(solvent) 

สารละลายท่ี

ตกคา้ง 

ส่วนท่ีไม่ถูกละลาย 

(inert material) 
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การสร้างอนุมูลอิสระ ไม่ให้ท าลายองคป์ระกอบของเซลล์ ตวัอยา่งการดกัจบัอนุมูลอิสระดงัสมการ

ท่ี 1 และ 2 (10) 

 

R• + AH   RH + A•    (1) 

                RO• + AH  ROH + A•    (2) 

โดย R• และ RO• คืออนุมูลอิสระ, AH คือ สารตา้นอนุมูลอิสระ 

แหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระมี 2 แหล่งได้แก่ สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ (synthetic 

antioxidant) และสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ ซ่ึงสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์เกิดจาก

กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี 

  

2.6 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในเย่ือหุ้มเมลด็กาแฟ 

 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพเป็นส่วนประกอบในอาหารท่ีส่งผลต่อกิจกรรมของเซลลส์ัตวห์รือ

มนุษยท่ี์บริโภค (11) ไดแ้ก่ สารประกอบกลุ่มฟีนอลิก เน่ืองจากมีฤทธ์ิทางชีวภาพในการต่อตา้น

อนุมูลอิสระเช่น ฟลาโวนอยด ์กรดฟีนอลิก และแทนนิน เป็นตน้  

 เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟเป็นแหล่งของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่มีศกัยภาพสูงในการเป็นสาร

ตา้นอนุมูลอิสระ และมีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียบางชนิด ซ่ึงจะประกอบไปด้วย กรด 

คลอโรจีนิก (1-6%) นอกจากน้ีย ังมีส่วนประกอบของคาเฟอีน (0.8-1.25%) และเมลานอยดิน  

(17-23%) (12) โดยตัวอย่างโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ

แสดงดังรูปท่ี 3 และ 4 นอกจากน้ีฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟถูกแสดงใน

ตารางท่ี 3 (12) 

 

รูปท่ี 3: โครงสร้างทางเคมีของกรดคลอโรจีนิก 
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Chlorogenic acid (3-O-caffeoylquinic acid or 3-CQA) เป็นหน่ึงในสารประกอบในกลุ่ม 

Caffeoylquinic acids (CQA) ซ่ึงมีโครงสร้างของกรดควินิกต่อด้วยโมเลกุลของ Caffeic acid, 

p-coumaric acid หรือ ferulic acid หน่ึงกลุ่มหรือมากกว่าในกลุ่มน้ียงัมีสารประกอบอ่ืน ไดแ้ก่ 4-O-

caffeoylquinic acid (crypto-chlorogenic acid or 4-CQA), 5-O-caffeoylquinic acid (neo-chlorogenic 

acid or 5-CQA), 1,5-diCQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA เป็นตน้ (13) 
 

 

รูปท่ี 4: โครงสร้างทางเคมีของคาเฟอีน 

 

รูปท่ี 5: โครงสร้างพื้นฐานของเมลานอยดิน  
 

ตารางท่ี 3: แสดงสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีในเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ 

สารประกอบ ฤทธ์ิทางชีวภาพ อา้งอิง 
 
 

คาเฟอีน 

สารตา้นอนุมูลอิสระ, การชะลอร้ิวรอย, กระบวนการเผาผลาญ
ภายในร่างกาย และเผาผลาญเซลลูไลท์, ปกป้องความเสียหาย
จากรังสี UV, เพิ่มการไหลเวียนโลหิตภายในผิวหนัง, มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเอนไซม ์5-α reductase และ hyaluronidase 

(14-16) 

Caffeoylquinic acids/ 
Feruloyquinic acid/ 

p-coumaroylquinic acid 

การชะลอร้ิวรอย, ปกป้องความเสียหายจากรังสี  UV, มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งแบคทีเรีย และตา้นการอกัเสบ 

 
(17, 18) 

 

เมลานอยดิน 
สารตา้นอนุมูลอิสระ, การชะลอร้ิวรอย, มีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 
และตา้นการอกัเสบ 

(19, 20) 
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2.6.1 สารประกอบฟีนอลิก  

ฟีนอลิกหรือโพลีฟีนอลมีโครงสร้างทางเคมีประกอบไปด้วยวงแหวนอะโรมาติกท่ีมีหมู่ 

hydroxyl อย่างน้อย 1 กลุ่ม ซ่ึงรวมถึงหมู่อนุพนัธ์อ่ืน ๆ เช่น (เอสเทอร์, เมทิลอีเทอร์ และไกลโค

ไซด์) ฟีนอลิกส่วนมากจะมีอนุพนัธ์ของหมู่ hydroxyl อย่างน้อย 2 กลุ่มซ่ึงเป็นสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพท่ีพบไดใ้นพืชสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ทั้งในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเคร่ืองอ าอางได ้

สารประกอบฟีนอลิกมีสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระสูง เช่น ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิก และแทน

นิน เพราะมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนแก่สารอนุมูลอิสระ มีกลไกท่ีส าคญั 

2 แบบคือ จะหน่วงเหน่ียวหรือป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ และสามารถยบัย ั้งขั้นตอนการ

เกิดลุกลามของอนุมูลอิสระ (Propagation) ได ้(21) นอกจากน้ีสารประกอบฟีนอลิกยงัมีความสามารถ

ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบอีกดว้ย (15)  

2.7 การศึกษา และจ าแนกองค์ประกอบทางเคมีจากสารสกดัพืชสมุนไพร 

2.7.1 โครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin-Layer Chromatography, TLC)  

การจ าแนกองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัดว้ยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (TLC) เป็น

วิธีท่ีไดรั้บความนิยมอย่างมาก เพราะใช้สารสกดัปริมาณน้อย ตน้ทุนต ่า ท าไดง้่าย และใช้เวลาไม่

นาน เทคนิคน้ีเป็นการแยกสารแบบวฏัภาคของแข็ง-ของเหลว โดยวฏัภาคของแขง็หรือวฏัภาคคงท่ี 

(Stationary phase) ท าหน้าท่ีเป็นตัวดูดซับส่วนมากนิยมใช้อลูมินา (Al2O3) หรือ ซิลิกาเจล (SiO2) 

วฏัภาคของเหลวหรือวฏัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) คือตัวท าละลายเคล่ือนท่ีผ่านตัวดูดซับ 

หลกัการในการแยกสารจะอาศยัความมีขั้วของสาร โดยท่ีสารมีขั้วจะละลายในตวัท าละลายท่ีมีขั้ว 

ส่วนสารไม่มีขั้วจะละลายในตวัท าละลายท่ีไม่มีขั้ว (22) ประเภทของโครมาโตกราฟีตามความมีขั้ว

ของวฏัภาคคงท่ี และวฏัภาคเคล่ือนท่ีแบ่งเป็น 2 ประเภทคือ  

1. Normal phase จะใชต้วัดูดซบัเป็นสารมีขั้วเช่น ซิลิกาเจล อลูมินา ส่วนตวัท าละลายเป็นสาร

ไม่มีขั้วหรือมีขั้วน้อยเช่น hexane, ethyl acetate, methanol ท าให้สารไม่มีขั้วเคล่ือนท่ีไป

ใกลก้บั solvent front มากกวา่สารมีขั้ว 

2. Reverse phase ตวัดูดซับจะเป็นสารไม่มีขั้วเช่น RP-8, RP-18 ส่วนตวัท าละลายจะเป็นสาร

มีขั้วเช่น methanol, acetonitrile และน ้ า ดังนั้ นสารมีขั้วจะเคล่ือนท่ีเข้าใกล้ solvent front 

มากกวา่สารไม่มีขั้ว 
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หลงัการแยกสารบนโครมาโตกราฟีแบบแผน่บาง (TLC) ระยะทางในการเคล่ือนท่ีของสารบน

แผ่นสามารถน ามาค านวณหาค่า Rf (rate of flow) ซ่ึงเป็นค่าเฉพาะตวัของสารขึ้นกบัตวัดูดซับ และ

ชนิดของตวัท าละลาย สารแต่ละตวัจึงมีค่า Rf ท่ีไม่เท่ากนัดงันั้นการบอกค่า Rf ของสารแต่ละชนิดจึง

ตอ้งบอกชนิดของตวัท าละลาย และตวัดูดซับเสมอ ในการค านวณหาค่า Rf สามารถค านวณไดจ้าก

สมการท่ี 3 

Rf (rate of flow) = 
ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี

ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือน
   (3) 

 
2.8 การวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระ 

2.8.1 DPPH assay 

เป็นวิธีการวิเคราะห์ความสามารถในการยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ในสารสกดั โดยใช ้2,2-

Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) แสดงโครงสร้างทางเคมีในรูปท่ี 5 ซ่ึงเป็น stable free radical 

ในสารละลายเมทานอล มีสีม่วงค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ท่ี 515 nm (23) ในการท าปฏิกิริยาของ

อนุมูลอิสระ DPPH• กับสารตา้นอนุมูลอิสระจะท าให้สารละลาย DPPH สีจางลงส่งผลให้ค่าการ

ดูดกลืนแสงลดลงตามสมการท่ี 4 และ 5 นอกจากน้ีค่าความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ

ค านวณไดต้ามสมการท่ี 6 

DPPH• + AH   DPPH-H + A•    (4) 

DPPH• + R•  DPPH-R    (5) 

โดยท่ี AH = สารตา้นอนุมูลอิสระ R• = อนุมูลอิสระ 

 

รูปท่ี 6: โครงสร้างของอนุมูลอิสระ 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
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% Inhibition = [
(Abs0-Abss)

Abs0
] x 100    (6) 

โดย Abs0 = ค่าการดูดกลืนแสงตั้งตน้ และ Abss = ค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่ง 

ข้อดีคือ เป็นวิ ธี ท่ี ง่าย สะดวก รวดเร็วในการวิ เคราะห์  ให้ค่ าความถูกต้อง และมี 

reproducibility สูง แต่มีข้อเสียคือ อมุมูลอิสระ DPPH มีความคงตัว ไม่ไวต่อการเกิดปฏิกิริยา

เหมือนอนุมูลอิสระท่ีเกิดขึ้นในร่างกาย นอกจากน้ีอิเล็กตรอนเด่ียวของอนุมูลอิสระถูกบดบงัดว้ยวง

เบนซีน 3 วงและหมู่ไนโตรเจน ท าให้สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิแรงแต่มีขนาดใหญ่บางสารไม่

สามารถเขา้ไปท าปฏิกิริยาก าจดัอนุมูลอิสระได ้

2.9 Bioautography 

การทดสอบความสามารถในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารประกอบเช่น ทดสอบ

ความสามารถในการยั้บย ั้งเช้ือแบคทีเรีย และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ โดยสามารถ

น ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแผ่นเรียบ (planar chromatography) เช่น 

เทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบางสมรรถนะสูง (High Performance Thin Layer Chromatography: 

HPTLC) เทคนิค TLC และเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบแผ่นกระดาษ  (paper chromatography) 

เป็นตน้  หลงัจากนั้นจึงน ามาทดสอบร่วมกบัสารชีวภาพแลว้จึงสังเกตต าแหน่งที่เกิดการยบัย ั้ง 

(clear zone) โดยวิธีในการทดสอบสามารถแบ่งไดด้งัน้ี 

2.9.1 Bioautography ส าหรับการตา้นแบคทีเรีย 

การใช ้TLC-bioautography ในการศึกษาฤทธ์ิตา้นจุลชีพ (24) สามารถท าไดห้ลายวิธีดงัน้ี 

1. Agar diffusion เป็นการวางแผ่นโครมาโตแกรมบนผิวหน้าอาหารท่ีอยู่บนจานเพาะเช้ือ ท า

ให้สารเคมีบนแผ่นโครมาโตแกรมแพร่สู่พื้นผิวของอาหาร หลงัจากนั้นน าจานเพาะเช้ือไป

ท าการบ่มในสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของเช้ือ แลว้สังเกตบริเวณท่ีเกิดการ

ยบัย ั้ง มีรายงานวิจัยด้วยวิธีน้ีจากสารสกัดธรรมชาติ ตัวอย่างเช่น การทดสอบฤทธ์ิของ 

Thymus vulgaris, Helichrysum arenarium และ Rosa damascene mill. ในการยบัย ั้งแบคทีเรีย

ชนิด E. coli (ATCC 25922) และ S. aureus (ATCC 25923) (25) นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัท่ี

ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดจากกาแฟและชาเขียวในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกเช่น 

S. aureus, B. cereus และแบคทีเรียแกรมลบเช่น E. coli, P. mirabilis และ K. pneumoniae 

เป็นตน้ (26)  
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2. Agar overlay bioassay เป็นการวางแผ่นโครมาโตแกรมบนอาหารแข็ง จากนั้นเทอาหาร

แข็งท่ีผสมดว้ยแบคทีเรียให้กระจายทัว่บนแผ่นโครมาโตแกรม แลว้จึงน าไปบ่มในสภาวะ

ท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของเช้ือ มีรายงานวิจยัในการน าวิธีน้ีไปใชท้ดสอบแบคทีเรีย

สายพนัธุ์ B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa และ S. aureus (27) 

3. Direct bioautography เป็นการน าแผน่โครมาโตแกรมมาจุ่มหรือพ่นดว้ยอาหารเหลวท่ีมีการ

ผสมเช้ือไวแ้ลว้น าไปบ่มในสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของเช้ือ มีรายงานวิจยั

ดว้ยวิธีน้ีจากสารสกดัธรรมชาติ ตวัอย่างเช่น การทดสอบฤทธ์ิของพืชสายพนัธุ์ Onopordon 

macrocephalum ในการยบัย ั้งแบคทีเรียสายพันธุ์ S. aureus และ B. cereus บนแผ่น TLC  

(28) นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัท่ีทดสอบฤทธ์ิของ S. nigra flos, M. officinalis และ V. tricolor 

ในการยบัย ั้งแบคทีเรียสายพนัธุ์ E. coli และ B. subtilis (29) 

2.9.2 Bioautography ส าหรับการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH 

 เป็นการทดสอบเบ้ืองต้นในการหาชนิดของสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง

อนุมูลอิสระ DPPH โดยหลงัจากท าปฏิกิริยากับสารละลาย DPPH สารตา้นอนุมูลอิสระจะท าให้

อนุมูลอิสระ DPPH เกิดการเปล่ียนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลืองบนแผ่น TLC แสดงปฏิกิริยาในรูปท่ี 7 

(30) 

 
รูปท่ี 7: แสดงปฏิกิริยาในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH 
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บทที่ 3 

การทดลอง 

3.1 วัสดุ 

3.1.1 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟ (Coffee silverskin) 

 เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟสายพนัธุ์อราบิกา้เป็นของเหลือทิ้งท่ีเกิดจากกระบวนการคัว่เมล็ดกาแฟ

ของโป่งแยงการเกษตร ต าบล โป่งแยง อ าเภอ แม่ริม จงัหวดั เชียงใหม่ 

3.1.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง 

 สารเคมีท่ีใชใ้นการทดลองทั้งหมด มีรายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 4 

ตารางท่ี 4: แสดงรายละเอียดของสารเคมีท่ีใชใ้นการทดลอง 

สารเคมี สูตรเคมี 
มวลโมเลกุล 

(g/mol) 
บริษทั 

เอทานอล C2H5OH 46.07 Merck 
คลอโรฟอร์ม CHCl3 119.38  RCI Labscan 
เมทานอล CH3OH 32.04 Merck 
กรดฟอร์มิก CH2O2 46.03 Merck 

เอทธิล อะซีเตท C4H8O2 88.11  Merck 
DPPH C18H12N5O6 394.32 Sigma-Aldrich 

โทรลอกซ์ C14H18O4 250.29 Sigma-Aldrich 
ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ C2H6OS 78.13 RCI Labscan 

MTT C18H16BrN5S 414.32 Sigma-Aldrich 
อะนิซาลดีไฮด์ C8H8O2 136.15 Sigma-Aldrich 

 

