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บทคัดย่อ 

 

โครงการนี้มุ่งที่จะพัฒนาบรรจุภัณฑ์ส าหรับผลิตผลทางการเกษตรที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา โดยใช้สารสกัด

หยาบจากกากกาแฟ ซึ่งเป็นของเหลือทิ้ง โดยในโครงการนี้ใช้วิธีการสกัดด้วยตัวท าละลายควบคู่กับการเขย่าด้วย

เครื่อง Overhead mixer และศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum 

gloeosporioides ซี่งท าให้เกิดจุดด า หรือ โรคแอนแทรคโนสบนผลไม้ จากการศึกษาพบว่าภาวะที่เหมาะสมใน

การสกัดกากกาแฟ คือ ตัวท าละลายผสมเอทิลแอลกอฮอล์และน้ าที่อัตราส่วน 1:1 โดยมีอัตราส่วนของกากกาแฟ

ต่อตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดเท่ากับ 1:5 กรัมต่อมิลลิลิตร และพบว่าอัตราเร็วของการเขย่าที่เหมาะสมเท่ากับ 

30 รอบต่อนาที โดยระยะเวลาในการสกัดที่ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลและกาเฟอีนสูงที่สุด คือ 5 ชั่วโมง และ

จากการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่าสารสกัดที่ความ

เข้มข้น 50, 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราได้ และมี เปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งเท่ากับ 6.97 ± 2.43, 13.03 ± 2.94 และ 22.78 ± 7.92 ตามล าดับ  

 

 

 

 

ค าส าคัญ :  กากกาแฟ, แอนแทรคโนส, สารประกอบฟีนอล, กาเฟอีน, C. gloeosporioides 
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Abstract 

 

This project intends to develop antifungal packaging for agricultural products by using 

spent coffee ground extracts, which is a waste from coffee brewing process. The solvent extraction 

method with agitation by Overhead mixer was used in this study.  The fungus Colletotrichum 

gloeosporioides that can cause dark spots or Anthracnose disease on fruit was used in the 

antifungal activity study of spent coffee ground extracts.  The results showed that the optimum 

condition of spent coffee ground extraction was the solvent mixture of ethanol and water with a 

ratio of 1: 1, and the spent coffee ground- to- solvent ratio of 1: 5 g/mL.  The optimized speed of 

agitation was at 30 revolutions per minute.  The extraction time which gave the highest amount 

of polyphenolics and caffeine was 5 hours.  In order to investigate the relationship between 

antifungal activity and the concentration of spent coffee ground extracts, various concentrations 

of the extracts were prepared.  It was found that spent coffee ground extracts at concentrations 

of 50, 100, and 200 mg/mL could inhibit the growth of C. gloeosporioides at 6.97 ± 2.43%, 13.03 

± 2.94%, and 22.78 ± 7.92%, respectively.  

 

Keywords :  Spent coffee ground, Anthracnose, caffeine, polyphenolics, C. gloeosporioides 
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ตารางที่ 3.1 แสดงค่า Total phenolic content และกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟท่ี 21                             
สกัดด้วยอัตราเร็วรอบต่อนาทีต่าง ๆ  

ตารางที่ 3.2 Total phenolic content และกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดในแต่ละครั้ง 24 

ตารางที่ 3.3 แสดงปริมาณ Total phenolic content และกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟ 28 

บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง 
ตารางที่ 4.1 ภาวะการสกัดกากกาแฟที่เหมาะสม 29 
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อธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

 

SCG Spent coffee ground (กากกาแฟ) 

TPC Total phenolic content 

GAE Gallic acid equivalent 

CGA Chlorogenic acid 

C. gloeosporioides Colletotrichum gloeosporioides 

g กรัม 

mg มิลลิกรัม 

mL มิลลิลิตร 

µL ไมโครลิตร 
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บทที่ 1  
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจในการเสนอโครงการ 
 

ประเทศไทยถือเป็นแหล่งผลิตผลไม้เขตร้อนที่ส าคัญของโลก อย่างไรก็ตามการส่งออกผลผลิตไปยัง
ต่างประเทศต้องเผชิญอุปสรรคทางการค้า1 เช่นมาตรฐานที่มีข้อก าหนดระดับสารปนเปื้อนประเภทยาปราบ
ศัตรูพืชในผักผลไม้ และมาตรการในการป้องกันศัตรูพืช เช่น โรค แมลง วัชพืช รวมถึงวัสดุต่ าง ๆ ที่มีโอกาสเป็น
พาหะของศัตรูพืชไม่ให้แพร่ระบาดจากประเทศหนึ่งไปสู่อีกประเทศหนึ่ง 2 ดังนั้นผู้ประกอบการจึงต้องควบคุม
ผลผลิตตั้งแต่กระบวนการเพาะปลูก การใช้สารเคมีปราบศัตรูพืช การเก็บเกี่ยว การจัดการหลังการเก็บเกี่ยว การ
ห่อบรรจุภัณฑ์ ไปจนถึงควบคุมคุณภาพการส่งออกเพ่ือให้ผ่านมาตรฐาน และข้อก าหนดการน าเข้าของประเทศคู่
ค้า อุปสรรคทางการค้าอีกประการหนึ่ง คือ ข้อจ ากัดด้านระยะเวลาในการขนส่งที่ยาวนานอาจท าให้ผลผลิตเกิด
ความเสียหายในระหว่างการขนส่ง การเก็บรักษา และการจ าหน่าย โดยความเสียหายนี้มีสาเหตุหนึ่งมาจาก
เชื้อจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา3 

โรคแอนแทรคโนส เป็นโรคผลไม้ที่เกิดหลังการเก็บเกี่ยว พบในมะม่วง พริก มันส าปะหลังซึ่งเป็นพืช
เศรษฐกิจของไทย โดยมีสาเหตุมาจากเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides (C. gloeosporioides) การ
ควบคุมโรคแอนแทรคโนสที่ใช้กันในปัจจุบัน แบ่งได้ 2 วิธี คือ การฉีดพ่นหรือชุบสารเคมี4 แต่เนื่องด้วยมาตรฐาน
ต่าง ๆ ในการส่งออกผลไม้สดทั้งในและต่างประเทศ ท าให้การใช้สารเคมีควบคุมโรคแอนแทรคโนสนั้นมีข้อจ ากัด  
และการใช้น้ าร้อนและไอน้ าร้อนเพ่ือทดแทนการใช้สารเคมีที่ส่งผลอันตรายต่อมนุษย์5 แต่การใช้น้ าร้อนและไอน้ า
ร้อนควบคุมโรคแอนแทรคโนสอาจส่งผลกระทบต่อกระบวนการบ่มผลไม้ได้ และท าให้ผลไม้สุกนิ่มเกิน6 นอกจากนี้ 
ยังมีการรายงานวิธีการควบคุมโรคแอนแทรคโนสอีกมากมาย เช่น การใช้รังสีแกมมาควบคู่กับการอบควันด้วย 
Ethanedinitrile เพ่ือยืดอายุของ Apple7 การเคลือบผิวมะม่วงพันธุ์น้ าดอกไม้ด้วยไคโตซาน8 การเคลือบผิว
ผลผลิตด้วยสารจากธรรมชาติ เช่น น้ ามันหอมระเหยจากอบเชย9 มะนาวเม็กซิโกและไทม์10 อย่างไรก็ตามการใช้
น้ ามันหอมระเหยเคลือบผิวผลผลิตโดยตรงอาจท าให้กลิ่นและรสชาติ เปลี่ยนแปลงไป อีกทั้งน้ ามันหอมระเหย
บริสุทธิ์นั้นมีราคาแพง ท าให้ต้นทุนในการควบคุมผลผลิตสูงขึ้น  

ปัจจุบันจึงมีการศึกษาและพัฒนาบรรจุภัณฑ์ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อราเพ่ือควบคุมโรคในผลไม้กันมากขึ้น 
เนื่องจากขั้นตอนไม่ยุ่งยาก ง่ายต่อการใช้งาน ไม่ต้องชุบผลผลิตกับสารละลายที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อราแล้วตากให้แห้ง 
อีกทั้งยังช่วยยืดอายุการเก็บรักษาผลไม้ เช่น การผลิตกระดาษซึ่งมี Carbendazim และผงถ่านกัมมันต์เป็น
ส่วนประกอบ11  

ในปัจจุบันกาแฟถือเป็นเครื่องดื่มที่นิยมกันทั่วโลก จึงมีกากกาแฟซึ่งเป็นของเหลือทิ้งเป็นจ านวนมาก 
ดังนั้นจึงมีผู้วิจัยศึกษาการเพ่ิมมูลค่าให้กับกากกาแฟด้วยวิธีต่าง ๆ เช่น ผลิตเป็นไบโอดีเซล12 ใช้เป็นแหล่งของสาร
ต้านอนุมูลอิสระ13 ใช้ก าจัด Ni(II) ในน้ าเสีย14 เป็นต้น อีกท้ังกากกาแฟยังเป็นวัตถุดิบที่ไม่ต้องเสียค่าใช้จ่ายสามารถ
ขอได้ตามร้านกาแฟ ซึ่งมีงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟมีแนวโน้มในการยับยั้งเชื้อรา      
C. gloeosporioides ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสได้15 และสามารถยับยั้งเชื้อรา Aspergillus sp., 
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Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillum citrinum, Penicillum chrysogenum และ  Eurotium 
amstelodami ได ้โดยตั้งสันนิษฐานว่ากาเฟอีนเป็นสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญในการยับยั้งการเกิดสปอร์ของเชื้อรา16  

อีกทั้งกาเฟอีนที่ความเข้มข้นมากกว่า 5 ,000 µg/ml สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
Monacrosporium ambrosium และ Rhizopus oryzae ได้ 17 และสารสกัดจาก ใบบั วบกซึ่ งมี ปริ ม าณ
สารประกอบฟีนอลทั้งหมดสูงที่สุด มีความสามารถในการยับยั้ งเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli และ 
Staphylococcus aureus ได้ดี18 จากงานวิจัยข้างต้นผู้วิจัยจึงตั้งสันนิษฐานว่ากาเฟอีน และสารประกอบฟีนอลที่
มีในกากกาแฟน่าจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides  ได้เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามยังไม่มีงานวิจัย
ใดระบุชัดเจนว่าสารออกฤทธิ์ใดในสารสกัดจากกากกาแฟมีผลในการยั้บยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides   

