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บทคัดย่อ 
กากกาแฟเป็นสารอินทรีย์เหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมการแปรรูปกาแฟท่ีมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด งานวิจัยน้ีมี

วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดกากกาแฟต่อการต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซม์
ไลเปส และการยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน เมื่อนำสารสกัดกากกาแฟท่ีสกัดด้วยเอทานอล ความเข้มข้น 70% มาวิเคราะห์ 
พบว่าสารสกัดกากกาแฟมีปริมาณฟีนอลิกรวมท้ังหมด และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมท้ังหมด เท่ากับ 50.54 ± 0.08 มิลลิกรัมสมมูลของ
กรดแกลลิกต่อกรัมของสารสกัด และ 5.03 ± 0.15 มิลลิกรัมสมมูลของเควอร์ซิตินต่อกรัมของสารสกัด ตามลำดับ มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
(IC50 = 171.18 ± 0.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และมีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ( IC50 = 152.71 ± 0.37 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และเอนไซม์ไลเปส ( IC50 = 131.08 ± 1.94 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) นอกจากน้ียังพบว่ามีฤทธิ์ยับยั้ง
กระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน โดยการลดการสะสมไขมันใน pre-adipocyte ทำให้ไม่สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันได้ การที่สารสกัด
กากกาแฟมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซม์ไลเปส  และฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการ
สร้างเซลล์ไขมันทำให้สารสกัดกากกาแฟมีศักยภาพท่ีจะนำไปต่อยอดในการผลิตเป็นสารควบคุมน้ำหนักต่อไป 
 

คำสำคัญ: กากกาแฟ  การต้านอนุมูลอิสระ  แอลฟาอะไมเลส  ไลเปส  การยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน 
 

Abstract 
Coffee ground is an organic waste from the coffee processing industry containing a number of bioactive 

compounds. This research aimed to investigate the effect of coffee ground extract on antioxidation, inhibition of 
alpha-amylase and lipase activities and antiadipogenesis. When the 70% ethanol extract of coffee ground was 
analyzed, it was found that the extract had total phenolic content and total flavonoid content of 50.54 ± 0.08 mg 
of gallic acid equivalent/g of extract and 5.03 ± 0.15 mg of quercetin equivalent/g of extract, respectively. It also 
exhibited antioxidant activity (IC50 = 171.18 ± 0.21 µg/mL) and inhibitory effect on alpha-amylase activity (IC50 = 
152.71 ± 0.37 µg/mL) and lipase activity (IC50 = 131.08 ± 1.94 µg/mL). Furthermore, it was found to have antiadipogenic 
activity by reducing lipid accumulation in pre-adipocyte; hence, unable to develop into adipocyte. As a 
consequence of having antioxidant activity, inhibitory effect on alpha-amylase and lipase and antiadipogenic 
activity, the coffee ground extract has the potential to be further developed to anti-obesity agents. 
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1. บทนำ  

โรคอ้วน คือ โรคเรื้อรังท่ีเกิดจากการมีปริมาณไขมัน
และการสะสมของไขมันในร่างกายมากเกินไป โรคอ้วนจึงเป็น
ปัญหาสุขภาพระดับโลก [1] และเป็นปัจจัยเสี่ ยงท่ีอาจ
ก่อให้เกิดโรคแทรกซ้อนอื่น ๆ เช่น โรคเบาหวาน (Diabetes 
mellitus) โรคความดันโลหิตสูง (Hypertension) โรคหลอด
เลือดหัวใจตีบ (Cardiovascular disease) และโรคไขมันอุด
ตันในเส้นเลือด (Hyperlipidemia) [2] ในประเทศไทยปัญหา
โรคอ้วนไม่เพียงแต่ส่งผลกระทบต่อสุขภาพ แต่ยังส่งผลกระทบ
ในด้านเศรษฐกิจของประเทศ โดยประเมินจากค่าใช้จ่าย
รักษาพยาบาลโรคอ้วนในแต่ละปี พบว่า ค่าใช้จ่ายในการ
รักษาพยาบาลโรคอ้วนมีมูลค่าหลายหมื่นล้านบาทต่อปี [3] 
ปัจจุบันมีแนวทางในการป้องกันและรักษาโรคอ้วนหลายวิธี 
ได้แก่ วิธีการปรับเปลี่ยนพฤติกรรม เช่น การออกกำลังกาย 
การควบคุมการบริโภคอาหาร การใช้ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร
และยา รวมท้ังการรักษาทางการแพทย์ เช่น การผ่าตัดเย็บ
กระเพาะ และการดูดไขมัน ซ่ึงวิธี น้ีจะต้องอยู่ภายใต้การ
ควบคุมของแพทย์ผู้เชี่ยวชาญ [4] 

