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บทท่ี 3 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารโดยวิธี headspace solid phase microextraction 

3.1 บทคัดยอ 

การศึกษาเรื่องการติดตามการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบระเหยในกาแฟแบงเปนสอง
ขั้นตอนคือ การสกัดสารและการวิเคราะหโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตรเมตรี ขั้นตอน
การสกัดสารทําไดหลายวิธี ไดแก การสกัดโดยใชตวัทําละลายโดยตรง โดยวิธี purge and trap โดย
การ กล่ันดวยไอน้ํา และโดยใชตวัทําละลายในสภาวะสุญญากาศ อยางไรก็ตามวิธีการสกัดเหลานี้
ยุงยาก ใชเวลาและอุปกรณราคาแพง รวมทั้งตองใชสารเคมีในการสกดั ในงานวิจยันี้ตองการศึกษา 
สภาวะทีเ่หมาะสมในการสกัดสารประกอบระเหยในกาแฟ โดยวิธี headspace solid phase 
microextraction ซ่ึงเปนวิธีที่รวดเร็วไมตองใชสารเคมี การสกัดไดใชไฟเบอรชนิด polydimethyl 
siloxane เปนตัวจับสารประกอบระเหยของกาแฟที่บรรจใุนขวดแกวปดสนิทขนาด 20 มิลลิลิตร 
และไดทดลองเปลี่ยนตัวแปรที่เกี่ยวของในการสกัดคือ ปริมาณของกาแฟบด (2.0, 2.5 และ 3.0 
กรัม) อุณหภูม ิ (50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส) และเวลา (20, 30, 40 และ 50นาที) และตรวจ
วิเคราะหสารโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตรเมตรี ผลการทดลองพบวา สภาวะที่
เหมาะสมในการสกัดคือ ใชตัวอยางกาแฟบด 2.5 กรัม อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และใชเวลาใน
การสกัด 30 นาที และขั้นตอนการตรวจวิเคราะหสารโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตรเม
ตรีพบวาสามารถใชสารละลาย cyclohexanone เปน internal standard ที่เหมาะสม (5,000 มิลลิกรัม
ตอลิตร ใน 0.1 M HCl) และพบวาสารประกอบระเหยทีน่าจะมีบทบาทตอกล่ินรสของกาแฟอารา
บิกา ไดแก  pyridine; 2-furanmethanol;  2-furanmethanolacetate;  pyrazine;  2,5-dimethylpyrazine 
และ 4-ethyl-2-methoxyphenol เปนตน 

3.2 บทนํา 

ในการวิเคราะหสารประกอบระเหยในอาหาร ขั้นตอนการเตรียมสารประกอบใหอยูในรูป
สารละลายที่มีความเขมขนสงูและมีสารอื่นเจือปนอยูดวยนอยที่สุด และไมมีสารประกอบอื่น
รบกวนการวิเคราะห มีความสําคัญมากเนื่องจากสารประกอบระเหยไดงาย วัตถุประสงคที่สําคัญ
ของการสกัดสาร คือ เพื่อใหไดสารที่สนใจที่มีความเขมขนพอเหมาะในการวิเคราะห เทคนิคการ
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สกัดที่ดีจะตองมีทั้งประสิทธิภาพ (efficiency) และความจําเพาะเจาะจง (selectivity) เพื่อปองกัน
การสลายตัวของสารประกอบที่สนใจและไมถูกรบกวนจากสารประกอบอื่นๆ วิธีการสกัดที่ใช 
ไดแก วิธี liquid-liquid extraction, solid phase extraction, purge and trap และ headspace เปนตน 
ซ่ึงวิธีเหลานี้เปนวิธีที่มีขอดขีอเสียตางกัน ไดแก การสูญเสียคาใชจายอนัเนื่องมาจากการสิ้นเปลือง
สารเคมีและเสียเวลามากที่สุด  และการใชตัวทําละลายในการสกัดอาจกอใหเกิดอันตรายจาก
สารเคมีตอผูวิเคราะหโดยตรง  และมีการปนเปอนจากตัวทําละลาย  