ดังนั้นในโครงการนี้จึงสนใจศึกษาพัฒนาวิธีการสกัดสารประกอบฟีนอล และกาเฟอีนจากกากกาแฟเพ่ือ
ประยุกต์ใช้ในบรรจุภัณฑ์ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา C. gloeosporioides และเพ่ือระบุถึงสารออกฤทธิ์ โดยวิเคราะห์
ปริมาณสารประกอบฟีนอล และกาเฟอีนในสารสกัดด้วยเทคนิค Folin-Ciocalteau colorimetry และ RPLC 
ตามล าดับ 

 

1.2 ทฤษฏีที่เกี่ยวข้อง 
 1.2.1 โรคแอนแทรคโนส (Anthracnose) ในมะม่วง19 

  เชื้อราสาเหตุ Colletotrichum gloeosporioides 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ลักษณะโคโลนี (colony) ของเชื้อราบนอาหาร Potato dextrose agar, PDA      

โคโลนีขอบเรียบเจริญเป็นวงแหวน (concentric ring) เส้นใยมีสีขาว อมเทา ฟูเล็กน้อย 
สร้างกลุ่มโคนิเดีย (conidia) สีส้มบริเวณกลางโคโลนีตามภาพที่ 1 ของรูปที่ 1.1 

เชื้อราสร้างฟรุตติ้งบอดี (fruiting body) แบบอะเซอวูลัส (acervulus) เป็นรูปถ้วย โค
นิดิโอฟอร์ (conidiophores) เป็นก้านตรง เซลล์เดียว ใส ไม่มีสีเกิด อยู่ในอะเซอวูลัสที่มีลักษณะ
ตามภาพท่ี 2 ของรูปท่ี 1.1  

โคนิเดียมีเซลล์เดียว ใส ไม่มีสีรูปไข่ถึงทรงกระบอก หัวท้ายมน เมื่อโคนิเดีย งอก สร้าง
แอพเพรสซอเรีย (appressoria) รูปทรงกระบองตามภาพที่ 3 และ 4 ของรูปที่ 1.1 

  ลักษณะอาการของโรค 

อาการเริ่มแรกเป็นจุดสีน้ าตาลขนาดเล็ก ซึ่งต่อมาขยายใหญ่ขึ้นเป็นแอ่งบุ๋มตามภาพที่  
5-7 ของรูปที่ 1.1 ในสภาพที่มีความชื้นในอากาศสูง จะเกิดกลุ่มโคนิเดียสีส้มหรือสีชมพูอยู่ตรง
กลางแผล เชื้อราท าให้ผลมะม่วงเน่านิ่ม มีกลิ่นหมัก พันธุ์ที่อ่อนแอต่อโรค เช่น มะม่วงพันธุ์
น้ าดอกไม้ แรด และอกร่อง 
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จากการค้นคว้ า  พบว่ ามีสารสกั ดจากธรรมชาติที่ ส ามารถยับยั้ ง เชื้ อร า  C. 
gloeosporioides ได้ เช่น เหง้าว่านน้ า เหง้ากระทือ เหง้าเร่วหอม เหง้าขิง เหง้าขมิ้นชัน เหง้า
ไพล ใบเทียนกิ่ง ใบทองพันชั่ง ใบพลู เปลือกมังคุด4 รวมถึงสารจากธรรมชาติอย่างไคโตซานก็มี
คุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ได้เช่นกัน8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

1.2.2 กากกาแฟ20 

กากกาแฟ หรือ Spent coffee ground (SCG) ประกอบด้วยสารอินทรีย์จ านวนมาก เช่น กรด
ไขมัน, lignin, กรดอะมิโน, สารประกอบฟีนอล, เกลือแร่และ polysaccharides ซึ่งสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ ได้  

สารส าคัญในกากกาแฟที่มีการศึกษาวิจัยเพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ มีดังนี้  

• คาร์โบไฮเดรต • กาเฟอีน 
 • โปรตีน • ไขมัน 

 • Non-protein nitrogeneous compounds 
 

• สารประกอบฟีนอล 
 • สารที่มีสีน้ าตาล • เกลือแร่ 
   

ภาพที่ 1 โคโลนีของเชื้อรา C. gloeosporioides บนอาหารพีดีเอ (PDA)  

ภาพที่ 2 ลักษณะอะเซอวูลัส (acervulus) และกลุ่มของโคนิเดีย (conidia)  

ภาพที่ 3 ลักษณะโคนิดิโอฟอร์ (conidiophores) และโคนิเดีย  

ภาพที่ 4 ลักษณะโคนิเดีย  

ภาพที่ 5-7 ลักษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วง 

 

รูปที่ 1.1 ลักษณะของเชื้อรา และอาการโรคแอนแทรคโนสในมะม่วง19 
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 1.2.2.1 กาเฟอีน21 

กาเฟอีน (1,3,7-trimethylxanthine, C8H10N4O2) เป็นสารที่มีรสขม ไม่มีกลิ่น พบในเมล็ดกาแฟ
พันธุ์ Robusta มากกว่าพันธุ์ Arabica 

 

 
รูปที่ 1.2 สูตรโครงสร้างของกาเฟอีน 

 

กาเฟอีนละลายได้เล็กน้อยในน้ าเย็น และละลายได้อย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
จากการศึกษาของ Nonthakaew และคณะ17 พบว่ากาเฟอีนมีคุณสมบัติในการต้านเชื้อจุลินทรีย์ โดย
กาเฟอีนที่ความเข้มข้นตั้ งแต่  62.5 ถึง 2,000 µg/ml สามารถยับยั้ งแบคที เรียแกรมบวก เช่น 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus และแบคที เ รี ยแกรมลบได้  เ ช่ น  Escherichia coli, 
Proteus mirabilis และกาเฟอีนที่ความเข้มข้นมากกว่า 5,000 µg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ราได้ เช่น Monacrosporium ambrosium, Rhizopus oryzae 

การตรวจวัดปริมาณกาเฟอีนจะใช้เทคนิค Reversed-phase Liquid Chromatography หรือ 
RPLC นอกจากนี้ Ploypradub และคณะ22 ได้ศึกษาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในรูปของปริมาณ 
สารประกอบฟีนอลทั้งหมด (total polyphenol content : TPC) ของสารสกัดจากผลกาแฟอาราบิก้า 
และกากกาแฟโดยท าการสกัดด้วยน้ ากลั่น พบว่าเมล็ดกาแฟมีค่า TPC (% gallic acid) ต่อน้ าหนักแห้งสูง
ที่สุดเท่ากับ 1.42 % รองลงมา คือ เนื้อผลกาแฟที่ได้จากโรงงาน , ผลกาแฟ, เนื้อผลกาแฟสด และกาก
กาแฟ ซึ่งมีค่า TPC เท่ากับ 1.22 %, 1.18 %, 0.96 % และ 0.36-0.42 % ตามล าดับ  

  

  1.2.2.2 สารประกอบฟีนอล23 และการตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอล 

สารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) เป็นสารที่พบตามธรรมชาติในพืชหลายชนิด เช่น 
ผัก ผลไม้ เครื่องเทศ สมุนไพร ถั่วเมล็ดแห้ง เมล็ดธัญพืช ซึ่งถูกสร้างขึ้นเพ่ือประโยชน์ในการเจริญเติบโต 
โดยสารประกอบฟีนอลมีสรรพคุณที่ดีต่อสุขภาพ คือ มีสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
สามารถละลายได้ในน้ า 
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โครงสร้างโมเลกุลของสารประกอบฟีนอล 

สารประกอบฟีนอล มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนอะโรมาติก ที่เป็นอนุพันธ์ของวงแหวน
เบนซีน มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH group) อย่างน้อยหนึ่งหมู่ สารประกอบฟีนอลพื้นฐาน คือ สารฟีนอล 
(phenol) ในโมเลกุลประกอบด้วยวงแหวนเบนซิน 1 วง และหมู่ไฮดรอกซิล 1 หมู่ 

 
รูปที่ 1.3 ตัวอย่างโครงสร้างพ้ืนฐานของสารประกอบฟีนอล 

สารประกอบฟีนอลที่พบในธรรมชาติมีมากมายหลาย ชนิด และมีลักษณะสูตรโครงสร้างทางเคมีที่
แตกต่างกัน ตั้งแต่กลุ่มที่มีโครงสร้างอย่างง่าย เช่น กรดฟีนอลิก (phenolic acids) ไปจนถึงกลุ่มที่มี
โครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ เช่น ลิกนิน (lignin) กลุ่มใหญ่ที่สุดที่พบ คือ สารประกอบพวกฟลาโวนอยด์ 
(flavonoid)  

 

 
รูปที่ 1.4 ประเภทสารประกอบฟีนอล24 
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จากงานวิจัยของ Saenthaweesuk และคณะ18 พบว่าใบบัวบกที่สกัดด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 
70% ซ่ึงมีปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมดสูงที่สุด คือ 56.254 มิลลิกรัมต่อกรัม มีความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus ได้ดี จากงานวิจัยข้างต้นผู้วิจัยจึง
ตั้งสันนิษฐานว่าสารประกอบฟีนอลน่าจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ซึ่งก็คือเชื้อราได้เช่นเดียวกับ
แบคทีเรียที่งานวิจัยดังกล่าวได้ทดลองไปแล้ว 

การตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลในรูปของปริมาณ Total phenolics content ด้วย
เทคนิค Folin-Ciocalteau colorimetry 

Folin-Ciocalteau colorimetry เป็นเทคนิคการวัดหาปริมาณสารประกอบฟีนอล ซึ่งมี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยอาศัยการเปลี่ยนสีจากการเกิดปฏิกิริยารีดักชันของ reagent ที่
เป็นสารผสมระหว่าง MoO4

2- และ WO4
2- ท าให้โลหะใน reagent ที่มีเลขออกซิเดชัน 6+ (สี

เหลือง) กลายเป็น 5+ (สีน้ าเงิน) โดยได้รับอิเลกตรอนจาก phenolate ion ซึ่งเป็นสารประกอบ 
phenolics ในสภาวะเบส25  

 

1.2.3 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา15,26 

ในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา แบ่งเป็น 2 วิธีหลัก ดังนี้ 

1.2.3.1 วิธี Agar disc diffusion 

เป็นเทคนิคที่ใช้ทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
โดยใช้กระดาษกรองที่ชุบด้วยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และน ากระดาษกรองนี้ไปวางบนผิวหน้าของ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นวุ้นซึ่งมีเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ตรวจสอบวางอยู่ตรงกลางอยู่แล้วดังรูปที่ 1.5 สารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพนี้จะเกิดการแพร่ออกจากกระดาษกรองซึมเข้าสู่วุ้น และไปยับยั้งการเกิดและการเจริญเติบโต
ของเชื้อจุลินทรีย์ที่ทดสอบ ท าให้บริเวณที่มีความเข้มข้นของสารมากพอที่จะยับยั้งเชื้อได้เกิดเป็นโซนใส 
(clear zone) หรือ inhibition zone 

ผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์วัดไดจากขนาดของโซนใสตามสมการที่ (1.1) โดยขนาดเสนผาน
ศูนย์กลางของโซนใสจะแปรผกผันกับคาความเขมขนต่ําสุดของสารที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ      
จุลินทรีย (Minimal Inhibitory Concentration หรือ MIC) ซึ่งนิยมใช้ทดสอบในห้องปฏิบัติการ โดยข้อดี
ของวิธี Agar disc diffusion คือ เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว และมีราคาถูก 

 

 
% Inhibition=

a - b

a
              (1.1) 
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โดย  a คือ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเชื้อจุลินทรีย์ในจานอาหารที่ไม่มีสารสกัด 

b คือ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเชื้อจุลินทรีย์ในจานอาหารที่มีสารสกัด 

 

 
รูปที่ 1.5 แผนภาพการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี Agar disc diffusion 

 

   1.2.3.2 วิธี Poisoned food 
เป็นวิธีที่นิยมใช้ทดสอบผลการยับยั้งเชื้อรา ซึ่งจะผสมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเข้าไปในวุ้นที่ยัง

ละลายอยู่โดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่าท่ีต้องการทดสอบ และคนให้เข้ากัน จากนั้นจึงเทส่วนผสมที่
เตรียมไว้ลงบนจานเพาะเชื้อ ทิ้งไว้ 1 คืน เพื่อให้วุ้นแข็งตัว และตัดเชื้อราขนาด 2-5 มิลลิเมตรวางลงบน
จุดศูนย์กลางของจานเพาะเชื้อ หลังจากบ่มด้วยภาวะที่เหมาะสมจึงวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของจาน
เพาะเชื้อชุดควบคุมซึ่งไม่ได้ผสมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และจานเพาะเชื้อที่ผสมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
น าไปค านวณด้วยสูตรที่ (1.1) เพื่อหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา 

 

1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
1.3.1 สารสกัดจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา 

 จากการค้นคว้าศึกษา พบว่ามีงานวิจัยจ านวนมากได้รายงานว่าสารสกัดจากธรรมชาติสามารถยับยั้งเชื้อรา
ได้ ดังเช่นงานวิจัยโดยวิชัย และคณะ4 ได้ศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides 
ของพืชสมุนไพรต่าง ๆ ได้แก่ เหง้าว่านน้ า เหง้ากระทือ เหง้าเร่วหอม เหง้าขิง เหง้าขมิ้นชัน เหง้าไพล ใบเทียนกิ่ง 
ใบทองพันชั่ง ใบพลู เปลือกมังคุด หัวกระเทียม และดอกโป๊ยกั๊ก โดยสกัดด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน และ
เมทิลแอลกอฮอล์ จากการทดลองพบว่าสารสกัดทุกชนิดที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทนสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

เชื้อจุลินทรีย์เจริญเติบโต  



8 
 

 

ของเชื้อรา C. gloeosporioides ได้ดีกว่าการสกัดด้วยเมทิลแอลกอฮอล์ และสารสกัดจากว่านน้ าที่สกัดด้วยตัวท า
ละลายไดคลอโรมีเทนที่ความเข้มข้น 1,000 ppm สามารถยับยั้งการเจริญโคโลนีของเชื้อราได้ดีที่สุดเท่ากับ 85.89 
เปอร์เซ็นต์  

นอกจากนี้งานวิจัยของนางสาวพรพนา นาคสิงห์27 พบว่าสารสกัดจากเปลือกผลทับทิมที่ความเข้มข้น 
20,000 40,000 60,000 80 ,000 และ 100 ,000 ppm สามารถยับยั้งการเจริญของโคโลนีของเชื้อรา C. 
gloeosporioides ได้ โดยที่ความเข้มข้น 100,000 ppm มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสูงที่สุด 
64.97%  รวมถึงงานวิจัยของ Khewkhom และคณะ28 ที่ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ของ
สารสกัดหยาบจากข่าที่สกัดด้วยตัวท าละลายเมทิลแอลกอฮอล์และอะซีโตน พบว่าสารสกัดหยาบจากอะซีโตน
สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ C. gloeosporioides ที่แยกได้จากองุ่นที่ค่า MIC เท่ากับ 1,250 µg/ml และสาร
สกัดจากเมทิลแอลกอฮอล์สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ C. gloeosporioides ซึ่งแยกได้จากพริก องุ่น มะม่วง 
มังคุดได้ โดยมีค่า MIC เท่ากับ 2,500 1,250 2,500 และ 625 µg/mL ตามล าดับ 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาผลของไคโตซานตอการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ด้วยวิธี 
Poisoned food8  โดยผสมไคโตซานในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าไคโตซานที่ความเข้มข้น 2.0% สามารถยับยั้งการ
เจริญของเส้นใยได้ 80.4% โดย Benomyl ซึ่งเป็นสารเคมีที่ใช้ควบคุมโรคแอนแทรคโนสและน้ ากลั่นปลอดเชื้อ
สามารถยับยั้งได้ 100.0% และ 0.0% ตามล าดับ 

มีการรายงานถึ งความสามารถ ในการยับยั้ ง เชื้ อราที่ ก่ อ โรคได้  คือ  Phoma violacea และ 
Cladosporium cladosporioides ของสารสกัด polysaccharides จากกากกาแฟ โดยสกัดด้วยสารละลาย 
NaOH ที่ความเข้มข้น 2  โมลาร์ เป็นเวลา 1 คืนตามงานวิจัยของ Ballesteros และคณะ29 และจากการศึกษาของ
นางสาวอิสริยาภรณ์ ประเสริฐวิริยะ15 พบว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่สกัดด้วยเอทิลแอลกอฮอล์นั้นสามารถ
ยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ได้ อย่างไรก็ตามจากงานวิจัยข้างต้นจะเห็นได้ว่ายังไม่มีงานวิจัยใดที่รายงานผล
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่ติดตามจากส่วนประกอบของ
สารประกอบฟีนอล และกาเฟอีน อีกทั้งยังไม่มีงานวิจัยใดที่ระบุว่าสารชนิดใดในสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่
ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา C. gloeosporioides 
  

1.3.2 การพัฒนาวิธีการสกัดสารจากกากกาแฟ 
นอกจากนี้มีงานวิจัยจ านวนมากที่ศึกษาเกี่ยวกับการพัฒนาวิธีการสกัดกากกาแฟ ดังเช่นงานวิจัยของ 

Getachew และคณะ30 ที่ศึกษาผลของการปรับสภาพกากกาแฟด้วยไมโครเวฟ และ Ultra-sonication ก่อนน าไป
สกัด และการใช้แก๊ส CO2 และ N2 ในขณะท าการสกัดด้วยวิธี Subcritical water extraction ที่ภายใต้อุณหภูมิ
และความดันสูง พบว่าสารสกัดที่ได้สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรคทางอาหารได้ดีกว่าเชื้อรา โดยสามารถ
ยับยั้ง Staphylococcus aureus ได้ดีที่สุด ที่ค่า MIC เท่ากับ 5 mg/ml lyophilized extracts อีกทั้งยังพบว่า
การปรับสภาพกากกาแฟ และการใช้แก๊สที่ศึกษานั้นยังช่วยลดการสลายตัวของสารส าคัญในสารสกัดเมื่อท าการ
สกัดที่อุณหภูมิสูง และจากงานวิจัยของ Al-Dhabi และคณะ31 ซึ่งสกัดกากกาแฟด้วยตัวท าละลายเอทิลแอลกอฮอล์
ควบคู่กับการใช้คลื่น Ultrasound พบว่าภาวะในการสกัดที่ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงที่สุด คือ การใช้คลื่น 
Ultrasound 244 W ที่ 40 °C เป็นระยะเวลา 34 นาที และใช้อัตราส่วนกากกาแฟต่อเอทิลแอกอฮอล์ที่ 1:17 กรัม
ต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการสกัดกากกาแฟด้วยตัวท าละลายผสมเอทิลแอกอฮอล์และน้ าควบคู่กับการ
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ใช้คลื่นแม่ เหล็กไฟฟ้าจากไมโครเวฟตามงานวิจัยของ Pavlovic´ และคณะ32 พบว่าภาวะที่ ให้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลสูงที่สุด คือ การใช้คลื่นจากเครื่องไมโครเวฟที่ 80 W เป็นเวลา 40 วินาที และใช้ตัวท าละลาย 
20% เอทิลแอลกอฮอล์  

อย่างไรก็ตามวิธีสกัดเหล่านี้จ าเป็นต้องอาศัยเครื่องมือ ซึ่งเป็นการเพ่ิมต้นทุน ได้มีรายงานเกี่ยวกับการสกัด
สารประกอบฟีนอลและกาเฟอีนไว้อย่างกว้างขวาง โดยสารประกอบฟีนอลสามารถละลายได้ในตัวท าละลาย       
โปรติกที่มีขั้ว (Polar protic solvent) เช่น น้ า เอทิลแอลกอฮอล์ เมทิลแอลกอฮอล์ เป็นต้น33 ส่วนกาเฟอีนละลาย
ได้ดีในน้ าร้อน34 คลอโรฟอร์มและไดคลอโรมีเทน35 อย่างไรก็ตามคลอโรฟอร์มมีพิษกดประสาทอย่างรุนแรงมีพิษต่อ
ตับและไต36  ในขณะที่ไดคลอโรมีเทนเป็นสารก่อมะเร็ง37 อีกทั้งยังมีการศึกษาพบว่าเมื่อใช้ตัวท าละลายผสม
ระหว่างน้ าและเอทิลแอลกอฮอล์จะช่วยท าให้ค่าการละลายของกาเฟอีนดีขึ้น38 จากที่กล่าวมาข้างต้น ในโครงการนี้
จึงเลือกใช้ตัวท าละลาย คือ น้ าและเอทิลแอลกอฮอล์ในการสกัดกากกาแฟ เนื่องจากน้ าและเอทิลแอลกอฮอล์เป็น
ตัวท าละลายที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และเป็นพิษต่อเซลล์น้อย  