3.1.3 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 

1. เคร่ือง Microplate reader 

2. เคร่ืองอลัตราโซนิกแบบควบคุมอุณหภูมิ (Ultrasonic water-bath) 

3. เคร่ืองถ่ายภาพ TLC visualizer 

4. เคร่ือง spot สารก่ึงอตัโนมติั  
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5. เคร่ืองใหค้วามร้อน TLC heater 

6. เคร่ืองกวนสารพร้อมใหค้วามร้อน (Hotplate magnetic stirrer) 

7. แท่งแม่เหลก็กวนสาร (Magnetic bar) 

8. เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) 

9. อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

10. เคร่ืองเขยา่สาร (Vortex mixer) 

11. เคร่ืองหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) 

 

3.2 การออกแบบการทดลองในการสกดัเย่ือหุ้มเมลด็กาแฟ 

ในงานวิจยัน้ีไดท้ าการออกแบบการทดลองเชิงแฟคทอเรียล 3 ปัจจยัถูกดดัแปลงมาจากวิธี
ของ Costa และคณะ (31) โดยปัจจัยท่ี 1 คือ ตัวท าละลาย มี 3 ระดับคือ น ้ า 50% เอทานอล และ 
100% เอทานอล ปัจจยัท่ี 2 คือ อุณหภูมิ มี 4 ระดบัคือ 35◦C 40◦C 50◦C และ 60◦C และปัจจยัท่ี 3 คือ 
เวลาท่ีใช้ในการสกดั มี 2 ระดบัคือ 30 และ 60 นาที เพื่อหาอิทธิพลของปัจจยัท่ีมีผลในการทดลอง 
และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยท าการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง 
รายงานผลในหน่วยเปอร์เซ็นตค์่าเฉล่ียของปริมาณสารสกดัแหง้±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.3 ข้ันตอนการเตรียมสารสกดัจากเย่ือหุ้มเมลด็กาแฟ 

การสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟถูกดัดแปลงมาจากวิธีของ Costa และคณะ (31) อัตราส่วน

ของแข็งต่อสารละลายท่ี 1 g ต่อ 25 ml โดยการน าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 10 g ใส่ในขวดรูปชมพู่ เติมตวั

ท าละลายปริมาตร 250 ml จากนั้นวางขวดรูปชมพู่บนเคร่ืองกวนสารละลาย ท าการสกดัท่ี 35°C, 

40°C, 50°C และ 60°C เป็นเวลา 30 และ 60 นาที ป่ันกวนด้วยความเร็ว 700 รอบต่อนาที หลงัจาก

นั้นท าการกรองสารละลาย แลว้เก็บในท่ีอุณหภูมิ 4°C 

3.4 ข้ันตอนการตรวจวัดปริมาณสารต้านอนุมูลอสิระ 

3.4.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์และกรดคลอโรจีนิก ถูกดดัแปลงมาจากวิธีของ 

Costa และคณะ (2) ความเขม้ขน้ 25-175 mg/L โดยใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลาย ส่วนสารละลาย

ท่ีไดจ้ากการสกดัน าไปท าการเจือจาง 50 เท่า 
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3.4.2 การตรวจวดัปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ 

การวดัปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระถูกดัดแปลงมาจากวิธีของ Costa และคณะ (2) โดย

การปิเปตตส์ารตวัอย่างมา 20 µl ผสมกบั 180 µl ของสารละลาย DPPH ในเอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ 

93 µM เก็บในท่ีมืด 40 นาที หลงัจากนั้นท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 nm 

3.5 ขั้นตอนการวิเคราะห์ปริมาณสารสกดัแห้ง (Extraction yield) 

การวิเคราะห์ปริมาณสารสกดัแหง้ถูกดดัแปลงมาจากวิธีของ Iylia และคณะ (32) โดยการน า

สารละลายหลงัท าการสกัดมาท าการระเหยตวัท าละลาย โดยใช้เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน 

(Rotary evaporator) จากนั้นท าการอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60 °C ขา้มคืนจนได้สารสกัดหยาบ (Crude 

extract) วดัปริมาณสารสกัดแห้งโดยการชัง่น ้ าหนักถว้ยระเหยสารเช้ือเร่ิมตน้ และน ้ าหนักถว้ยระเหย

สารหลงัอบสารสกดัขา้มคืน 

3.6 ขั้นตอนการวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลกิ 

3.6.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกถูกดดัแปลงมาจากวิธีของ Costa และคณะ (2) 

ความเขม้ขน้ 10-100 mg/L โดยใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลาย 

3.6.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิก 

 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกถูกดดัแปลงมาจากวิธีของ Costa และคณะ (2) โดยการน า

สารสกัดแห้งในขั้นตอนท่ี 3.4 จะถูกละลายด้วยตวัท าละลายท่ีแตกต่างกัน (น ้ า 50% เอทานอล และ 

100% เอทานอล) ให้ได้ความเข้มข้น 10 mg/ml ปริมาตร 20 µl ผสมกับสารละลาย 10% Folin-

Ciocalteu ปริมาตร 100 µl และสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (7.5% w/v) เก็บในท่ีมืดอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 nm 

3.7 ขั้นตอนการแยกสารด้วยเทคนิค TLC  

3.7.1 ขั้นตอนการเตรียมสาร 

สารสกัดหยาบ (Crude extract) ท่ีได้จากการวิเคราะห์ปริมาณสารสกัดแห้ง (Extraction 

yield) ในขั้นตอนท่ี 3.4 จะถูกละลายดว้ยตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนั (น ้ า 50% เอทานอล และ 100% เอ

ทานอล) ให้ได้ความเข้มข้น 50 mg/ml ท าการ sonicate เป็นเวลา 10 นาที เพื่อช่วยในการละลาย 

จากนั้นตกตะกอนออกโดยการป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูด

สารละลายส่วนใส (Supernatant) ไวเ้พื่อใชท้ าการวิเคราะห์ 
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3.7.2 ขั้นตอนการศึกษาระบบการแยกสารดว้ยเทคนิค TLC 

การศึกษาระบบการแยกสารท่ีเหมาะสมดว้ยเทคนิค TLC ถูกดดัแปลงมาจากวิธีของ Choma 

และคณะ (33) น าสารละลายส่วนใส (Supernatant) ถูกหยด (spot) แบบแบนลงบนแผ่น TLC Silica gel 

60 F254  ท่ี มีขนาดความกว้าง 10 cm ยาว 20 cm ปริมาตร 2 µl ด้วยเคร่ืองหยดสารท่ีเรียกว่า Semi-

automatic applicator (CAMAG® Linomat 5) โดยแบนมีความยาวของแถบ 8 มิลลิเมตร ระยะห่างจาก

ขอบด้านล่าง 10 มิลลิเมตร จากนั้ นน าแผ่นท่ีหยดสารเสร็จแล้วไปท าการแยก chemical profile ใน 

chamber ท่ีอ่ิมตวัดว้ยสารละลายผสมซ่ึงประกอบดว้ย Chloroform : Ethyl acetate : Acetone : Formic 

acid (25:6:4:0.5, v/v) ซ่ึงถูกพฒันามาจากงานวิจยัของ Jesionek และคณะ (34)  เพื่อทดสอบระบบ

การแยกสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ รอจนกระทัง่สารละลายผสมเคล่ือนท่ีไดร้ะยะทาง 8 เซนติเมตร

จากขอบแผ่น TLC (solvent front) หลงัจากนั้นเป่าแผ่น TLC ให้แห้งด้วยลมเยน็ บนัทึกภาพคร้ังแรก

ภายใต้แสงทั้ งหมด 3 แสง คือ แสงขาว แสงยูวีภายใต้ความยาวคล่ืน 254 และ 366 nm ด้วยเคร่ือง 

CAMAG® TLC Visualizer 2 จากนั้ นน าแผ่นไปท าการ derivatization ด้วยการพ่นกับ anisaldehyde 

reagent ในสารละลายกรดซัลฟิวริก และให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 97◦C เป็นเวลา 3 นาที เพื่อเพิ่ม 

sensitivity ในการตรวจวดั ท าการบนัทึกภาพคร้ังท่ีสองภายใตแ้สงขาวและแสงยูวีภายใตค้วามยาวคล่ืน 

366 nm โดยขั้นตอนการหยดสารและถ่ายภาพดว้ยเคร่ืองมือจะถูกควบคุมผ่าน CAMAG® visionCATS 

software ระบบการแยกสารจะถูกปรับเปล่ียนดว้ยการเปล่ียนแปลงอตัราส่วนหรือชนิดตวัท าละลายจน

ไดร้ะบบวฏัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) ท่ีเหมาะสม 

3.8 ข้ันตอนการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านอนุมูลอสิระด้วยเทคนิค TLC-Bioautography 

3.8.1 การทดสอบดว้ยสารละลาย DPPH  

หลังจากได้ระบบการแยกสารท่ีเหมาะสมแล้ว น าแผ่น TLC ท่ีผ่านการแยก chemical 

profile มาท าการพ่นด้วยสารละลาย 0.2% DPPH ท่ีละลายด้วยเอทานอลตามวิธีของ Choma และ

คณะ (33) หลงัจากนั้นน ามาเก็บในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที ก่อนท าการบนัทึกภาพท่ีแสงขาว และ

ความยาวคล่ืน 366 nm 

3.9 ขั้นตอนการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียด้วยเทคนิค TLC-bioautography 

3.9.1 ขั้นตอนการเตรียมเช้ือท่ีใชท้ดสอบ 

การเพาะเล้ียง Staphylococcus aureus ถูกดัดแปลงมาจากวิธีของ Akin และคณะ (25) ใน

อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) ท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ให้มีระดบัความขุ่น

เทียบเท่ากบั McFarland 0.5 (1.5x108 CFU/ml) 
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3.9.2 การทดสอบเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี Direct bioautography 

การทดสอบเช้ือถูกดัดแปลงมาจากวิธีของ Akin และคณะ (25) ใส่แบคทีเรียท่ีเล้ียงไว้

ปริมาตร 150 µl ลงในอาหารเหลว TSB ปรับค่าความขุ่นให้เท่ากบัสารมาตรฐาน McFarland no. 0.5 

น าแผ่น TLC จุ่มในอาหารเหลวท่ีผสมเช้ือเป็นเวลา 5 วินาที จากนั้นน าไปวางบนอาหารแข็ง Mueller 

Hinton Agar (MHA) ท าการไล่อากาศออกด้วยแท่งแก้วสามเหล่ียม แลว้จึงนั้นน าแผ่น TLC ท่ีผ่าน

การ development แลว้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมงเพื่อให้เช้ือเจริญเติบโตบนแผ่น 

TLC โดยใชค้ลินดามยัซินท่ีละลายดว้ยน ้าเป็นตวั positive control 

3.9.3 ขั้นตอนการทดสอบดว้ยสารละลาย methyl-thiazolyl-tetrazolium chloride (MTT) 

หลงับ่มแผ่น TLC น ามาพ่นดว้ยสารละลาย 0.2% MTT ท่ีละลายใน Dimethyl sulfoxide ท า

การบนัทึกภาพทุก ๆ 1 ชัว่โมง  

3.10 ขั้นตอนการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียด้วยเทคนิค Agar disc diffusion 

 การทดสอบฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียด้วยวิธี Disc diffusion ถูกดัดแปลงมาจากวิธีของ 

Akin และคณะ (25) แบคทีเรียจากขั้นตอน 3.7.1 ถูกน ามา swab บนจานเพาะเช้ือท่ีมี Mueller 

Hinton agar (MHA) หลงัจากนั้นน าสารสกดัหยาบจากขั้นตอนท่ี 3.4 จะถูกละลายดว้ยตวัท าละลาย

ท่ีแตกต่างกนั (น ้ า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล) ให้ได้ความเขม้ขน้ 100 mg/ml หยดสาร

สกัดปริมาตร 20 µl ลงในกระดาษกรองแผ่นกลมขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตรแลว้วางบน 

MHA ใชเ้อทานอลเป็น negative control และคลินดามยัซินท่ีละลายดว้ยน ้ าเป็น positive control บ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง บนัทึกผลหน่วยเป็นมิลลิเมตร แลว้น ามาค านวณหาบริเวณ

ยบัยั้ง (Inhibition zone) ตามสมการท่ี 7 

Inhibition zone (mm) = A – B    (7) 

โดย A: ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของ paper disk และโซนใสของเช้ือ 

        B: ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของ paper disk (6 mm) 

3.11 ขั้นตอนการตรวจวัดปริมาณสารส าคัญ 

ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ และวดัปริมาณสารส าคญั

ในสารสกัดถูกดัดแปลงมาจากวิธีของ Xue และคณะ (35) ด้วยเคร่ือง High Performance Liquid 

Chromatograph (HPLC)  
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3.11.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

 การเตรียมสารมาตรฐานของคาเฟอีน และกรดคลอโรจีนิกถูกดัดแปลงมาจากวิธีของ 
Navarra และคณะ (36) โดยการละลายสารมาตรฐานในสารละลาย 100% เอทานอล (%v/v) จนได้
ความเขม้ขน้ 1 mg/ml ท าการกรองผ่านตวักรองเมมเบรนขนาด 0.20 µm จากนั้นท าการเจือจางความ
เขม้ขน้ของสารมาตรฐานใหอ้ยูใ่นช่วง 1×10-4 ถึง 1×10-2 mg/ml  

3.11.2 การเตรียมสารละลายตวัอยา่ง 

 ชัง่สารตวัอย่าง 0.01 g  ละลายในตวัท าละลายท่ีใช้สกัด ไดค้วามเขม้ขน้ 10 mg/ml ท าการ
กรองผา่นตวักรองเมมเบรนขนาด 0.20 µm 

3.11.3 สภาวะท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณสารส าคญัดว้ยเคร่ือง HPLC 

Column: LiChrospher RP-C18 column ขนาด (3.0 × 250 mm, 5 µm, Agilent, USA) 

อุณหภูมิ 35◦C 

Mobile phase A: 0.1% กรดฟอร์มิกในน ้า 

Mobile phase B: 0.1% กรดฟอร์มิกในเมทานอล 

Gradient profile: เร่ิมต้นโดยการใช้ความเข้มข้น 5% ของสาร B คงท่ีเป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นปรับสาร B เพิ่มขึ้นจนถึง 30% ภายในเวลา 15 นาที จากนั้นปรับสาร B เพิ่มขึ้นจนถึง 100% 
ภายในเวลา 20 นาที คงท่ีไวเ้ป็นเวลา 3 นาที จากนั้นกลบัไปท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้  

Injection volume: 5 µl 
Flow rate: 1 ml/min 
Detection: ส าหรับคาเฟอีนค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 272 nm ส าหรับกรดคลอโรจีนิกค่า

การดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 330 nm 

3.12 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ผลการทดลองทั้ งหมดจากการท าซ ้ า 3 คร้ัง ถูกแสดงผลด้วย ค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน เปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉล่ียระหว่างกลุ่มท่ีเป็นอิสระต่อกัน (Independent t-test) 
โดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนสองทาง (Two-Way ANOVA) ในการวิเคราะห์ข้อมูลใช้
โปรแกรม SPSS Statistic 22  ก าหนดระดบันยัส าคญัท่ี p < 0.05 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ผลของตวัท าละลาย เวลา และอุณหภูมิท่ีใชใ้นการสกดัเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ 

ตารางท่ี 5: แสดงเปอร์เซ็นตข์องปริมาณสารสกดัแหง้ 

สารตวัอยา่ง 
เวลา 
(นาที) 

อุณหภูมิท่ีใชใ้นการสกดั (◦C) 

35 40 50 60 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟ 
ท่ีสกดัดว้ยน ้า 

30 10.16±0.09a 10.52±0.57a 10.96±0.56a 10.75±0.11a 

60 10.51±0.28a 10.60±0.07a 10.33±0.76a 10.97±0.22a 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดั
ดว้ย 50% เอทานอล 

30 7.59±0.23a 8.10±0.19b 8.60±0.14c 8.55±0.01c 

60 7.79±0.21a 8.12±0.20b 8.50±0.13c 8.74±0.03c 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดั
ดว้ย 100% เอทานอล 