การมีปริมาณไขมันและการสะสมของไขมันในร่างกาย
มากเกินไปมีสาเหตุจากการได้รับสารอาหารในปริมาณท่ีมาก
เกินความต้องการ ส่งผลให้เกิดการสะสมของไขมันอย่าง
ต่อเน่ือง โดยเฉพาะอาหารกลุ่มแป้งและไขมัน ซ่ึงต้องผ่านการ
ย่อยและการดูดซึมสารอาหาร กระบวนการดังกล่าวต้องอาศัย
การทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (Alpha-amylase) 
ซ่ึงทำหน้าท่ีย่อยคาร์โบไฮเดรตหรือแป้ง และเอนไซม์ไลเปส 
(Lipase) ซ่ึงทำหน้าท่ีย่อยไขมัน หากมีการยับยั้งการทำงาน
ของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซม์ไลเปส จะสามารถ
ป้องกันการถูกดูดซึมแป้งและไขมันเข้าสู่ร่างกายได้ [3] ด้วย
หลักการและกลไกดังกล่าว ปัจจุบันมีการใช้ยาท่ียับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ดังกล่าว ได้แก่ Orlistat และ Acarbose 
ในการควบคุมและลดน้ำหนัก [5] อย่างไรก็ตามยาเหล่าน้ีมี
ผลข้างเคียงจากการใช้ยา มีราคาสูง และเข้าถึงได้ยาก ด้วย
เหตุน้ีจึงมีความพยายามในการหาสารจากธรรมชาติ เพื่อเป็น
ทางเลือกหน่ึงในการใช้ควบคุมและรักษาโรคอ้วน อีกท้ังการใช้
สารธรรมชาติหรือพืชสมุนไพร นอกจากจะมีประโยชน์สำหรับ
นำมาใช้ป้องกันและรักษาโรคอ้วนแล้ว ยังส่งเสริมสุขภาพแบบ
องค์รวมอีกด้วย  

 

อนุมูลอิสระ (Free radical) เป็นสารท่ีไม่เสถียรทำให้
เกิดปฏิกิริยาได้ว่องไว ดังน้ันสามารถทำปฏิกิริยากับโมเลกุล
ต่าง ๆ ในร่างกายได้ เช่น ไขมัน โปรตีน หรือ สารพันธุกรรม 
ภาวะท่ีอนุมูลอิสระมากเกินไปจะก่ออันตรายแก่ร่างกาย เรียก
ภาวะน้ีว่า สภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) [6] 
ซ่ึงโดยปกติร่างกายจะผลิตสารต้านอนุมูลอิสระขึ้นมาเอง แต่
อาจจะไม่เพียงพอต่อการกำจัดอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะเมื่อมี
ปัจจัยภายนอกท่ีส่งผลให้เกิดอนุมูลอิสระ เช่น รังสี และ
สารพิษต่าง ๆ การมีอนุมูลอิสระมากเกินกว่าท่ีร่างกายจะกำจัด
ได้มักส่งผลให้เกิดความผิดปกติเกิดขึ้นกับร่างกาย เช่น โรค
เกี่ยวกับหลอดเลือดและหัวใจ โรคเบาหวาน โรคอ้วน และ
โรคมะเร็ง เป็นต้น 

กากกาแฟ (Coffee ground) จัดเป็นสารอินทรีย์ท่ี
เหลือท้ิงจากอุตสาหกรรมการแปรรูปกาแฟ และร้านกาแฟสด
ท่ัวไป กากกาแฟถือว่าเป็นกากของเสียท่ีส่งผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อม เพราะมีปริมาณคาร์บอนเป็นองค์ประกอบจำนวน
มาก [7] หากมีการทิ้งลงสู่แหล่งน้ำจะส่งผลให้ค่า Biochemical 
Oxygen Demand (BOD) หรือปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรีย์
ต้องการใช้ในการย่อยสลายอินทรีย์สารท่ีมีอยู่ในน้ำ ในน้ำมี
ปริมาณสูงขึ้น และหากมีการจัดการกากกาแฟท่ีไม่ดี อาจ
กลายเป็นแหล่งสะสมของเชื้อราและแบคทีเรียต่าง ๆ ท่ีเป็น
อันตรายต่อมนุษย์ได้ ดังน้ันกากกาแฟจึงเป็นสารท่ีเหลือท้ิงท่ี
ควรนำมาเพิ่มมูลค่า ในกากกาแฟมีองค์ประกอบสารสำคัญ
หลายชนิด เช่น โพลิแซคคาไรด์  (Polysaccharides) กรด
ไขมัน (Fatty acids) โปรตีน คาเฟอีน (Caffeine) สารประกอบ 
ฟีนอลิก (Phenolic compounds) ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
และแร่ธาตุต่าง ๆ โดยชนิด และปริมาณของสารเหล่าน้ีอาจ
แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดของกาแฟ แหล่งปลูก ขั้นตอนการ
ผลิต และวิธีการสกัด กากกาแฟสามารถนำมาใช้ประโยชน์ได้
หลายอย่าง เช่น เป็นเชื้อเพลิง วัสดุปรับปรุงดินสำหรับการ
เพาะปลูก ผลิตภัณฑ์อาหารเสริม ผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง และ
เวชสำอาง [8], [9] ส่วนในงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
ผลของสารสกัดกากกาแฟต่อการต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้ง
การทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซม์ไลเปส 
และการยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน 