ส่วนการพัฒนาบรรจุภัณฑ์ส าหรับผลผลิตทางการเกษตรนั้น พบว่ามีงานวิจัยจาก อ.สุพัฒน์ ค าไทยและ
คณะ11 ที่ศึกษาการควบคุมโรคและการยืดอายุมังคุดด้วยกระดาษที่เติมสารเคมี Carbendazim และผงถ่านกัม-
มันต์ พบว่ากระดาษดังกล่าวสามารถยับยั้งเชื้อรา Lasiodiplodia theobromae ได้ และเก็บรักษามังคุดได้นาน
ถึง 21 วัน อีกท้ัง Nonthakaew และคณะ16 ได้พัฒนาบรรจุภัณฑ์ห่อทุเรียนกวนโดยใช้กาบใบต้นหมากเหลืองที่จุ่ม
สารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่ความเข้มข้น 460 µg/ml พบว่าบรรจุภัณฑ์ดังกล่าวสามารถยืดอายุทุเรียนกวนได้ 3 
ถึง 21 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งส่วนประกอบหลักของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ คือ กาเฟอีน 
84.92% และพบว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่สกัดด้วยเมทิลแอกอฮอล์สามารถยับยั้งเชื้อราที่ศึกษาได้ดีกว่า
กากกาแฟที่สกัดด้วยน้ า โดยเชื้อราที่ศึกษา ได้แก่ Aspergillus sp., Aspergillus flavus, Aspergillus niger, 
Penicillum citrinum, Penicillum chrysogenum, Eurotium amstelodami และRhizopus sp. นอกจากนี้
ยังมีการพัฒนาบรรจุภัณฑ์ส าหรับมะม่วงสุกโดยใช้ไขผึ้งที่เติมน้ ามันหอมระเหยจากใบยูลิปตัสผสมเสม็ดขาว และ
เปลือกอบเชยเคลือบบนถุงกระดาษ พบว่าอัตราส่วนที่เหมาะสมของน้ ามันหอมระเหยผสมของยูคาลิปตัสและเสม็ด
ขาว ผสมกับ น้ ามันอบเชย คือ 3:7 ที่ระดับความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสูตรผสมดังกล่าวที่ความ
เข้มข้น 8 % ก็สามารถยับยั้งการเกิดโรคจากเชื้อ C. gloeosporioides ในผลมะม่วงได3้9 

จากงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่า ยังไม่มีงานวิจัยใดที่พัฒนาบรรจุภัณฑ์ส าหรับมะม่วงจากของ
เหลือทิ้งอย่างกากกาแฟ อีกทั้งยังไม่มีงานวิจัยใดที่ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารประกอบฟีนอล และ
กาเฟอีนจากกากกาแฟด้วยตัวท าละลายผสมเอทิลแอลกอฮอล์และน้ า ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาและพัฒนาวิธีการ
สกัดสารประกอบฟีนอล และกาเฟอีนจากกากกาแฟด้วยตัวท าละลายผสมเอทิลแอลกอฮอล์และน้ าควบคู่กับการ
เขย่าด้วยเครื่อง Overhead mixer และน าสารสกัดที่ได้ไปศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ที่
ก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนสในมะม่วง 

 
1.4 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. หาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารประกอบฟีนอล และกาเฟอีนจากกากกาแฟ 
2. ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟด้วย

เทคนิค Agar disc diffusion  
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1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 ได้สารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ซึ่งเป็นสาเหตุ
ของโรคแอนแทรคโนสเพ่ือน าไปประยุกต์ในบรรจุภัณฑ์ผลิตผลทางการเกษตร 
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บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 

2.1 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 
1. เครื่อง overhead mixer, VELP Scientifica ROTAX 6.8 
2. เครื่องปั๊มสุญญากาศ, Becthai 
3. เครื่องกวนสารพร้อมให้ความร้อน (hotplate stirrer), IKA 
4. เครื่องชั่งน้ าหนักทศนิยม 4 ต าแหน่ง, Mettler Toledo 
5. เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์, Hewlett Packard HP8453 
6. เครื่อง HPLC, Varian Prostar 
7. ตู้อบ, Memmert 
8. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave), HIRAYAMA 
9. ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar air flow hood), Augusta Safety Cabinet 
10. เครื่องกลั่นระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator), Buchi B-480 
11. เครื่องอบแห้งแบบพ่นฝอย (Mini spray dryer), Buchi B-290 

 

 
รูปที่ 2.1 เครื่อง overhead mixer 

 

รูปที่ 2.2 เครื่องอบแห้งแบบพ่นฝอย 
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2.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 

สารเคมีที่ใช้ ผู้ผลิต เกรด 

1. Gallic acid 
2. Folin-Ciocalteau reagent 
3. Anhydrous sodium carbonate 
4. กาเฟอีน (Caffeine anhydrous) 
5. เอทิลแอลกอฮอล์ 
6. เมทิลแอลกอฮอล์ 
7. กากกาแฟ 
8. วุ้นเลี้ยงเชื้อ (Agar C) 
9. Dextrose 

Sigma-Aldrich 
Merck 

Carlo Erba Reagents 
Fluka 
Merck 
Merck 

อินทนิล และ O’s Coffee 
Bio Basic Inc. 

Difco Laboratories 

Reagent 
Reagent 
Reagent 
HPLC 

Reagent 
Reagent 

- 
- 
- 

 
2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1 การศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดกากกาแฟ 
ในการทดลองส่วนนี้เป็นการศึกษาเพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกากกาแฟ โดยศึกษา 5 ปัจจัย 

ได้แก่ อัตราส่วนตัวท าละลายระหว่างเอทิลแอลกอฮอล์กับน้ า อัตราเร็วของการเขย่าด้วยเครื่อง Overhead 
mixer ระยะเวลาในการสกัด อัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลาย และอุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัด โดย
ติดตามปริมาณสารประกอบฟีนอล และกาเฟอีนในตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด เพ่ือสรุปหาภาวะที่เหมาะสมใน
การสกัดสารจากกากกาแฟ  

ขั้นต้นท าการอบกากกาแฟไปทีอุ่ณหภูมิ 105 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือระเหยน้ าออกก่อน จากนั้น
จึงน ากากกาแฟมาผึ่งให้เย็นลงถึงอุณหภูมิห้อง บรรจุใส่ซองซิป เก็บไว้ในเดซิเคเตอร์เพ่ือน าไปสกัดต่อไป ทั้งนี้ใน
ทุกการทดลองจะสกัดตามข้ันตอนที่แสดงข้างล่างดังนี้ทั้งหมดสามซ้ า ยกเว้นปัจจัยการสกัดที่จะศึกษาในแต่ละ
ส่วน ซึ่งจะแสดงไว้ในหัวข้อต่อไป 

วิธีการสกัดกากกาแฟด้วยตัวท าละลาย  

1. ชั่งกากกาแฟที่อบแห้งแล้วให้มีน้ าหนักใกล้เคียง 10.000 กรัม ลงในขวด
polypropylene ขนาด 250 มิลลิลิตร  

2. เติมตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวด polypropylene 
3. ปิดฝาให้สนิท และน าไปเขย่าด้วยเครื่อง Overhead mixer ที่อัตราเร็ว 25 รอบต่อนาที        

เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
4. กรองสุญญากาศด้วยกรวยบุชเนอร์และกระดาษกรองเบอร์ 1 เก็บส่วนที่เป็นของเหลว

เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอล และกาเฟอีน 
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2.3.1.1 การศึกษาอัตราส่วนตัวท าละลายท่ีเหมาะสม 

ในการศึกษาส่วนนี้จะหาอัตราส่วนตัวท าละลายเอทิลแอลกอฮอล์ต่อน้ าที่เหมาะสมในการสกัด
สารจากกากกาแฟ โดยอัตราส่วนที่ศึกษาดังแสดงในตารางท่ี 2.1  

            ตารางท่ี 2.1 ปริมาตรน้ า DI และเอทิลแอลกอฮอล์ที่ศึกษา 

เอทิลแอลกอฮอล์ : น้ า DI 
ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

เอทิลแอลกอฮอล์ น้ า DI 

0 : 1 0 50 

1 : 1 25 25 

1 : 0 50 0 

2.3.1.2 การศึกษาอัตราเร็วของการเขย่าที่เหมาะสม 
ในการศึกษาส่วนนี้จะมุ่งหาอัตราเร็วของการเขย่าด้วยเครื่อง Overhead mixer ที่เหมาะสม ซึ่ง

ช่วงอัตราเร็วของการเขย่าที่ศึกษา คือ 10, 20 และ 30 รอบต่อนาที โดยใช้อัตราส่วนตัวท าละลายที่
เหมาะสมจากการทดลองท่ี 2.3.1.1 

 
2.3.1.3 การศึกษาระยะเวลาในการสกัดที่เหมาะสม 

ในการศึกษาระยะเวลาในการสกัดที่เหมาะสมจะศึกษาในช่วง 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 12, 16, 20 
และ 24 ชั่วโมง โดยใช้อัตราส่วนตัวท าละลาย อัตราเร็วของการเขย่าที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 2.3.1.1 
และ 2.3.1.2 ตามล าดับ 

 
2.3.1.4 การศึกษาอัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลายที่เหมาะสม 

a) การศึกษาอัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลายที่เหมาะสม 
ในการทดลองขั้นนี้มุ่งหาอัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลายที่เหมาะสม โดยศึกษา

ในช่วงอัตราส่วน 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 กรัมต่อมิลลิลิตร โดยก าหนดให้น้ าหนักกากกาแฟคงที่ และ
ปรับปริมาตรตัวท าละลายเป็น 20, 30, 40, 50 และ 60 มิลลิลิตร ตามล าดับ และใช้อัตราส่วนตัวท า
ละลาย อัตราเร็วของการเขย่า และระยะเวลาในการสกัดที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 2.3.1.1, 2.3.1.2 
และ 2.3.1.3 ตามล าดับ 

b) การศึกษาจ านวนครั้งในการสกัด 
ในการทดลองส่วนนี้จะท าการสกัดกากกาแฟชุดเดิมสองครั้ง โดยเก็บกากกาแฟที่สกัดไปแล้วใน

ครั้งที่หนึ่งมาท าการสกัดต่อครั้งที่สอง โดยใช้อัตราส่วนตัวท าละลาย อัตราเร็วของการเขย่า และ
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ระยะเวลาในการสกัด อัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลายที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 
2.3.1.1, 2.3.1.2, 2.3.1.3 และ 2.3.1.4 a) ตามล าดับ 

