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บทคัดย่อ 
ผลเชอ ร์รีกาแฟ เขียว เป็นวัสดุ เศษ เหลือจากอุตสาหกรรมผลิตกาแฟซึ่ งอุดม ไป ด้วยกรดคลอโรจีนิ ก                            

(Chlorogenic acid, CGA) ที่ มี ฤ ท ธ์ิทาง ชี วภาพสามารถยับยั ง้แบคที เรียและ กิ จกรรมการ ต้ านออกซิ เดชัน ได้                               
การน าผลเชอร์รีกาแฟเขียวมาสกัด CGA จึงเป็นแนวทางการใช้ประโยชน์ และเพิ่มมูลค่าจากวสัดุเศษเหลือได้ การศึกษานี ้              
มีวตัถปุระสงค์เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดั CGA จากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดยการสกดัด้วยตวัท าละลายแบบเร่งดว่น                          
(Accelerated solvent extraction, ASE) จากการศกึษาสภาวะการสกดั CGA โดย ASE จากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดยแปรผนั
ความเข้มข้นของตวัท าละลายเอทานอล (ร้อยละ 50 60 และ 70) และอณุหภมูิในการสกดั (90 120 และ 150 องศาเซลเซียส) 
พบว่าการสกดัผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE ด้วยเอทานอลร้อยละ 70 อณุหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ให้ปริมาณ CGA สงูที่สดุ 
ภายหลังการท าบริสุทธ์ิสารสกัดผลเชอร์รีกาแฟเขียวบางส่วน (Partial purified green coffee cherry extract, PGCE)                   
พบว่ามีร้อยละผลผลิตของสารสกัด PGCE เท่ากับ 4.28 ต่อน า้หนักผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง โดยสารสกัด PGCE ที่ได้
ประกอบด้วย ป ริมาณ  CGA เท่ากับ  72.52 g CGAE/100g PGCE ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั ง้หมด  เท่ ากับ                          
90.67 g CGAE/100g PGCE กิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP เทา่กบั 3430.78  3515.30 
และ 3534.55 μmol TE/g PGCE ตามล าดับ การวิเคราะห์ฤทธ์ิยับยัง้แบคทีเรียของสารสกัด PGCE พบว่าสามารถยับยัง้ 
Escherichia coli Vibrio parahaemolyticus Salmonella typhimurium และ Staphylococcus aureus ได้ ผลการศึกษานี ้
ชี ใ้ห้เห็นว่าการใช้ ASE ด้วยสภาวะที่ เหมาะสมสามารถสกัด  CGA จากผลเชอร์รีกาแฟเขียวได้อย่างมีประสิทธิภาพ                               
และสารสกดั PGCE เป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทางเลอืกท่ีมีฤทธ์ิต้านออกซิเดชนั และยบัยัง้แบคทีเรียได้ 

ค าส าคัญ  :  กรดคลอโรจีนิก ; ผลเชอร์รีกาแฟเขียว ; การสกดัด้วยตวัท าละลายแบบเร่งดว่น ; กิจกรรมการต้านออกซเิดชนั ; 
                    กิจกรรมการต้านแบคทีเรีย  
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Abstract 

 Green coffee cherry, a by-product from coffee production industry, is a rich source of chlorogenic acid 
(CGA) which is a bioactive compound with antibacterial and antioxidant activities. Using of green coffee cherry for 
CGA extraction is therefore a guideline for utilizing and value-adding of this by-product. This study aims to 
investigate the optimal condition for CGA extraction from green coffee cherry by using accelerated solvent 
extraction (ASE). Extraction of CGA from green coffee cherry using ASE by varying ethanol concentrations                   
(50, 60 and 70%) and extraction temperatures (90, 120 and 150 °C) found that extraction of green coffee cherry 
using ASE with 70% ethanol and extraction temperature of 90 °C gave the highest CGA content. After the partial 
purified of green coffee cherry extract (PGCE), the yield of PGCE was observed at 4.51% of dried green coffee 
cherry. The PGCE contained CGA content of 72.04 g CGAE/100g PGCE, total phenolic content of                                 
89.23 g CGAE/100g PGCE and exhibited DPPH- and ABTS-radical scavenging activities and FRAP at 3412.77, 
3493.92 and 3530.69 μmol TE/g PGCE, respectively. The antibacterial activity analysis of PGCE found that 
Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus were inhibited by 
PGCE. These results suggested that using of ASE with optimum condition could effectively extract CGA from 
green coffee cherry. The PGCE obtained was an alternative bioactive compound with antioxidant and 
antibacterial activities. 
 

Keywords :  chlorogenic acid ; green coffee cherry ; accelerated solvent extraction ; antioxidant activities ; 
                    antibacterial activities 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Corresponding author. E-mail : jakkasit@gmail.com 



                           
                          วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 26 (ฉบบัที่ 1) มกราคม – เมษายน พ.ศ. 2564 

                          BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 26 (No.1)  January – April   2021                                                    บทความวิจยั 

 

 