 
 
 
 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ปีท่ี 25 ฉบับท่ี 1 เดือนมกราคม-เมษายน 2566 
 

64 
 

2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  
2.1. การเตรียมสารสกัดกากกาแฟ 

 นำกากกาแฟท่ีบดละเอียดแล้วมาสกัดด้วยเอทานอล 
ความเข้มข้น 70% (70% Ethanol) โดยใช้อัตราส่วน 1:2 ส่วน 
(กากกาแฟสด 1 กิ โลกรัมต่อ เอทานอล 2 ลิตร) บ่ม ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันนำมากรองด้วยผ้า
ขาวบางหรือผ้ากรองท่ีสะอาด และกรองด้วยกระดาษกรอง
เบอร์ 1 แยกส่วนกากออกมาสกัดซ้ำอีก 2 ครั้ง จากนั้นนำส่วน
สารสกัดท่ีได้จากการกรองไปทำให้เข้มข้นด้วยเครื่อง Rotary 
evaporator เพื่อระเหยแห้งตัวทำละลายออกไป แล้วนำไปทำ
ให้แห้งด้วยเครื่อง Freeze dryer จากน้ันคำนวณหาร้อยละ
ผลผลิตของสารสกัด (% yield) แล้วเก็บสารสกัดไว้ท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส เพื่อนำไปทำการศึกษาฤทธิ์ต่อไป  
 

2.2. การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมทั้งหมด  
วิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมท้ังหมด (Total 

phenolic content) ดัดแปลงจาก Aryal et al. [10] เตรียม
สารสกัดกากกาแฟในน้ำปราศจากไอออน  (Deionized 
water) ให้มคีวามเข้มข้นเท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
นำสารสกัดปริมาตร 50 ไมโครลิตรมาผสมกับ  Folin & 
Ciocalteu′s phenol reagent ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ
สารล ะลาย  20%  Sodium carbonate ป ริ ม าต ร  125 
ไมโครลิตร จากน้ันบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 40 นาที แล้วนำไปวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
700 นาโนเมตร ในการทดลองน้ีใช้กรดแกลลิก (Gallic acid) 
เป็นสารมาตรฐาน (ความเข้มข้น 0 -100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ในการสร้างกราฟมาตรฐาน (Standard curve) 
และสมการความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความ
เข้มข้น  รวมท้ังหาค่า Coefficient of determination (R2) 
เมื่อได้กราฟมาตรฐานแล้ว ให้นำค่าดูดกลืนแสงท่ีวัดได้จากชุด
การทดลองของสารสกัดกากกาแฟมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
และรายงานค่าปริมาณฟีนอลิกรวมท้ังหมดในหน่วยมิลลิกรัม
สมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมของสารสกัด (mg of gallic 
acid equivalent/g of extract หรือ mg GAE/g extract) 
 

2.3. การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมทั้งหมด  
วิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมท้ังหมด 

(Total flavonoid content) ดัดแปลงจาก Aryal et al. [10] 
เตรียมสารสกัดกากกาแฟในเมทานอล (Methanol) ให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  นำสารสกัด

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรมาผสมกับสารละลาย 5% Aluminum 
chloride ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากน้ันบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดการดูดกลืนแสง 
ท่ีความยาวคลื่น 437 นาโนเมตร ในการทดลองน้ีใช้เควอร์ซิติน 
(Quercetin) เป็นสารมาตรฐาน (ความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร) ในการสร้างกราฟมาตรฐาน (Standard curve) 
และสมการความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความ
เข้มข้น  รวมท้ังหาค่า Coefficient of determination (R2) 
เมื่อได้กราฟมาตรฐานแล้ว ให้นำค่าดูดกลืนแสงท่ีวัดได้จากชุด
การทดลองของสารสกัดกากกาแฟมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
และรายงานค่าปริมาณฟลาโวนอยด์รวมท้ังหมดในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลของเควอร์ซิตินต่อกรัมของสารสกัด (mg of 
quercetin equivalent/g of extract หรือ mg QE/g extract) 