สารประกอบระเหยในกาแฟมีความซับซอน ดังนั้นในการวิเคราะหสารประกอบระเหย
จากเมล็ดกาแฟ จําเปนตองผานขั้นตอนการสกัดซึ่งทําไดหลายวิธีไดแก การสกัดโดยใชตวัทําละลาย
โดยตรง โดยวธีิ purge and trap โดยการกลัน่ดวยไอน้ํา และโดยใชตวัทาํละลายในสภาวะ
สุญญากาศ อยางไรก็ตามวิธีการสกัดเหลานี้ยุงยาก ใชเวลาและอุปกรณราคาแพง รวมทั้งตองใช
สารเคมีในการสกัด ในงานวิจัยนี้ตองการหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารประกอบระเหยใน
กาแฟ โดยวิธี solid phase microextraction ซ่ึงเปนวิธีที่รวดเร็วไมตองใชสารเคมี (Ibanez และคณะ, 
1998) จุดประสงคของการหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดคือ ตองการใหสารประกอบระเหยที่
สนใจอยูในสภาวะสมดุลระหวางเมตรกิซของตัวอยาง (sample matrix) และเฟสอยูนิง่ (stationary 
phase) (Uranuela และ Pizarro, 2004) ซ่ึงเฟสอยูนิ่งเปนโพลิเมอรที่มีลักษณะเฉพาะตวัซ่ึงสามารถ
เลือกใชไดตามวัตถุประสงคของการใชงาน (Cai และคณะ, 2001) คอยดูดซับสารที่ตองการ
วิเคราะหแยกออกจากตวัอยาง  ปจจัยที่สงผลตอประสิทธิภาพการสกัดสารโดยวิธี solid phase 
microextraction ไดแก ชนิดของไฟเบอรที่ใช สภาวะที่เหมาะสมในการสกัด  เวลาและอุณหภูมิทีใ่ช
ในการสกัด  ความเปนขัว้ ขนาดของโมเลกุลและปริมาณของสารประกอบที่สนในตัวอยาง 
(Kanavouras และคณะ, 2005) 

การใช internal  standards เปนวิธีที่ไดรับความนยิมในการวิเคราะหแบบโครมาโตกราฟ 
สารประกอบที่ใชเปน internal standard จะถูกเติมเขาไปในการวิเคราะหที่ความเขมขนสูงๆ และมี
ปริมาตรนอยๆ  ซ่ึงเรียกวา spiking เพื่อไมใหเกิดการรบกวนสารประกอบที่สนใจ internal standard 
ควรจะมีโครงสรางคลายกับสารที่สนใจ แตไมควรจะพบในตัวอยาง  internal standard มีประโยชน
ในการวิเคราะหแบบโครมาโตกราฟ คือ สามารถใชนํามาหาปริมาณสารที่สนใจหรือติดตามการ
เปล่ียนแปลงสารประกอบทีส่นใจโดยการคํานวณจากอตัราสวนของสัญญาณ (signal ratio) และ
สามารถทําปริมาณวิเคราะหไดโดย ควรจะใช  internal standard สําหรับทุกๆ 10 หรือ 20 ตัวอยาง 
(Bulletin 928, 2001)  การทําปริมาณวิเคราะห เมตรกิซของตัวอยาง (sample matrix) มีผลตอความ
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แมนยําและความถูกตอง   การเตรียมตัวอยางโดยวิธี solid phase microextraction ตองควบคุมเวลา
และอุณหภูมใินการสกัด  เวลาและอุณหภมูิมีผลตอการวิเคราะหดังนี ้

การควบคุมเวลาในการสกัดมีความสําคัญ รูปที่ 8 แสดงความสัมพันธของเวลาในการ
สกัดกับสารที่ตองการวิเคราะหที่ดดูซับบนไฟเบอร เมื่อเพิ่มเวลาในการสกัดความเขมขนของสารที่
วิเคราะหจะเพิม่ขึ้น จนถึงจุดสมดุล ความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหที่จุดสมดุลระหวางไฟ
เบอรและตัวอยางจะคงที่  

อุณหภูมมิีผลตอสมดุลของการสกัด ระหวางการสกัดมีสมดุลเกิดขึ้นระหวางตวัอยางกับ
ที่วางเหนือสารตัวอยาง ถาอณุหภูมิเพิ่มขึ้นจะสงผลตอการกระจายตัวของสารที่ตองการวิเคราะหใน
ตัวอยางกับ ชองวางเหนือตวัอยาง (headspace) การเปลี่ยนอุณหภมูิจะมีผลตอการเปลี่ยนจุดสมดุล 
และมีผลตอความเขมขนของสารที่ตองการวิเคราะหบนไฟเบอร จึงควรจะตองหาอณุหภูมิที่
เหมาะสมในการสกัดกอนทาํการวิเคราะห เพราะการเปลีย่นแปลงของอุณหภูมิมีผลตอการวิเคราะห 
ดังนั้นควรจะควบคุมอุณหภมูิในการสกัดใหคงที่ 