 456 
 

บทน า   
 กรดคลอโรจีนิก (Chlorogenic acid, CGA) เป็นสารประกอบฟีนอลิกในพืชที่ได้จากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน                 
ระหว่างกรดทรานซินนามิก (trans-cinnamic acids) ได้แก่ กรดคาเฟอิก (caffeic acid) กรดเฟอรูลิก (ferulic acid) และกรด
พาราคูมาริก (p-coumaric acid) กับกรดควินิก ((-)-quinic acid) (Clifford et al., 2003; Farah & Ferreira dos Santos, 
2015)  ซึ่งพืชที่มี CGA มากที่สดุ คือกาแฟ (Oestreich-Janzen, 2013) กรดคลอโรจีนิกเป็นสารที่ให้รสขม และฝาดในเมล็ด
กาแฟ (Farah et al., 2005) กรดคลอโรจีนิกมีคุณสมบัติที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์ เช่น ฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน 
(antioxidant) ต้านมะเร็ง (antineoplastic) ฤทธ์ิต้านการเจริญของจุลินทรีย์ (antimicrobial) และมีฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ                                     
(Farah, 2012 ; Kabir et al., 2014) 
 กระบวนการผลิตผลิตภณัฑ์กาแฟมกัมีวสัดุเศษเหลือในกระบวนการผลิต ได้แก่ เนือ้ผลกาแฟร้อยละ 55 ของผลสด 
และเปลือกหุ้ มเมล็ดกาแฟร้อยละ 29 ของผลสด (Ploypradub et. al., 2010) ซึ่งผลเชอร์รีกาแฟเขียวเป็นวัสดุเศษเหลือ
หลังจากการคัดคุณภาพกาแฟที่มักมีการปะปนมากับผลเชอร์รีกาแฟที่สุกแล้วร้อยละ 5 ถึง 10 ซึ่งผลเชอร์รีกาแฟเขียว                       
ไมส่ามารถน าไปแปรรูปได้เนื่องจากระยะเวลาการเก็บเก่ียวไมเ่หมาะสม หากน าไปแปรรูปจะได้เป็นกาแฟตกเกรดที่มีมลูค่าต ่า 
และไม่มีคุณภาพซึ่งอาจไม่คุ้มค่าในการแปรรูป ซึ่งนอกเหนือจากเมล็ดกาแฟเขียวที่อุดมไปด้วย  CGA ส่วนประกอบของ           
ผลเชอร์รีกาแฟอื่น ๆ ยงัมี CGA เป็นสารประกอบหลกัเช่นกนั กาแฟพนัธุ์อาราบิกา (Coffea arabica L.) เป็นกาแฟสายพนัธุ์ที่
ปลกูมากในเขตภาคเหนือ (ARDA, 2020) ปริมาณ CGA ในเมล็ดกาแฟพนัธุ์อาราบิกาพบร้อยละ 4.1 ถึง 7.9 ต่อน า้หนกัแห้ง 
(Farah & Donangelo, 2006) ส่วนประกอบอื่น ๆ ของผลเชอร์รีกาแฟพันธุ์อาราบิกา ได้แก่ เนือ้ผลกาแฟ (Coffee pulp)     
เปลือกผลสด (Cherry husk) และเยื่อหุ้มเมล็ด (Silver skin) มีปริมาณ CGA ร้อยละ 2.40  2.50  และ 3.00 ต่อน า้หนกัแห้ง                 
(Murthy & Naidu, 2012) จะเห็นว่าส่วนประกอบทุกส่วนของผลเชอร์รีกาแฟอุดมไปด้วย  CGA ดังนัน้การน าผลเชอร์รี                
กาแฟเขียวมาใช้ในการสกัด CGA จึงเป็นวิธีหนึ่งที่น าผลเชอร์รีกาแฟเขียวกลับมาใช้ประโยชน์เพื่อลดวัสดุเศษเหลือจาก                           
การคดัคณุภาพเมลด็กาแฟ  
 การสกัดด้วยตัวท าละลายแบบเร่งด่วน (Accelerated solvent extraction, ASE) คือกระบวนการสกัดของแข็ง
ของเหลว (Solid-liquid extraction) ที่อุณหภูมิสงู (50 ถึง 200 องศาเซลเซียส) และความดนัสงู (10 ถึง 15 เมกะปาสคาล) 
แบบอัตโนมัติโดยใช้เคร่ืองสกัด ASE ใช้ระยะเวลาในการสกัดทัง้หมด 15 ถึง 25 นาที การสกัดภายใต้การใช้อุณหภูมิ                       
และความดนัสูง เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัด เนื่องจากการใช้อุณหภูมิสูงเป็นการเพิ่มสมรรถนะในการท าละลาย                  
ของ ตวัท าละลาย เพิ่มอตัราการแพร่กระจายของตวัท าละลาย ท าให้ตวัท าละลายเคลื่อนย้ายรวดเร็วขึน้จากบริเวณชัน้นอก                
สู่พืน้ผิวของตัวอย่าง และการสกัดภายใต้ความดนัสงูยงัช่วยให้กระบวนการสกัดเร็วขึน้ ซึ่งความดนัช่วยรักษาสถานะของ              
ตัวท าละลายขณะที่อุณหภูมิการสกัดมากกว่าจุดเดือดของตัวท าละลาย  ระหว่างกระบวนการสกัดเมื่อความดันสูง                      
สามารถป๊ัมตัวท าละลายผ่านเซลล์ที่บรรจุตัวอย่างง่ายขึน้ แรงดันจะบังคับตัวท าละลายให้เข้าไปในรูพรุนของตัวอย่าง                                
ส่งผลให้ตวัท าละลายสมัผัสกับสารที่ต้องการสกัดภายในเซลล์สกัดมากขึน้  (Mottaleb & Sarker, 2012) การสกัดโดย ASE           
เป็นการสกัดที่ลดการใช้ปริมาณตัวท าละลาย และระยะเวลาในการสกัด เมื่อเทียบกับวิธีการสกัดของแข็ง-ของเหลวอื่น ๆ                   
ที่นิยมใช้ ได้แก่  การสกัดด้วยซอกเลต (Soxhlet extraction) และการสกัดด้วยคลื่นไมโครเวฟ (Microwave-assisted 
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extraction) (Moldoveanu & David, 2016) ปัจจุบนัการสกัดโดย ASE เป็นเทคนิคที่น่าสนใจ และเป็นทางเลือกส าหรับการ
สกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากของแข็งของพืช วตัถุดิบชีวภาพ และการประยุกต์ใช้ในอาหาร ประโยชน์ของการสกัดโดย 
ASE คือ ได้ปริมาณการสกัดต่อครัง้สูง สกัดได้อตัโนมัติ ใช้ตัวท าละลายในการสกัดต ่า และรวดเร็ว เทคนิคการสกัดนีจ้ึงมี
ความส าคญัส าหรับการวิเคราะห์ และเตรียมตวัอย่างมาก (Sun et al., 2012) Herrero et al. (2005) ศกึษาการสกดัสารต้าน
อนมุลูอิสระจากสาหร่ายสไปรูลนิาโดย ASE พบว่าเอทานอลเป็นตวัท าละลายที่เหมาะสม ให้ปริมาณผลผลติที่สงู และกิจกรรม
การต้านอนมุลูอิสระปานกลาง นอกจากนี ้Barros et al. (2013) ท าการสกดัสารประกอบฟีนอลิกจากร าข้าวฟ่างโดยวิธี ASE 
เปรียบเทียบกับการสกัดด้วยวิธีการสกัดแบบดัง้เดิม โดยใช้ตัวท าละลายเป็นเอทานอลกับน า้ (อัตราส่วน 50 ต่อ 50 และ                
70 ต่อ 30) กรดซิตริกกับน า้ และน า้ พบว่าการสกัดโดยใช้ตัวท าละลายเอทานอลกับน า้ทัง้สองอัตราส่วนโดยวิธี ASE                    
ให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และกิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระมากที่สดุ การเลือกใช้ตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกัด                  
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากพืชจ าเป็นต้องทราบถึงคุณสมบัติของตวัท าละลาย โดยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในพืชมกัถูก
ละลายได้ดี ด้วยตัวท าละลายที่มี ขัว้ ใก ล้ เคียงกัน  โดยอาศัยหลักการ like dissolve like (Neelapong et al., 2018)                         
ซึ่งตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกดัสารประกอบฟีนอลิก ได้แก่ เอทิลอะซิเตท (Neelapong et al., 2018) เอทานอล และ            
เมทานอล (Pandey & Tripathi, 2014) ตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารประกอบฟีนอลิก คือ เอทานอล ซึ่งเป็น                           
ตัวท าละลายที่มีความปลอดภัย ราคาไม่แพง จึงเหมาะสมในการน ามาสกัดผลเชอร์รีกาแฟเขียว  การท าบริสุทธ์ิโดย                      
การสกัดแบบปกติโดยใช้ตัวท าละลายเป็นการสกัดด้วยเคร่ืองเขย่า หรือเคร่ืองกวนสาร หรือการแยกสารละลายโดยใช้          
กรวยแยก และอาศยัการแยกชัน้ของตวัท าละลายโดยอาศยัความแตกตา่งของความหนาแนน่ของสารละลายกบัตวัท าละลาย            
ที่ถกูน ามาใช้แยก โดยกรดคลอโรจีนิกจากสารสกดัจากพืชมกัใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ในการท าบริสทุธ์ิ ได้แก่ ปิโตรเลียมอีเทอร์ 
เอทิลอะซิเตท คลอโรฟอร์ม ไดคลอโรมีเทน เอทานอล และอื่น ๆ (Azevedo et al., 2007; Memon et al., 2010) 
 ดังนั น้ ในงานวิจัยนี จ้ึ งมี วัตถุประสง ค์ เพื่ อศึกษาสภาวะสกัดที่ เหมาะสมส าห รับสกัดกรดคลอโรจีนิ ก                                       
จากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE ท าการแปรผนัความเข้มข้นของเอทานอลซึ่งเป็นตัวท าละลาย และอุณหภูมิในการสกัด                    
ที่เหมาะสม เพื่อให้ได้ร้อยละผลผลติ ปริมาณ CGA ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมด และกิจกรรมการต้านออกซิเดชนัใน   
สารสกัด PGCE สงูที่สดุ และศึกษากิจกรรมการยบัยัง้แบคทีเรีย ซึ่งสามารถใช้เป็นแนวทางในการสกัดกรดคลอโรจีนิกจาก                        
ผลเชอร์รีกาแฟเขียวเพื่อเพิ่มมูลค่าให้กับวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิตกาแฟ และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน
อตุสาหกรรมอาหาร เภสชักรรม และเคร่ืองส าอางตอ่ไปในอนาคต 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. การเตรียมผลเชอร์รีกาแฟเขียว  
 ผลเชอร์รีกาแฟเขียว (Green Coffee Cherry) พันธุ์อาราบิกา (Coffea arabica L.) ซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือจาก                         
บริษัท ฮิลล์คอฟฟ์ จ ากัด จังหวัดเชียงใหม่ น ามาอบแห้งด้วยตู้ อบแห้งแบบลมร้อน (Hot air oven, Bind, ED 53, vacuum 
pump V_700, Germany) ที่อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส จนกระทัง่มีความชืน้ต ่ากวา่ร้อยละ 10 (ภาพท่ี 1) น าไปบดให้ละเอียด                       
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มีขนาดอนุภาคเฉลี่ย 0.60 มิลลิเมตร (ภาพที่ 2) จากนัน้จึงบรรจุในถุงฟอยล์แล้วปิดผนึกแบบสุญญากาศ เก็บไว้ในตู้ เย็น
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ส าหรับการทดลองตอ่ไป 
 