 
2.4. การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  
การศึกษาน้ีใช้วิธี 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) assay ในการทดสอบฤทธิ์ต้านสารอนุมูลอิสระ ซ่ึง
ดัดแปลงจาก Chu et al. [11] เตรียมสารสกัดกากกาแฟใน 
เมทานอล ให้มีความเข้มข้นในช่วง 62.5-500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร นำสารสกัดปริมาตร 150 ไมโครลิตรมาผสมกับ
สารละลาย DPPH ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วนำไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร และคำนวณค่า 
% Inhibition ดังสมการ  

% Inhibition = [(Ac - At)/Ac] x 100  
เมื่อ  
Ac = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม  
At = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดลองท่ีมีสารสกัด

กากกาแฟท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  
นำค่า % Inhibition และความเข้มข้นต่าง ๆ ของสาร

สกัดกากกาแฟไปสร้างกราฟ และหาค่า 50% Inhibitory 
concentration (IC50) ในการทดลองน้ีใช้วิตามินซี (Vitamin C) 
ท่ีมีความเข้มข้นในช่วง 0-25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสาร
มาตรฐาน 
 

2.5. การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟา 
อะไมเลส  

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟา 
อะไมเลส ดัดแปลงจาก Worsztynowicz et al. [12] เตรียม
สารสกัดกากกาแฟในน้ำปราศจากไอออน ให้มีความเข้มข้น
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ในช่วง 62.5-2 ,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  นำสารสกัด
ปริมาตร 50 ไมโครลิตรมาผสมกับเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
(ความเข้มข้น 1.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
บ่มในกระบะน้ำแข็ง เป็นเวลา 3 นาที จากน้ันเติมสารละลาย 
1% Corn starch ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้วเติม Dinitrosalicylic (DNS) 
reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปต้มในน้ำเดือด (80-90 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 10 นาที ท้ิงไว้ให้เย็น วัดค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และคำนวณ % inhibition 
ดังแสดงข้างต้น นำค่า % Inhibition และความเข้มข้นต่าง ๆ 
ของสารสกัดกากกาแฟไปสร้างกราฟ และหาค่า 50% Inhibitory 
concentration (IC50) ในการทดลองน้ีใช้ยา Acarbose ท่ีมี
ความเข้มข้นในช่วง 6.25-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสาร
มาตรฐาน 

 
2.6. การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไลเปส  
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไลเปส 

ดัดแปลงจาก Lee et al. [13] เตรียมสารสกัดกากกาแฟในน้ำ
ปราศจากไอออน ให้มี ความเข้มข้น ในช่วง  62.5-1,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นำสารสกัดปริมาตร 80 ไมโครลิตรมา
ผสมกับสารละลาย Tris-HCl buffer ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 
จากน้ันเติมเอนไซม์ไลเปส ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ใน 
Morpholinepropanesulfonic acid (MOPS) และสารละลาย 
Ethylene ditetraamine (EDTA) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แล้วเติมสารละลาย p-Nitrophenyl 
butyrate (p-NPB) ใน Dimethylformamide ความเข้มข้น 
1.25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 403 นาโนเมตร และคำนวณ % inhibition ดัง
แสดงข้างต้น นำค่า % Inhibition และความเข้มข้นต่าง ๆ 
ของสารสกัดกากกาแฟไปสร้างกราฟ และหาค่า 50% Inhibitory 
concentration (IC50) ในการทดลองน้ีใช้ยา Orlistat ท่ีมี
ความเข้มข้นในช่วง 6.25-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นสาร
มาตรฐาน 
 

2.7. การทดสอบความเป็นพิษต่อ pre-adipocyte  
Pre-adipocyte คื อ เซ ล ล์ ป ระ เภ ท  fibroblast ท่ี

สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมัน (Adipocyte) ได้ โดยเมื่อ 
pre-adipocyte มีการสะสมไขมันภายในเซลล์ ก็จะกลายเป็น
เซลล์ไขมัน  

Pre-adipocyte ท่ี ใช้ ในการทดลองน้ี คือ  3T3 -L1 
pre-adipocyte (ATCC CL-173) ซ่ึงได้จาก American Type 
Culture Collection และจัดอยู่ในระดับความปลอดภัยทาง
ชีวภาพระดับท่ี 1 (Biosafety Level 1) 