 
2.3.1.5 การศึกษาผลของอุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัด 

ในการศึกษาขั้นนี้มุ่งที่จะเปรียบเทียบผลของการสกัดด้วยอุปกรณ์ท่ีต่างกันระหว่างการเขย่าด้วย
เครื่อง Overhead mixer กับการกวนด้วยแท่งแม่เหล็ก (stirrer bar) โดยสกัดกากกาแฟด้วยเครื่อง 
Overhead mixer ที่ความเร็ว 30 รอบต่อนาที และสกัดด้วยแท่งแม่เหล็ก (stirrer bar) ที่ความเร็ว 500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5, 8 และ 12 ชั่วโมง และใช้อัตราส่วนตัวท าละลาย อัตราเร็วของการเขย่า และ
ระยะเวลาในการสกัด อัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลายที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 
2.3.1.1, 2.3.1.2, 2.3.1.3 และ 2.3.1.4 ตามล าดับ 

 

2.3.2 การตรวจวัดปริมาณสารส าคัญในสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ 
   ในการทดลองแต่ละส่วนของโครงการนี้จะติดตามปริมาณสารในตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดสอง
ชนิด ได้แก่ สารประกอบฟีนอล และกาเฟอีน 

2.3.2.1 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลในรูป Total phenolics content  
ในการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลในรูป Total phenolics content จะใช้เทคนิค Folin-

Ciocalteau colorimetry ซึ่งปรับเปลี่ยนมาจาก Handbook of food analytical chemistry40 โดย
ขั้นตอนในการวิเคราะห์มีดังนี้ 

1. ปิเปตสารตัวอย่าง หรือ สารละลายมาตรฐาน Gallic acid ที่ความเข้มข้น 50, 100, 150, 250 และ 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงในขวดก าหนดปริมาตรขนาด 25.0 มิลลิลิตร 
และเติมน้ า DI ประมาณ 18 มิลลิลิตร ตามล าดับ  

2. เติม Folin-Ciocalteau reagent 1.25 มิลลิลิตร หมุนขวดก าหนดปริมาตรให้สารละลายเข้ากัน  
บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 5-8 นาที แล้วเติม 20% Na2CO3 3.75 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย 
ปรับปริมาตรให้เป็น 25.00 มิลลิลิตร ด้วยน้ า DI 

3. บ่มไว้ 2 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วน าสารละลายที่เตรียมไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 765 นาโนเมตร
ทั้งหมดสามซ้ า และรายงานผลเป็นค่า Gallic acid equivalent หรือ GAE ในหน่วยมิลลกิรัมต่อ
กรัมตัวอย่าง 
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วิธีการค านวณ Total phenolics content (TPC) ด้วยวิธี external standard 
1. สร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) จากค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน Gallic 

acid ความเข้มข้น 50, 100, 150, 250 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
2. แทนค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ของสารตัวอย่างในค่า y ของสมการเส้นตรงที่ได้จาก

กราฟมาตรฐาน เพ่ือหาค่า x คือ ความเข้มข้นของสารตัวอย่างในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร 
3. น าค่าความเข้มข้นที่ได้จากข้อ 2. คูณกับค่า Dilution factor หากต้องเจือจางสารละลาย

ตัวอย่างในการวัด จะได้ค่าความเข้มข้นในหน่วย mg GAE/L 
4. เทียบค่าความเข้มที่ได้จากข้อ 3. กับน้ าหนักกากกาแฟที่สกัด 10 กรัมตามสูตรดังนี้ 

 

TPC (mg GAE/g SCG) = 
mg GAE

L
× ปริมาตรที่สกัด (mL)  ×

1 L

1000 mL
×

1

10 g dry SCG
 

 

 2.3.2.2 การหาปริมาณกาเฟอีนด้วยเทคนิค RPLC 
ในการหาปริมาณกาเฟอีนด้วยเทคนิค RPLC ใช้ภาวะในการวิเคราะห์ดังตารางที่ 2.2 และ

ค านวณหาความเข้มข้นของกาเฟอีนจากกราฟมาตรฐานด้วยวิธี External standard โดยน าค่าสัญญาณ 
Peak area ที่ได้ไปแทนในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 
 

     ตารางท่ี 2.2 ภาวะในการวิเคราะห์หาปริมาณกาเฟอีนด้วยเทคนิค RPLC 

ปัจจัย ข้อมูล 

ชนิดคอลัมน์ C-18 (Reversed-phase) 

ตัวท าละลาย น้ า 60% เมทลิแอลกอฮอล์ 40% 

Flow rate 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที 

ความยาวคลื่นที่วัดค่าการดูดกลืนแสง 272 นาโนเมตร 

ปริมาตรที่ฉีด 20 ไมโครลิตร 

จ านวนครั้งที่ฉีด 3 

ตัวท าละลายที่ใช้ล้างเข็ม เมทิลแอลกอฮอล์ 
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(mg กาเฟอีน/g SCG) 

       วิธีการค านวณปริมาณกาเฟอีนด้วยวิธี external standard 

1. สร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) จาก Peak area ของสารมาตรฐานกาเฟอีนทีค่วาม
เข้มข้น 16, 32, 48, 64 และ 80 มิลลิกรัมต่อลิตร 

2. แทนค่า Peak area ของสารตัวอย่างในค่า y ของสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟมาตรฐาน เพ่ือ
หาค่า x คือ ความเข้มข้นของสารตัวอย่างในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร 

3. น าค่าความเข้มข้นที่ได้จากข้อ 2. คูณกับค่า Dilution factor หากต้องเจือจางสารละลาย
ตัวอย่างในการวัด จะได้ค่าความเข้มข้นในหน่วย mg กาเฟอีน/L 

4. เทียบค่าความเข้มที่ได้จากข้อ 3. กับน้ าหนักกากกาแฟที่สกัด 10 กรัมตามสูตรดังนี้ 
 

ปริมาณกาเฟอีน    = 
mg กาเฟอีน

L
× ปริมาตรที่สกัด (mL)  ×

1 L

1000 mL
×

1

10 g dry SCG
 

 

2.3.3 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ 
2.3.3.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (Potato Dextrose Agar) 

ท าการล้างปลอกเปลือก และหั่นมันฝรั่งเป็นสี่เหลี่ยมลูกเต๋า น าไปต้มในน้ ากลั่น 500 
มิลลิลิตร จนสุกแล้วกรองเอาแต่น้ า จากนั้นต้มวุ้น (Agar) ในน้ ากลั่นจนสุก แล้วเติม Dextrose 
คนให้ละลาย น าน้ าจากมันฝรั่งที่เตรียมไว้มาผสมให้เข้ากัน ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร เทใส่ขวด
รูปชมพู่ขวดละประมาณ 150 มิลลิลิตร ปิดฝาขวดด้วยถุงร้อนและมัดให้สนิท จากนั้นน าไปนึ่งฆ่า
เชื้อที่ตู้นึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 15 นาท ี

2.3.3.2 การเตรียมสารสกัดจากกากกาแฟเพื่อน าไปทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเชื้อรา 

ในการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อรานั้น จะท าการเพ่ิมขนาดการทดลองโดยใช้ตัวท าละลาย 2 
ลิตรในการสกัดกากกาแฟ เพ่ือให้ได้ปริมาณสารสกัดหยาบที่เพียงพอต่อการศึกษา และใช้
ภาวะการสกัดกากกาแฟที่เหมาะสมซึ่งได้จากการทดลองในหัวข้อที่ 2.3.1.1, 2.3.1.2, 2.3.1.3 
และ 2.3.1.4 ตามล าดับ โดยเมื่อได้สารสกัดหยาบแล้ว จึงด าเนินการทดลองดังแสดงไว้ข้างล่าง
ต่อไปนี้ 

1. น าสารสกัดท่ีได้ไประเหยเอาเอทิลแอลกอฮอล์ออกด้วยเครื่องกลั่นระเหยสุญญากาศแบบ
หมุน (Rotary evaporator) จากนั้นจึงน าสารสกัดท่ีเหลือเข้าเครื่องอบแห้งแบบพ่นฝอย 
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(Mini spray dryer) โดยก าหนดอุณหภูมิขาเข้าเท่ากับ 110 องศาเซลเซียส เพ่ือท าให้สาร
สกัดหยาบกลายเป็นผง ท าให้สะดวกต่อการน าไปวิเคราะห์ และประยุกต์ใช้งานมากยิ่งขึ้น 

2. น าผงสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่ได้ไปละลายด้วยเอทิลแอลกอฮอล์และน้ าในอัตราส่วน 
1:1  ให้ได้ความเข้มข้น 10,  50, 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

3. หยดสารละลายที่ความเข้มข้นต่าง ๆ จากข้อ 2. ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษ
กรองขนาด 1x1 เซนติเมตร ซึ่งเป็นตัวแทนของกระดาษห่อผลไม้ รอให้แห้งเพ่ือน าไปทดสอบ
ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides 

2.3.3.3 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราด้วยวิธี Agar disc diffusion 

1. น าอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่เตรียมไว้ไปอุ่นด้วยไมโครเวฟจนกระทั่งละลาย 
2. เทอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ละลายแล้วใส่จานเพาะเชื้อภายในตู้ปลอดเชื้อ และรอให้

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA แข็งตัวประมาณ 20 นาที 
3. ตัดเชื้อรา C. gloeosporioides ที่โตเต็มที่ (มีลักษณะเป็นสีด า สปอร์สีขาว) ขนาด

ประมาณ 1x1 เซนติเมตร มาวางไว้ตรงกลางจานเพาะเชื้อ 
4. น ากระดาษกรองชุดควบคุมที่มีตัวท าละลายเอทิลแอลกอฮอล์และน้ าในอัตราส่วน 1:1 

และกระดาษกรองที่มีสารตัวอย่าง วางลงไปสี่มุมของจานเพาะเชื้อ ล้อมรอบเชื้อราดังรูป
ที่ 1.5 โดยก าหนดให้ระยะห่างระหว่างกระดาษกรองกับเชื้อราเท่ากันทั้งสี่มุม 

5. พันพาราฟิล์มตามขอบฝาจานเพาะเชื้อเพ่ือป้องกันการปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอื่น 
6. เก็บไว้ในตู้ปลอดเชื้อเป็นเวลา 3 วัน สังเกต ถ่ายรูป บันทึกผล และค านวณ %Inhibition 
7. ท าซ้ าอีก 2 เพลท 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง  

 
โครงการนี้มุ่งศึกษาวิธีการสกัดกากกาแฟเพ่ือให้ได้สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา เพ่ือน ามาพัฒนาเป็น