                                                                         
                     ภาพที ่1  ผลเชอร์รีกาแฟเขยีวอบแห้ง           ภาพที่ 2  ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้งบดละเอียด 

 
2. การศึกษาองค์ประกอบเบือ้งตน้ของผลเชอร์รีกาแฟเขียว 
 น าผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้งบดละเอียด วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีเบือ้งต้น ได้แก่ ความชืน้ โปรตีน ไขมนั เถ้า 
และคาร์โบไฮเดรต  ตามวิ ธีมาตรฐาน AOAC (2012) ปริมาณกรดคลอโรจีนิก  (Chlorogenic acid content, CGA)                               
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมด (Total phenolic content, TPC) และกิจกรรมการต้านออกซิเดชันซึ่งทดสอบด้วย                      
วิธี DPPH ABTS และ FRAP  
3. การศึกษาสภาวะการสกดัผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE 
 การศึกษาสภาวะการสกัดผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE โดยท าการศึกษาปัจจัยของการสกัดจ านวน 2 ปัจจัย                       
ปัจจัยละ 3 ระดับ ได้แก่ ความเข้มข้นของเอทานอล (ร้อยละ 50 60 และ 70) และอุณหภูมิในการสกัด (90 120 และ                            
150 องศาเซลเซียส ) ท าการสกัด ด้วยเค ร่ืองสกัด  ASE รุ่น  Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific, USA)                           
ที่ความดนั 10.34  เมกะปาสคาล โดยผสมผลเชอร์รีกาแฟอบแห้งบดละเอียดกับทรายสกัด (อตัราส่วน 4 ต่อ 1) บรรจุลงใน
เซลล์สกัดขนาด 100 มิลลิลิตร จ านวน 50 กรัม ก าหนดสภาวะการสกัดตามวิธีของ Barros et al. (2013) ใช้ระยะเวลาใน               
การสกัดทัง้หมดต่อ 1 เซลล์สกัด 20 นาที เมื่อท าการสกัดเสร็จน าสารละลายที่สกัดได้ไปเหวี่ยงแยกตะกอนด้วยเคร่ืองหมุน
เหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ  (Refrigerated centrifuge, Velocity 18R, Dinamica, UK) ที่  4032 ×g เป็นเวลา 15 นาที                   
แยกส่วนใสไปกรองด้วยกระดาษกรอง  (Whatman™ Grade 4 filter paper, GE Healthcare, UK) แล้วน าไประเหย                           
ตัวท าละลายออกด้วยเค ร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน เหวี่ยง (Rocket synergy evaporator, SP. Scientific, UK)                          
ที ่50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนัน้น าไปท าแห้งในตู้อบลมร้อนท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ได้สารสกดัหยาบเก็บไว้ในขวดสชีาที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ส าหรับการทดลองตอ่ไป  
 น าส า รส กั ด ห ย าบ อบแ ห้ ง ท่ี ได้ ม าท าบ ริสุท ธ์ิ บ า งส่ ว น  โด ยดั ด แป ล งวิ ธี ข อ ง  Ky et al. (1997)  แล ะ                                           
Naidu et al. (2008) คือ ละลายสารสกัดหยาบด้วยน า้กลัน่ เติมแอมโมเนียมซัลเฟตจ านวนร้อยละ 2 ต่อปริมาตรทัง้หมด                      
ตัง้ทิง้ไว้ 12 ชัว่โมง จากนัน้น าไปเหวี่ยงแยกตะกอนที่ 4032 ×g เป็นเวลา 15 นาที เติมกรดฟอสฟอริกลงในสารละลายสว่นใส                    
ร้อยละ 4 ต่อปริมาตรทัง้หมด  เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ปริมาตร 1.5 เท่า ของปริมาตรสารละลายสกัด น าไปสกัดบน                           
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เคร่ืองกวนสารละลาย (V. go stirring hot plate, SP131320-33-v, China) เป็นเวลา 30 นาที เก็บชัน้สารละลายสารสกดัแล้ว
ท าการสกดัด้วยปิโตรเลียมอีเทอร์อีกครัง้ จากนัน้แยกชัน้สารละลายสารสกดัมาล้างด้วยคลอโรฟอร์มปริมาตร 1.5 เทา่ แยกชัน้
สารละลายสารสกดัมาล้างด้วยเอทิลอะซิเตทปริมาตรเทา่กบัปริมาตรสารละลายสกดัด้วยกรวยแยก เก็บชัน้เอทิลอะซิเตทไว้ใน
ขวดสชีา แล้วน าชัน้น า้มาท าการล้างด้วยเอทิลอะซิเตทอีก 3 ครัง้ และน าชัน้อะซิเตทมาระเหยด้วยเคร่ืองระเหยสญุญากาศแบบ
หมุนเหวี่ยงอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ได้สารสกัดผลเชอร์รีกาแฟเขียวท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วน                           
(Partial purified green coffee cherry extract, PGCE) เป็นผงสขีาวเหลอืง เก็บรักษาในขวดสชีาที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
เพื่อใช้ส าหรับการทดลองตอ่ไป  
 น าสารสกัด PGCE ไปวิเคราะห์และค านวณหาร้อยละผลผลิตของสารสกัด PGCE โดยค านวณจากน า้หนักของ               
สารสกัด  PGCE ที่ ส กัด ได้ เป รียบ เที ยบกับน า้หนักของผล เชอ ร์ รีกาแฟ เขีย วอบแ ห้ งบดละ เอี ยด ที่ ใ ช้ เ ร่ิม ต้ น                                      
วิเคราะห์ปริมาณ CGA ปริมาณ TPC กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP และวิเคราะห์               
หาสภาวะที่เหมาะสมของการสกดัที่ให้ร้อยละผลผลิต ปริมาณ CGA ปริมาณ TPC และกิจกรรมการต้านออกซิเดชนัที่สงูที่สดุ
ด้วยโปรแกรม Minitab Version 16 (Minitab Pty Ltd., Sydney, Australia) ที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 แล้วน าสภาวะ            
การสกัดที่เหมาะสมที่ได้จากการประมวลผลทางสถิติที่ให้ค่าการท านายสงูที่สดุ (Prediction value) ไปใช้เพื่อท าการศึกษา
สกัดจริง แล้วน าค่าการวิเคราะห์ยืนยนั (Verified value) ที่ได้ มาวิเคราะห์เปรียบเทียบกับค่าการท านาย และน าสารสกัด 
PGCE ที่สกดัด้วยสภาวะที่คดัเลอืกไปทดสอบกิจกรรมการยบัยัง้แบคทีเรีย 
4. การวิเคราะห์ปริมาณกรดคลอโรจีนิก 
 น าสารสกัด  PGCE มาวิ เคราะห์หาปริมาณกรดคลอโรจีนิก ด้วยวิ ธีมาตรฐาน AOAC (2012) ด้วยเค ร่ือง                          
สเปกโทรโฟโตมิ เตอร์ (Spectrophotometer, Specord ® 50 plus UV-Vis, Analytik-jena, Germany) และค านวณหา        
ปริมาณ CGA จากกราฟมาตรฐานของกรดคลอโรจีนิก (Chlorogenic acid equivalent : CGAE) ในรูปกรัมสมมูลของ                  
กรดคลอโรจีนิกตอ่น า้หนกัแห้งสารสกดั PGCE 100 กรัม (g CGAE/100g PGCE) 
5. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทัง้หมด 
 น าสารสกดั PGCE มาวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทัง้หมด (TPC) ด้วยวิธีของ Murthy & Naidu (2012) 
ด้ วย เค ร่ืองอ่านปฏิ กิ ริยาบนไมโครเพลท  (Microplate reader, Spectea Max ® i3x, Moleculardevices, USA) และ
ค านวณหาปริมาณ TPC จากกราฟมาตรฐานของกรดคลอโรจีนิก (Chlorogenic acid equivalent : CGAE) ในรูปกรัมสมมูล
ของกรดคลอโรจีนิกตอ่น า้หนกัแห้งสารสกดั PGCE 100 กรัม (g CGAE/100g PGCE) 
6. การวิเคราะห์กิจกรรมการตา้นออกซิเดชนั 
 น าสารสกัด  PGCE มาวิ เคราะห์หากิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ  DPPH ตามวิธีของ Huang et al. (2005)                             
อนุมูลอิสระ ABTS•+ ตามวิ ธีของ Marcucci et al. (2017) และกิจกรรม  Ferric reducing antioxidant power (FRAP)                     
ตามวิธีของ  Vignoli et al. (2011) อ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท  (Microplate reader, 
Spectea Max ® i3x, Molecular devices, USA) และค านวณหาการต้านอนมุลูอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP                               
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โดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของโทรลอกซ์ (Trolox equivalent : TE) รายงานผลในรูปไมโครโมลสมมลูของโทรลอกซ์ต่อ
กรัมน า้หนกัแห้งสารสกดั PGCE (μmol TE/g PGCE) 
7. การวิเคราะห์กิจกรรมการยบัยัง้แบคทีเรีย 
  น าสารสกัด PGCE จากสภาวะสกัดที่เหมาะสมมาวิเคราะห์หากิจกรรมการยับยัง้แบคทีเรีย Escherichia coli 
(TISTR 527 ) Vibrio parahaemolyticus (TISTR 1596 ) Salmonella enterica subsp. Enterica serovar. Typhimurium 
(TISTR 2519) และ Staphylococcus aureus (TISTR 2329)  ด้วยวิธี Agar disc diffusion ตามวิธีของ Suárez-Quiroz et al. 
(2013) โดยใช้ buvard paper discs ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตรที่ผ่านการฆ่าเชือ้ชุบสารละลายสารสกัด PGCE 
ความเข้มข้น 1.50 และ 2.25 mg/disc (ละลายด้วยน า้กลัน่ฆ่าเชือ้) ตวัควบคมุลบ คือน า้กลัน่ฆ่าเชือ้ และตวัควบคมุบวก คือ 
ดิสก์ยาปฏิชีวนะ Tetracyclines ส าเร็จรูป (Tetracycline antimicrobial susceptibility test discs, Oxoid, UK) วางบนอาหาร
เลีย้งเชือ้แข็ง Muller-Hinton agar (MHA) ที่ท าการสเปรดแบคทีเรีย 106 CFU/ml  น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส              
นาน 24 ชั่วโมง แล้วท าการวดัเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสซึ่งแสดงโซนการยับยัง้แบคทีเรีย (Inhibition zone) หน่วยมิลลิเมตร 
(เส้นผา่ศนูย์กลางโซนใสมากกวา่ 8 มิลลเิมตร แสดงวา่สารสกดัยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียนัน้) ทดสอบหาค่าความเข้มข้น
ต ่าสุดของสารสกัด PGCE ในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย  (Minimum inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธีการ
ทดสอบความไวของสารยบัยัง้แบคทีเรียเจือจางต่อแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจน (CLSI, 2012)  ท าการเจือจางสารละลายสารสกดั 
PGCE ลงครัง้ละสองเทา่ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว Muller-Hinton broth (MHB)  ใน 96-well plate (ความเข้มข้นของสารละลาย
สารสกัดที่ได้อยู่ระหว่าง 100 ถึง 0.003 mg/ml) แล้วเติมแบคทีเรียให้มีความเข้มข้นสุดท้ายในแต่ละหลุม 5 ×105 CFU/ml 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง สงัเกตความขุ่นที่เกิดขึน้หลงับ่ม โดยหลมุสดุท้ายที่ไม่เกิดความขุ่น                  
แสดงว่าสารละลายตัวอย่างสามารถยับยัง้แบคทีเรียนัน้ได้ แสดงว่าเป็นค่า MIC เพื่อยืนยันความเข้มข้นของสารละลาย
ตวัอย่างที่สามารถยบัยัง้แบคทีเรียได้ โดยท าการ ทดสอบหาค่าความเข้มข้นต ่าสดุของสารสกัด PGCE ต่อการฆ่าแบคทีเรีย 
(Minimal bactericidal concentration, MBC) น าอาหารเลีย้งเชือ้หลงับม่หาคา่ MIC มาขีดบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง MHA บม่ที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง หากความเข้มข้นสดุท้ายที่ไมม่ีการเจริญบน MHA แสดงวา่เป็นคา่ MBC ของแบคทีเรียนัน้ 
 