การทดสอบความเป็นพิษต่อ  pre-adipocyte ของ
สารสกัดกากกาแฟ ใช้วิธี MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay [14] ท ำ
โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ในถาดเพาะเลี้ยง 96-well โดยใช้ความ
หนาแน่นเซลล์ 20,000 cells/well เลี้ยงในอาหาร Dulbecco's 
Modified Eagle Medium (DMEM) ท่ี มี  10%  Fecal calf 
serum (FCS) จนกระท่ังมีปริมาณเซลล์เต็ม (100% confluence) 
ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากน้ันเตรียม
สารสกัดกากกาแฟ โดยใช้ความเข้มข้นในช่วง 31.25-1,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นำสารสกัดปริมาตร 100 ไมโครลิตรไป
เติมให้กับ pre-adipocyte ท่ีเตรียมไว้ บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันนำมาทำการ
ทดสอบความเป็นพิษต่อ pre-adipocyte โดยเติมสารละลาย 
MTT ท่ีมีความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร แล้วบ่มไว้ในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4 -6  ชั่ ว โมง จ าก น้ัน เติ ม  Dimethylsulphoxide (DMSO) 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายผลึกฟอร์มาซาน (Formazan) 
แล้วจึงนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
ซ่ึงค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้แสดงถึงปริมาณการอยู่รอดของ
เซลล์ (Viability) แล้วคำนวณหาร้อยละความอยู่รอดของเซลล์
เทียบกับชุดควบคุม (Control) โดยรายงานผลเป็นร้อยละ
ความอยู่รอดเทียบกับชุดควบคุม (% Viability) 
 

2.8. การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์
ไขมัน  

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน
เป็นการทดสอบการยับยั้งการสะสมไขมันใน pre-adipocyte 
เพื่อไม่ให้เซลล์ดังกล่าวกลายไปเป็นเซลล์ไขมัน (Adipocyte) 
ซ่ึงทำโดยเลี้ยงเซลล์ 3T3-L1 pre-adipocyte ในถาดเพาะเลี้ยง 
24-well โดยใช้ความหนาแน่นของเซลล์ 30 ,000 cells/well 
เพาะเลี้ยงในอาหารชนิด DMEM ท่ีมี 10% FCS จนกระท่ังมี
ปริมาณเซลล์เต็มถาด จากน้ันเปลี่ยนเป็นอาหารสำหรับชักนำ
ให้เซลล์เกิดกระบวนการ differentiation ได้ โดยเลี้ยงเซลล์
ในอาหาร DM1 ท่ีมี 10% FCS, สารละลาย 3-Isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX) ความเข้มข้น  0 .5  มิลลิ โมลาร์ , 
สารละลาย dexamethasone (DEX) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
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และอินซูลิน (Insulin) ความเข้มข้น 14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยในอาหาร DM1 มีสารสกัดกากกาแฟความเข้มข้นต่าง ๆ 
(12.5-200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 2 
วัน แล้วจึงเปลี่ยนอาหารใหม่เป็นอาหาร DM2 ท่ีมี 10% FCS 
และอินซูลิน ความเข้มข้น 14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยให้
คงการเลี้ยงเซลล์ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของสารสกัดกาก
กาแฟเดิม เพาะเลี้ยงเซลล์ต่อเป็นเวลา 2 วัน หลังจากน้ัน
เพาะเลี้ยงในอาหาร AM ท่ีมี 10% FCS ต่อเป็นเวลา 2 วัน 
โดยให้คงการเลี้ยงเซลล์ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของสารสกัด
กากกาแฟเดิม จากน้ันตรวจวัดปริมาณการสร้างไขมัน และ
การสะสมไขมันภายในเซลล์ ด้วยวิธี Oil Red O staining 
assay ซ่ึงมีขั้นตอน คือ ล้างเซลล์ 2 ครั้ งด้วยสารละลาย 
Phosphate buffered saline (PBS) และตรึ ง  (Fix) เซลล์
ด้วยสารละลาย 3.7% Formaldehyde เป็นเวลา 30 นาที 
ย้อมเซลล์ด้วยสีย้อม 0.2% Oil Red O บ่มไว้เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง ละลายสีย้อมออกจากเซลล์ด้วย 100% Isopropanol 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากน้ันนำไปศึกษาด้วย Inverted 
microscope และนำไปวัดความเข้มของสีท่ีความยาวคลื่น 
520 นาโนเมตร สีท่ีวัดได้บอกถึงปริมาณการสะสมไขมันใน
เซลล์ไขมัน จากน้ันคำนวณหาร้อยละปริมาณการสะสมไขมัน
เทียบกับชุดควบคุม และรายงานผลเป็นปริมาณร้อยละการ
สะสมไขมันเทียบกับชุดควบคุม (% Lipid accumulation)  