 

   
รูปที่ 8  ผลของเวลากับการดดูซับปริมาณสารที่สนใจบนไฟเบอร 
ที่มา : Bulletin 929 (2001) 
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3.3 วัตถุดิบ 

เมล็ดกาแฟอาราบิกา (Coffea arabica) สายพันธุ H.528/46 จากศูนยบริการวิชาการดาน
พืช และปจจัยการผลิตตาก 1 กรมวิชาการเกษตร ตําบลแมทอ อําเภอเมอืง จังหวดัตาก ที่ผาน
กระบวนการผลิตแบบเปยก และผานกระบวนการคัว่แบบปานกลาง (อุณหภูมิประมาณ 210  องศา
เซลเซียส เวลาประมาณ 6 นาที) 

3.4  เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. เครื่องชั่งน้ําหนักทศนิยม 2 ตําแหนง (material balance, BP3100S) บริษัท Sartorius, 
Germany 

2. เครื่องกาซโครมาโตกราฟ (gas chromatography, Hewlett-Packard HP6890 series) 
บริษัท Hewlett-Packard, USA 

3. เครื่อง Mass Selective Detecter (Hewlett-Packard HP 5973 Series) บริษัท Hewlett-
Packard, USA 

4. คอลัมน HP-5 (Agilent Technology Inc.) เสนผาศูนยกลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร  
ยาว 30 เมตร ความหนาของฟลม 0.25 ไมโครเมตร  

5. กาซฮีเลียม 99.99% 
6. โซลิดเฟส ไมโครเอกซแตรกชัน(solid phase microextraction, SPME ) ไฟเบอรชนิด

โพลีไดเมทิลไซลอกเซน (polydimethyl siloxane, nonbonded) ความหนา 100 ไมโครเมตร ความ
ยาว 1 เซนติเมตร (Supelco, USA) 

7. เครื่องคั่วกาแฟ (Precision coffee Roaster, 40201, USA) 
8. เครื่องบดกาแฟ (Precision Café Grinder, 2199, USA) 
9. ตะแกรงรอนขนาด 18 เมช (1.0 มิลลิเมตร) 
10. อางน้ําควบคุมอุณหภูม ิ
11. สารเคมีที่ใชเปนสารมาตรฐาน 

- benzaldehyde  บริษัท Fluka, Switzerland 
- cyclohexanone  บริษัท Fluka, Switzerland 
- pyridine  บริษัท Fluka, Switzerland 
- 2,4,6-trimethylpyrazine  บริษัท Fluka, Switzerland 
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3.5 วิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.5.1 การเตรียมตัวอยางกาแฟคั่ว 

นําเมล็ดกาแฟดิบพันธุ Coffea arabica สายพันธุ H.528/46 ที่ผานกระบวนการแปรรูป 
แบบเปยกมาคดัเลือกใหไดเมล็ดที่ดีและสมบูรณ คั่วเมลด็กาแฟ น้ําหนกั 70 กรัม แบบปานกลาง 
(อุณหภูมิประมาณ 210  องศาเซลเซียส เวลาประมาณ 6 นาที) โดยวัดคาความสวางและความเขม
ของสี (ภาคผนวก ก) เปนดชันีบงชี้ระดับการคั่วและหาปริมาณความชื้นสุดทายของเมล็ดกาแฟที่
ผานการคั่วโดยใชความชืน้มาตรฐานแหง (ภาคผนวก ก) เมล็ดกาแฟคัว่ที่ไดบรรจุในถุงบรรจุ ชนิด
PET/Al/LLDPE บรรจุแบบสุญญากาศและเก็บในตูแชแข็ง (อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส) กอนทํา
การวิเคราะหสารประกอบระเหย  

3.5.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารโดยวิธี headspace solid phase 
microextraction  

ใชไฟเบอรชนดิชนิดโพลีไดเมทิลไซลอกเซน (polydimethyl siloxane) ความหนา 100 
ไมโครเมตร ความยาว 1 เซนติเมตร (Supelco, USA) ในการสกัดสารประกอบระเหย วเิคราะหชนดิ
ของสารประกอบระเหยโดยใชเครื่องแกซโครมาโตกราฟ–แมสสเปกโตรมิเตอร 