ผลการวิจัย   
1. องค์ประกอบเบือ้งตน้ของผลเชอร์รีกาแฟเขียว 
 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบด้านเคมีเบือ้งต้น และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ได้แก่ ปริมาณ CGA ปริมาณ TPC 
กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ  DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP ของผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้งบดละเอียด                                   
แสดงดังตารางที่  1 พบว่าองค์ประกอบด้านเคมี เบือ้งต้นของผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้งบดละเอียด ประกอบด้วย                                 
ความชืน้ ร้อยละ 7.48  โปรตีนร้อยละ 11.03 ไขมันร้อยละ 6.33 เถ้าร้อยละ 4.81 และคาร์โบไฮเดรตร้อยละ 70.36                         
และมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ได้แก่ ปริมาณ CGA เท่ากบั 5.35 g CGAE/100g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง ปริมาณ TPC 
เทา่กบั 5.60 g CGAE/100g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง กิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP 
เทา่กบั 90.08 158.13 และ 93.68 μmol TE/g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง ตามล าดบั  
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ตารางที่ 1  องค์ประกอบทางเคมีและกิจกรรมการต้านออกซิเดชนัของผลเชอร์รีกาแฟเขยีวอบแห้งบดละเอียด 
องค์ประกอบทางเคม ี คา่การวเิคราะห์ 

ความชืน้ (ร้อยละ)a 7.48 ± 0.24* 
โปรตีน  (ร้อยละ) a 11.03 ± 0.20 
ไขมนั (ร้อยละ) a 6.33 ± 0.11 
เถ้า (ร้อยละ) a 4.81 ± 0.10 
คาร์โบไฮเดรต  (ร้อยละ) a 70.36 ± 0.30 
CGA content (g CGAE/100g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง) b 5.35 ± 0.12 
TPC content (g CGAE/100g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง) b 5.60 ± 0.08 
กิจกรรมการต้านออกซิเดชนั 

- DPPH (μmol TE/g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง) b 
- ABTS (μmol TE/g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง) b 
- FRAP (μmol TE/g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง) b 

 
90.08 ± 2.15 

158.13 ± 3.77 

93.68 ± 14.88 
หมายเหต ุ * คา่ของข้อมลูแสดงในรูปของ คา่เฉลีย่ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้  
    a ค านวณในรูปฐานเปียก 
    b ค านวณในรูปฐานแห้ง 
 