 
2.9. การวิเคราะห์ทางสถิติ  
การทดลองทำซ้ำในแต่ละตัวอย่าง จำนวน 3 ซ้ำ (n = 

3) แสดงผลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ย  และค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (Mean ± SD) และเปรียบเทียบกับความแตกต่าง
ของข้อมูลแต่ละกลุ่มโดยใช้สถิติ One-Way ANOVA (SPSS 
22.0) โดยพิจารณานัยสำคัญทางสถิติ เมื่อ p-value < 0.05  

 
3. ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

3.1. การเตรียมสารสกัดกากกาแฟ 
จากการสกัดกากกาแฟด้วยเอทานอล พบว่า ลักษณะ

ทางกายภาพของสารสกัดกากกาแฟท่ีได้ เป็นผงละเอียด มีสี
น้ำตาลเข้ม สำหรับน้ำหนักที่ได้ เท่ากับ 3361.87 กรัม คิดเป็น
ร้อยละของผลผลิต (% yield) เท่ากับ ร้อยละ 1.12 ของ
น้ำหนักกากกาแฟ 

3.2. ปริมาณฟีนอลิกรวมทั้งหมด ปริมาณฟลาโวนอยด์ 
รวมทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกากกาแฟ 

จากการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด
กากกาแฟ โดยวิธี DPPH assay พบว่าสารสกัดกากกาแฟมี
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีดี โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 171.18 ± 0.21 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ถึงแม้ว่าจะมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน้อย
กว่าสารมาตรฐานวิตามินซี ซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากับ 12.95 ± 0.01 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Figure 1) โดยปกติแล้วฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระมักเป็นผลของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ 
ดังน้ันจึงได้วิเคราะห์ปริมาณของสารดังกล่าวในสารสกัดกาก
กาแฟ ซ่ึงพบว่าสารสกัดกากกาแฟมีปริมาณฟีนอลิกรวม
ท้ังหมด และปริมาณฟลาโวนอยด์รวมท้ังหมด เท่ากับ 50.54 
± 0.08 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมของสารสกัด 
และ 5.03 ± 0.15 มิลลิกรัมสมมูลของเควอร์ซิตินต่อกรัมของ
สารสกัด ตามลำดับ (Table 1)  

จากงานวิจัยท่ีผ่านมามีรายงานว่าอนุมูลอิสระ เช่น 
Reactive oxygen species (ROS) เป็ น ปั จ จั ย เ สี่ ย ง ท่ี
ก่อให้เกิดโรคอ้วน และโรคเรื้อรังต่าง ๆ หากเซลล์มีการสะสม 
ROS จะทำให้เกิดการอักเสบของเซลล์ และเซลล์จะหลั่งสาร  
ไซโตไคน์ (Cytokines) ซ่ึงสามารถก่อให้เกิดภาวะ metabolic 
syndromes ได้ [15] หากเหตุการณ์น้ีเกิดขึ้นกับเซลล์ไขมันก็
อาจทำให้เซลล์ไขมันมีการสะสมไขมันมากขึ้น และนำไปสู่โรค
อ้วนได้ ดังน้ันการต้านอนุมูลอิสระจึงอาจช่วยลดปัจจัยเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคอ้วนได้ นอกจากน้ียังมีรายงานว่าสารประกอบฟีนอลิก 
และฟลาโวนอยด์ท่ีพบในบัวหลวง และโรสแมรี (Rosemary) 
มีฤทธิ์ต้านโรคอ้วนได้ [16], [17] ดังน้ันการท่ีสารสกัดกาก
กาแฟมีสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์อาจมีส่วนทำให้
สารสกัดกาแฟมีฤทธิ์ต้านโรคอ้วนได้เช่นกัน  

นอกจากฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระแล้ว ยังมีรายงานว่าสาร
จากกากกาแฟมีฤทธิ์ทางชีวภาพอื่น ๆ อีก เช่น ลดระดับ
น้ำตาลในเลือด [18] ต้านการอักเสบ [19] และยับยั้งเอนไซม์ 
Matrix metalloproteinases ซ่ึ ง เป็ นกลุ่ มของเอน ไซม์ ท่ี     
ทำหน้าท่ีย่อยสลายสารท่ีอยู่ภายนอกเซลล์ (Extracellular 
matrix) เช่น คอลลาเจน (Collagen) และอีลาสติน (Elastin) 
การทำงานของเอนไซม์ดังกล่าวเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีทำให้ผิวหนัง
ขาดความยืดหยุ่น และเหี่ยวย่น 
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Figure 1 Antioxidant activity of coffee ground extract and vitamin C 
 