3.5.2.1 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัด โดยบดตวัอยางกาแฟ เปนเวลา 15 วินาที  
รอนผานตะแกรง 18 เมช (1.0 มิลลิเมตร)  ใชตัวอยางกาแฟที่ผานการบดและรอน 3.0 กรัม บรรจุใน
ขวดแกวปดสนิทขนาด 20 มิลลิลิตร ใชเวลาในการสกัด 4 เวลา คือ 20, 30, 40 และ 50 นาที  ใช
อุณหภูมิในการสกัด 60 องศาเซลเซียส 

3.5.2.2 ศึกษาปริมาณตัวอยางที่เหมาะสมในการสกัด โดยบดตวัอยางกาแฟ เปน
เวลา 15 วินาท ีรอนผานตะแกรง 18 เมช  ใชตัวอยางกาแฟที่ผานการบดและรอน 2.0, 2.5 และ 3.0 
กรัม บรรจุในขวดแกวปดสนิทขนาด 20 มิลลิลิตร ใชเวลาในการสกัดที่ไดจากขอ 3.5.2.1 ใช
อุณหภูมิในการสกัด 60 องศาเซลเซียส  

3.5.2.3 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสกัด โดยบดตวัอยางกาแฟ เปนเวลา 15  
วินาที รอนผานตะแกรง 18 เมช  ใชปริมาณตัวอยางกาแฟที่ไดจากขอ 3.5.2.2 ที่ผานการบดและรอน 
บรรจุในขวดแกวปดสนิทขนาด 20 มิลลิลิตร ใชเวลาในการสกัดที่ไดจากขอ 3.5.2.1 ใชอุณหภูมิใน
การสกัด 50, 60 และ70 องศาเซลเซียส 
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3.5.3 ศึกษาการใช internal standard ท่ีเหมาะสมสําหรับการติดตามการเปลี่ยนแปลง
สารประกอบระเหยในเมล็ดกาแฟคั่ว 

ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงสารประกอบระเหยของเมล็ดกาแฟคั่วในสภาวะการเกบ็
และเวลาตางกนัพบวาปญหาในการติดตามการเปลี่ยนแปลงสารประกอบโดยเชิงปริมาณ คือ 
สัญญาณของโครมาโตแกรมไมคงที่แมวาการตั้งสภาวะของเครื่องกาซโครมาโตกราฟ-แมสสเปก
โตรเมตรีจะคงที่ ทําใหไมสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงสารประกอบระเหยในเชิงปริมาณได 
ดังนั้นจึงจําเปนตองเติมสารมาตรฐานเปน internal standard  ในการทดลองไดทดลองใช internal 
standard หลายชนิด ไดแก 2,4,6-trimethylpyridine;  benzaldehyde;  pyridine และ cyclohexanone 

3.5.3.1 เตรียมสารละลายสําหรับใชเปน internal standard ความเขมขน 5000 mg/l 
ใน 0.1 M HCl สารประกอบที่นํามาใชศึกษาสําหรับเปน internal standard ไดแก  2,4,6-trimethyl 
pyridine;  benzaldehyde;  pyridine และ cyclohexanone 

3.5.3.2 ศึกษา internal standard ที่เหมาะสมโดยบดตวัอยางกาแฟ เปนเวลา 15  
วินาที รอนผานตะแกรง 18 เมช ใชปริมาณตัวอยางกาแฟ 2.5 กรัม บรรจุในขวดแกวปดสนิทขนาด 
20 มิลลิลิตร ฉีดสารประกอบที่ใชเปน internal standard 1 ไมโครลิตร ใชเวลาในการสกัด 30 นาท ี
อุณหภูมิที่ใชในการสกัดคือ  60 องศาเซลเซียส 

3.5.4 สภาวะเครื่องโครมาโตกราฟ – แมสสเปกโตรมิเตอร (gas chromatography-mass  
spectrometer) 