2. ผลการศึกษาสภาวะการสกดักรดคลอโรจีนิกทีเ่หมาะสมโดย ASE 
 การศึกษาสภาวะการสกัดกรดคลอโรจีนิกที่เหมาะสมจากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE โดยแปรผนัความเข้มข้น           
ของเอทานอล (ร้อยละ 50 60 และ 70) และอณุหภมูิสกดั (90 120 และ 150 องศาเซลเซียส) โดยใช้ตวัชีว้ดัการคดัเลอืกสภาวะ                 
คือร้อยละผลผลิต ปริมาณ CGA ปริมาณ TPC กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP                    
ของสารสกัด PGCE โดยในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมท าการออกแบบการทดลองแบบ 32 Factorial in CRD จ านวน                            
9 สิง่ทดลอง สกดัสิง่ทดลองละ 3 ซ า้ โดยร้อยละผลผลติ ปริมาณ CGA และปริมาณ TPC แสดงดงัตารางที่ 2  กิจกรรมการต้าน
อนมุลูอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP ของสารสกดั PGCE แสดงดงัตารางที่ 3 พบวา่ความเข้มข้นของเอทานอล 
และอุณหภูมิ มีผลต่อร้อยละผลผลิต ปริมาณ CGA ปริมาณ TPC กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS และ
กิจกรรม FRAP โดยความเข้มข้นเอทานอลร้อยละ 70 สามารถสกดัสารสกดั PGCE ได้สงูที่สดุมีค่าเท่ากบัร้อยละ 4.28 – 4.43 
ต่อน า้หนักผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง ซึ่งผลของอุณหภูมิในการสกัดให้ปริมาณผลผลิตไม่แตกต่างกัน (p>0.05)                            
การใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 สามารถสกดัสารสกดั PGCE โดย ASE ได้ปริมาณ CGA ปริมาณ TPC กิจกรรมการ
ต้านอนมุลูอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP สงูที่สดุ รองลงมาคือ การใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 60 และ 50 
ตามล าดบั แตผ่ลของอณุหภมูิสกดั พบวา่อณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส สามารถสกดัสารสกดั PGCE โดย ASE ได้ปริมาณ CGA                    
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ปริมาณ TPC และกิจกรรมการต้านอนมุูลอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP สงูที่สดุ ซึ่งสารสกดั PGCE โดย ASE 
โดย ใช้ เอท านอลความ เข้ม ข้น ร้อยละ  70 และอุณ หภูมิ สกัด ที่  90 องศา เซล เซี ยส  ได้ ป ริม าณ  CGA เท่ ากับ                                  
72.52 g CGAE/100g PGCE ปริมาณ TPC เท่ากับ 90.67 g CGAE/100g PGCE กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ 
ABTS และกิจกรรม FRAP เท่ากับ 3430.78  3515.30 และ 3534.55 μmol TE/g PGCE ตามล าดับ ซึ่งมีประสิทธิภาพใน           
การสกดัสงูที่สดุ 
 เมื่อน าข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์สารสกัด PGCE โดย ASE ท าการแปรผันความเข้มของของเอทานอล และ
อณุหภมูิในการสกดั มาท าการวิเคราะห์หาสภาวะที่เหมาะสมโดยก าหนดเลือกสภาวะที่ท าให้ได้ร้อยละผลผลิต ปริมาณ CGA 
ปริมาณ TPC กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP สงูที่สดุ พบว่าได้สภาวะที่เหมาะสมใน               
การสกัดกรดคลอโรจีนิกจากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE คือ การใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 และอุณหภูมิในการ
สกดั 90 องศาเซลเซียส มีคา่ความพึงพอใจโดยรวม (Composite desirability: D) เท่ากบั 0.93 (ภาพที่ 3) แสดงวา่สภาวะการ
สกดัที่เหมาะสมระหว่างความสมัพนัธ์ของค่าปัจจยั และค่าตอบสนองที่มีความสมัพนัธ์กนัร้อยละ 93.02 เมื่อท าการสกดัซ า้ที่
สภาวะที่เหมาะสมพบว่าค่าที่ได้จากการวิเคราะห์มีความใกล้เคียงกบัค่าที่ได้จากการท านาย (% Accuracy) โดยมีค่าเท่ากบั
ร้อยละ 97.56 – 99.89 แสดงว่าสภาวะสกัดโดยใช้ เอทานอลความเข้ม ข้นร้อยละ 70 และอุณหภูมิ ในการสกัด                                    
90 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะที่เหมาะสม และสามารถสกัดกรดคลอโรจีนิกจากผลเชอร์รีกาแฟเขียว โดย ASE อย่างมี
ประสทิธิภาพ 

 
ตารางที่ 2  ร้อยละผลผลติ ปริมาณ CGA และปริมาณ TPC ของสารสกดั PGCE จากการศกึษาสภาวะการสกดัที่เหมาะสม 
                  โดย ASE ท าการแปรผนัความเข้มข้นของเอทานอล และอณุหภมูิสกดั 

สภาวะการสกดั 
ร้อยละผลผลติสารสกดั PGCE  

CGA content 
(g CGAE/100g PGCE) 

TPC content 
(g CGAE/100g PGCE) Ethanol (%) Temp (◦C) 

50 90 2.60 ± 0.13b 69.11 ± 0.16c 82.98 ± 0.39de 
50 120 2.67 ± 0.09b 70.13 ± 0.02c 81.63  ± 1.39e 
50 150 2.71 ± 0.09b 67.76 ± 0.16e 80.58  ± 0.56e 
60 90 2.78 ± 0.25b 70.36 ± 0.14c 87.26 ± 1.10bc 
60 120 3.19 ± 0.08b 70.64 ± 0.09c 85.26 ± 0.70cd 
60 150 3.36 ± 0.55b 67.55 ± 0.31e 82.62 ± 1.04de 
70 90 4.28 ± 0.15a 72.52 ± 0.41a 90.67 ± 0.90a 
70 120 4.35 ± 0.34a 71.52 ± 0.33b 89.34 ± 0.22ab 
70 150 4.43 ± 0.31a 69.41 ± 0.07d 88.50 ± 1.92ab 

หมายเหต ุ คา่ของข้อมลูแสดงในรูปของ คา่เฉลีย่ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้ และอกัษรภาษาองักฤษก ากบั 
                ในคอลมัน์เดียวกนัแสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที ่3  กิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP ของสารสกดั PGCE โดย ASE  
                  ท าการแปรผนัความเข้มข้นของเอทานอล และอณุหภมูิสกดั 

สภาวะการสกดั กิจกรรมการต้านออกซิเดชนั (μmol TE/g PGCE) 
Ethanol (%) Temp (◦C) DPPH ABTS FRAP 

50 90 2709.15 ± 1.79g 3242.91 ± 28.19c 3301.73 ± 28.42d 
50 120 2663.03 ± 5.28h 3226.49 ± 26.30 cd 3298.10 ± 23.75d 
50 150 2616.44 ± 2.17i 3180.27 ± 20.16d 3207.47 ± 3.39e 
60 90 2912.42 ± 3.83d 3286.93 ± 15.10c 3410.67 ± 31.35c 
60 120 2818.13 ± 13.05e 3249.72 ± 9.46c 3376.34 ± 29.23c 
60 150 3045.72 ± 8.05f 3231.79 ± 25.39cd 3367.94 ± 13.69c 
70 90 3430.78 ± 5.49a 3515.30 ± 16.70a 3534.55 ± 7.50a 
70 120 3045.72 ± 8.05b 3435.99 ± 24.84b 3448.23 ± 14.95b 
70 150 2953.64 ± 1.19c 3382.06 ± 21.84b 3379.59 ± 26.84bc 

หมายเหต ุ คา่ของข้อมลูแสดงในรูปของ คา่เฉลีย่ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้ และอกัษรภาษาองักฤษก ากบั 
                ในคอลมัน์เดียวกนัแสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
 

 
        ภาพที ่3  คา่จากการท านายสภาวะการสกดัโดยใช้ความเข้มข้นของเอทานอล และอณุหภมูทิี่เหมาะสมในการสกดั    
                        กรดคลอโรจีนิกจากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE ด้วยโปรแกรมทางสถิติ  
หมายเหต ุ    Y คือ     คา่ที่ได้จากการท านาย                     D คือ คา่ความพงึพอใจโดยรวม (Composite desirability, D) 
 %Yield คือ ร้อยละผลผลติสารสกดั PGCE    DPPH คือ กิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระ DPPH   
 CGA    คือ ปริมาณกรดคลอโรจีนิก               ABTS คือ กิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระ ABTS    
 TPC     คือ ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ       FRAP คือ กิจกรรม FRAP     
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ตารางที ่4  คา่การท านาย (Prediction value) และคา่การวิเคราะห์ยืนยนั (Verified value) ของสภาวะการสกดัที่คดัเลอืก 
                  ของสารสกดั PGCE โดย ASE  