30 5.89±0.03a 6.60±0.24b 6.68±0.18b 6.78±0.26b 

60 6.11±0.19a 6.60±0.07b 6.75±0.16b 7.05±0.08c 

หมายเหตุ: 1. ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

    2. ตวัอกัษร a b และ c ตามแถวแนวนอนแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 

การสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟสายพนัธุ์อราบิก้าในอตัราส่วนของแข็งต่อสารละลายท่ี 1:25 

g/ml ดว้ยตวัท าละลายน ้ า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล อุณหภูมิท่ีใช้ในการสกดั 35 40 50 

และ 60 ◦C เป็นเวลา 30 และ 60 นาที แสดงดงัตารางท่ี 6 พบวา่การสกดัเยื่อหุ้มเมลด็กาแฟโดยใชต้วั

ท าละลายเป็นน ้ามีปริมาณสารสกดัแห้ง (Extraction yield) สูงท่ีสุดอยูท่ี่ 10-11% ในขณะท่ีการใชต้วั

ท าละลายเป็น 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล จะได้ปริมาณสารสกัดแห้งอยู่ท่ี 7-8% และ  

5-6% ตามล าดบั นอกจากน้ีในตารางท่ี 5 พบว่าการสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีเป็นน ้ า ไดป้ริมาณสาร

สกดัแหง้ท่ีสูงกวา่การสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีมีเอทานอลเป็นส่วนผสม เน่ืองจากสารประกอบต่าง ๆ 

ท่ีมีอยูใ่นเยือ่หุม้เมลด็กาแฟมีความสามารถในการละลายดว้ยตวัท าละลายท่ีมีน ้าเป็นส่วนผสม (6) 

การศึกษาอุณหภูมิท่ีส่งผลต่อปริมาณสารสกดัแห้ง เน่ืองจากการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิในการ

สกดัสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการแพร่ของตวัท าละลาย และเพิ่มความสามารถในการละลาย

ของสารประกอบในเยือ่หุม้เมลด็กาแฟลงในตวัท าละลาย (37, 38) นอกจากน้ีในตารางท่ี 5 การใชต้วั
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ท าละลายท่ีมีเอทานอลเป็นส่วนผสมคือ 50% เอทานอล และ  100% เอทานอล พบว่าการเพิ่ม

อุณหภูมิในการสกดั ท าให้ปริมาณสารสกดัแห้งเพิ่มขึ้นอย่างมีนยัส าคญั อย่างไรก็ตามการใชต้วัท า

ละลายท่ีเป็นน ้ าในการสกัดพบว่า การเพิ่มอุณหภูมิไม่สามารถท าให้ปริมาณสารสกดัแห้งเพิ่มขึ้น

อย่างมีนัยส าคญั ในส่วนของการศึกษาเวลาท่ีใช้ในการสกัดพบว่า การสกัดด้วยเวลา 30 และ 60 

นาที ปริมาณของสารสกัดแห้งท่ีอุณหภูมิเท่ากันไม่เกิดความแตกต่างกันอย่างชัดเจน ดังนั้นจาก

มุมมองทางดา้นเศรษฐกิจ การสกดัดว้ยระยะเวลาท่ีสั้นท่ีสุดจะเป็นประโยชน์ในดา้นความคุม้ค่าของ

การประหยดัเวลาในการสกดั 

4.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

สารสกัดแห้ง (Extraction yield) ท่ีได้จากการสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟดว้ยตวัท าละลาย น ้ า 
50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกบัเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ตามทอ้งตลาด
ท่ีสกัดด้วยน ้ าได้ถูกน าไปท าการวิเคราะห์ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิก (Total phenolic 
content) ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu Colorimatric assay โดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐานในการ
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกดงัแสดงในตารางท่ี 6 จากผลการทดลองพบว่า เยื่อหุ้มเมล็ด
กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงสุด 38.92±2.42 mg GAE/g สาร
สกดัแห้ง) รองลงไปจะเป็นเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล (29.93±4.01 mg GAE/g 
สารสกัดแห้ง) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วยน ้ า (24.87±1.24 mg GAE/g สารสกัดแห้ง) และเมล็ด
กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า (23.68±2.36 mg GAE/g สารสกดัแหง้) ตามล าดบั  

ตารางท่ี 6: แสดงปริมาณของสารฟีนอลิกในตวัอยา่ง 

สารตวัอยา่ง 
ปริมาณสารฟีนอลิก 

(mg GAE/g สารสกดัแหง้) 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 24.87±1.24a 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 38.92±2.42b 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 29.93±4.01a 
เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 23.68±2.36a 
หมายเหตุ: 1. ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

     2. GAE หมายถึง Gallic acid equivalent 

    3. ตวัอกัษร a b และ c ในแต่ละแถวแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 
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จากรายงานของ Ballesteros และคณะ (37) พบว่า สารประกอบฟีนอลิกส่วนใหญ่สามารถ

ละลายไดดี้ในตวัท าละลายอินทรียท่ี์มีขั้วปานกลาง ช่วงความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีเหมาะสมใน

การสกัดสารประกอบฟีนอลิกคือ 20-60% (v/v) ดังนั้นในการทดลองน้ีพบว่า การใช้ตวัท าละลาย 

50% เอทานอล มีปริมาณสารฟีนอลิกสูงสุดอยา่งมีนยัส าคญั 

4.3 ผลของการวิเคราะห์ปริมาณสารคาเฟอีน และกรดคลอโรจีนิก 

สารสกัดแห้ง (Extraction yield) ท่ีได้จากการสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วยตัวท าละลาย น ้ า  

50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกบัเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ตามทอ้งตลาดท่ี

สกัดด้วยน ้ าได้ถูกน าไปท าการวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีน และกรดคลอโรจีนิก ด้วยเคร่ือง HPLC 

ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 272 และ 330 nm ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของ

คาเฟอีน และ กรดคลอโรจีนิก ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์พบว่า จากระบบ HPLC พบพีคของสาร

มาตรฐานคาเฟอีนท่ีเวลา 21.057 นาที และกรดคลอโรจีนิกท่ีเวลา 20.163 นาที 

 

 

รูปท่ี 8: โครมาโตแกรมสารมาตรฐานคาเฟอีน 
ภาพโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานคาเฟอีนความเขม้ขน้ 10 mg/ml พบว่า มีพีค (peak) เกิดขึ้นท่ี

ช่วงเวลา (Retention time) เท่ากบั 21.057 นาที ดงัแสดงในรูปท่ี 8 
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รูปท่ี 9: โครมาโตแกรมสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 
ภาพโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิกความเขม้ขน้ 10 mg/ml พบว่า มีพีค (peak) 

เกิดขึ้นท่ีช่วงเวลา (Retention time) เท่ากบั 20.163 นาที ดงัแสดงในรูปท่ี 9  

ผลภาพโครมาโตแกรมของสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ เปรียบเทียบกบัเมล็ดกาแฟคัว่

สายพนัธุ์อราบิกา้ตามทอ้งตลาดท่ีสกดัดว้ยน ้ าเม่ือตรวจสอบท่ีความยาวคล่ืน 272 nm ซ่ึงเป็นค่าการ

ดูดกลืนแสงสูงสุดของคาเฟอีน แลว้ท าการสแกนสเปกตรัมบริเวณพีคดงักล่าว เพื่อตรวจสอบความ

แม่นย  าวา่พีคดงักล่าวใหล้กัษณะสเปกตรัมตรงกบัสารมาตรฐานคาเฟอีน โดยพบวา่พีคดงักล่าวมีค่า

การดูดกลืนแสงอยูท่ี่ความยาวคล่ืน 272 nm และวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนในตวัอยา่งโดยใช้พื้นท่ีใต้

กราฟของสารตวัอย่างท่ีเวลา 21.057 นาที ค านวณหาปริมาณสารคาเฟอีนในสารตวัอย่าง โดยภาพ

โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานคาเฟอีนภายใตค้วามยาวคล่ืน 272 nm แสดงดงัรูปท่ี 8 

การหาปริมาณกรดคลอโรจีนิกภาพโครมาโตแกรมเม่ือตรวจสอบท่ีความยาวคล่ืน 330 nm 

ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของกรดคลอโรจีนิก แลว้ท าการสแกนสเปกตรัมบริเวณพีคดงักล่าว 

เพื่อตรวจสอบความแม่นย  าว่าพีคดงักล่าวให้ลกัษณะสเปกตรัมตรงกบัสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 

และวิเคราะห์ปริมาณกรดคลอโรจีนิกในตวัอย่างโดยใช้พื้นท่ีใตก้ราฟของสารตวัอย่างท่ีช่วงเวลา 

20.163 นาที ค านวณหาปริมาณกรดคลอโรจีนิกในสารตัวอย่าง โดยภาพโครมาโตแกรมของสาร

มาตรฐานกรดคลอโรจีนิกภายใตค้วามยาวคล่ืน 330 nm แสดงดงัรูปท่ี 9 
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รูปท่ี 10: ภาพโครมาโตแกรมของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย (I) น ้า (II) 50% เอทานอล (III) 
100% เอทานอล (IV) เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า ภายใตค้วามยาวคล่ืน 272 nm 

(I) 

(II) 

(III) 

(IV) 
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รูปท่ี 11: ภาพโครมาโตแกรมของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย (I) น ้า (II) 50% เอทานอล (III) 
100% เอทานอล (IV) เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า ภายใตค้วามยาวคล่ืน 330 nm 

(III) 

(IV) 

กรดคลอโรจีนิก 

(3-CQA) 

(I) 

(II) 

กรดคลอโรจีนิก 

(3-CQA) 

กรดคลอโรจีนิก 

(3-CQA) 
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ตารางท่ี 7: แสดงปริมาณสารคาเฟอีน และกรดคลอโรจีนิก 

สารตวัอยา่ง 
ปริมาณคาเฟอีน 

(mg/g สารสกดัแหง้) 
ปริมาณกรดคลอโรจีนิก 

(mg/g สารสกดัแหง้) 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 50.52±9.13b N.D. 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 62.47±5.01b 1.92±0.12c 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 59.38±0.65b 1.07±0.03a 
เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 7.46±0.29a 1.36±0.02b 
หมายเหต:ุ 1. ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

    2. ตวัอกัษร a b และ c ในแต่ละแถวแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 

    3. N.D. = ไม่สามารถตรวจพบได ้

โดยปริมาณของสารคาเฟอีน และกรดคลอโรจีนิก ท่ีไดจ้ากการทดลองดว้ยเคร่ือง HPLC ถูก

แสดงดังตารางท่ี 7 พบว่าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 50% เอทานอล มีปริมาณคาเฟอีนสูงสุด 

(62.47±5.01 mg/g สารสกัดแห้ง) รองลงไปคือ เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 100% เอทานอล 

(59.38±0.65 mg/g สารสกัดแห้ง) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วยน ้ า (50.52±9.13 mg/g สารสกัดแห้ง) 

และเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ า (7.46±0.29 mg/g สารสกดัแห้ง) ตามล าดบั ถูกแสดง

ในรูปท่ี 10  

นอกจากน้ีในการหาปริมาณกรดคลอโรจีนิก พบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 50%  

เอทานอล มีปริมาณกรดคลอโรจีนิกสูงสุด (1.92±0.12 mg/g สารสกดัแห้ง) รองลงไปคือ เมล็ดกาแฟคัว่

สายพันธุ์อราบิก้าท่ีสกัดด้วยน ้ า (1.36±0.02 mg/g สารสกัดแห้ง) และเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 

100% เอทานอล (1.07±0.03 mg/g สารสกดัแห้ง) ในขณะท่ีเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้ าดงัแสดงใน

รูปท่ี 11 (I) ไม่สามารถตรวจพบปริมาณของกรดคลอโรจีนิก เน่ืองจากไม่พบพีคเกิดขึ้นท่ีช่วงเวลา 

20.163 นาที และค่าสเปกตรัมไม่ตรงกบัความยาวคล่ืน 330 nm  

จากผลการทดลองจะเห็นไดว้่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีถูกสกดัดว้ยน ้ า 50% เอทานอล และ 100% 

เอทานอล อุดมไปดว้ยสารคาเฟอีนในปริมาณท่ีสูงกว่าเมล็ดกาแฟก่อนคัว่ (2, 38) และหลงัคัว่อย่าง

เห็นไดช้ดัสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Affonso และคณะ (39) ในส่วนของกรดคลอโรจีนิกพบว่า 

มีปริมาณท่ีใกลเ้คียงกบัเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ า กรดคลอโรจีนิกสามารถเกิด

การสลายตวัในกระบวนการคัว่เมล็ดกาแฟ และสามารถเกิดการรวมตวัเป็นสารกลุ่มสารเมลานอย

ดินในรูป brown form (40) ส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วยน ้ าไม่พบปริมาณกรดคลอโรจีนิกจาก
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การวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC เน่ืองจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายน ้ าไม่เหมาะสมใน

การสกดักรดคลอโรจีนิก 

4.4 ผลของการแยกสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟดว้ยเทคนิค Thin-Layer Chromatography (TLC) 

4.4.1 การวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี 

สารสกดัแห้ง (Extraction yield) ท่ีไดจ้ากการสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วยตวัท าละลาย น ้ า 

50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกบัเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ตามทอ้งตลาด

ท่ีสกดัดว้ยน ้าถูกน ามาท าการแยกองคป์ระกอบทางเคมีดว้ยเทคนิค TLC โดยระบบตวัท าละลายท่ีใชใ้น

การแยกสารสกดัถูกพฒันามาจากงานวิจยัของ Jesionek w. และคณะ (34) จนไดร้ะบบของตวัท าละลาย

ท่ีเหมาะสมในการแยกสารกลุ่มฟีนอลิกของสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ โดยระบบตวัท าละลายน้ี

ประกอบด้วย Chloroform:Ethyl acetate:Acetone:Formic acid (25:6:4:0.5 v/v) ต าแหน่งของสารสกัด

จากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีท าการพฒันาบนแผ่น TLC ถูกแสดงดังตารางท่ี 8 หลงัจากท าการพฒันา

แผ่น TLC แลว้นั้นจึงท าการบนัทึกภาพภายใตแ้สงขาว UV 254 nm และ UV 366 nm ถูกแสดงใน

รูปท่ี 12 

ตารางท่ี 8: แสดงต าแหน่งของสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟบนแผน่ TLC ในรูปท่ี 12 และ 14 

Track ค าอธิบาย ความเขม้ขน้ 
1 สารมาตรฐานคาเฟอีน 1 mg/ml 
2 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 200 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 200 mg/ml 
4 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 50 mg/ml 
5 เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 200 mg/ml 
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รูปท่ี 12: ภาพโครมาโตแกรมแผน่ TLC ภายใตแ้สง (I) UV 254 nm และ (II) UV 366 nm 

 

รูปท่ี 13: ภาพสเปกตรัมของสารมาตรฐานคาเฟอีนเทียบกบัสารตวัอยา่ง 

 ในรูปท่ี 12 ภาพโครมาโตแกรมบนแผน่ TLC แสดงองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจาก

เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ (Track 2-4) และเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ า (Track 5) โดยท า

การเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานคาเฟอีน (Track 1) พบวา่ ภายใตแ้สง (I) UV 254 nm มีแถบแบนสี

ด า (quenching zone) บนแผ่น TLC ท่ีเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์สีเขียวเกิดขึ้นตรงกบัสารมาตรฐาน

คาเฟอีนท่ีบริเวณค่า Rf = 0.32 อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบกบัแผ่น TLC ภายใตแ้สง (II) UV 366 

nm พบว่า ไม่สามารถมองเห็นสารมาตรฐานคาเฟอีนท่ีค่า Rf  = 0.32 จึงไดท้ าการสแกนสเปกตรัมท่ี

ความยาวคล่ืน 272 nm บริเวณค่า Rf = 0.32 เพื่อตรวจหาสารคาเฟอีน ดงัแสดงในรูปท่ี 13 โดยพบว่า 

สารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟทั้งหมดมีคาเฟอีนเป็นองคป์ระกอบทางเคมี 

(I) (II) 
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4.4.2 การวิเคราะห์อตัลกัษณ์ของสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ 

       

รูปท่ี 14: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC หลงัท าการพ่นดว้ย Anisaldehyde-sulfuric acid ภายใต ้
(I) แสงขาว และ (II) UV 366 nm (III) พ่นดว้ย 0.2% DPPH ภายใตแ้สงขาว 

 นอกจากน้ีการพ่นแผ่น TLC ดว้ย Anisaldehyde - sulfuric acid ซ่ึงเป็นสารเคมีท่ีนิยมใช้ใน

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติ (Natural products) ท าให้เกิดแถบสีท่ีแตกต่างกันอย่าง

ชดัเจนซ่ึงลกัษณะของสีท่ีแตกต่างกนัขึ้นอยู่กบัองคป์ระกอบทางเคมีเช่น monoterpenes triterpenes 

และ steroids ปรากฏแถบสีน ้ าเงิน สีม่วง และสีเทา ตามล าดับ  (41) นอกจากน้ีการพ่นด้วย 

Anisaldehyde-sulfuric acid จะท าให้เกิดแถบแบนสีน ้ าตาลคือ diterpenes ในขณะท่ี triterpenes จะ

ปรากฏสีม่วงน ้าเงินภายใตแ้สงขาว และปรากฏสีออกแดงหรือสีน ้าเงินภายใต ้UV 366 nm (42) 

รูปท่ี 14 (I และ II) แสดงภาพโครมาโตแกรมหลังท าการพ่นด้วย Anisaldehyde-sulfuric 

acid เพื่อหาอตัลกัษณ์ทางเคมีของสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟพบว่า สารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ด

กาแฟทั้ง 3 ประเภท (Track 2-4) ปรากฏแถบแบนสีม่วงเป็นส่วนใหญ่ มีรูปร่างการเกิดแถบแบนท่ี

ใกลเ้คียงกนั แต่มีจ านวนแถบแบนท่ีไม่เท่ากนั เน่ืองจากตวัท าละลายท่ีใช้ในการสกดัเยื่อหุ้มเมล็ด

กาแฟ ส่งผลต่อจ านวนการเกิดแบนท่ีแตกต่างกนับนแผ่น TLC สังเกตไดจ้ากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ี

สกดัดว้ย 50% เอทานอล (Track 3) ในช่วงค่า Rf = 0.15-0.65 มีจ านวนแถบแบนท่ีเกิดขึ้นมากกว่าเยื่อ

หุม้เมลด็กาแฟท่ีถูกสกดัดว้ยตวัท าละลายอ่ืน ๆ และเมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 
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4.5 การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยเทคนิค TLC-Bioautography 

จากรูปท่ี 14 (I) เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอลท่ีค่า Rf = 0.50 ปรากฏแถบ

แบนสีน ้าตาลท่ีมีความเขม้สูงบนแผน่ TLC ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่ามีปริมาณท่ีสูงเม่ือเปรียบเทียบกบัสาร

สกัดอ่ืน ๆ ท่ีค่า Rf เดียวกัน เม่ือท าการพ่นด้วยสารละลาย DPPH ดังแสดงในรูปท่ี 14 (III) เพื่อ

ตรวจสอบความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระพบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 100%  

เอทานอลท่ีต าแหน่ง Rf = 0.50 พบว่า มีความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูง เน่ืองจากเกิดการ

เปล่ียนเป็นแถบแบนสีเหลืองหนาบนแผ่น TLC ท่ีมีสีม่วง ซ่ึงความหนาของแถบแบนแสดงให้เห็นถึง

ปริมาณของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูง นอกจากน้ีเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดดว้ย 50% เอทานอล พบ

แถบแบนสีเหลืองหนาใกลเ้คียงกนัเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล  

นอกจากน้ีไดท้ าการศึกษาระบบตวัท าละลายจากงานวิจยัของ Jesionek และคณะ (34) เพื่อ

ใชต้รวจสอบหากรดคลอโรจีนิกในสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟบนแผ่น TLC ดงัแสดงในตาราง

ท่ี  9 โดยระบบตัวท าละลายประกอบด้วย Chloroform : Ethyl acetate : Acetone : Formic acid 

(40:30:20:10, v/v) จากผลการทดลองในการแยกสารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟแสดงในรูปท่ี  15 

พบว่า สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิกมีค่า Rf = 0.15 อย่างไรก็ตามเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 

100% เอทานอล มีปริมาณของกรดคลอโรจีนิกท่ีต ่าเกินกวา่ท่ีจะตรวจพบบนแผน่ TLC ได ้ฉะนั้นจึง

ไดท้ าการแยกสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีอยู่บริเวณค่า Rf = 0.95 โดยการเพิ่มสัดส่วนของตวัท า

ละลายท่ีมีความมีขั้วต ่า จนได้ระบบตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการแยกสารตา้นอนุมูลอิสระบน

แผ่น TLC ประกอบด้วย Chloroform : Ethyl acetate : Acetone : Formic acid (25:6:4:0.5, v/v) ซ่ึง

จากผลการทดลองน้ีพบว่า สารตา้นอนุมูลอิสระจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟนั้นมีปริมาณสูง แต่มาจาก

สารประกอบอ่ืน ๆ นอกเหนือจากกรดคลอโรจีนิกซ่ึงอาจเกิดจากสารประกอบกลุ่มเมลานอยดินซ่ึง

มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระเกิดขึ้นในกระบวนการคัว่เมล็ดกาแฟ (31) โดยจากการผลการทดลอง

ความเข้มข้นของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 100% เอทานอล ไม่สามารถตรวจพบกรด 

คลอโรจีนิกบนแผ่น TLC หากตอ้งการท่ีจะตรวจพบสารกรดคลอโรจีนิกจะตอ้งท าการหาค่าความ

เขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถตรวจพบได้ (Limit of detection; LOD) บนแผ่น TLC จากกราฟมาตรฐาน

กรดคลอโรจีนิก  
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ตารางท่ี 9: แสดงต าแหน่งของสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟบนแผน่ TLC ในรูปท่ี 15 
Track ค าอธิบาย ความเขม้ขน้ 

1 สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 1 mg/ml 
2 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 25 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 50 mg/ml 

 

     

รูปท่ี 15: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC หลงัท าการพ่นดว้ย Anisaldehyde-sulfuric acid ภายใต ้
(I) UV 366 nm และ (II) พ่นดว้ย 0.2% DPPH ภายใตแ้สงขาว 

 

4.6 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต่อตา้นอนุมูลอิสระ 

4.6.1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่าสารมาตรฐาน 

เยือ่หุม้เมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกบัเมล็ด

กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิก้าตามทอ้งตลาดท่ีสกัดด้วยน ้ าถูกน ามาทดสอบหาปริมาณของสารตา้น

อนุมูลอิสระโดยเทียบเท่ากบัสารมาตรฐาน 2 ตวั คือ โทรลอกซ์ ซ่ึงหลายงานวิจยันิยมใชโ้ทรลอกซ์

เป็นสารมาตรฐานในการวิเคราะห์เชิงปริมาณ(2, 18, 31) และกรดคลอโรจีนิก เน่ืองจากมีรายงาน

พบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีกรดคลอโรจีนิกเป็นส่วนประกอบกอบทางเคมี (2, 43) จึงน ามาใช้เป็น

สารมาตรฐานในการวิเคราะห์เชิงปริมาณ  

จากการทดสอบด้วยเทคนิค DPPH assay พบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 100%  

เอทานอลมีปริมาณของสารต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่ากับสารมาตรฐาน โทรลอกซ์ สูงสุด 

1      2       3 1      2       3 

(I) (II) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 33 

(86.90±11.31 mg Trolox/g สารสกดัแห้ง) ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดั

อ่ืน ๆ รองลงไปจะเป็นเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล (22.82±1.17 mg Trolox/g สาร

สกดัแห้ง) เมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัด้วยน ้ า (11.30±2.58 mg Trolox/g สารสกัดแห้ง) 

และเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า (10.80±2.05 mg Trolox/g สารสกดัแหง้) ดงัแสดงในตารางท่ี 9 

ตารางท่ี 10: แสดงปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่าโทรลอกซ์ และกรดคลอโรจีนิกในสารตวัอยา่ง 

ตวัอยา่ง 
โทรลอกซ์ 

(mg Trolox/g 
สารสกดัแหง้) 

 กรดคลอโรจีนิก 
(mg CGA/g  
สารสกดัแหง้) 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 10.80±2.05a 11.80±2.57a 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 22.82±1.17a 26.87±1.46a 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย100% เอทานอล 86.90±11.31b 107.25±14.19b 
เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 11.30±2.58a 12.42±3.24a 

หมายเหตุ: 1. ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

     2. CGA หมายถึง กรดคลอโรจีนิก (Chlorogenic acid; CGA) 

     3. ตวัอกัษร a b และ c ในแต่ละแถวแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 

นอกจากน้ีเม่ือน าปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระของสารสกัดเทียบเท่ากับสารมาตรฐานกรด

คลอโรจีนิกดงัแสดงในตารางท่ี 9 จะพบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอลมีปริมาณ

สารตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่ากบัสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิกสูงสุด (107.25±14.19 mg CGA/ g 

สารสกัดแห้ง) ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ รองลงไปเป็นเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 50% 

เอทานอล (26.87±1.46 mg CGA/ g สารสกัดแห้ง) เมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิก้าท่ีสกัดด้วยน ้ า 

(12.42±3.24 mg CGA/ g สารสกดัแหง้) และเยือ่หุม้เมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้ า (11.80±2.57 mg CGA/ 

g สารสกดัแหง้) ตามล าดบั 

จากผลการทดลองการหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่าโทรลอกซ์ และกรดคลอโร

จีนิกพบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล มีปริมาณของสารตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด 

เม่ือน าสารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมาเทียบเท่ากับโทรลอกซ์ และกรดคลอโรจีนิก พบว่ามี

ปริมาณเทียบเท่าโทรลอกซ์นอ้ยกวา่กรดคลอโรจีนิก  
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4.6.2 ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 

ตารางท่ี 11: แสดงการเปรียบค่าความเขม้ขน้ท่ียบัย ั้งอนุมูลอิสระลดลง 50% (IC50)  

ตวัอยา่ง ค่า IC50 (mg/ml) 
สารมาตรฐานโทรลอกซ์ 0.0287 
สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 0.0354 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 2.19±0.26 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 1.03±0.02 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 0.28±0.01 
เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 1.67±0.28 
บลูเบอร์รี (Blueberry)* 0.7 
ราสเบอร์รี (Rasberry)* 0.8 
แบลก็เบอร์รี (Blackberry)* 1.4 
สตรอวเ์บอร์รี (Strawberry)* 5.6 
เรสเวอราทรอล (Resveratrol)* 4.7 
เมลด็ส้มเชง้** 0.18 
เปลือกส้มเชง้** 0.22 

หมายเหตุ: 1. ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

    2. IC50 หมายถึง ความเขม้ขน้ท่ียบัย ั้งอนุมูลอิสระลดลง 50% (Inhibition concentration) 

    3. * ขอ้มูลจากงานวิจยัของ Hangun-Balkir และคณะ (44) 

    4. ** ขอ้มูลจากงานวิจยัของ Oikeh  และคณะ (45) 

ตารางท่ี 10 ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) ของสารสกดัจาก

เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลาย น ้ า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกบั

เมล็ดกาแฟคั่วสายพนัธุ์อราบิก้าตามท้องตลาดท่ีสกัดด้วยน ้ า ถูกน ามาวิเคราะห์ฤทธ์ิในการต้าน

อนุมูลอิสระดว้ยการทดสอบ DPPH assay โดยจากการทดลองพบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 

100% เอทานอล มีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH• สูงท่ีสุด (IC50 = 0.28±0.01 mg/ml) สามารถ

ยับยั้ งอนุมูลอิสระได้ดีกว่าเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วยตัวท าละลายอ่ืนๆ นอกจากน้ีย ังมี

ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระท่ีสูงกวา่ผลไมบ้างชนิด (44) 
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จากผลการทดลองการวิเคราะห์ปริมาณของสารตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิในการยบัย ั้ง

อนุมูลอิสระ DPPH• พบว่า ฤทธ์ิในต้านอนุมูลอิสระส่วนใหญ่ของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมาจาก

สารประกอบฟีนอลิกซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระสูง นอกจากน้ียงัมี

สารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีมีอยู่ในเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟเกิดขึ้นเม่ือไดรั้บความร้อนในกระบวนการคัว่เมล็ด

กาแฟท าให้เกิดสารเมลานอยดิน (Melanoidins) ซ่ึงเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Millard reaction) 

เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระสูงเช่นกนั (31) จึงมีความเป็นไปไดท่ี้สารตา้นอนุมูลอิสระ

จากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟมาจากสารประกอบเมลานอยดิน 

ในการสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟโดยใช้ท าละลายเป็นเอทานอล ท าให้ได้สารสกัดท่ีมี

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระท่ีดีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัท าละลายอ่ืน ๆ ส่วนใหญ่เป็นผล

มากจากปริมาณของสารประกอบฟีนอลิก และอาจเกิดจากสารประกอบเมลานอยดิน เน่ืองจากสาร

เมลานอยดินส่วนใหญ่ละลายในสารละลายเอทานอลท่ีมีความเขม้ขน้สูง (46) 

 

4.7 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย S. aureus 

4.7.1 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus ดว้ยเทคนิค TLC-Bioautography 

ตารางท่ี 12: แสดงต าแหน่งของสารตวัอยา่งส าหรับตรวจสอบสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียบน
แผน่ TLC  

Track ค าอธิบาย ความเขม้ขน้ 
1 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 50 mg/ml 
2 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 50 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 50 mg/ml 
4 เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 50 mg/ml 
5 คลินดามยัซินละลายดว้ยน ้า 1% 
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รูปท่ี 16: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC ภายใต ้(I) UV 254 nm (II) UV 366 nm (III) พ่นดว้ย 
0.2% MTT ใน DMSO ภายใตแ้สงขาว 

สารสกัดแห้ง (Extraction yield) ท่ีได้จากการสกัดเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟดว้ยตวัท าละลาย น ้ า 

50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกบัเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ตามทอ้งตลาด

ท่ีสกดัดว้ยน ้ าถูกน ามาทดสอบหาสารท่ีออกฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Staphylococcus aureus 

(S. aureus) ดว้ยเทคนิค TLC-bioautography ดงัแสดงในตารางท่ี 11 โดยใชร้ะบบตวัท าละลายท่ีใช้

ในการวิเคราะห์อตัลกัษณ์ของสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟในการตรวจสอบการยบัย ั้งแบคทีเรีย

ซ่ึงประกอบด้วย Chloroform:Ethyl acetate:Acetone:Formic acid (25:6:4:0.5 v/v) โดยใช้ 1% คลิน

ดามัยซินซ่ึงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus (Track 5) น ามา spot บนก่ึงกลางแผ่น TLC 

บริเวณค่า Rf = 0.50 เป็น positive control จากผลการทดลองแผ่น TLC ท่ีถูกพ่นด้วยสารละลาย 

0.2% MTT ใน DMSO ดังแสดงในรูป ท่ี  15 (III) เกิดการเป ล่ียนเป็นสีม่วงซ่ึ งแสดงถึงการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย อย่างไรก็ตามสามารถสังเกตไดว้่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอ

ทานอล และ 100% เอทานอล บริเวณค่า Rf = 0.78 พบแถบสีขาวเกิดขึ้น (clear zone) บ่งบอกถึงสาร

มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus นอกจากน้ี บริเวณท่ีท าการ spot คลินดามัยซิน (Track 5) 

พบว่า เกิดการกระจายตวัของคลินดามยัซินเป็นวงกวา้ง ซ่ึงเกิดขึ้นในขั้นตอนการจุ่มแผ่น TLC ใน

อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) ท่ีผสมแบคทีเรีย S. aureus ไว ้หลงัจากนั้นจึงท าการทดสอบ

ฤทธ์ิของสารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟในการยับยั้งแบคทีเรีย S. aureus ด้วยวิธี  Agar disc 

diffusion ในหวัขอ้ท่ี 4.7.2 
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4.7.2 ผลของการทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus ดว้ยวิธี Agar disc diffusion 

ตารางท่ี 13: แสดงต าแหน่งของสารสกดับนจานเพาะเช้ือ 

หมายเลข ค าอธิบาย 

1 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 
2 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 

3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 

4 เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 

5 1% คลินดามยัซินละลายดว้ยน ้า 
6 เอทานอล 

 

 

          

รูปท่ี 17: ผลการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย S. aureus ดว้ยวิธี Agar disc diffusion 
 

ตารางท่ี 14: แสดงบริเวณในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย S. aureus ดว้ยวิธี Agar disc diffusion 
สารตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ บริเวณยบัยั้ง (mm) 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 100 mg/ml 0.0±0.0 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 100 mg/ml 0.0±0.0 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 100 mg/ml 0.0±0.0 
เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 100 mg/ml 0.0±0.0 
คลินดามยัซินละลายดว้ยน ้า 1% 19 
เอทานอล 100% 0.0±0.0 
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สารสกดัแห้ง (Extraction yield) ท่ีได้จากการสกดัเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟด้วยตวัท าละลาย น ้ า 

50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกบัเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ตามทอ้งตลาด

ท่ีสกัดด้วยน ้ าดังแสดงในตารางท่ี 12 ถูกน ามาทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรีย 

Staphylococcus aureus (S. aureus) ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคทางผิวหนัง และโรคทางเดินอาหาร 

ความอนัตรายอยู่ในระดบัท่ี 2 ดว้ยวิธี Agar disc diffusion ดงัแสดงในรูปท่ี 16 สารคลินดามยัซินท่ี

ละลายด้วยน ้ าถูกใช้เป็น Positive control มีบริเวณยบัยั้งกวา้ง 19 mm ส่วนสารเอทานอลซ่ึงถูกใช้

เป็น Negative control เน่ืองจากสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟถูกละลายดว้ย 100% เอทานอล ไม่

พบบริเวณยบัยั้งแบคทีเรีย ซ่ึงอาจเกิดการจากระเหยของสารละลายเอทานอล ท าให้ไม่สามารถแพร่

ไปบริเวณขา้งเคียงได ้จากผลการทดลอง พบว่า สารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีได้จากการสกัด

ดว้ย น ้ า 50% เอทานอล 100% เอทานอล และเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ า ท่ีความ

เข้มข้น 100 mg/ml ไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus จึงไม่พบบริเวณท่ีเกิดการยบัย ั้ง

แบคทีเรีย (clear zone) เกิดขึ้น ดังแสดงในตารางท่ี 13 ทั้ งน้ีเห็นได้ว่า สารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ด

กาแฟ และเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ าความเขม้ขน้ 100 mg/ml ไม่มีฤทธ์ิในการ

ยบัย ั้งแบคทีเรีย S. aureus เน่ืองจากสารท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียอาจมีปริมาณท่ีนอ้ย 

หรือไม่สามารถเกิดการแพร่ออกจากกระดาษกรองไปยงับริเวณขา้งเคียงได ้
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

5.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

 จากผลการทดลองเยื่อหุ้มเมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้ า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล ท่ี

อุณหภูมิ 35 40 50 และ 60◦C เป็นเวลา 30 และ 60 นาที เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัสาร

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ พบว่าการสกดัเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟโดยใช้ตวัท าละลาย 

100% เอทานอล ท่ีอุณหภูมิ 60◦C เป็นเวลา 30 นาที เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกดัสารออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพ 

ตารางท่ี 15: สรุปองคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ 

สารตวัอยา่ง 
ปริมาณ
สารสกดั
แหง้ (%) 

ปริมาณสารฟีนอลิก 
(mg GAE/g สาร

สกดัแหง้) 

ปริมาณกรด 
คลอโรจีนิก 

(mg/g สารสกดัแหง้) 

ปริมาณคาเฟอีน 
(mg/g สารสกดั

แหง้) 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดั
ดว้ยน ้า 

10-11% 24.87±1.24a 0.0±0.0 50.52±9.13b 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดั
ดว้ย 50% เอทานอล 

7-8% 38.92±2.42b 1.92±0.12c 62.47±5.01b 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดั
ดว้ย 100% เอทานอล 

5-6% 29.93±4.01a 1.07±0.03a 59.38±0.65 b 

เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์ 
อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 

- 23.68±2.36a 1.36±0.02b 7.46±0.29a 

หมายเหตุ: 1. ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

    2. ตวัอกัษร a b และ c ในแถวแนวตั้งแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 

    3. การศึกษาปริมาณสารฟีนอลิกใชว้ิธี Folin-Ciocalteu  

    4. การศึกษาปริมาณกรดคลอโรจีนิก และคาเฟอีนใชเ้ทคนิค HPLC 
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5.2 การวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมี 

ผลของการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วยน ้ า 50%  
เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกับเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ตามทอ้งตลาดท่ี
สกัดด้วยน ้ า แสดงดังตารางท่ี 14 พบว่า สารสกัดด้วยน ้ าให้ปริมาณสารสกัดแห้งสูงสุด 10-11% 
นอกจากน้ีเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 50% เอทานอล มีสารประกอบฟีนอลิก (38.92±2.42 mg 
GAE/g สารสกัดแห้ง) ปริมาณกรดคลอโรจีนิก (1.92±0.12 mg/g สารสกัดแห้ง) และปริมาณ
คาเฟอีน (62.47±5.01 mg/g สารสกดัแห้ง) สูงสุดเม่ือเทียบกบัเมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดั
ดว้ยน ้าอยา่งเห็นไดช้ดัเจน 

5.3 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

การศึกษาคร้ังน้ีไดท้ดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลาย

น ้ า 50% เอทานอล และ 100% เอทานอล เปรียบเทียบกับเมล็ดกาแฟคั่วสายพันธุ์อราบิก้าตาม

ทอ้งตลาดท่ีสกดัดว้ยน ้ า โดยทดสอบฤทธ์ิต่อตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย ผลการ

ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพแสดงดงัตารางท่ี 16 โดยการทดสอบฤทธ์ิในการต่อตา้นอนุมูลอิสระใชว้ิธี 

DPPH assay โดยใชโ้ทรลอกซ์ และกรดคลอโรจีนิกเป็นสารมาตรฐาน ผลการทดสอบพบว่า เยื่อหุ้ม

เมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล มีปริมาณ และฤทธ์ิในการต่อตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด โดยท่ี

สารตา้นอนุมูลอิสระจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟอาจเกิดจากสารประกอบกลุ่มเมลานอยดินท่ีมีฤทธ์ิใน

การต่อตา้นอนุมูลอิสระซ่ึงเกิดขึ้นระหว่างกระบวนการคัว่เมล็ดกาแฟ โดยมีปริมาณสารตา้นอนุมูล

อิสระเทียบเท่าโทรลอกซ์อยู่ท่ี 86.90±11.31 mg โทรลอกซ์/g สารสกดัแห้ง มีปริมาณสารตา้นอนุมูล

อิสระเทียบเท่ากรดคลอโรจีนิกอยู่ท่ี 107.25±14.19 mg กรดคลอโรจีนิก/g สารสกัดแห้ง และมีค่า

ความเข้มข้นท่ียบัย ั้งอนุมูลอิสระลดลง 50% (IC50) เท่ากับ 0.28 mg/ml ส าหรับการทดสอบฤทธ์ิ

ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียด้วยเทคนิค TLC-bioautography พบว่า เยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 50%  

เอทานอล และ 100% เอทานอล มีสารท่ีออกฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรีย S. aureus อย่างไรก็

ตามหลงัท าการทดสอบดว้ยวิธี Agar disc diffusion พบว่า ไม่สามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียได้

ซ่ึงคาดวา่วิธีในการทดสอบอาจไม่เหมาะสมในการทดสอบสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ  
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ตารางท่ี 16: สรุปฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัจากเยื่อหุม้เมลด็กาแฟ 

สารตวัอยา่ง 
DPPH 

(mg Trolox/g 
สารสกดัแหง้) 

DPPH 
(mg CGA/g 
สารสกดัแหง้) 

DPPH 
IC50 (mg/ml) 

Agar disc 
diffusion 

(mm) 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 10.80±2.05a 11.80±2.57a 2.19±0.26 0.0±0.0 
เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 
50% เอทานอล 

22.82±1.17a 26.87±1.46a 1.03±0.02 0.0±0.0 

เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 
100% เอทานอล 

86.90±11.31b 107.25±14.19b 0.28±0.01 0.0±0.0 

เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์ 
อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 

11.30±2.58a 12.42±3.24a 1.67±0.28 0.0±0.0 

หมายเหตุ: 1. ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) 

    2. ตวัอกัษร a b และ c ในแถวแนวตั้งแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) 

5.3 ขอ้เสนอแนะ 

• สารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีศกัยภาพสูงในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระมากกว่าสารตา้น

อนุมูลอิสระจากธรรมชาติหลายชนิด  ซ่ึงสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระน้ีอาจเกิดจาก

สารประกอบกลุ่มเมลานอยดินในกระบวนการคัว่เมลด็กาแฟ 

• ในอนาคตควรท าการศึกษาบทบาท และการมีอยู่ของสารประกอบเมลานอยดินท่ีมีฤทธ์ิ

เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ 

 • สารสกัดจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟมีปริมาณสารคาเฟอีนท่ีสูงกว่าเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์ 

อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้าอยา่งเห็นไดช้ดั และมีปริมาณกรดคลอโรจีนิกซ่ึงเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ

เทียบเท่ากบัเมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ 

• การทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียควรท าการเปล่ียนวิธีในการทดสอบเป็นการหาค่าความ

เข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียได้ (Minimum inhibitory concentration; MIC) เน่ืองจาก

สารประกอบท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียในเยือ่หุม้เมล็ดกาแฟอาจจะไม่มีความสามารถในการแพร่ออก

จากกระดาษกรองไปยงับริเวณขา้งเคียง 
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ภาคผนวก 
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ส่วนท่ี 1 การสกดัเย่ือหุ้มเมล็ดกาแฟ 

1.1 การสกดัเยือ่หุม้เมลด็กาแฟโดยใชต้วัท าละลายน ้า 

ตารางท่ี 17: แสดงเปอร์เซ็นตข์องสารสกดัแหง้ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 

สภาวะ คร้ังท่ี 
น ้าหนกั 
ตวัอยา่ง 

น ้าหนกั 
จานเพาะเช้ือ 

(ก่อน) 

น ้าหนกั 
จานเพาะเช้ือ 

(หลงั) 

น ้าหนกัสาร 
หลงัอบ 

สารสกดั
แห้ง (%) 

ค่าเฉล่ียสารสกดั
แห้ง±SD 

30°C 
30 นาที 

1 10.02 44.1021 45.1094 1.0073 10.05 
10.16±0.09 2 10.02 46.2406 47.2614 1.0208 10.19 

3 10.01 44.7979 45.8218 1.0239 10.23 

30°C 
60 นาที 

1 10.01 40.7203 41.7832 1.0629 10.62 
10.51±0.28 2 10.03 43.088 44.1618 1.0738 10.71 

3 10.04 43.6539 44.6771 1.0232 10.19 

40°C 
30 นาที 

1 10.04 46.5155 47.6138 1.0983 10.94 
10.52±0.57 2 10.03 46.9025 47.9804 1.0779 10.75 

3 10.02 41.7809 42.7704 0.9895 9.88 

40°C 
60 นาที 

1 10.01 46.2412 47.2956 1.0544 10.53 
10.60±0.07 2 10.03 43.5236 44.5855 1.0619 10.59 

3 10.03 43.5246 44.5945 1.0699 10.67 

50°C 
30 นาที 

1 10.01 42.4377 43.4713 1.0336 10.33 
10.96±0.56 2 10.02 43.5244 44.6442 1.1198 11.18 

3 10.03 46.9019 48.0437 1.1418 11.38 

50°C 
60 นาที 

1 10.03 47.3591 48.309 0.9499 9.47 
10.33±0.76 2 10.03 41.4163 42.4783 1.062 10.59 

3 10.03 44.0847 45.1814 1.0967 10.93 

60°C 
30 นาที 

1 10.06 43.7054 44.7748 1.0694 10.63 
10.75±0.11 2 10.03 46.2685 47.3503 1.0818 10.79 

3 10.04 41.7609 42.8487 1.0878 10.83 

60°C 
60 นาที 

1 10.04 43.7048 44.7893 1.0845 10.80 
10.97±0.22 2 10.05 46.2677 47.3623 1.0946 10.89 

3 10.03 44.4809 45.6061 1.1252 11.22 
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1.2 การสกดัเยือ่หุม้เมลด็กาแฟโดยใชต้วัท าละลาย 50% เอทานอล 

ตารางท่ี 18: แสดงเปอร์เซ็นตข์องสารสกดัแหง้ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 

สภาวะ คร้ังท่ี 
น ้าหนกั 
ตวัอยา่ง 

น ้าหนกั 
จานเพาะเช้ือ 

(ก่อน) 

น ้าหนกั 
จานเพาะเช้ือ 

(หลงั) 

น ้าหนกัสาร 
หลงัอบ 

สารสกดั
แห้ง (%) 

ค่าเฉล่ียสารสกดั
แห้ง±SD 

30°C 
30 นาที 

1 10.02 45.9177 46.7046 0.7869 7.85 

7.59±0.23 2 10.05 43.9686 44.7169 0.7483 7.45 

3 10.04 38.9893 39.7394 0.7501 7.47 

30°C 
60 นาที 

1 10.04 44.4973 45.2622 0.7649 7.62 

7.79±0.21 2 10.05 43.571 44.3472 0.7762 7.72 

3 10.05 43.5483 44.3543 0.806 8.02 

40°C 
30 นาที 

1 10.02 40.7202 41.5482 0.828 8.26 

8.10±0.19 2 10.02 45.7061 46.4961 0.79 7.88 

3 10.04 56.3619 57.1797 0.8178 8.15 

40°C 
60 นาที 

1 10.05 43.5235 44.3632 0.8397 8.36 

8.12±0.20 2 10.03 46.267 47.0687 0.8017 7.99 

3 10.03 43.0876 43.8914 0.8038 8.01 

50°C 
30 นาที 

1 10.02 41.8333 42.7021 0.8688 8.67 

8.60±0.14 2 10.06 37.5406 38.4152 0.8746 8.69 

3 10.05 47.3586 48.2072 0.8486 8.44 

50°C 
60 นาที 

1 10.02 40.3115 41.1666 0.8551 8.53 

8.50±0.13 2 10.01 43.6535 44.5158 0.8623 8.61 

3 10 41.7805 42.617 0.8365 8.36 

60°C 
30 นาที 

1 10.04 38.9897 39.8494 0.8597 8.56 

8.55±0.01 2 10.02 43.9679 44.8237 0.8558 8.54 

3 10.03 44.7469 45.604 0.8571 8.55 

60°C 
60 นาที 

1 10.01 41.4164 42.2892 0.8728 8.72 

8.74±0.03 2 10.04 42.9714 43.8469 0.8755 8.72 

3 10.02 47.5027 48.3824 0.8797 8.78 
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1.3 การสกดัเยือ่หุม้เมลด็กาแฟโดยใชต้วัท าละลาย 100% เอทานอล 

ตารางท่ี 19: แสดงเปอร์เซ็นตข์องสารสกดัแหง้ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 

สภาวะ คร้ังท่ี 
น ้าหนกั 
ตวัอยา่ง 

น ้าหนกั 
จานเพาะเช้ือ 

(ก่อน) 

น ้าหนกั 
จานเพาะเช้ือ 

(หลงั) 