การวิเคราะหสารประกอบระเหยโดยใช เครื่องกาซโครมาโตกราฟ (gas chromato 
graphy, model HP 6890, Hewlett Packard) ตรวจวเิคราะหดวย mass selective detector  HP 5973 
(Agilent Technologies) ชนิดของคอลัมน คือ fused silica capillary column HP-5, 
biphenyldimethylpoly siloxane (Agilent Technologies) เสนผาศูนยกลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร 
ความยาว 30 เมตร ความหนาของฟลม 0.25 ไมโครเมตร ใชกาซฮีเลียมเปนเฟสเคลื่อนที่ อัตราการ
ไหลของกาซคงที่ 1.2  มิลลิลิตร/นาที อุณหภูมิคอลัมนเร่ิมตนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
5 นาที จากนัน้เพิ่มอุณหภูมิดวยอัตรา 5 องศาเซลเซียส /นาที จนมีอุณหภมูิเพิ่มขึ้นถึง 150 องศา
เซลเซียส  ตั้งอุณหภูมิของ injector เทากับ 250 องศาเซลเซียส  splitless mode 60 วินาที สวนของ   
ดีเทกเตอรตั้งอณุหภูมิ ion source 230 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ quadrupole  150  องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิ MS interface  280 องศาเซลเซียส วิเคราะห mass(m/z) ในชวง 40-400 amu การบงบอก
ชนิดของสารประกอบระเหยที่ตรวจพบโดยเปรียบเทียบ mass spectral data ที่ไดกบั NIST 98 
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library (NIST98, USA) พื้นที่ใตพีคจะคํานวณโดย chemstation software version 2.0 (Hewlett 
Packard)  

3.5.5 การวางแผนการทดลองและวิเคราะหขอมูลทางสถติ ิ

วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD)  ทําการทดลอง 2 ซํ้า 
วิเคราะหคาความแปรปรวน (analysis of variance) ดวยโปรแกรม statistical analysis system 
program ( SAS Institute, Inc., 1985, version 8.1) เปรียบเทียบความแตกตางโดยใช The least 
significant  difference (LSD)  

3.6 ผลการทดลองและวิจารณผล 

3.6.1 ศึกษาสภาวะการสกัดท่ีเหมาะสม 

ปจจัยที่สงผลตอประสิทธิภาพการสกัดสารโดยวิธี solid phase microextraction ไดแก 
ชนิดของไฟเบอรที่ใช สภาวะที่เหมาะสมในการสกัด  เวลาและอุณหภมูิที่ใชในการสกัด  ความเปน
ขั้ว ขนาดของโมเลกุลและปริมาณของสารประกอบที่สนใจในตัวอยาง (Kanavouras, 2005) 

ในการทดลองทําการคั่วเมลด็กาแฟอาราบิกาที่ระดับปานกลาง วัดคาความสวางเมลด็
กาแฟคัว่ไดเทากับ 21.43+0.44 และรอยละความชื้นมาตรฐานแหง (dry basis) ไดเทากบั 0.69+0.02 
ผลการทดลองแสดงไดดังตารางที่ ค.1 (ภาคผนวก ค) 

3.6.1.1 เวลาที่ใชในการสกัด (extraction time)  

 อัตราการเขาสูสมดุล (equilibration rate) สงผลตอเวลาที่ใชในการสกดัสาร การ
สกัดสารโดยวธีิ solid phase microextraction  อัตราการเขาสูสมดุลขึ้นอยูกับอัตราการสงผานมวล 
(mass transfer rate) ของสารประกอบระเหย  คาคงที่การกระจายตัว (distribution constant) ของ   
โพลีเมอรบนไฟเบอร (fiber coating)  ชนิดและความหนาของโพลีเมอรบนไฟเบอร (fiber coating) 
(Cai และคณะ, 2001)  จากการทดลองทําการสกัดสารประกอบระเหยในกาแฟที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส น้ําหนักตัวอยางกาแฟที่ใชเทากับ 3.0 กรัม ที่เวลา 20, 30, 40 และ 50 นาที  ผลการทดลอง
แสดงไดดังรูปที่ 9 ซ่ึงแสดงพื้นที่ของสารประกอบระเหยที่ตรวจพบที่เวลาในการสกัด 30 นาที มี
พื้นที่ของสารประกอบระเหยมากสุด ที่เวลาในการสกัด 20 นาที  มีพื้นทีข่องสารประกอบระเหย
นอยสุด  และพบวาที่เวลา 40 และ 50 นาที  พื้นที่ของสารประกอบระเหยมแีนวโนมลดลง ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากสารประกอบระเหยในกาแฟบางชนิดเกดิการสลายตัวที่เวลามากกวา 30 นาที ซ่ึงจาก
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ตารางที่ ค.2 (ภาคผนวก ค) พบวาสารประกอบที่มีปริมาณลดลง ไดแก สารประกอบกลุมฟูราน 
กลุมไพราซีน กลุมไพริดีน กลุมฟนอล และสารประกอบกลุมอื่นๆ  และพบวาทีเ่วลา 20 นาที 
สารประกอบระเหยบางตวัไมถูกสกัดออกมา ซ่ึงไดแก phenol และ 3-ethylpyridine  โดยที่เวลา 20 
นาที อาจจะยังไมเขาสูจุดสมดุลของการสกัด นอกจากนี้พบวาพื้นที่สารประกอบระเหยที่เวลา 20 
นาที มีความแตกตางจากเวลาในการสกัด 30, 40 และ 50 นาที อยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 99  ซ่ึงจากรายงานของ Strathmann และคณะ (2004) ซ่ึงทําการสกัด
สารประกอบในกาแฟโดยวิธี headspace solid phase microextraction ชนิดของไฟเบอรที่ใชคือ 100 
µm PDMS ใชเวลามากกวา 30 นาที ในการสกัดสารประกอบระเหยจากกาแฟ  
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 รูปที่ 9  พื้นที่ของสารประกอบระเหยในเมล็ดกาแฟคัว่ที่เวลาในการสกัดตางกัน 