การวเิคราะห์ คา่การท านาย คา่การวเิคราะห์ยืนยนั % Accuracy 
ร้อยละผลผลติสารสกดั PGCE 4.62 4.51 ± 0.131 97.56 
CGA content (g CGAE/100g PGCE) 72.52 89.23 ± 1.33 98.41 
TPC content (g CGAE/100g PGCE) 90.67 72.04 ± 0.10 99.35 
กิจกรรมการต้านออกซิเดชนั 

- DPPH (μmol TE/g PGCE) 
- ABTS (μmol TE/g PGCE) 
- FRAP (μmol TE/g PGCE) 

 
3430.78 
3515.33 
3534.55 

 
3412.77 ± 15.56 
3493.92 ± 24.37 
3530.69 ± 19.23 

 
99.48 
99.39 
99.89 

หมายเหตุ  1คา่ของข้อมลูแสดงในรูปของ คา่เฉลีย่ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้  
 
3. ผลการศึกษากิจกรรมการยบัยัง้แบคทีเรีย 
 3.1 ผลการศึกษากิจกรรมการยบัยัง้แบคทีเรียดว้ยวิธี Agar disc diffusion 
 ผลการศึกษากิจกรรมการยับยัง้แบคทีเรียด้วยวิธี Agar disc diffusion ทดสอบกับแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ E. coli                               
V. parahaemolyticus  S. typhimurium  และ S. aureus แสดงผลดงัตารางที่ 5 หากบริเวณใสซึ่งเป็นบริเวณที่เกิดการยบัยัง้
แบคทีเรีย (Inhibition zone) มีเส้นผา่นศนูย์กลางมากกวา่ 8 มิลลเิมตร แสดงวา่สารตวัอยา่งมีฤทธ์ิยบัยัง้แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ 
(Suárez-Quiroz et al., 2013) จากผลการวิเคราะห์พบว่าความเข้มข้นของสารสกัด PGCE 1.50 และ 2.25 mg/disc                               
มีเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนการยับยัง้มากกว่า 8 มิลลิเมตร โดยความเข้มข้นของสารสกัด  PGCE ความเข้มข้น                        
1.50 mg/disc เป็นความเข้มข้นเร่ิม ต้น ในการทดสอบนี  ้ซึ่ งสามารถยับยัง้แบคที เรียแกรมบวก S. aureus โดยมี                                   
เส้นผ่านศนูย์กลาง 10.17 มิลลเิมตร ซึง่แสดงการยบัยัง้การเจริญได้ดีกวา่แบคทีเรียแกรมลบซึ่งสารสกดั PGCE สามารถยบัยัง้
แบคทีเรียแกรมลบ V. parahaemolyticus ดีที่สดุ รองลงมาคือ S. typhimurium และ E. coli  โดยมีเส้นผ่านศนูย์กลางเท่ากบั 
9.67  9.33 และ 9.67 มิลลิ เมตร ตามล าดับ  โดยตัวควบคุมบวกที่ ใช้คือ  Tetracyclines ความเข้มข้น 0.03 mg/disc                               
มีเส้นผ่านศูนย์กลางโซนการยบัยัง้แบคทีเรีย S. aureus เท่ากับ 41.33 มิลลิเมตร รองลงมาคือ V. parahaemolyticus และ                         
S. typhimurium เทา่กบั 27.42 มิลลเิมตร และ E. coli  เทา่กบั 25.42 มิลลเิมตร ตามล าดบั แสดงวา่สารสกดั PGCE สามารถ
ยบัยัง้แบคทีเรียที่ศกึษาได้ และสามารถยบัยัง้แบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกวา่แกรมลบ 
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ตารางที่ 5  ผลการยบัยัง้แบคทีเรียด้วยวิธี Agar disc diffusion ของสารสกดั PGCE 

แบคทีเรีย 
Inhibition zone (mm) 

ความเข้มข้นของสารสกดั PGCE (mg/disc) 
2.25 1.50 

Escherichia coli 10.17 ± 0.29 9.08 ± 0.14 
Vibrio parahaemolyticus 11.17 ± 0.29 9.67 ± 0.29 
Salmonella typhimurium  9.67 ± 0.29 9.33 ± 0.58 
Staphylococcus aureus 12.50 ± 0.50 10.17 ± 0.29 
หมายเหต ุ คา่ของข้อมลูแสดงในรูปของ คา่เฉลีย่ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ า้ 
 
 3.2 ผลการศึกษาค่า MIC และค่า MBC ของสารสกดั PGCE 
 ผลการศึกษาค่า  MIC และค่า MBC ของสารสกัด PGCE จากการสกัดด้วยสภาวะที่เหมาะสม โดยทดสอบกับ
แบคทีเรีย 4 ชนิด คือ E. coli  V. parahaemolyticus  S. typhimurium  และ S. aureus แสดงดังตารางที่ 6 พบว่าค่า MIC 
ของสารสกัด  PGCE ต่อเชื อ้  S. aureus เท่ากับ  3.13 mg/ml โดยค่า  MIC ต่อ เชื อ้  E. coli V. parahaemolyticus และ                          
S. typhimurium มีค่าเท่ากบั 6.25 mg/ml และเมื่อน าไปทดสอบค่า MBC บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งพบว่าค่า MBC ของ E. coli 
V. parahaemolyticus และ S. aureus มี ค่ามากกว่า  6.25 mg/ml และค่า MBC ของ S. typhimurium มีค่ามากกว่า                             
12.50 mg/ml 
  
ตารางที่ 6  คา่ MIC และ MBC ของสารสกดั PGCE ตอ่การยบัยัง้แบคทีเรีย  

แบคทีเรีย MIC (mg/ml) MBC (mg/ml) 