บรรจุภัณฑ์ที่สามารถยับยั้งหรือลดการเจริญเติบโตของเชื้อราที่ท าให้เกิดโรคแอนแทรคโนสได้ โดยแบ่งการศึกษา
ออกเป็นสองส่วนหลัก ได้แก่ การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกากกาแฟ และการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้ง   
เชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ 

 

3.1 การศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดกากกาแฟ 
ตามที่ได้กล่าวในข้างต้นว่าในการหาภาวะการสกัดสารจากกากกาแฟของโครงการนี้จะติดตามปริมาณ

สารประกอบฟีนอล และกาเฟอีนในสารสกัดหยาบ โดยปัจจัยที่ท าการศึกษา ได้แก่ อัตราส่วนเอทิลแอลกอฮอล์ : 
น้ า DI ที่ใช้เป็นตัวท าละลายในการสกัด, อัตราเร็วของเครื่อง Overhead mixer, ระยะเวลาในการสกัด, อัตราส่วน
ระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลาย และอุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดระหว่าง Overhead mixer กับ การกวนด้วยแท่ง
แม่เหล็ก (stirrer bar) ซ่ึงในการหาปริมาณ Total phenolic content และกาเฟอีนจะใช้วิธี external standard 
โดยกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของ Gallic acid และกาเฟอีนแสดงในรูปที่ 1 และรูปที่ 2 ของ
ภาคผนวกตามล าดับ 

 

3.1.1 การศึกษาอัตราส่วนตัวท าละลายที่เหมาะสม 
 จากการทดลองสกัดกากกาแฟด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ และน้ าในอัตราส่วน 0:1, 1:1 และ 1:0 ดัง
แสดงในรูปที่ 3.1 พบว่าการใช้เอทิลแอลกอฮอล์ และน้ าที่อัตราส่วน 1:1 ในการสกัดกากกาแฟให้ค่า 
Total phenolic content สูงที่สุด ส่วนการสกัดด้วยน้ าหรือเอทิลแอลกอฮอล์เดี่ยว ๆ พบว่ามีค่า Total 
phenolic content ที่ใกล้เคียงกัน ซึ่งผลการทดลองของโครงการนี้สอดคล้องกับผลการทดลองจาก
งานวิจัยของ Makom และคณะ ที่สรุปว่าตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารประกอบฟีนอล คือ 
เอทิลแอลกอฮอล์และน้ าที่อัตราส่วน 1:141  
  ซึ่งอาจเนื่องมาจากกากกาแฟมีสารประกอบฟีนอลชนิด chlorogenic acid (CGA) เป็นหลัก ซึ่ง 
CGA นี้เป็นสารประกอบเอสเทอร์ ที่เกิดจากการท าปฏิกิริยาระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของ caffeic acid 
หรือ ferulic acid กับหมู่ไฮดรอกซิลของ quinic acid (3-caffeoylquinic acid)42  ตามรูปที่ 3.2 โดย
สารประกอบเอสเทอร์นั้นมีคุณสมบัติในการละลายน้ าได้ดีประกอบกับเอทิลแอลกอฮอล์นั้นเป็นตัวท า
ละลายที่มีประสิทธิภาพในการสกัดสารประกอบฟีนอล43 ดังนั้นเอทิลแอลกอฮอล์ และน้ าที่อัตราส่วน 1:1 
จึงสามารถสกัดสารประกอบฟีนอลจากกากกาแฟได้มากที่สุด  
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 รูปที่ 3.1 Total phenolic content ของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยเอทิลแอลกอฮอล์และน้ าที่   

สัดส่วนต่าง ๆ  
 

 
          รูปท่ี 3.2 ปฏิกิริยาการเกิด Chlorogenic acid 
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 ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณกาเฟอีนในสารสกัดหยาบ นั้นพบว่าปริมาณกาเฟอีนในสารสกัด
หยาบที่ใช้สารละลายผสมเอทิลแอลกอฮอล์และน้ าที่อัตราส่วน 1:1 เป็นตัวสกัด จะมีค่าสูงกว่าเมื่อใช้น้ า
เป็นตัวท าละลายในการสกัดเพียงอย่างเดียว (รูปที่ 3.3)  ทั้งนี้ในการศึกษานี้ไม่สามารถหาปริมาณ
กาเฟอีนที่สกัดด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ได้เนื่องจากไม่สามารถแยกสารได้ด้วยภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
RPLC ดังรูปที ่6 แสดงในภาคผนวก 
 
 จากรูปที่ 3.1 และ 3.3 จะเห็นได้ว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟต่างชนิดกัน จะให้ค่า Total 
phenolic content แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ โดยร้าน O’s coffee ใช้กาแฟพันธุ์ Arabica ส่วน
ร้านอินทนิลใช้กาแฟพันธุ์ Arabica ผสมกับ Robusta  ผู้ทดลองจึงเลือกใช้กากกาแฟจากอินทนิลเพียง
ร้านเดียวในการศึกษาทดลองต่อไป ซึ่งสะดวกกว่าเนื่องจากร้านค้าอยู่ในอาคารเดียวกันกับห้องปฏิบัติการ 
และเปิดให้บริการยาวนานตั้งแต่ 7.00 น. ถึง 19.00 น. ในวันจันทร์ถึงศุกร์ 
  
 

 
  รูปที่ 3.3 ปริมาณกาเฟอีนของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่สกัดด้วยเอทิลแอลกอฮอล์และน้ าที่สัดส่วนต่าง ๆ 

 
3.1.2 การศึกษาอัตราเร็วของการเขย่าที่เหมาะสม 

เมื่อพิจารณาตารางที่ 3.1 พบว่าค่า Total phenolic content และความเข้มข้นกาเฟอีนของ
สารสกัดทั้งสามความเร็วรอบต่อนาทีมีค่าไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อพิจารณาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่า 
Total phenolic content และความเข้มข้นกาเฟอีนแล้ว พบว่าที่อัตราเร็ว 30 รอบต่อนาทีมีค่าน้อยสุด
ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการที่ของแข็ง คือ กากกาแฟสัมผัสกับตัวท าละลายได้ดียิ่งขึ้นเมื่อมีความเร็วรอบต่อ
นาทีเพ่ิมขึ้น ท าให้ตัวถูกละลายในกากกาแฟ เช่น กาเฟอีน , สารประกอบฟีนอล, melanoidin เป็นต้น 
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เกิดการถ่ายเทมวลสาร หรือเกิดการแพร่เข้าสู่ตัวท าละลายได้ดียิ่งขึ้น ส่งผลให้ค่าที่วิเคราะห์ได้ในสารสกัด
หยาบกากกาแฟมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานน้อยสุด 

 จากผลการทดลองขั้นนี้ผู้ทดลองจึงเลือกใช้อัตราเร็วในการเขย่าเครื่อง Overhead mixer ที่ 30 
รอบต่อนาทใีนการศึกษาทดลองต่อไป  

 
ตารางท่ี 3.1 แสดงค่า Total phenolic content และกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟท่ีสกัดด้วย

อัตราเร็วรอบต่อนาทีต่าง ๆ 

อัตราเร็ว
รอบต่อนาที 

Total phenolic content 

(mg GAE/g SCG) 

กาเฟอีน 

(mg กาเฟอีน/g SCG) 

ค่าเฉลี่ย N ค่าเฉลี่ย N 

10 4.71 ± 0.27 3 1.20 ± 0.14 3 

20 4.79 ± 0.12 3 1.23 ± 0.05 3 

30 4.74 ± 0.03 3 1.18 ± 0.05 3 

 
3.1.3 การศึกษาระยะเวลาในการสกัดที่เหมาะสม 

ในการศึกษาส่วนนี้มุ่งหาระยะเวลาในการสกัดที่เหมาะสม โดยใช้ตัวท าละลายระหว่าง
เอทิลแอลกอฮอล์ และน้ าในอัตราส่วน 1:1 และใช้อัตราเร็วของเครื่อง Overhead mixer ที่ 30 รอบต่อ
นาที จะพบว่าเมื่อระยะเวลาในการสกัดเพ่ิมมากขึ้น ค่า  Total phenolic content ของสารสกัดหยาบ
กากกาแฟก็มีค่าสูงขึ้นเช่นกัน โดยเฉพาะตั้งแต่ระยะเวลาการสกัด 5 ชั่วโมง  
 

  
รูปที่ 3.4 Total phenolic content ของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยระยะเวลาต่างกัน 
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เมื่อพิจารณากราฟรูปที่ 3.5  จะเห็นได้ว่าเมื่อระยะเวลาการสกัดเพ่ิมขึ้นจาก 5 เป็น 24 `ชั่วโมง 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลและกาเฟอีนที่วิเคราะห์ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ   

ในการทดลองนี้จึงสรุปได้ว่าระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัดกากกาแฟ คือ 5 ชั่วโมง เนื่องจาก
ให้ปริมาณกาเฟอีนที่สูงสุด และให้ค่า Total phenolic content ที่สูงใกล้เคียงกับการสกัดที่ใช้ระยะเวลา
มากกว่า 5 ชั่วโมง  

 
  รูปที่ 3.5 Total phenolic content และปริมาณกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยระยะเวลาต่างกัน 

 
เมื่อพิจารณากราฟรูปที่ 3.4 และรูปที่ 3.5 พบว่าค่า Total phenolic content ที่ได้จากสาร

สกัดแตกต่างกัน เนื่องจากผู้ทดลองใช้กากกาแฟคนละชุด ซึ่งกากกาแฟที่ได้มาจากร้านกาแฟอินทนิลในแต่
ละวันจะมีปริมาณสารส าคัญที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ คือ สารประกอบฟีนอลที่ต่างกัน คาดว่าน่าจะเป็นผลมา
จากการที่ในแต่ละวันลูกค้าจะสั่งเมนูกาแฟที่ต่างกัน อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าภาวะการสกัดที่เหมาะสม
จะต้องไม่ข้ึนกับลักษณะของกากกาแฟ เช่น ระดับการคั่วเมล็ดกาแฟ 