น ้าหนกัสาร 
หลงัอบ 

สารสกดั
แห้ง (%) 

ค่าเฉล่ียสารสกดั
แห้ง±SD 

30°C 
30 นาที 

1 10.02 43.3697 43.9576 0.5879 5.87 
5.89±0.03 2 10.03 43.5236 44.1173 0.5937 5.92 

3 10.03 46.5142 47.1039 0.5897 5.88 

30°C 
60 นาที 

1 10.02 43.6637 44.2964 0.6327 6.31 
6.11±0.19 2 10.03 44.1020 44.6983 0.5963 5.95 

3 10.04 44.0838 44.6924 0.6086 6.06 

40°C 
30 นาที 

1 10.06 46.9019 47.5512 0.6493 6.45 
6.60±0.24 2 10.04 43.6646 44.3137 0.6491 6.47 

3 10.06 46.9011 47.5925 0.6914 6.87 

40°C 
60 นาที 

1 10.04 43.7042 44.3717 0.6675 6.65 
6.60±0.07 2 10.04 43.5235 44.1787 0.6552 6.53 

3 10.04 43.7416 44.4073 0.6657 6.63 

50°C 
30 นาที 

1 10.04 44.7043 45.3942 0.6899 6.87 
6.68±0.18 2 10.02 44.4500 45.1174 0.6674 6.66 

3 10.04 46.2671 46.9206 0.6535 6.51 

50°C 
60 นาที 

1 10.03 46.9012 47.5787 0.6775 6.75 
6.75±0.16 2 10.05 43.7403 44.4345 0.6942 6.91 

3 10.03 43.7041 44.3643 0.6602 6.58 

60°C 
30 นาที 

1 10.03 43.7048 44.3796 0.6748 6.73 
6.78±0.26 2 10.05 43.5240 44.2337 0.7097 7.06 

3 10.02 44.4504 45.1069 0.6565 6.55 

60°C 
60 นาที 

1 10.05 43.7413 44.4590 0.7177 7.14 
7.05±0.08 2 10.05 43.3697 44.0708 0.7011 6.98 

3 10.02 46.2676 46.9717 0.7041 7.03 
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ส่วนท่ี 2 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดัจากเย่ือหุ้มเมลด็กาแฟ 

2.1 การหาปริมาณสารฟีนอลิก 

2.1.1 การท ากราฟมาตรฐานโดยใชก้รดแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน 

โดยขั้นตอนการเตรียมสารมาตรฐานกรดแกลลิกอยูใ่นหวัขอ้ท่ี 3.6.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

ตารางท่ี 20: ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิก 

ความเขม้ขน้ 
(mg/ml). 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765 nm ค่าเฉล่ีย 
Abs. 1 2 3 4 5 

0.625 2.8980 2.8440 3.0030 2.9290 2.8330 2.9014 
0.3125 1.5870 1.6250 1.6070 1.6430 1.6360 1.6196 
0.15625 0.8670 0.8830 0.8590 0.8620 0.8620 0.8666 

0.078125 0.4690 0.4880 0.4640 0.4800 0.4710 0.4744 
0.039063 0.2540 0.2520 0.2570 0.2590 0.2610 0.2566 
0.019531 0.1700 0.1640 0.1700 0.1720 0.1650 0.1682 
0.009766 0.1170 0.1160 0.1160 0.1110 0.1060 0.1132 
0.004883 0.0840 0.0860 0.0890 0.0880 0.0830 0.0860 

 

 

รูปท่ี 18: กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิก 
 

y = 4.5785x + 0.0982
R² = 0.9974
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2.1.2 การค านวณปริมาณสารฟีนอลิกจากกราฟมาตรฐาน 

 จากตารางท่ี 20 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดแกลลิก และรูปท่ี 18 คือ

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสง และความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน

กรดแกลลิก  

ส าหรับสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ และเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ าท่ี

ไม่ทราบปริมาณสารฟีนอลิกสามารถน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 nm และ

ค านวณผ่านสมการเชิงเส้นของกราฟความเข้มข้นสารมาตรฐานกรดแกลลิก เพื่อค านวณกลบัเป็น

ความเขม้ขน้ของสารฟีนอลิกเทียบเท่ากบักรดแกลลิก แลว้จึงท าการเฉล่ียค่าความเขม้ขน้ของสาร 

ฟีนอลิกเทียบเท่ากบักรดแกลลิกดงัแสดงในตารางท่ี 21-23 

สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน: y = 4.5785x + 0.0982 

 หลงัจากนั้นน าค่าเฉล่ียความเขม้ขน้ของสารฟีนอลิกเทียบเท่ากบักรดแกลลิก มาค านวณหา

ปริมาณสารฟีนอลิกเทียบเท่ากบักรดแกลลิก โดยการหารดว้ยน ้ าหนกัสารตวัอยา่งเร่ิมตน้คือ 0.01 g

จะไดป้ริมาณของสารฟีนอลิกเทียบเท่ากบักรดแกลลิกต่อ 1 กรัมสารสกดัแหง้ดงัแสดงในตารางท่ี 24 
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2.2 การหาปริมาณสารคาเฟอีนดว้ยเทคนิค HPLC 

2.2.1 การท ากราฟมาตรฐานโดยใชส้ารคาเฟอีนเป็นสารมาตรฐาน 

โดยขั้นตอนการเตรียมสารมาตรฐานคาเฟอีนอยูใ่นหวัขอ้ท่ี 3.11.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

ตารางท่ี 25: แสดงค่ากราฟมาตรฐานของคาเฟอีนจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 

ความเขม้ขน้ 
(mg/ml) 

พ้ืนท่ีใตก้ราฟ Retention time 

1 19497656 21.292 
0.5 9968791 21.348 

0.25 5095014 21.394 
0.125 2603185 21.435 
0.0625 1322572 21.467 
0.03125 664180 21.478 

0.015625 349311 21.467 

 

 

รูปท่ี 19: กราฟมาตรฐานคาเฟอีนจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 
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2.2.2 การค านวณปริมาณสารคาเฟอีนจากกราฟมาตรฐาน 

 จากตารางท่ี 25 แสดงค่ากราฟมาตรฐานของคาเฟอีนจากการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC 

และรูปท่ี 19 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างพื้นท่ีใตก้ราฟ (AUC) และความเขม้ขน้

ของสารมาตรฐานคาเฟอีน  

ส าหรับสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟ และเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ าท่ี

ไม่ทราบปริมาณสารคาเฟอีนสามารถน าไปวิเคราะห์ปริมาณสารคาเฟอีนโดยการฉีดสารละลายเขา้

สู่เคร่ือง HPLC ท าการตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 272 nm และค านวณผ่านสมการเชิงเส้นของกราฟ

ความเขม้ขน้สารมาตรฐานคาเฟอีน เพื่อค านวณกลบัเป็นความเขม้ขน้ของสารคาเฟอีน ค านวณหา

ปริมาณสารคาเฟอีนในสารตวัอย่างโดยการหารด้วยน ้ าหนักสารตวัอย่างเร่ิมตน้คือ 0.01 g จะได้

ปริมาณของสารคาเฟอีนต่อ 1 กรัมสารสกดัแหง้ ดงัแสดงในตารางท่ี 26-28 และในส่วนของตารางท่ี 

29 แสดงค่าเฉล่ียปริมาณสารคาเฟอีนของสารตวัอยา่งจากการทดลองทั้ง 3 คร้ัง 

สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน: y = 2×107x + 154813 

ตารางท่ี 26: แสดงการวิเคราะห์ปริมาณสารคาเฟอีนในสารตวัอยา่งคร้ังท่ี 1 

สารตวัอยา่ง 
Retention 

time 
พ้ืนท่ีใต้
กราฟ 

น ้าหนกั
สาร(g/ml) 

ความเขม้ขน้
คาเฟอีน 
(mg/ml) 

ปริมาณ
คาเฟอีน 

(mg/g extract) 

ค่าเฉล่ียปริมาณ
คาเฟอีน 

 (mg/g extract) 
water 21.364 9420418 0.0105 0.4772 45.4523 

42.5298 water 21.343 7920607 0.0108 0.4000 37.0368 
water 21.321 9523813 0.0107 0.4826 45.1004 

50% เอทานอล 21.315 10928379 0.0104 0.5549 53.3577 
58.7049 50% เอทานอล 21.297 9470363 0.0107 0.4798 44.8431 

50% เอทานอล 21.242 15735267 0.0103 0.8025 77.9138 
100% เอทานอล 21.255 12172725 0.0109 0.6190 56.7902 

59.1091 100% เอทานอล 21.250 12046013 0.0102 0.6125 60.0478 
100% เอทานอล 21.249 12250892 0.0103 0.6230 60.4893 
Roasted coffee 21.299 1527037 0.0105 0.0707 6.7314 

7.1530 Roasted coffee 21.289 1703070 0.0102 0.0797 7.8183 
Roasted coffee 21.282 1603497 0.0108 0.0746 6.9091 
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ตารางท่ี 27: แสดงการวิเคราะห์ปริมาณสารคาเฟอีนในสารตวัอยา่งคร้ังท่ี 2 

สารตวัอยา่ง 
Retention 

time 
พ้ืนท่ีใต้
กราฟ 

น ้าหนกัสาร
(g/ml) 

ความเขม้ขน้
คาเฟอีน 
(mg/ml) 

ปริมาณ
คาเฟอีน 

(mg/g extract) 

ค่าเฉล่ียปริมาณ
คาเฟอีน 

(mg/g extract) 
water 21.185 9892535 0.0101 0.5016 0.5016 

48.5491 water 21.211 9034791 0.0102 0.4574 0.4574 
water 21.189 10580974 0.0105 0.5370 0.5370 

50% เอทานอล 21.185 15015765 0.0106 0.7655 0.7655 
68.1481 50% เอทานอล 21.146 12063890 0.0101 0.6134 0.6134 

50% เอทานอล 21.157 14730036 0.0105 0.7507 0.7507 
100% เอทานอล 21.152 12413587 0.0103 0.6314 0.6314 

58.9167 100% เอทานอล 21.151 11930578 0.0105 0.6065 0.6065 
100% เอทานอล 21.164 11577413 0.0102 0.5884 0.5884 
Roasted coffee 21.234 1730886 0.0108 0.0812 0.0812 

7.5054 Roasted coffee 21.226 1751191 0.0107 0.0822 0.0822 
Roasted coffee 21.225 1688575 0.0108 0.0790 0.0790 

ตารางท่ี 28: แสดงการวิเคราะห์ปริมาณสารคาเฟอีนในสารตวัอยา่งคร้ังท่ี 3 

สารตวัอยา่ง 
Retention 

time 
พ้ืนท่ีใต้
กราฟ 

น ้าหนกัสาร
(g/ml) 

ความเขม้ขน้
คาเฟอีน 
(mg/ml) 

ปริมาณ
คาเฟอีน 

(mg/g extract) 

ค่าเฉล่ียปริมาณ
คาเฟอีน 

(mg/g extract) 
water 21.164 8766969 0.0106 0.4436 0.4436 

60.4749 water 21.226 13481082 0.0105 0.6864 0.6864 
water 21.23 15137629 0.0104 0.7717 0.7717 

50% เอทานอล 21.21 12098491 0.0109 0.6152 0.6152 
60.5438 50% เอทานอล 21.21 11748241 0.0101 0.5971 0.5971 

50% เอทานอล 21.215 13623058 0.0105 0.6937 0.6937 
100% เอทานอล 21.238 11910432 0.0102 0.6055 0.6055 

60.1200 100% เอทานอล 21.243 14742653 0.0103 0.7514 0.7514 
100% เอทานอล 21.256 9949333 0.0105 0.5045 0.5045 
Roasted coffee 21.312 1666238 0.0109 0.0778 0.0778 

7.7205 Roasted coffee 21.297 1714934 0.0104 0.0804 0.0804 
Roasted coffee 21.302 1813096 0.0103 0.0854 0.0854 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 55 

ตารางท่ี 29: แสดงค่าเฉล่ียปริมาณสารคาเฟอีนของสารตวัอยา่งทั้ง 3 คร้ัง 

สารตวัอยา่ง 
ปริมาณคาเฟอีน 
(mg/g extract) 

ค่าเฉล่ียปริมาณ
คาเฟอีน 

(mg/g extract) 

ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

Water (คร้ังท่ี 1) 42.5298  
50.52  9.13 

 
Water (คร้ังท่ี 2) 48.5491 
Water (คร้ังท่ี 3) 60.4749 

50% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 58.7049  
62.47  5.01 

 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 68.1481 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 60.5438 

100% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 59.1091  
59.38  0.65 

 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 58.9167 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 60.1200 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 1) 7.1530  

7.46 0.29 
 

Roasted coffee (คร้ังท่ี 2) 7.5054 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 3) 7.7205 
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2.3 การหาปริมาณกรดคลอโรจีนิกดว้ยเทคนิค HPLC 

2.3.1 การท ากราฟมาตรฐานโดยใชก้รดคลอโรจีนิกเป็นสารมาตรฐาน 

โดยขั้นตอนการเตรียมสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก (CGA) อยูใ่นหวัขอ้ท่ี 3.11.1 การเตรียมสาร

มาตรฐาน 

ตารางท่ี 30: แสดงค่ากราฟมาตรฐานของกรดคลอโรจีนิกจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC  

ความเขม้ขน้ 
(mg/ml) 

พ้ืนท่ีใตก้ราฟ Retention time 

1 51327455 21.909 
0.5 14770219 23.681 
0.25 5491192 21.095 
0.125 2619154 20.223 

0.0625 957939 20.248 
0.03125 422053 20.406 
0.015625 119426 20.184 
0.007813 45971 20.187 

 

 

รูปท่ี 20: กราฟมาตรฐานกรดคลอโรจีนิกจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 

 

  

y = 2E+07x - 114697
R² = 0.9964
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2.2.2 การค านวณปริมาณกรดคลอโรจีนิกจากกราฟมาตรฐาน 

 จากตารางท่ี 30 แสดงค่ากราฟมาตรฐานของกรดคลอโรจีนิกจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง 

HPLC และรูปท่ี 20 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างพื้นท่ีใตก้ราฟ (AUC) และความ

เขม้ขน้ของสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก (CGA) ส าหรับสารสกดัจากเยือ่หุ้มเมล็ดกาแฟ และเมล็ด

กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ าท่ีไม่ทราบปริมาณกรดคลอโรจีนิกสามารถน าไปวิเคราะห์

ปริมาณกรดคลอโรจีนิกโดยการฉีดสารละลายเขา้สู่เคร่ือง HPLC ท าการตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 

330 nm และค านวณผ่านสมการเชิงเส้นของกราฟความเขม้ขน้สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก เพื่อ

ค านวณกลับเป็นความเข้มข้นของกรดคลอโรจีนิก ค านวณหาปริมาณกรดคลอโรจีนิกในสาร

ตวัอย่างโดยการหารดว้ยน ้ าหนกัสารตวัอย่างเร่ิมตน้คือ 0.01 g จะไดป้ริมาณของกรดคลอโรจีนิกต่อ 

1 กรัมสารสกดัแห้ง ดงัแสดงในตารางท่ี 31-33 และในส่วนของตารางท่ี 34 แสดงค่าเฉล่ียปริมาณ

กรดคลอโรจีนิกของสารตวัอยา่งจากการทดลองทั้ง 3 คร้ัง 

สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน: y = 2×107x + 114697 

2.2.3 การค านวณปริมาณกรดคลอโรจีนิกจากสารตวัอยา่ง 

โดยขั้นตอนการวิเคราะห์ปริมาณกรดคลอโรจีนิกอยูใ่นหัวขอ้ท่ี 3.11.3 

ตารางท่ี 31: แสดงการวิเคราะห์ปริมาณกรดคลอโรจีนิกในสารตวัอยา่งคร้ังท่ี 1 

สารตวัอยา่ง 
Retention 

time 
พ้ืนท่ีใต้
กราฟ 

น ้าหนกัสาร
(g/ml) 

ความเขม้ขน้ 
CGA  

(mg/ml) 