Escherichia coli 6.25 > 6.25 
Vibrio parahaemolyticus 6.25  > 6.25 
Salmonella typhimurium  6.25 >12.50 
Staphylococcus aureus 3.13  >6.25 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย   
 องค์ประกอบทางเคมีของผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้งบดละเอียดพนัธุ์อาราบิกาประกอบด้วย ความชืน้ร้อยละ 7.48 
โปรตีนทัง้หมดร้อยละ 11.03 ไขมันทัง้หมดร้อยละ 6.33 เถ้าร้อยละ 4.81 และปริมาณคาร์โบไฮเดรตร้อยละ 70.36                             
อีกทัง้มีปริมาณ CGA เท่ากบั 5.35 g CGAE/100g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง มีปริมาณ TPC เท่ากบั 5.60 g CGAE/100g 
ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง กิจกรรมการต้านอนมุลูอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP เท่ากบั 90.08 158.13 และ 
93.68 μmol TE/g ผลเชอร์รีกาแฟเขียวอบแห้ง ตามล าดบั โดยงานวิจยั Falah (2012) พบว่าเมล็ดกาแฟเขียวพนัธุ์อาราบิกา         
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มีองค์ประกอบด้านเคมี ประกอบด้วย โปรตีนร้อยละ 10.00 - 11.00 ไขมันร้อยละ 15.00 - 17.00 เถ้าร้อยละ 3.00 - 4.20 
คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 6.00 - 9.00 และปริมาณ CGA ร้อยละ 4.10 ถึง 7.90 ส าหรับองค์ประกอบด้านเคมีของผลเชอร์รีกาแฟ
ส่วนอื่น ๆ ซึ่งรายงานโดย Esquivel and Jiménez (2012) พบว่าแกลบกาแฟจากกระบวนการสีผลเชอร์รีกาแฟอบแห้ง                        
มีส่วนประกอบหลัก คือ  เนื อ้ผลกาแฟ เปลือกหุ้ ม  เมล็ดกาแฟ และกะลากาแฟ ประกอบด้วย โปรตีนร้อยละ 5.2                    
คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 35 เส้นใยร้อยละ 30.8 และแร่ธาตุร้อยละ 10.7 จากข้อมูลดังกล่าวเห็นได้ว่าองค์ประกอบทางเคมี           
ของผลเชอร์รีกาแฟเขียวของการศึกษานีม้ีปริมาณโปรตีน และเถ้าใกล้เคียงกับเมล็ดกาแฟเขียวพนัธุ์อาราบิกาของงานวิจัย                    
Falah (2012) แต่มีปริมาณไขมันน้อยกว่า เนื่องจากผลเชอร์รีกาแฟเขียวบดละเอียดประกอบด้วย  เมล็ดกาแฟเขียว                        
เปลือกหุ้ มเมล็ด เนือ้เยื่อหุ้ มกะลา และกะลากาแฟ ดังนัน้เมื่อบดรวมกันปริมาณสัดส่วนไขมัน ของวัตถุดิบจึงลดลง                     
และปริมาณ CGA ในองค์ประกอบรวมของผลเชอร์รีกาแฟเขียวอยู่ในช่วงงานวิจัยของ Falah (2012) ทัง้นีป้ริมาณ CGA              
ในกาแฟมีความแตกต่างตามแหล่งปลูกกาแฟ (Narita and Inouye, 2015) การศึกษาสภาวะการสกัดกรดคลอโรจีนิกที่
เหมาะสมจากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE แปรผันความเข้มข้นของเอทานอลร้อยละ 50 60 และ 70 และอุณหภูมิสกัด            
90 120 และ 150 องศาเซลเซียส ซึง่ออกแบบการทดลองแบบ 32 Factorial in CRD พบวา่การใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 
70 ที่อุณหภูมิการสกัด 90 องศาเซลเซียส เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดที่ท าให้ ได้ร้อยละผลผลิต ปริมาณ CGA              
ปริมาณ TPC กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP ของสารสกัด PGCE สูงที่สุด โดยมี            
ร้อยละผลผลิตสารสกัด  PGCE เท่ ากับ  4.28  ต่อน า้หนักผลเชอร์ รีกาแฟ เขียวอบแห้ง  มี ป ริมาณ  CGA เท่ ากับ                                   
72.52  g CGAE/100g PGCE  มีปริมาณ TPC เท่ากับ 90.67 g CGAE/100g PGCE และมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH แ ล ะ  ABTS แ ล ะ กิ จ ก ร รม  FRAP เท่ า กั บ  3430.78 3515.30 แ ล ะ 3534.55 μmol TE/g PGCE ต าม ล า ดั บ                        
การใช้เอทานอลความเข้มข้นสูงมีประสิทธิภาพในการสกัดกรดคลอโรจีนิก และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพมากที่สุด เนื่องจากการใช้ตัวท าละลายที่มีสภาพขัว้เหมือนกับตัวถูกละลายสามารถละลายสารออกฤทธ์ิ               
ทางชีวภาพออกมาได้ (Mottaleb & Sarker, 2012) โดยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในพืชมีสารประกอบฟีนอลกิเป็นองค์ประกอบ
หลกั ซึ่งตัวท าละลายที่สามารถสกัดสารเหล่านีไ้ด้ต้องมีคุณสมบัติเป็นตวัท าละลายไม่มีขัว้ และ/หรือตัวท าละลายกึ่งมีขัว้                 
(Pandey & Tripathi, 2014; Neelapong et.al, 2018) ซึ่งในการศึกษานีใ้ช้ตัวท าละลาย คือ  เอทานอล มีคุณสมบัติเป็น               
ตัวท าละลายกึ่งมีขัว้ (Efthymiopoulos et al., 2018) มีความสามารถในการท าละลายสารจ าพวกสารประกอบฟีนอลิก 
(Limmatvapirat & Limmatvapirat, 2012) ซึ่งเป็นสารประกอบหลักในผลเชอร์รีกาแฟเขียว  ดังนัน้เมื่อความเข้มข้นของ                 
เอทานอลสูงขึ น้ห รือมีอัตราส่วนของน า้ในตัวท าละลายน้อยลง โดยน า้มีคุณสมบัติ เป็นตัวท าละลายที่มี ขัว้สูง                      
(Neelapong et.al, 2018) ดังนัน้เมื่อความเข้มข้นของเอทานอลสูงขึน้ท าให้สภาพความมีขัว้ของตัวท าละลายลดลง                      
จึงสามารถสกัดกรดคลอโรจีนิกออกมาได้มากขึน้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ  Saewan et al. (2020) พบว่าการสกัด                  
วสัดเุศษเหลอืจากกาแฟด้วยตวัท าละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 สามารถสกดัปริมาณสารประกอบฟีนอลิกได้มาก
ที่สดุ รองลงมา คือ การใช้เอทานอล และน า้ปราศจากไอออน ตามล าดบั และการใช้ตวัท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และ              
เอทิลอะซิเตทให้ผลการสกัดไม่แตกต่างกัน นอกจากนี  ้Barros et al. (2013) พบว่าการสกัดสารประกอบฟีนอลิกจาก                  
ร าข้าวฟ่างโดย ASE ด้วยตวัท าละลายเอทานอลผสมกบัน า้ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการสกดัสารประกอบฟีนอลิก แต่เมื่อใช้
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อุณหภูมิในการสกัดสูงขึน้ส่งผลให้ปริมาณสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัด PGCE ลดลง เนื่องจากอุณหภูมิมีผลต่อ            
การสลายตวัของ CGA ซึ่งงานวิจยัของ Vignoli et al. (2011) Rao & Ramalakshmi (2015) และ Cid & Peña (2016) พบว่า
ความร้อนจากการคั่วเมล็ดกาแฟพันธุ์อาราบิกามีผลต่อการสลายตัวของ CGA โดยการใช้ความร้อนที่สูงขึน้ และนานขึน้         
มีผลให้ปริมาณ CGA ลดลง จึงอาจกล่าวได้ว่าอุณหภูมิสงูหรือความร้อนมีผลต่อการสลายตวัของ CGA TPC และมีผลต่อ         
การลดลงของกิจกรรมการต้านออกซิเดชนั จากการศกึษานีพ้บวา่การใช้ ASE ท าให้สามารถใช้ตวัท าละลายที่มีจดุเดือดต ่า เช่น 
เอทานอล ส าหรับการสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากผลเชอร์รีกาแฟเขียวท่ีอณุหภมูิสงูกว่าจดุเดือด (78.37 องศาเซลเซียส) 
ของตวัท าละลายได้ ซึง่จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการแพร่ และการสกดัของตวัท าละลายในวตัถดุิบได้ดียิ่งขึน้ ดงันัน้จึงสามารถ
น าองค์ความรู้ท่ีได้นีไ้ปใช้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการสกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากวสัดเุศษเหลือในอตุสาหกรรมอาหารได้
ตอ่ไป 
 การศึกษากิจกรรมการยับยัง้แบคที เรีย E. coli V. parahaemolyticus S. typhimurium และ S. aureus ของ                      
สารสกดั PGCE ที่สกดัด้วยสภาวะที่คดัเลอืก พบวา่การทดสอบด้วยวธีิ Agar disc diffusion โดยใช้สารละลายสารสกดั PGCE 
ความเข้มข้น 1.50 และ 2.25 mg/disc สามารถยับยัง้แบคทีเรียได้ทัง้หมด โดยสามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่า
แบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากกลไกการยบัยัง้แบคทีเรียของสารยบัยัง้แบคทีเรียขึน้อยูก่บัโครงสร้างหลกัของผนงัเซลล์ กลา่วคือ
แบคทีเรียแกรมลบมีพืน้ผิวของเยือ้หุ้ มเซลล์ชัน้นอกซึ่งชอบน า้ (hydrophilic surface) ผนังเซลล์ประกอบด้วยชัน้ของ                    
เพปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) หนึ่งชัน้ที่ล้อมรอบไปด้วยผนงัเซลล์ชัน้นอก (outer membrane) ซึ่งอุดมไปด้วยโมเลกุล                             
ลิโพพอลิแซ็กคาร์ไรด์ ( lipopolysaccharide) ท าให้เกิดการกีดขวางการแทรกซึมของโมเลกุลของสารยับยัง้ แบคทีเรีย                       
และยัง เก่ียวกับ เอนไซ ม์ที่ อยู่ ใน  periplasmic space ซึ่ งสามารถท าลาย โม เลกุล แปลกปลอมจากภายนอกได้                              
(Shan et al., 2007; Certain-Karaca & Newman., 2015a,b) ส าห รับแบคที เรียแกรมบวกไม่มี เยื่ อหุ้ ม เซลล์ชั น้นอก                 
และโครงสร้างของผนังเซลล์ ท าให้สารต้านแบคทีเรียสามารถท าลายผนังเซลล์ และเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก                      
ท าให้เกิดการร่ัวไหลของไซโทพลาสซึม และท าให้เซลล์แบคทีเรียเกิดความเสียหาย และเซลล์ตายในท่ีสดุ (Shan et al., 2007)                                   
ส าหรับกลไกการยบัยัง้แบคทีเรียของสารประกอบฟีนอลกิจากพืช Cueva et al. (2010) กลา่วไว้ว่าสารประกอบฟีนอลกิเข้าไป
ท าลายผนงัเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ (Cytoplasmic membrane) และโปรตีนของเยื่อหุ้มเซลล์ (Membrane proteins) ของแบคทีเรีย 
ท าให้เซลล์เกิดความเสียหาย โดยเกิดการร่ัวไหลของไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ออกนอกเซลล์ และท าให้เกิดการสญูเสีย          
แรงขบัเคลือ่นโปรตอน (Proton motive force) ภายในเซลล์แบคทีเรีย น าไปสูก่ารตายของแบคทีเรีย ซึ่ง CGA ท าหน้าที่เหมือน
สารประกอบฟีนอลิก และกรดชนิดอื่น ๆ คือ สามารถซึมผ่านเซลล์เมมเบรนของแบคทีเรีย ท าให้เซลล์เมมเบรนเกิดรอยร่ัวหรือ
เกิดความเสียหาย สารประกอบภายในเซลล์ไหลออกจากเซลล์แบบไม่สามารถผนักลบัได้  เป็นผลให้ขาดความสมดลุภายใน
เซลล์ เซลล์สญูเสียความสามารถในการรักษาเซลล์เมมเบรน และไซโทรพลาสซึม จึงเป็นสาเหตใุห้เซลล์แบคทีเรียตายนัน่เอง 
(Lou et al., 2011) และการทดสอบค่า MIC และค่า MBC ของสารสกดั PGCE ที่สกดัด้วยสภาวะการสกดัที่เหมาะสม พบว่า
ค่า MIC ของสารสกัด PGCE ต่อเชือ้ S. aureus เท่ากับ 3.13 mg/ml และค่า MIC ของสารสกัด  PGCE ต่อเชือ้ E. coli                
V. parahaemolyticus และ S. typhimurium เท่ากับ 6.25 mg/ml เมื่อเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Lou et al. (2011) พบว่า
ค่า MIC ของ CGA (ความบริสุทธ์ิมากกว่าร้อยละ 98) สามารถยับยัง้เชือ้ S. aureus ที่ความเข้มข้น 0.02 - 0.04 mg/ml                 
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E. coli  และ S. typhimurium ที่ความเข้มข้น 0.02 – 0.08 mg/ml  และงานวิจยัของ Li et al. (2014) พบวา่คา่ MIC ของ CGA 
(ความบริสทุธ์ิมากกวา่ร้อยละ 95) ในการยบัยัง้ S. aureus คือความเข้มข้น 2.5 – 5.0 mg/ml โดยคา่ MIC ของสารสกดั PGCE 
จากการสกัดด้วยสภาวะการสกัดที่เหมาะสมมีผลต่อเชือ้ S. aureus ใกล้เคียงกับการศึกษาของ Li et al. (2014) แต่เมื่อ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Lou et al. (2011) พบว่ามีค่า MIC  ต่อเชือ้ S. aureus E. coli และ S. typhimurium มากกว่า
งานวิจัยของ Lou et al. (2011) ถึง 10 เท่า หรือมีฤทธ์ิยบัยัง้น้อยกว่า 10 เท่า อาจเนื่องจากความบริสทุธ์ิหรือปริมาณ CGA              
มีผลต่อความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรีย ซึ่งสารสกัด PGCE มีปริมาณ CGA เป็นองค์ประกอบร้อยละ 72.52 หรือกลา่ว            
ได้ว่ามีปริมาณ CGA น้อยกว่าสารสกัดจากงานวิจัยดงักล่าว และเมื่อท าการทดสอบหาค่า MBC ของสารสกัด PGCE ต่อ               
เชือ้ E. coli V. parahaemolyticus และ S. aureus พบว่ามีค่ามากกว่า 6.25 mg/ml และค่า MBC ต่อเชือ้ S. typhimurium               
มีค่ามากกว่า 12.50 mg/ml ซึ่งจากผลการทดลองนีบ้่งชีว้่าสารสกัด PGCE สามารถใช้เป็นสารยับยัง้แบคทีเรียก่อโรคที่ใช้
ศกึษาได้ 
 