ซึ่งจากงานวิจัยของ  Somporn และคณะ44 รายงานว่าระดับการคั่วเมล็ดกาแฟจะส่งผลต่อ
ปริมาณสารประกอบฟีนอล ถ้าระดับการคั่วยิ่งมาก (คั่วเข้ม หรือ คั่วลึก) ก็จะท าให้สารสกัดกาแฟมีค่า 
Total phenolic content ลดลง เนื่องจากสารประกอบฟีนอลเกิดการสลายตัวที่อุณหภูมิสูง ในทาง
กลับกัน Cuong และคณะ45 ได้รายงานว่าถ้าระดับการคั่วยิ่งมาก จะท าให้สารสกัดกาแฟมีปริมาณกาเฟอีน
ที่มากขึ้น อีกทั้งพันธุ์ของกาแฟก็มีผลต่อปริมาณสารส าคัญที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยกาแฟพันธุ์ Robusta 
จะมีปริมาณ CGA และกาเฟอีนมากกว่าพันธุ์ Arabica46 ด้วยเหตุผลต่าง ๆ ที่กล่าวไปข้างต้นจึงท าให้ผู้
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ทดลองสรุปได้ว่ากากกาแฟที่ได้ในแต่ละวันน่าจะให้ปริมาณสารประกอบฟีนอล และปริมาณกาเฟอีนที่
ต่างกัน 

 
3.1.4 การศึกษาอัตราส่วนระหว่างกากกาแฟตัวท าละลายที่เหมาะสม 

a) การศึกษาอัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลายที่เหมาะสม 
ในการศึกษาส่วนนี้ จะท าการหาอัตราส่วนระหว่างกากกาแฟและตัวท าละลายที่เหมาะสมในการ

สกัด โดยท าการศึกษาที่อัตราส่วนกากกาแฟต่อตัวท าละลายเท่ากับ 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 กรัมต่อ
มิลลิลิตร จากผลการทดลองตามกราฟรูปที่ 3.6 พบว่าในแต่ละสัดส่วนกากกาแฟต่อตัวท าละลายจะให้ค่า 
Total phenolic content ของสารสกัดไม่ต่างกันมากนัก โดยที่สัดส่วนของแข็งต่อของเหลวที่ 1:5 และ 
1:6 กรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า Total phenolic content สูงสุด เท่ากับ 6.88 ± 0.28 และ 6.86 ± 0.14 
mg GAE/g SCG ตามล าดับ 

ในขณะเดียวกันจากกราฟรูปที่ 3.6 พบว่าในแต่ละสัดส่วนของแข็งต่อของเหลวก็ให้ปริมาณ 
กาเฟอีนที่ใกล้เคียงกัน และพบว่าสัดส่วนกากกาแฟต่อตัวท าละลายที่ให้ปริมาณกาเฟอีนสูงสุดคือที่สัดส่วน 
1:5 กรัมต่อมิลลิลิตร  

จากการทดลองนี้จึงสามารถสรุปได้ว่าสัดส่วนของกากกาแฟต่อตัวท าละลายที่เหมาะสมในการ
สกัดก็คือที่สัดส่วน 1:5 กรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งที่สัดส่วนนี้มีแนวโน้มให้ค่า Total phenolic content และ 
กาเฟอีนสูงสุด  

 

 
รปูท่ี 3.6 Total phenolic content และกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยสัดส่วน     
ของแข็งต่อของเหลวต่างกัน 
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b) การศึกษาจ านวนครั้งในการสกัด 
ในการทดลองส่วนนี้ ท าการสกัดกากกาแฟซ้ าครั้งที่สองหลังจากสกัดไปครั้งแรก จากตารางที่ 3.2 

จะเห็นได้ว่า ปริมาณของ Total phenolic content และกาเฟอีนในการสกัดครั้งที่ 2 มีค่าน้อยกว่า 50% 
ของการสกัดครั้งแรก ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการสกัดกากกาแฟนั้น ๆ เพียงครั้งเดียวเพ่ือลดของเหลือทิ้ง และ
ปริมาณตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด 

 
ตารางท่ี 3.2 Total phenolic content และกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดในแต่ละครั้ง 
 

สกัดครั้งท่ี 
Total phenolic content 

(mg GAE/g SCG) 
กาเฟอีน 

(mg กาเฟอีน/g SCG) 
ค่าเฉลี่ย N ค่าเฉลี่ย N 

1 4.53 ± 0.05 2 0.73 ± 0.07 2 
2 1.53 ± 0.02 2 0.19 ± 0.08 2 

 

3.1.5 การศึกษาผลของอุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัด 
การทดลองในขั้นนี้มุ่งเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดเมื่อใช้เทคนิคการกวนสารที่แตกต่างกัน 

โดยอุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดหรือการกวน คือ Overhead mixer ที่ความเร็ว 30  รอบต่อนาที และแท่ง
แม่เหล็ก (stirrer bar) ที่ความเร็ว 500 รอบต่อนาที โดยการเลือกความเร็วที่ต่างกันนั้น เนื่องจากเครื่อง 
Overhead mixer มีความเร็วสูงสุดเพียง 30 รอบต่อนาที ส่วนความเร็วของแท่งแม่เหล็กเลือกศึกษาที่
ความเร็ว 500 รอบต่อนาที 

จากผลการทดลอง พบว่าจากกราฟตารางที่ 3.3 เมื่อใช้อุปกรณ์ในการสกัดต่างกันจะท าให้ค่า 
Total phenolic content ต่างกันเพียงเล็กน้อย คือ ที่ระยะเวลาสกัด 5 ชั่วโมง การใช้เครื่อง Overhead 
mixer และการใช้แท่งแม่เหล็กกวนจะให้ค่า Total phenolic content ต่างกันเพียง 0.51 mg GAE ที่
ระยะเวลาสกัด 8 ชั่วโมง ค่าที่ได้ต่างกัน 0.07 mg GAE/g SCG แต่เมื่อสกัดที่ระยะเวลา 12 ชั่วโมง พบว่า
ค่า Total phenolic content ที่ได้ของทั้งสองอุปกรณ์ต่างกันมากขึ้นเท่ากับ 0.80 mg GAE/g SCG ซึ่ง
ถ้าหากพิจารณาแนวโน้มของค่า Total phenolic content จะพบว่าการกวนด้วยแท่งแม่เหล็กในการ
สกัดจะให้ค่าที่สูงกว่าการใช้เครื่อง Overhead mixer เล็กน้อย ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากการที่การสกัดด้วย
แท่งแม่เหล็กนั้นจะใช้ความเร็วรอบต่อนาทีที่สูงกว่าเครื่อง Overhead mixer แต่อย่างไรก็ตามการสกัด
ด้วยแท่งแม่เหล็กอาจจะท าให้กากกาแฟสัมผัสกับตัวท าละลายได้ไม่ทั่วถึงเท่าเครื่อง Overhead mixer 
เนื่องจากจะมีกากกาแฟบางส่วนติดอยู่ตามขอบบีกเกอร์ที่ใช้สกัดขณะท าการกวน อาจจะท าให้การสกัด
เป็นไปอย่างไม่เต็มประสิทธิภาพ 
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ตารางท่ี 3.3 Total phenolic content และปริมาณกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยอุปกรณ์
และระยะเวลา  ในการสกัดต่างกัน (N=3) 

 

ส่วนการวิเคราะห์หาปริมาณกาเฟอีนจากตารางที่ 3.3 พบว่าค่าที่ได้จากทั้งสองอุปกรณ์ไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเช่นกัน  

 จากการทดลองนี้ จึงท าให้สรุปได้ว่าการสกัดด้วยเครื่อง Overhead mixer ที่ความเร็ว 30 รอบ
ต่อนาที และการกวนด้วยแท่งแม่เหล็กที่ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีจะส่งผลต่อปริมาณสารประกอบ      
ฟีนอลและกาเฟอีนเพียงเล็กน้อยเท่านั้น  

 

3.2 ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ของกระดาษชุบสารสกัด
จากกากกาแฟด้วยวิธี Agar disc diffusion 

ในส่วนการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ของสารสกัดหยาบจากกาก
กาแฟจะมุ่งหาปริมาณสารสกัดหยาบกากกาแฟที่สามารถยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides ได ้เพ่ือดูแนวโน้ม
ว่าต้องใช้ปริมาณสารสกัดหยาบกากกาแฟเท่าใดถึงจะเห็นฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อที่ศึกษาได้ 

การหาปริมาณสารสกัดหยาบกากกาแฟที่ยับย้ังเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ได้ 
  เมื่อน าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่ระเหยเอทิลแอลกอฮอล์ออกแล้วไปเข้า เครื่องอบแห้งแบบ
พ่นฝอย พบว่าได้สารสกัดหยาบจากกากกาแฟออกมาเป็นผงละเอียดสีน้ าตาลอ่อนน้ าหนัก 9.3147 กรัม ซึ่งไว
ต่อความชื้นต้องเก็บไว้ในเดซิเคเตอร์ และพบว่ายังมีผงของสารสกัดจ านวนมากติดอยู่ตามภาชนะที่ใช้ใน
เครื่องอบแห้งแบบพ่นฝอย 

ในการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่ความเข้มข้น 10, 50, 100 
และ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็นสองชุดซึ่งท าการทดลองต่างวันกัน ชุดแรก
ศึกษาที่ช่วงความเข้มข้น 10, 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และชุดที่สองศึกษาสารสกัดหยาบจากกาก
กาแฟที่ความเข้มข้น 50 และ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสารสกัดหยาบจากกากกาแฟที่ความเข้มข้น
ดังกล่าวมีปริมาณ Total phenolic content และกาเฟอีนดังตารางที่ 3.3 และเมื่อพิจารณาจากผลการ

ระยะเวลา
สกัด  

(ชั่วโมง) 

การเขย่าด้วย Overhead mixer การกวนด้วยแท่งแม่เหล็ก 

TPC  

(mg GAE/g SCG) 

ปริมาณกาเฟอีน 

(mg กาเฟอีน/g SCG) 

TPC  

(mg GAE/g SCG) 

ปริมาณกาเฟอีน 

(mg กาเฟอีน/g SCG) 

5 6.15 ± 0.15 1.25 ± 0.02 6.66 ± 0.16 1.20 ± 0.04 

8 6.55 ± 0.20 1.15 ± 0.05 6.48 ± 0.05 1.20 ± 0.01 

12 6.39 ± 0.14 1.17 ± 0.02 7.19 ± 0.43 1.22 ± 0.23 
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ทดลองในรูปที่ 3.7 พบว่าที่ 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสามารถยับยั้งเชื้อราที่ศึกษาได้สังเกตได้จาก
โซนยับยั้งที่เชื้อรามีการเว้าตามรูปที่ 3.7 (b) และ (c) โดยมี %inhibition เท่ากับ 6.97 ± 2.43 และ 13.03 ± 
2.94 ตามล าดับ และเมื่อผ่านไปวันที่ 4 พบว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟความเข้มข้น 50 และ 100 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ยังคงมีโซนยับยั้งอยู่  