จากรูปที่ 10 แสดงพื้นที่ทั้งหมดโดยเฉลี่ยของสารประกอบระเหยกลุมตางๆ ที่
ตรวจพบที่เวลาในการสกัดตางกัน  พบวาทีเ่วลาในการสกดัตางๆ กลุมสารประกอบระเหยที่ตรวจ
พบมากสุด คือสารประกอบกลุมฟูราน และรองลงมาคือกลุมไพราซีน กลุมไพริดีน กลุมฟนอล และ
สารประกอบกลุมอื่นๆ ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Coffee Research Institute (2001)  
สารประกอบฟูรานจัดเปนสารประกอบเฮทเทอโรไซคลิกที่มีออกซิเจนเปนองคประกอบ เกิดจาก
การสลายตัวปฏิกิริยาไพโรไลซิสของน้ําตาลในปฏิกิริยาเมลลารดในขั้นตอนการเกิดโพลิเมอร 
(Clarke และ Macrae, 1985; Maria และคณะ 1996) และการเกดิคาราเมล สารในกลุมฟูรานมีกล่ิน
ไหม น้ําตาลไหมคาราเมล (จิรสวัสดิ์, 2546) สารประกอบฟูรานและอนุพันธฟูรานเปนกลุมที่มี
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ความสําคัญที่สุดของกลิ่นรสกาแฟ พบวาน้ําตาลกลูโคส ซูโครส และฟรุกโตสสลายตัวไปถึงรอยละ 
99 ในระหวางการคั่วกาแฟ 
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20 นาที 30 นาที 40 นาที 50 นาที

           1= สารประกอบระเหยกลุมฟูราน
           2= สารประกอบระเหยกลุมไพราซีน
           3= สารประกอบระเหยกลุมไพริดีน
           4= สารประกอบระเหยกลุมฟนอล
            5= สารประกอบระเหยกลุมอ่ืนๆ

 
รูปที่ 10  พื้นที่ของสารประกอบระเหยกลุมตางๆ ในเมล็ดกาแฟคัว่ที่เวลาในการสกัดตางกัน 

3.6.1.2 น้ําหนกัตัวอยางกาแฟที่ใชในการสกัด 

ในการสกัดโดยวิธี headspace solid phase microextraction จะมีสมดุลเกิดขึ้น
ระหวางตัวอยางกับปริมาตรวางเหนือตัวอยาง (headspace) (Bulletin 928, 2001) ดังนั้นน้ําหนัก
ตัวอยางทีใ่ชในการสกัดจึงสงผลตอการหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสกัด ในการศึกษาใชตวัอยาง 
2.0, 2.5, 3.0 กรัม เวลาในการสกัด 30 นาท ีที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงไดดงั
ตารางที่ ค.3 (ภาคผนวก ค) จากน้ําหนักตวัอยางกาแฟทีใ่ชพบวา น้ําหนักที่ตางกนัสงผลตอการสกัด
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95  จากรูปที่ 11 และพบวาน้ําหนักตัวอยางที่
ใชในการสกัด 2.5 กรัมไมแตกตางจากน้ําหนักในการสกัด 3.0 กรัม ซ่ึงจากรายงานของ Freitas และ
คณะ (2001) ไดทําการสกัดสารประกอบระเหยในกาแฟ โดยวิธี headspace solid phase 
microextraction ชนิด100 µm PDMS  ใชตัวอยางกาแฟ 2.5 กรัม ในขวดบรรจุสารขนาด 20 
มิลลิลิตร 