ปริมาณ CGA 
(mg/g extract) 

ค่าเฉลี่ยปริมาณ 
CGA 

(mg/g extract) 
water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

N.D. water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

50% เอทานอล 20.570 186563 0.0104 0.0176 1.6938 
1.8166 50% เอทานอล 20.536 158585 0.0107 0.0160 1.4934 

50% เอทานอล 20.498 283872 0.0103 0.0233 2.2626 
100% เอทานอล 20.493 68898 0.0109 0.0107 0.9849 

1.0444 100% เอทานอล 20.484 73565 0.0102 0.0110 1.0792 
100% เอทานอล 20.475 73625 0.0103 0.0110 1.0691 
Roasted coffee 20.452 125543 0.0105 0.0140 1.3378 

1.3346 Roasted coffee 20.438 126492 0.0102 0.0141 1.3826 
Roasted coffee 20.431 122323 0.0108 0.0139 1.2832 

หมายเหตุ N.D. = ไม่สามารถตรวจพบได ้
 CGA = กรดคลอโรจีนิก  
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ตารางท่ี 32: แสดงการวิเคราะห์ปริมาณกรดคลอโรจีนิกในสารตวัอยา่งคร้ังท่ี 2 

สารตวัอยา่ง 
Retention 

time 
พ้ืนท่ีใต้
กราฟ 

น ้าหนกัสาร
(g/ml) 

ความเขม้ขน้ 
CGA  

(mg/ml) 

ปริมาณ CGA 
(mg/g extract) 

ค่าเฉลี่ยปริมาณ 
CGA 

(mg/g extract) 
water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

N.D. water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

50% เอทานอล 20.429 276782 0.0106 0.0229 2.1595 
2.0565 50% เอทานอล 20.355 211262 0.0101 0.0191 1.8871 

50% เอทานอล 20.396 266506 0.0105 0.0223 2.1228 
100% เอทานอล 20.381 95836 0.0103 0.0123 1.1952 

1.1084 100% เอทานอล 20.382 73008 0.0105 0.0110 1.0453 
100% เอทานอล 20.391 74535 0.0102 0.0111 1.0848 
Roasted coffee 20.410 138574 0.0108 0.0148 1.3712 

1.3716 Roasted coffee 20.400 139415 0.0107 0.0149 1.3886 
Roasted coffee 20.401 135585 0.0108 0.0146 1.3550 

หมายเหตุ N.D. = ไม่สามารถตรวจพบได ้
 CGA = กรดคลอโรจีนิก 

ตารางท่ี 33: แสดงการวิเคราะห์ปริมาณกรดคลอโรจีนิกในสารตวัอยา่งคร้ังท่ี 3 

สารตวัอยา่ง 
Retention 

time 
พ้ืนท่ีใต้
กราฟ 

น ้าหนกัสาร
(g/ml) 

ความเขม้ขน้ 
CGA  

(mg/ml) 

ปริมาณ CGA 
(mg/g extract) 

ค่าเฉล่ียปริมาณ 
CGA 

(mg/g extract) 
water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

N.D. water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
water N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

50% เอทานอล 20.440 212873 0.0109 0.0192 1.7572 
1.8797 50% เอทานอล 20.444 206178 0.0101 0.0188 1.8576 

50% เอทานอล 20.461 248802 0.0105 0.0213 2.0242 
100% เอทานอล 20.477 77958 0.0102 0.0113 1.1044 

1.0690 100% เอทานอล 20.489 79237 0.0103 0.0113 1.1009 
100% เอทานอล 20.501 65163 0.0105 0.0105 1.0016 
Roasted coffee 20.493 132440 0.0109 0.0145 1.3257 

1.3717 Roasted coffee 20.475 133092 0.0104 0.0145 1.3931 
Roasted coffee 20.490 131248 0.0103 0.0144 1.3962 

หมายเหตุ N.D. = ไม่สามารถตรวจพบได ้
 CGA = กรดคลอโรจีนิก  
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ตาราง 34: แสดงค่าเฉล่ียปริมาณกรดคลอโรจีนิกของสารตวัอยา่งทั้ง 3 คร้ัง 

สารตวัอยา่ง 
ปริมาณกรด 
คลอโรจีนิก 

(mg/g extract) 

ค่าเฉล่ียปริมาณกรด
คลอโรจีนิก 

(mg/g extract) 

ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

Water (คร้ังท่ี 1) N.D.  
N.D. 

 
N.D. Water (คร้ังท่ี 2) N.D. 

Water (คร้ังท่ี 3) N.D. 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 1.8166 

1.92 
 

0.12 
 

50% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 2.0565 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 1.8797 

100% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 1.0444 
1.07 

 
0.03 

 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 1.1084 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 1.0690 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 1) 1.3346 

1.36 
 

0.02 
 

Roasted coffee (คร้ังท่ี 2) 1.3716 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 3) 1.3717 
หมายเหตุ N.D. = ไม่สามารถตรวจพบได ้
 CGA = กรดคลอโรจีนิก 
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ส่วนท่ี 3 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกดัจากเย่ือหุ้มเมลด็กาแฟ 

3.1 การหาปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่าโทรลอกซ์ และกรดคลอโรจีนิก 

3.1.1 การท ากราฟมาตรฐานโดยใชโ้ทรลอกซ์เป็นสารมาตรฐาน 

ขั้นตอนการเตรียมสารมาตรฐานโทรลอกซ์ อยู่ในหัวขอ้ท่ี 3.4.1 การเตรียมสารมาตรฐาน หลงัจาก

นั้นท ากราฟมาตรฐานระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH กบั ความเขม้ขน้ของสาร

มาตรฐานโทรลอกซ์ ดงัแสดงในตารางท่ี 35 และรูปท่ี 21 

การค านวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระคือ 

% การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ = 
Abs.control-Abs.control

Abs.control
 × 100 

ตารางท่ี 35: แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานโทรลอกซ์ 

โทรลอกซ์ 
(mg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 510 nm ค่าเฉล่ีย 
Abs. 

% การยบัย ั้ง
อนุมูลอิสระ 1 2 3 4 5 

Control 0.43 0.431 0.436 0.452 0.446 0.4390 - 
2.5 0.06 0.064 0.06 0.064 0.069 0.0634 85.56 

1.25 0.075 0.061 0.064 0.063 0.063 0.0652 85.15 
0.625 0.063 0.065 0.064 0.064 0.066 0.0644 85.33 
0.3125 0.068 0.071 0.066 0.069 0.068 0.0684 84.42 
0.15625 0.067 0.068 0.069 0.066 0.07 0.0680 84.51 

0.078125 0.07 0.069 0.067 0.067 0.077 0.0700 84.05 
0.0390625 0.176 0.156 0.145 0.167 0.163 0.1614 63.23 
0.01953125 0.274 0.268 0.268 0.261 0.259 0.2660 39.41 
0.009765625 0.319 0.333 0.334 0.334 0.339 0.3318 24.42 
0.004882813 0.373 0.367 0.372 0.364 0.374 0.3700 15.72 
0.002441406 0.407 0.389 0.387 0.385 0.387 0.3910 10.93 
0.001220703 0.393 0.407 0.401 0.393 0.391 0.3970 9.57 
0.000610352 0.4 0.409 0.407 0.404 0.404 0.4048 7.79 
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รูปท่ี 21: กราฟมาตรฐานโทรลอกซ์ 
 

3.1.2 การท ากราฟมาตรฐานโดยใชก้รดคลอโรจีนิกเป็นสารมาตรฐาน 

ขั้นตอนการเตรียมสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก อยู่ในหัวข้อท่ี 3.4.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

หลงัจากนั้นท ากราฟมาตรฐานระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH กบั ความเขม้ขน้

ของสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก ดงัแสดงในตารางท่ี 36 และรูปท่ี 22 

ตารางท่ี 36: แสดงค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 

กรดคลอโรจี
นิก (mg/ml) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 510 nm ค่าเฉล่ีย 
Abs. 

% การยบัย ั้ง
อนุมูลอิสระ 1 2 3 4 5 

Control 0.382 0.426 0.433 0.429 0.433 0.4206 - 
0.1250 0.0760 0.0770 0.0810 0.0800 0.0860 0.0800 81.78 
0.0625 0.0980 0.0950 0.0980 0.0900 0.0840 0.0930 78.82 
0.0313 0.2310 0.2180 0.2370 0.2070 0.2180 0.2222 49.38 
0.0156 0.3120 0.3070 0.2990 0.3140 0.3060 0.3076 29.93 
0.0078 0.3570 0.3590 0.3620 0.3570 0.3520 0.3574 18.59 
0.0039 0.3660 0.3960 0.3920 0.3920 0.3720 0.3836 12.62 
0.0020 0.3990 0.4060 0.3930 0.4090 0.4120 0.4038 8.02 

  

y = 1448.8x + 8.3958
R² = 0.9929
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รูปท่ี 22: กราฟมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 
 

3.1.3 การค านวณปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระจากกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์ 

 จากรูปท่ี 21 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 

DPPH และความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานโทรลอกซ์ ส าหรับสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ และ

เมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ าท่ีไม่ทราบปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสามารถน าไป

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 nm ดงัแสดงในตารางท่ี 37-39 และค านวณผ่านสมการ

เชิงเส้นของกราฟความเขม้ขน้สารมาตรฐานโทรลอกซ์เพื่อค านวณกลบัเป็นความเขม้ขน้ของตา้น

อนุมูลอิสระเทียบเท่ากบัสารมาตรฐานโทรลอกซ์ หลงัจากนั้นค านวณความเขม้ขน้ยอ้นกลบัคือ คูณ

ดว้ยค่าอตัราส่วนเจือจาง (Dilution factor; DF) เท่ากบั 50 แลว้หารดว้ยน ้ าหนักสารตวัอย่างเร่ิมตน้

คือ 0.02 g เพื่อแสดงผลในหน่วยมิลลิกรัมโทรลอกซ์ต่อ 1 กรัมสารสกดัแหง้ดงัแสดงในตารางท่ี 40 

สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานโทรลอกซ์: y = 1448.8x + 8.3958 
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3.1.4 การค านวณปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระจากกราฟมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 

 จากรูปท่ี 22 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 

DPPH และความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก ส าหรับสารสกดัจากเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟ 

และเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ าท่ีไม่ทราบปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระสามารถ

น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 nm ดังแสดงในตารางท่ี 37-39 และค านวณผ่าน

สมการเชิงเส้นของกราฟความเข้มขน้สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิกเพื่อค านวณกลับเป็นความ

เขม้ขน้ของตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่ากบัสารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก หลงัจากนั้นค านวณความ

เข้มข้นย้อนกลับคือ คูณด้วยค่าอัตราส่วนเจือจาง (Dilution factor; DF) เท่ากับ 50 แล้วหารด้วย

น ้ าหนกัสารตวัอย่างเร่ิมตน้คือ 0.02 g เพื่อแสดงผลในหน่วยมิลลิกรัมกรดคลอโรจีนิกต่อ 1 กรัมสาร

สกดัแหง้ดงัแสดงในตารางท่ี 41 

สมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก: y = 1155x + 9.2055 

ตารางท่ี 37: ค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งท่ีความยาวคล่ืน 510 nm คร้ังท่ี 1 

  
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 510 nm ค่าเฉล่ีย

Abs. 
% การ
ยบัย ั้ง 

ค่าเฉล่ีย % 
การยบัย ั้ง 1 2 3 4 5 

Control (H2O) 0.4370 0.4080 0.4250 0.4260 0.4340 0.4260   
Water 0.3340 0.3700 0.3520 0.3540 0.3420 0.3504 17.75 

15.23 Water 0.3630 0.3590 0.3610 0.3660 0.3620 0.3622 14.98 
Water 0.3790 0.3720 0.3770 0.3620 0.3640 0.3708 12.96 

Control 
(50% เอทานอล) 

0.4190 0.4160 0.4180 0.4260 0.4160 0.4190   

50% เอทานอล 0.3470 0.3370 0.3260 0.3350 0.3140 0.3318 20.81 
22.32 50% เอทานอล 0.3280 0.3280 0.3170 0.3100 0.3170 0.3200 23.63 

50% เอทานอล 0.3310 0.3300 0.3130 0.3310 0.3180 0.3246 22.53 
Control  

(100%เอทานอล) 
0.4140 0.3960 0.4220 0.4130 0.4140 0.4118   

100% เอทานอล 0.1940 0.1870 0.1670 0.1700 0.1720 0.1780 56.78 
57.03 100% เอทานอล 0.1870 0.1760 0.1650 0.1700 0.1730 0.1742 57.70 

100% เอทานอล 0.1980 0.1820 0.1710 0.1590 0.1830 0.1786 56.63 
Roasted coffee 0.3610 0.3600 0.3640 0.3530 0.3570 0.3590 15.73 

13.69 Roasted coffee 0.3740 0.3670 0.3780 0.3790 0.3630 0.3722 12.63 
Roasted coffee 0.3790 0.3730 0.3730 0.3710 0.3630 0.3718 12.72 
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ตารางท่ี 38: ค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งท่ีความยาวคล่ืน 510 nm คร้ังท่ี 2 

  
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 510 nm ค่าเฉล่ีย

Abs. 
% การ
ยบัย ั้ง 

ค่าเฉล่ีย % 
การยบัย ั้ง 1 2 3 4 5 

Control (H2O) 0.4310 0.4280 0.4210 0.4280 0.4220 0.4260   
Water 0.3610 0.3530 0.3540 0.3490 0.3450 0.3524 17.28 

15.45 Water 0.3690 0.3670 0.3700 0.3560 0.3600 0.3644 14.46 
Water 0.3670 0.3610 0.3630 0.3640 0.3640 0.3638 14.60 

Control 
(50% เอทานอล) 

0.4280 0.4210 0.4300 0.4290 0.4250 0.4266   

50% เอทานอล 0.3550 0.3300 0.3350 0.3310 0.3320 0.3366 21.10 
21.57 50% เอทานอล 0.3370 0.3420 0.3380 0.3420 0.3380 0.3394 20.44 

50% เอทานอล 0.3330 0.3270 0.3270 0.3200 0.3320 0.3278 23.16 
Control  

(100%เอทานอล) 
0.4190 0.4260 0.4100 0.4230 0.4150 0.4186   

100% เอทานอล 0.1970 0.2020 0.1890 0.1870 0.1880 0.1926 53.23 
52.45 100% เอทานอล 0.2190 0.1860 0.1860 0.1840 0.1870 0.1924 53.28 

100% เอทานอล 0.2240 0.1960 0.1970 0.2050 0.1900 0.2024 50.85 
Roasted coffee 0.3620 0.3530 0.3590 0.3590 0.3420 0.3550 16.67 

16.60 Roasted coffee 0.3510 0.3520 0.3610 0.3480 0.3510 0.3526 17.23 
Roasted coffee 0.3690 0.3570 0.3680 0.3510 0.3460 0.3582 15.92 
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ตารางท่ี 39: ค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งท่ีความยาวคล่ืน 510 nm คร้ังท่ี 3 

  
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 510 nm ค่าเฉล่ีย

Abs. 
% การ
ยบัย ั้ง 

ค่าเฉล่ีย % 
การยบัย ั้ง 1 2 3 4 5 

Control (H2O) 0.4190 0.4180 0.4200 0.4180 0.4200 0.4190   
Water 0.3410 0.3660 0.3680 0.3810 0.3710 0.3654 14.23 

14.71 Water 0.3650 0.3690 0.3710 0.3740 0.3630 0.3684 13.52 
Water 0.3650 0.3500 0.3550 0.3530 0.3580 0.3562 16.38 

Control 
(50% เอทานอล) 

0.4320 0.4180 0.4230 0.4280 0.4260 0.4254   

50% เอทานอล 0.3440 0.3370 0.3400 0.3280 0.3340 0.3366 21.10 
21.19 50% เอทานอล 0.3350 0.3330 0.3240 0.3260 0.3290 0.3294 22.78 