 
Table 1 Total phenolic content (TPC) and total flavonoid content (TFC) of coffee ground extract 
Phytochemical 
content 

Concentration Standard 
Standard curve* 
(Equation and R2) 

TPC 50.54 ± 0.08 
mg GAE/g extract 

Gallic acid y = 0.0224x, R2 = 0.9938 

TFC 5.03 ± 0.15 
mg QE/g extract 

Quercetin y = 0.0176x, R2 = 0.9872 

*y = measured optical density; x = concentration; R2 = Coefficient of determination 
 

 
3.3. การยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

และเอนไซม์ไลเปส 
จากผลการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

และเอนไซม์ไลเปสของสารสกัดกากกาแฟ พบว่าสารสกัดกาก
กาแฟมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส โดยมีค่า IC50 
เท่ากับ 152.71 ± 0.37 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสน้อยกว่ายา Acarbose ซ่ึงมีค่า IC50 
เท่ากับ 32.42 ± 0.06 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Figure 2) และ
พบว่าสารสกัดกากกาแฟมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไลเปส โดยมีค่า 
IC50 เท่ากับ 131.08 ± 1.94 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงมีฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์ไลเปสน้อยกว่ายา Orlistat ซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากับ 
24.81 ± 0.44 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Figure 3) ผลการ
ทดลองน้ีสอดคล้องกับการศึกษาท่ีผ่านมาท่ีพบว่าสารสกัดใบ

บัวหลวงมีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
และฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไลเปสท่ีดีมาก เมื่อเทียบ
กับฤทธิ์ของยา Acarbose และยา Orlistat ตามลำดับ [16] 
การยับยั้ งการทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และ
เอนไซม์ไลเปส เป็นกลไกท่ียา Acarbose และยา Orlistat ใช้
ในการควบคุมน้ำหนัก ตามลำดับ เนื่องจากเมื่อคาร์โบไฮเดรต 
และไขมันไม่ถูกย่อยสลายก็ไม่สามารถนำเข้าสู่เซลล์เพื่อไป
สะสมในรูปของไขมันได้ การท่ีสารสกัดกากกาแฟมีฤทธิ์ยับยั้ง
การทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และเอนไซม์ไลเปส 
เช่นเดียวกับยา Acarbose และยา Orlistat จึงเป็นไปได้ว่า
สารสกัดกากกาแฟอาจสามารถนำไปพัฒนาเพื่อเป็นทางเลือก
หน่ึงสำหรับใช้ในการควบคุมน้ำหนัก 
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Figure 2 Inhibition of alpha-amylase activity by coffee ground extract and Acarbose 
 
 
 
 

 
 

Figure 3 Inhibition of lipase activity by coffee ground extract and Orlistat 
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3.4. ความเป็นพิษต่อ pre-adipocyte  
จากผลการศึกษาความเป็นพิษต่อ  pre-adipocyte 

ของสารสกัดกากกาแฟท่ีความเข้มข้นในช่วง 31.25-1,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าสารสกัดกากกาแฟท่ีความเข้มข้น 
500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความเป็นพิษต่อ 
pre-adipocyte โดยค่าร้อยละความอยู่ รอด เทียบกับชุด
ควบคุม (% Viability) ของ pre-adipocyte เท่ากับ 80.91 ± 
1.04 และ 78.35 ± 0.99 % of control ตามลำดับ (Figure 4) 
ดังน้ันการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกากกาแฟในการยับยั้งการ
สะสมไขมันในเซลล์ไขมัน จึงเลือกเฉพาะความเข้มข้นของสาร
สกัดกากกาแฟในช่วงความเข้มข้น 12.5-200 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ไปทำการทดลอง เน่ืองจากความเข้มข้นของสารสกัด
กากกาแฟในช่วงน้ีไม่เป็นพิษต่อ pre-adipocyte นำความ
เข้มข้นท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ไขมันนำไปทำการทดสอบต่อไป 

 
3.5. การยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน 
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์ไขมัน