จากรูปที่ 12 แสดงพื้นที่ทั้งหมดโดยเฉลี่ยของสารประกอบระเหยกลุมตางๆที่ตรวจ
พบเมื่อใชน้ําหนักตัวอยางตางกันพบวากลุมสารประกอบระเหยที่ตรวจพบมากที่สุด คือ กลุม
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สารประกอบกลุมฟูราน และรองลงมาคือกลุมไพราซีน กลุมไพริดีน กลุมฟนอล และสารประกอบ
กลุมอื่นๆ ตามลําดับ 
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รูปที่ 11  พื้นที่ของสารประกอบระเหยในเมล็ดกาแฟคัว่ที่น้ําหนกัในการสกัดตางกัน 
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2.0 กรัม 2.5 กรัม 3.0 กรัม

           1= สารประกอบระเหยกลุมฟูราน
           2= สารประกอบระเหยกลุมไพราซีน
           3= สารประกอบระเหยกลุมไพริดีน
           4= สารประกอบระเหยกลุมฟนอล
            5= สารประกอบระเหยกลุมอ่ืนๆ

 
รูปที่ 12  พื้นที่ของสารประกอบระเหยกลุมตางๆในเมล็ดกาแฟคัว่ที่ผานการสกัดที่น้าํหนักในการ
สกัดตางกัน 
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3.6.1.3 อุณหภมูิที่ใชในการสกัด 

อุณหภูมิมีผลตอสมดุลของการสกัด ในการสกัดมีสมดุลเกิดขึ้นระหวางการ
กระจายตัวของสารที่ตองการวิเคราะหในตัวอยางกับ ปริมาตรวางเหนือตัวอยาง (headspace) การ
เปล่ียนอุณหภมูิสงผลตอการเปลี่ยนจุดสมดลุ ในการศึกษาใชตัวอยาง 2.5 กรัม เวลาในการสกัด 30 
นาที ที่อุณหภมูิ  50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงไดดังรูปที่ 13 พบวา อุณหภูมทิี่
ใชในการสกัดทั้ง 3 อุณหภูมไิมมีผลตอการสกัดอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอย
ละ 95  อยางไรก็ตามจากตารางที่ ค.4 (ภาคผนวก ค)  พบวาเมื่อใชอุณหภูมใินการสกัด 60 องศา
เซลเซียสจะใหพื้นที่ทั้งหมดของสารประกอบระเหยมากสุด และที่อุณหภูมิในการสกัด 70 องศา
เซลเซียส พื้นที่ของสารประกอบระเหยมีแนวโนมลดลงทั้งนี้อาจเนื่องมาจากมีการสลายตัวของ
สารประกอบระเหยบางชนดิที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส โดยสารประกอบที่ลดลง ไดแก 
สารประกอบกลุมฟูราน กลุมไพราซีน กลุมไพริดีน ลุมฟนอล และสารประกอบกลุมอื่นๆ  จากการ
ทดลองพบวาเมื่อใชตัวอยาง 2.5 กรัม เวลาในการสกัด 30 นาที  จุดสมดลุของการสกัดสารประกอบ
ระเหยเกดิขึ้นที่อุณหภูมิ 60 เซลเซียส และสอดคลองกับรายงานของ Ryan และคณะ (2004) ซ่ึง
ทําการศึกษาสารประกอบระเหยของเมล็ดกาแฟอาราบิกา และโรบัสตาหลังคั่วโดยวธีิ headspace 
solid phase microextraction  
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รูปที่ 13  พื้นที่ของสารประกอบระเหยในเมล็ดกาแฟคัว่ที่อุณหภูมิในการสกัดตางกนั  
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จากพื้นที่บนโครมาโตแกรมซึ่งแสดงไดดวยกราฟรูปที่ 14 พบวาที่อุณหภูมใินการ
สกัด 50 องศาเซลเซียส สารประกอบระเหยกลุมไพราซนีมีพื้นที่ของสารประกอบทีส่กัดไดมากสุด 
และที่อุณหภูมใินการสกัด 60 และ 70 องศาเซลเซียส สารประกอบระเหยกลุมฟูราน มีพื้นที่ของ
สารประกอบที่สกัดไดมากที่สุด  และพบสารประกอบกลุมไพราซีน กลุมไพริดีน กลุมฟนอล และ
กลุมอื่นๆ รองลงมาตามลําดับ 
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50 องศาเซลเซียส 60 องศาเซลเซียส 70 องศาเซลเซียส