50% เอทานอล 0.3430 0.3450 0.3360 0.3410 0.3480 0.3426 19.69 
Control  

(100%เอทานอล) 
0.4220 0.4330 0.4300 0.4390 0.4130 0.4274   

100% เอทานอล 0.1540 0.1610 0.1320 0.1350 0.1680 0.1500 63.57 
64.71 100% เอทานอล 0.1520 0.1350 0.1350 0.1360 0.1400 0.1396 66.10 

100% เอทานอล 0.1570 0.1390 0.1470 0.1450 0.1440 0.1464 64.45 
Roasted coffee 0.3610 0.3390 0.3560 0.3600 0.3570 0.3546 16.76 

15.95 Roasted coffee 0.3700 0.3700 0.3540 0.3620 0.3470 0.3606 15.35 
Roasted coffee 0.3690 0.3580 0.3590 0.3490 0.3600 0.3590 15.73 
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ตารางท่ี 40: แสดงค่าเฉล่ียปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่าโทรลอกซ์ของสารตวัอย่างทั้ง 3 คร้ัง 

สารตวัอยา่ง 
% การ
ยบัย ั้ง 

ความ
เขม้ขน้โทร
ลอกซ์ 

(mg/ml) 

ปริมาณสาร
โทรลอกซ์  

(mg TE/g สาร
สกดัแห้ง) 

ปริมาณสาร 
โทรลอกซ์  

(mg TE/g สาร
สกดัแห้ง) 

ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 

Water (คร้ังท่ี 1) 15.23 0.0047 11.7929 
10.80 

 
2.05 

 
Water (คร้ังท่ี 2) 15.45 0.0049 12.1725 
Water (คร้ังท่ี 3) 13.29 0.0034 8.4453 

50% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 22.32 0.0096 24.0271 
22.82 

 
1.17 

 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 21.57 0.0091 22.7330 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 20.97 0.0087 21.6976 

100% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 57.03 0.0336 83.9215 
86.90 

 
11.31 

 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 53.23 0.0309 77.3644 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 66.00 0.0398 99.3998 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 1) 13.69 0.0037 9.1355 

11.30 
 

2.58 
 

Roasted coffee (คร้ังท่ี 2) 16.60 0.0057 14.1569 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 3) 14.54 0.0042 10.6022 

หมายเหตุ: TE = Trolox equivalent 
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ตารางท่ี 41:แสดงค่าเฉล่ียปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระเทียบเท่ากรดคลอโรจีนิกของสารตวัอยา่งทั้ง 
3 คร้ัง 

สารตวัอยา่ง 
% การ
ยบัย ั้ง 

ความ
เขม้ขน้กรด
คลอโรจีนิก 

(mg/ml) 

ปริมาณสารกรด
คลอโรจีนิก  
(mg CGA/g 
สารสกดัแห้ง) 

ปริมาณสาร 
กรดคลอโรจีนิก 
(mg CGA/g 
สารสกดัแห้ง) 

ส่วน
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 
 

Water (คร้ังท่ี 1) 15.23 0.0052 13.0400 
11.80 

 
2.57 

 
Water (คร้ังท่ี 2) 15.45 0.0054 13.5162 
Water (คร้ังท่ี 3) 13.29 0.0035 8.8409 

50% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 22.32 0.0114 28.3864 
26.87 

 
1.46 

 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 21.57 0.0107 26.7630 
50% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 20.97 0.0102 25.4643 

100% เอทานอล (คร้ังท่ี 1) 57.03 0.0414 103.5162 
107.25 

 
14.19 

 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 2) 53.23 0.0381 95.2911 
100% เอทานอล (คร้ังท่ี 3) 66.00 0.0492 122.9318 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 1) 13.69 0.0039 9.7067 

12.42 
 

3.24 
 

Roasted coffee (คร้ังท่ี 2) 16.60 0.0064 16.0054 
Roasted coffee (คร้ังท่ี 3) 14.54 0.0046 11.5465 

หมายเหตุ: CGA = กรดคลอโรจีนิก 
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3.2 การหาความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งในการยบัย ั้งอนมูลอิสระใหล้ดลงคร่ึง (IC50) 

3.2.1 การท ากราฟแสดงความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระของสารตวัอยา่ง 

ขั้นตอนการทดลอง อยู่ในหัวขอ้ท่ี 3.4.2 การตรวจวดัปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ หลงัจาก

นั้นท ากราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH กบั ความเขม้ขน้

ของสารตวัอยา่ง 

การค านวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระคือ 

% การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ = 
Abs.control-Abs.control

Abs.control
 × 100 

3.2.2 การหาค่า IC50 ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 

จากกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH กบั ความ

เขม้ขน้ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้าแสดงดว้ยตารางท่ี 42 และรูปท่ี 23 

สมการเส้นตรงของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า: y = 18.698x + 9.9343 

 ค านวณหาความเข้มข้นท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระให้ลดลงได้ 50% โดยการแทนค่า  

y = 50 ในสมการเส้นตรงของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้ า เพื่อหาความเขม้ขน้ของเยื่อหุ้มเมล็ด

กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้ า (x) โดยท่ี x แสดงความเขม้ขน้ของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้ าท่ีสามารถ

ยบัย ั้งอนุมูลอิสระลงคร่ึงนึง 

50 = 18.698x + 9.9343 

x = 2.15 mg/ml 
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ตารางท่ี 42: แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า และเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง
อนุมูลอิสระ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/ml) 

% การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 
ค่าเฉล่ีย 

1 2 3 
5 71.4894 63.4043 70.0426 68.3121 

2.5 58.9787 59.2553 49.5319 55.9220 
1.25 37.7872 37.2766 30.1277 35.0638 
0.625 23.5745 24.5106 16.8511 21.6454 
0.3125 17.0213 17.4468 9.7872 14.7518 
0.15625 9.7872 7.8298 3.8298 7.1489 

0.078125 4.3404 4.0851 2.2128 3.5461 
 

 

รูปท่ี 23: กราฟ IC50 ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 
 

3.2.3 การหาค่า IC50 ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 

จากกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH กบั ความ

เขม้ขน้ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอลแสดงดว้ยตารางท่ี 43 และรูปท่ี 24 

สมการเส้นตรงของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล: y = 39.912x + 8.8153 

y = 18.698x + 9.9343
R² = 0.9952
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 ค านวณหาความเข้มข้นท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระให้ลดลงได้ 50% โดยการแทนค่า  

y = 50 ในสมการเส้นตรงของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล เพื่อหาความเขม้ขน้ของ

เยือ่หุม้เมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล (x) โดยท่ี x แสดงความเขม้ขน้ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ี

สกดัดว้ย 50% เอทานอลท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระลงคร่ึงนึง 

50 = 39.912x + 8.8153 

x = 1.03 mg/ml 

ตารางท่ี 43: แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล และ
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/ml) 

% การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 
ค่าเฉล่ีย 

1 2 3 
5 57.8676 49.1831 64.1445 57.0651 

2.5 71.2812 69.9914 69.0456 70.1060 
1.25 56.4059 57.2657 57.9536 57.2084 
0.625 36.2855 38.9510 35.8556 37.0307 
0.3125 23.8177 22.6999 19.3465 21.9547 
0.15625 13.4136 10.7481 13.6715 12.6111 

0.078125 2.5795 9.2003 4.3852 5.3884 
 

 

รูปท่ี 24: กราฟ IC50 ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 50% เอทานอล 
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3.2.4 การหาค่า IC50 ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 

จากกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH กบั ความ

เขม้ขน้ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอลแสดงดว้ยตารางท่ี 44 และรูปท่ี 25 

สมการเส้นตรงของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล: y = 164.62x + 3.8921 

 ค านวณหาความเข้มข้นท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระให้ลดลงได้ 50% โดยการแทนค่า  

y = 50 ในสมการเส้นตรงของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกัดด้วย 100% เอทานอล เพื่อหาความเขม้ขน้

ของเยื่อหุ้มเมล็ดกาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล (x) โดยท่ี x แสดงความเขม้ขน้ของเยื่อหุ้มเมล็ด

กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล ท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระลงคร่ึงนึง 

50 = 164.62x + 3.8921 

x = 0.28 mg/ml 

ตารางท่ี 44: แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล และ
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/ml) 

% การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 
ค่าเฉล่ีย 

1 2 3 
2.5 78.9519 79.1237 79.4674 79.1810 

1.25 79.3814 80.0687 79.7251 79.7251 
0.625 74.1409 75.0000 74.0550 74.3986 
0.3125 55.6701 52.9210 53.5223 54.0378 
0.15625 31.5292 36.9416 30.1546 32.8751 

0.078125 16.6667 16.3230 15.2062 16.0653 
0.039063 7.6460 10.7388 8.7629 9.0493 
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รูปท่ี 25: กราฟ IC50 ของเยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 
 

3.2.5 การหาค่า IC50 ของเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า 

จากกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH กบั ความ

เขม้ขน้ของเมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้าแสดงดว้ยตารางท่ี 45 และรูปท่ี 26 

สมการเส้นตรงของเมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า: y = 25.131x + 5.5566 

 ค านวณหาความเข้มข้นท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระให้ลดลงได้ 50% โดยการแทนค่า  

y = 50 ในสมการเส้นตรงของเมล็ดกาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า เพื่อหาความเขม้ขน้ของ

เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้ า (x) โดยท่ี x แสดงความเขม้ขน้ของเมลด็กาแฟคัว่สาย

พนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้าท่ีสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระลงคร่ึงนึง 

50 = 25.131x + 5.5566 

x = 1.77 mg/ml 
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ตารางท่ี 45: แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้า และ
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 

ความเขม้ขน้ 
(mg/ml) 

% การยบัย ั้งอนุมูลอิสระ 
ค่าเฉล่ีย 

1 2 3 
10 73.1064 75.6596 74.3830 74.3830 
5 75.7447 76.8511 75.3192 75.9716 

2.5 64.3404 68.5957 67.9149 66.9504 
1.25 36.6809 45.8723 37.5319 40.0284 
0.625 21.1915 24.1702 21.0213 22.1277 
0.3125 11.6596 10.4681 10.6383 10.9220 
0.15625 3.8298 6.1277 3.2340 4.3972 

 

 

รูปท่ี 26: กราฟ IC50 ของเมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้ท่ีสกดัดว้ยน ้าสกดัดว้ยน ้า 
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3.3 ผลการทดลองสภาวะในการแยกสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟบนแผน่ TLC 

3.3.1 ระบบตวัท าละลาย Ethyl acetate : Formic acid : Water (17:3:2) 
เพื่อตรวจหากรดคลอโรจีนิกบนแผน่ TLC 

ตารางท่ี 46: แสดงต าแหน่งของสารตวัอยา่งบนแผ่น TLC ในรูปท่ี 27 
Track ค าอธิบาย ความเขม้ขน้ 

1 สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 0.5 mg/ml 
2 สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 0.2 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 50 mg/ml 
4 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 50 mg/ml 
5 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 50 mg/ml 

 

       

 

รูปท่ี 27: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC ภายใต ้(I) UV 254 nm (II) UV 366 nm หลงัท าการพ่น
ดว้ย 0.2% DPPH (III) ภายใตแ้สงขาว  

(I) (II) 

1      2      3      4     5 1      2      3      4     5 

1      2      3      4     5 

(III) 
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3.3.2 ระบบตวัท าละลาย Ethyl acetate : Formic acid : Water (17:3:2) 
เพื่อตรวจหากรดคลอโรจีนิกบนแผน่ TLC โดยการสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนั 

ตารางท่ี 47: แสดงต าแหน่งของสารตวัอยา่งบนแผ่น TLC ในรูปท่ี 28 

Track ค าอธิบาย ตวัท าละลาย ความเขม้ขน้ 
1 สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก เอทานอล 0.5 mg/ml 
2 สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก เอทานอล 0.2 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า น ้า 25 mg/ml 
4 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า น ้า 12.5 mg/ml 
5 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า น ้า 6.25 mg/ml 
6 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า เมทานอล 25 mg/ml 
7 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า เมทานอล 12.5 mg/ml 
8 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า เมทานอล 6.25 mg/ml 
9 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า เอทานอล 25 mg/ml 
10 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า เอทานอล 12.5 mg/ml 
11 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า เอทานอล 6.25 mg/ml 
12 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 70% เมทานอล 25 mg/ml 
13 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 70% เมทานอล 12.5 mg/ml 
14 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 70% เมทานอล 6.25 mg/ml 
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รูปท่ี 28: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC ภายใต ้(I) UV 254 nm (II) UV 366 nm หลงัท าการพ่น
ดว้ย 0.2% DPPH (III) ภายใตแ้สงขาว 

  

1      2      3       4       5       6       7        8       9      10     11     12     13     14   

1      2      3       4       5       6       7        8       9      10     11     12     13     14   

1      2      3       4       5       6       7        8       9      10     11     12     13     14   
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3.3.3 ระบบตวัท าละลาย Chloroform : Ethyl acetate : Acetone : Formic acid (12:6:4:1) 
เพื่อท าการดึงสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระใหล้งมาบริเวณก่ึงกลางแผน่ TLC โดยการเพิ่มความไม่มี

ขั้วของตวัท าละลาย 

ตารางท่ี 48: แสดงต าแหน่งของสารตวัอยา่งบนแผ่น TLC ในรูปท่ี 29 

Track ค าอธิบาย ความเขม้ขน้ 
1 สารมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 0.5 mg/ml 
2 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 25 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 10 mg/ml 

 

 

          

รูปท่ี 29: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC ภายใต ้(I) แสงขาว (II) UV 254 nm (III) UV 366 nm 
(IV) พ่นดว้ย 0.2% DPPH ภายใตแ้สงขาว 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1      2       3 1      2       3 1      2       3 1      2       3 
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3.3.4 ระบบตวัท าละลาย Chloroform : Ethyl acetate : Acetone : Formic acid (20:6:4:1) 
เพื่อหาอตัลกัษณ์ของสารสกดัจากเยือ่หุม้เมลด็กาแฟบนแผน่ TLC 

ตารางท่ี 49: แสดงต าแหน่งของสารตวัอยา่งบนแผ่น TLC ในรูปท่ี 30 
Track ค าอธิบาย ความเขม้ขน้ 

1 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 25 mg/ml 
2 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 25 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 10 mg/ml 
4 เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้สกดัดว้ยน ้า 25 mg/ml 

 

       

  

รูปท่ี 30: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC ภายใต ้(I) แสงขาว (II) UV 254 nm (III) UV 366 nm 
หลงัท าการพ่นดว้ย Anisaldehyde-sulfuric acid ภายใต ้(IV) UV 366 nm และ หลงัท าการพ่นดว้ย 

0.2% DPPH (V) ภายใตแ้สงขาว  

(I) (II) (III) 

(IV) (V) 

1        2       3      4 1        2       3      4 

1        2       3        4 1        2       3       4 

1        2       3      4 
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3.3.4 ระบบตวัท าละลาย Ethyl acetate : Acetic acid : Formic acid : Water (100:11:11:20) 
เพื่อตรวจหาสารกลุ่ม Flavonoid glycosides 

ตารางท่ี 50: แสดงต าแหน่งของสารตวัอยา่งบนแผ่น TLC ในรูปท่ี 31 

Track ค าอธิบาย ความเขม้ขน้ 
1 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ยน ้า 25 mg/ml 
2 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 25 mg/ml 
3 เยือ่หุม้เมลด็กาแฟท่ีสกดัดว้ย 100% เอทานอล 10 mg/ml 
4 เมลด็กาแฟคัว่สายพนัธุ์อราบิกา้สกดัดว้ยน ้า 25 mg/ml 

 

       

    

รูปท่ี 31: ภาพโครมาโตแกรมของแผน่ TLC ภายใต ้(I) แสงขาว (II) UV 254 nm (III) UV 366 nm 
และหลงัท าการพ่นดว้ย Anisaldehyde-sulfuric acid ภายใต ้(IV) แสงขาว และ (V) UV 366 nm 

 

(I) (III) 

(IV) (V) 

1        2       3      4 1        2       3      4 1        2       3      4 

1        2       3      4 1        2       3      4 
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