เป็นการทดสอบการยับยั้งการสะสมไขมันใน pre-adipocyte 
เพื่อไม่ให้เซลล์ดังกล่าวเปลี่ยนไปเป็นเซลล์ไขมัน (Adipocyte) 
ในการทดลองน้ีใช้สารสกัดกากกาแฟท่ีมีความเข้มข้นในช่วง 
12.5-200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงผลการทดลองพบว่าสารสกัด 
กากกาแฟท่ีมีความเข้มข้น 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
สามารถยับยั้งการสะสมไขมันใน pre-adipocyte ได้ โดยมีค่า
ร้อยละของการสะสมไขมันเทียบกับชุดควบคุม (% Lipid 
accumulation) เท่ากับ 43.28 ± 0.15 และ 26.56 ± 0.40 % 
of control (Figure 5) ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับการตรวจสอบ
การสะสมไขมันใน pre-adipocyte (Figure 6) ซ่ึงพบว่า ในชุด
ควบคุม ซ่ึงไม่มีการให้สารสกัดกากกาแฟกับ pre-adipocyte 
ทำให้ pre-adipocyte มีการสะสมไขมันเป็นจำนวนมาก โดย
สังเกตได้จากเซลล์มีการติดสี Oil Red O (ซ่ึงย้อมติดไขมัน) 
เห็นเป็นสีแดงเป็นจำนวนมาก แต่เมื่อมีการให้สารสกัดกากกาแฟ
กับ pre-adipocyte จะเห็นการสะสมไขมันใน pre-adipocyte 
ลดลง ตามความเข้มข้นของสารสกัดกากกาแฟท่ีให้เพิ่มขึ้น 
และเมื่อให้สารสกัดกากกาแฟท่ีมีความเข้มข้น 100 และ 200 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรกับ pre-adipocyte เซลล์แทบจะไม่มีการ
สะสมไขมัน เน่ืองจากเซลล์มีการติดสี Oil Red O น้อยมาก ส่วน
เซลล์ท่ีอยู่ในสภาวะ undifferentiation คือ pre-adipocyte 
เมื่อเริ่มต้นการทดลองท่ียังไม่มีการกระตุ้นให้เข้าสู่กระบวนการ
สร้างเซลล์ไขมัน (ยังไม่มีการกระตุ้นให้เซลล์สะสมไขมัน) 

ดังน้ันเซลล์เหล่าน้ีจึงย้อมไม่ติดสี Oil Red O ผลการทดลองน้ี
ยืนยันว่าเซลล์ท่ีไม่มีการสะสมไขมันจะไม่มีการติดสี Oil Red O 

จากการวิจัยท่ีผ่านมาพบว่ามีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
หลายชนิดท่ีสามารถยับยั้งกระบวนการสร้างเซลล์ไขมันได้ เช่น 
ฟลาโวนอยด์  อั ลคาลอยด์  (Alkaloids) และไกลโคไซด์  
(Glycosides) [20] ส่วนกลไกท่ีสารเหล่าน้ีใช้ในการยับยั้ ง
กระบวนการสร้างเซลล์ไขมันยังไม่เป็นท่ีแน่ชัด อย่างไรก็ตามมี
รายงานว่าอาจเกิดจากการท่ีสารดังกล่าวไปยับยั้งการสร้าง
หรือการทำงานของสารท่ีสำคัญในกระบวนการสร้างเซลล์
ไขมัน เช่น Adiponectin, IL-6, Leptin, Fatty acid binding 
protein 4  (FABP4 )  แ ล ะ  Glucose transporter type 4 
(GLUT4) หรืออาจเกิดจากการท่ีสารดังกล่าวไปรบกวนขั้นตอน
ใดขั้นตอนหน่ึงของ Pathway ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้าง
เซลล์ไขมัน เช่น Adenosine monophosphate-activated 
kinase (AMPK) pathway แ ล ะ  Phosphatidylinositol 3 -
kinase (PI3K) pathway [20] 

 
4. บทสรุป  

งานวิจัยน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดกากกาแฟมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 
และเอนไซม์ไลเปส อีกท้ังยังมีความสามารถในการยับยั้ง
กระบวนการสร้างเซลล์ไขมันด้วยระดับความเข้มข้นท่ีไม่เป็น
พิษต่อเซลล์ อย่างไรก็ตามงานวิจัยน้ียังเป็นเพียงการทดลองใน
ระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro) จึงจำเป็นต้องมีการศึกษาใน
เชิงลึกต่อไป เช่น การทดลองในสัตว์ทดลอง และการทดลอง
ทางคลินิก เพื่อเป็นข้อมูลในการพิจารณาพัฒนาต่อยอดเป็นยา
หรือผลิตภัณฑ์อาหารเสริมเพื่อการควบคุมน้ำหนักต่อไป 
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Figure 4 Cytotoxic effect of coffee ground extract at different concentrations on pre-adipocyte  
*Significantly different from the control (p-value < 0.05) 

 
 

 
 

Figure 5 Antiadipogenic effect of coffee ground extract at different concentrations 
*Significantly different from the control (p-value < 0.05) 

 
 

 
 

Figure 6 Antiadipogenic effect of coffee ground extract at different concentrations  
as examined under an inverted microscope (20× magnification) 
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