           1= สารประกอบระเหยกลุมฟูราน
           2= สารประกอบระเหยกลุมไพราซีน
           3= สารประกอบระเหยกลุมไพริดีน
           4= สารประกอบระเหยกลุมฟนอล
            5= สารประกอบระเหยกลุมอ่ืนๆ

 
 

รูปที่ 14  พื้นที่ของสารประกอบระเหยกลุมตางๆในเมล็ดกาแฟคัว่ที่อุณหภูมใินการสกัดตางกนั  

3.6.2 การใช internal standard  

สารประกอบระเหยในกาแฟมีความซับซอนและมีมากกวา 800 ชนิด  การติดตามการ
เปล่ียนแปลงสารประกอบระเหยที่สนใจทําไดยากเนื่องจากไมมี internal standard ที่เหมาะสม จาก
รายงานของ Wongpornchai และคณะ (2004) ไดติดตามการเปลี่ยนแปลงสารประกอบระเหยในขาว
โดยใช สารประกอบ 2,4,6-trimethylpyridine เปน internal standard มีคา retention time เทากับ 
11.30 นาที 

งานวิจยันี้ไดทดลองใช สารประกอบ 2,4,6-trimethylpyridine เปน internal standard ใน
กาแฟคัว่ พบวามีคา retention time เทากับ 9.40 นาที ทําใหไมสามารถใชเปน internal standard ได
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เนื่องจากเกิดการซอนทับกับ peak ของ 2-furanmethanolacetate (tR = 9.43)  เมื่อทดลองใช
สารประกอบ benzaldehyde เปน internal standard พบวา มีคา retention time เทากับ 8.51 นาที  
และเกดิการซอนทับกับ peak ของสารประกอบ 5-methyl-2-furancarboxaldehyde (tR = 8.41) 
สารประกอบ pyridine มีคา retention time เทากับ 2.29 นาที pyridine เปนสารประกอบที่พบใน
กาแฟคัว่ และเมื่อนํามาหาคา recovery พบวามีคาต่ําเกนิไปไมสามารถนํามาใชเปน internal 
standard สําหรับกาแฟคั่วได และสารประกอบ pyridine มีคา retention time นอยเกิน peak ที่ไดมี
ลักษณะ board  และเมื่อใชสารประกอบ cyclohexanone เปน internal standard มีคา retention time 
เทากับ 5.62 นาที พบวาสารประกอบ cyclohexanone ไมรบกวน peak ของสารประกอบระเหยที่
สนใจ ซ่ึงแสดงไดดังรูปที่ 15 

3.7 สรุปผลการทดลอง  

จากการศึกษาพบวาเวลาในการสกัดมีผลตอปริมาณของสารประกอบระเหยที่ตรวจพบ
อยางมีนัยสําคญั (P<0.05) เวลาที่เหมาะสมในการสกัด คอื 30 นาที และเมื่อศึกษาผลของน้ําหนัก
ตัวอยางทีใ่ชในการสกัด พบวาน้ําหนักตวัอยางที่ใชในการสกัด 2.0 กรัม แตกตางจากน้ําหนกั
ตัวอยางทีใ่ชในการสกัด 2.5 และ 3.0 กรัม อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) และน้ําหนักตวัอยางที่
เหมาะสมในการสกัด คือ 2.5 กรัม และพบวาอุณหภูมใินการสกัดไมมีผลตอปริมาณของ
สารประกอบระเหยที่ตรวจพบอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05)  อยางไรก็ตามจากผลการทดลองพบวาที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส สามารถสกัดสารประกอบระเหยของเมล็ดกาแฟหลังคั่วไดมากสุด  

นอกจากนั้นในขั้นตอนการตรวจวเิคราะหสารโดยวิธีกาซโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตร     
เมตรีพบวาสามารถใชสารละลาย cyclohexanone เปน internal standard ที่เหมาะสม (5,000 
มิลลิกรัมตอลิตร ใน 0.1 M HCl) มีคา retention time เทากับ 5.62 นาที  

ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปโดยการศกึษาเปรียบเทยีบสภาวะในการเก็บเมล็ดกาแฟคั่ว
จะใชน้ําหนักตัวอยาง 2.5 กรัม อุณหภูมใินการสกัด 60 องศาเซลเซียส และ เวลาในการสกัด 30 นาที  
และสามารถใชสารประกอบ cyclohexanone เปน internal standard สําหรับติดตามการเปลี่ยนแปลง
สารประกอบระเหย 
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