 

Blank  : 50% 
เอทิลแอลกอฮอล์ 

(a) 10 mg/ml (b) 50 mg/ml (c) 100 mg/ml 

    
ชุดควบคุม ไม่ยับยั้ง 6.97 ± 2.43 13.03 ± 2.94 

 

รูปที่ 3.7 ลักษณะเชื้อรา C. gloeosporioides และ %inhibition หลังทดสอบกับสารสกัดหยาบกากกาแฟที่
ความเข้มข้น 10, 50 และ 100 mg/mL เป็นเวลา 3 วัน 

ในการทดลองชุดที่สองซึ่งศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งของสารสกัดหยาบกากกาแฟที่ความเข้มข้น 50 และ 200 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าหลังจากวางกระดาษกรองที่ใช้ทดสอบทิ้งไว้ 3 วัน เชื้อราก็ยังโตไม่ถึงกระดาษกรองที่
ท าการทดสอบ ซึ่งคาดว่าเกิดจากการที่ผู้ทดลองตัดเชื้อราในช่วงที่มีสปอร์น้อยท าให้เชื้อราเจริญเติบโตได้ช้า แต่
อย่างไรก็ตามเส้นผ่านศูนย์กลางของเชื้อราชุดควบคุม (Blank) ก็ยังมากกว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของสารสกัดหยาบ
จากกากกาแฟ ท าให้สามารถค านวณ %inhibition ได้ตามรูปที ่3.8 โดยที่ความเข้มข้น 50 และ 200 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร มี %inhibition เท่ากับ 15.83 ± 2.49 และ 22.78 ± 7.92 ตามล าดับ และเมื่อบ่มทิ้งไว้นาน 7 และ 11 
วัน พบว่าจะเห็นโซนยับยั้งที่ชัดเจนยิ่งขึ้น ตามรูปที่ 3.8 (b) และ (c) ตามล าดับโดยเฉพาะที่ความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (รูปที่ 3.8 (c)) จะเห็นโซนยับยั้งได้ชัดเจนที่สุด  
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Blank : 50% 

เอทิลแอลกอฮอล์ 
50 mg/mL 200 mg/mL 

(a) 

   
 ชุดควบคุม 15.83 ± 2.49 22.78 ± 7.92 

(b) 

   

(c) 

   
 

รูปที่ 3.8 ลักษณะเชื้อรา C. gloeosporioides และ %inhibition หลังทดสอบกับสารสกัดหยาบกาก
กาแฟที่ความเข้มข้น 50 และ 200 mg/mL เป็นเวลา (a) 3 วัน, (b) 7 วัน และ (c) 11 วัน 

อีกทั้งในการศึกษาขั้นนี้ ได้ท าการหาปริมาณสารประกอบฟีนอล และกาเฟอีนในสารสกัดหยาบจากกาก
กาแฟที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ด้วยดังแสดงใน ตารางที่ 3.5 เมื่อพิจารณาผลดังกล่าว พบว่าที่ความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในกระดาษกรอง 1 แผ่นจะมีปริมาณกาเฟอีนและ Total phenolic content เพียง 0.01 
mg กาเฟอีนและ 0.06 mg GAE ตามล าดับ เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นเป็น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะมี %inhibition 
เพ่ิมขึ้นจาก 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ประมาณ 5.17-14.02% โดยในกระดาษกรอง 1 แผ่นจะมีปริมาณกาเฟอีน
และ Total phenolic content เพ่ิมขึ้น 0.06 mg กาเฟอีนและ 0.24 mg GAE ตามล าดับ ซึ่งถ้าพิจารณาทั้ง
ปริมาณกาเฟอีนและ Total phenolic content แล้ว พบว่าสารที่ออกฤทธิ์ในการยับยั้งน่าจะเป็นสารประกอบ   
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ฟีนอลเนื่องจากสารสกัดหยาบจากกากกาแฟจากความเข้มข้น 50 ไปที่ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร %inhibition 
จะเพ่ิมข้ึน 6.96% (ค านวณจากรูปที่ 3.8) ในขณะทีก่ระดาษกรอง 1 แผ่น จะมีปริมาณ Total phenolic content 
เพ่ิมขึ้นถึง 0.56 mg GAE แต่ปริมาณกาเฟอีนเพ่ิมขึ้นเพียง 0.06 mg กาเฟอีน เมื่อความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นจาก 50 
เป็น 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะเห็นได้ว่าสารประกอบฟีนอลน่าจะเป็นสารที่มีบทบาทส าคัญในการออกฤทธิ์
ยับยั้งเชื่อรา C. gloeosporioides มากกว่ากาเฟอีน 

 
ตารางท่ี 3.3 แสดงปริมาณ Total phenolic content และกาเฟอีนของสารสกัดหยาบกากกาแฟ 

ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ

กากกาแฟ (mg/mL) 
ปริมาณ กาเฟอีน 

(mg กาเฟอีน/ 50 µL) 
Total phenolic content 

(mg GAE/50 µL) 
10 0.01 0.06 
50 0.07 0.30 
100 0.11 0.44 
200 0.13 0.86 

  
เมื่อเปรียบเทียบ % inhibition กับโครงการก่อนหน้านี้15 พบว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟมีค่า 

%inhibition น้อยกว่าสารสกัดหยาบขมิ้นชันถึง 37% รวมถึงสารสกัดจากงานวิจัยของวิชัย และคณะ4 เช่น เหง้า
ว่านน้ า หัวกระเทียม ใบทองพันชั่ง เหง้าขิง เป็นต้น ที่ความเข้มข้น 1,000 ppm ต่างมี %inhibition มากกว่าสาร
สกัดหยาบจากกากกาแฟ เนื่องจากสารสกัดจากงานวิจัยและโครงการอื่น ๆ เป็นสมุนไพรที่มีกลิ่นฉุน มีสารที่ระเหย
สามารถให้กลิ่นที่อุณหภูมิห้องได้ (Volatile) จึงท าให้การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งด้วยวิธี disc diffusion น่าจะให้
ผลได้ดีกว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ เพราะวิธี disc diffusion นี้จะอาศัยหลักการแพร่ของสารตัวอย่างจาก 
disc หรือ กระดาษกรองเข้าสู่วุ้นที่เป็นอาหารของเชื้อ ซึ่งผู้ทดลองคาดว่าหากน าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟไป
ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งด้วยวิธีอ่ืน เช่น Poisoned food method22 ก็น่าจะให้ผลเปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ดีกว่าวิธี 
disc diffusion 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 

4.1 สรุปผลการทดลอง 
จากการศึกษาทดลองสองส่วนหลักของโครงการ โดยส่วนแรก คือ การศึกษาประสิทธิภาพการสกัดสาร

จากกากกาแฟด้วยภาวะต่าง ๆ พบว่าภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกากกาแฟเป็นไปตามตารางที่ 4.1 โดยปัจจัยที่มี
ผลต่อการสกัดสารประกอบฟีนอลและกาเฟอีนมากท่ีสุด คือ อัตราส่วนของตัวท าละลายเอทิลแอลกอฮอล์และน้ า  

 

    ตารางท่ี 4.1 ภาวะการสกัดกากกาแฟที่เหมาะสม 

ปัจจัยที่ศึกษา ภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกากกาแฟ 

อัตราส่วนตัวท าละลายเอทิลแอลกอฮอล์และน้ า 1:1 

อัตราเร็วการเขย่าด้วยเครื่อง Overhead mixer (รอบต่อนาที) 30  

ระยะเวลาในการสกัด (ชั่วโมง) 5  

อัตราส่วนกากกาแฟ (กรัม) ต่อตัวท าละลาย (มิลลิลิตร) 1:5  

 

ในการทดลองส่วนที่สอง คือ การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides 
ของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ พบว่าสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่สามารถยับยั้ง
เชื้อราที่ศึกษาได้ แต่ที่ความเข้มข้น 50, 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเชื้อราที่ศึกษาได้ โดย
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟพบว่าจะมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งที่ความเข้มข้น 
200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจะเห็นโซนยับยั้งที่ชัดเจนมากที่สุด และคาดว่าสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides น่าจะเป็นสารประกอบฟีนอล  

 

4.2 ข้อเสนอแนะในการท าวิจัยต่อในอนาคต 
 1. ศึกษาอุณหภูมิขาเข้าของเครื่องอบแห้งแบบพ่นฝอยที่มีผลต่อประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides ของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟ 

 2. ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดหยาบจากกากกาแฟต่อเชื้อรา Aspergillus flavus ที่ก่อให้เกิดสารพิษ 
Aflatoxin ในถั่ว และพืชชนิดต่าง ๆ ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง 

3. ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราด้วยวิธีอ่ืน เช่น Poisoned food method 
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 รูปที่ 1 กราฟสารละลายมาตรฐาน gallic acid ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

  

 
รูปที่ 2 กราฟสารละลายมาตรฐานกาเฟอีนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

 

  

y = 1.0872x + 0.003
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รูปที่ 3 Chromatogram ของสารมาตรฐานกาเฟอีนที่ความเข้มข้น 16, 32, 48, 64 และ 80 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารมาตรฐานกาเฟอีน 16 ppm 

รูปที่ 4 Chromatogram จากการ spike สารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยน้ าลงในสารมาตรฐานกาเฟอีน 16 ppm 
เพ่ือยืนยันว่าสารที่ตรวจวัดจากตัวอย่างคือกาเฟอีนจากการทดลองที่ 3.1.1 การศึกษาอัตราส่วนตัวท าละลายที่เหมาะสม 

สารมาตรฐานกาเฟอีน 16 ppm + สารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยน้ า 
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รูปที่ 5 Chromatogram จากการ spike สารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยน้ าและเอทิลแอลกอฮอล์ลงในสาร
มาตรฐานกาเฟอีน 16 ppm เพ่ือยืนยันว่าสารที่ตรวจวัดจากตัวอย่างคือกาเฟอีนจากการทดลองที่ 3.1.1 การศึกษา
อัตราสว่นตัวท าละลายที่เหมาะสม 

 

รูปที่ 6 สารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยตัวท าละลายเอทิลแอลกอฮอล์จากการทดลองที่ 3.1.1 การศึกษาอัตรา
ส่วนตัวท าละลายที่เหมาะสม 

สารมาตรฐานกาเฟอีน 16 ppm 

สารมาตรฐานกาเฟอีน 16 ppm + สารสกัดหยาบกากกาแฟที่สกัดด้วยน้ าและ
เอทิลแอกอฮอล์ 1:1 
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