สรุปผลการวิจัย   
 ความเข้มข้นของเอทานอล และอุณหภูมิสกัดมีผลต่อการสกัดกรดคลอโรจีนิกจากผลเชอร์รีกาแฟเขียวโดย ASE 
สง่ผลต่อร้อยละผลผลิตสารสกัด PGCE ปริมาณ CGA ปริมาณ TPC กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ  ABTS และ
กิจกรรม FRAP ซึ่งสภาวะการสกัด  PGCE ที่ เหมาะสม คือการใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 70 ที่อุณหภูมิสกัด                            
90 องศาเซลเซียส ได้ร้อยละผลผลิตสารสกดั PGCE เท่ากับ 4.28 ซึ่งมีปริมาณ CGA เท่ากบั 72.52  g CGAE/100g PGCE 
ปริมาณ TPC เท่ากับ 90.67 g CGAE/100g PGCE กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS และกิจกรรม FRAP 
เทา่กบั 3430.78  3515.30 และ 3534.55 μmol TE/g PGCE ตามล าดบั  โดยสารสกดั PGCE สามารถยบัยัง้แบคทีเรีย E. coli  
V. parahaemolyticus  S. typhimurium  และ S. aureus ได้ และมีค่า MIC ต่อเชือ้ S. aureus เท่ากับ 3.13 mg/ml  E. coli  
V. parahaemolyticus และ S. typhimurium เทา่กบั 6.25 mg/ml และมีค่า MBC ต่อเชือ้ E. coli V. parahaemolyticus และ 
S. aureus มากกว่า 6.25 mg/ml และ S. typhimurium มากกว่า 12.50 mg/ml ดงันัน้จากการศึกษานีจ้ึงกลา่วได้ว่าการสกัด 
CGA โดย ASE ด้วยเอทานอลความเข้มข้นสูง และอุณหภูมิที่เหมาะสมช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการสกัด  CGA จากผลเชอร์รี
กาแฟเขียวซึ่งเป็นวสัดเุศษเหลือจากกระบวนการแปรรูปกาแฟได้ และสารสกดัที่ได้ยงัสามารถใช้เป็นแหล่งของสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพในกลุม่ของสารประกอบฟีนอลกิที่มีศกัยภาพในการต้านออกซิเดชนั และสามารถยบัยัง้แบคทีเรียได้ ซึ่งอาจน าไป
ประยกุต์ใช้เป็นสารต้านปฏิกิริยาออกซิเดชนั และสารยบัยัง้แบคทีเรียในอตุสาหกรรมอาหาร เคร่ืองส าอาง และทางการแพทย์ที่
เหมาะสมได้ตอ่ไป การศกึษานีจ้ึงเป็นแนวทางหนึง่ของการเพิ่มมลูคา่ให้กบัผลเชอร์รีกาแฟเขียวได้ 
 
กิตติกรรมประกาศ   
 คณะผู้วิจยัขอขอบคณุบริษัท ฮิลล์คอฟฟ์ จ ากดั จงัหวดัเชียงใหม ่ส าหรับความอนเุคราะห์ผลเชอร์รีกาแฟเขียวตลอด
การท างานวิจัย และขอขอบคุณคณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ส าหรับความอนุเคราะห์เคร่ืองมือ และ
อปุกรณ์ส าหรับการด าเนินการวิจยั   
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