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บทคัดย่อ 
งานวจัิยนีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศึกษาเทคนคิเตรยีมตวัอย่างเพือ่ลดสารรบกวนก่อนการวเิคราะห์กรดอนิทรย์ีสายโซ่สัน้ 6 ชนดิ ได้แก่ 
กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดไอโซบิวทีริก กรดบิวทีริก กรดไอโซวาเลอริก และกรดวาเลอริกด้วยเครื่อง GC จากตัวอย่าง
กาแฟสกัดด้วยหม้อต้ม การเตรยีมตวัอย่างใช้เมทานอลกับน้ําปราศจากไอออนเจอืจางตวัอย่าง 5 เท่า แยกอนภุาคขนาดใหญ่ด้วย
เครือ่งหมนุเหวีย่ง แล้วท�ำความสะอาดโดยเครือ่งสกัดด้วยเฟสของแขง็อตัโนมตั ิสภาวะท่ีศึกษา ได้แก่ คาร์ทรดิจ์ชนดิ Sep-ed C18 
อัตราในการโหลด 0.1 mL/min และปริมาตรตัวอย่าง 5 mL ผลจากการศึกษาลักษณะกายภาพของตัวอย่างก่อนและหลังเตรียม
ตวัอย่างขนาดอนุภาคลดลงจาก 6.78±4.69 µm เปน็ 1.40±0.74 µm ผลค่าสคีวามเปน็สแีดง สเีหลอืง และดชันคีวามเหลอืงลดลง  
แต่มีค่าความสว่างและค่าดัชนีความขาวเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติท่ี P < 0.05 ผลการศึกษาความใช้ได้ของวิธีได้ช่วง
การวิเคราะห์ที่กว้างเพียงพอต่อการใช้งาน โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (r) > 0.9997 ขีดจ�ำกัดของการตรวจวัด 
อยู่ในช่วง 2.5-10 mg/L ขีดจ�ำกัดการตรวจวัดเชิงปริมาณอยู่ในช่วง 5-20 mg/L ร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 93.8±3.6 ถึง 
104.3±1.8 และความเท่ียงในการท�ำซ�้ำในช่วงร้อยละ 1.6-4.7 ซึ่งสอดคล้องกับเกณฑ์การยอมรับ ท้ังนี้การวิเคราะห์ทางเคมี 
ในเชิงคุณภาพด้วยเครื่อง GC-MS พบกลุ่มกรดอินทรีย์สัดส่วนร้อยละพื้นท่ีใต้กราฟ 36.4-50.4 และการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 
โดยค�ำนวณต่อน�้ำหนักเมล็ดกาแฟด้วยเครื่อง GC-FID พบปริมาณกรดอินทรีย์รวมในช่วง 3.08-7.92 g/kg

ค�ำส�ำคัญ:	 เครื่องสกัดด้วยเฟสของแข็งอัตโนมัติ, กรดอินทรีย์โซ่สั้น, กาแฟ, แก๊สโครมาโทกราฟ

Abstract 
The objective of this research was to study sample preparation techniques for reducing interference before analyzing 
six types of short-chain organic acids: acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid, and 
valeric acid, using gas chromatography (GC) from coffee samples brewed with a moka pot. The sample preparation 
used a fivefold dilution of the sample with methanol and deionized (DI) water, then separated the larger particles  
using a centrifuge, and cleaned the sample using an automated solid-phase extractor with Sep-ed C18 cartridges at 
a loading rate of 0.1 mL/min and sample volume of 5 mL. The results from the study of the physical characteristics of 
the samples before and after preparation showed a reduction in particle size from 6.78±4.69 µm to 1.40±0.74 µm. The 
values for red color intensity, yellow color intensity, and yellowness index decreased, while brightness and whiteness 
index increased significantly with a statistical significance at P < 0.05. The method’s usability yields an adequately  
broad analytical range, with a linear correlation coefficient (r) > 0.9997. The detection limit was in the range of  
2.5-10 mg/L, and the quantification limit was in the range of 5-20 mg/L. The recovery rate ranged from 93.8±3.6%  
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บทน�ำ
ปัจจุบันการบริโภคกาแฟเป็นที่นิยมอย่างมากและแพร่หลาย
อย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะกาแฟสดหรือกาแฟคั่วบด ด้วยความ
ต้องการท่ีสูงขึ้นกาแฟจึงเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส�ำคัญในหลาย
ประเทศ รวมทั้งประเทศไทย และมีแนวโน้มในการบริโภค
เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ (Utrilla-Catalan et al., 2022) คุณภาพกาแฟ
ประกอบด้วยกลิน่ ความเข้มข้น รสชาต ิและกลิน่รสท่ีเหลอืหลงั
จากการกลนื ภายในเมลด็กาแฟประกอบไปด้วยองค์ประกอบ
ทางเคมหีลายชนดิ ยกตวัอย่างเช่น คาเฟอนี ซึง่เป็นสารทีช่่วย
สร้างกลิ่นหอม รสชาติขม และกรดอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ  ที่ท�ำให้
กาแฟมีรสเปรี้ยว รสเปรี้ยวที่ไม่มากเกินไปเป็นคุณสมบัติที่ดี
ของกาแฟ เป็นต้น (Moon et al., 2009) โดยชนิดและปริมาณ
ของกรดในกาแฟทีแ่ตกต่างกันเป็นอกีปัจจยัหนึง่ท่ีส�ำคัญต่อการ
ก�ำหนดคณุภาพ ราคา และความนยิมของผูบ้รโิภคในท้องตลาด 
(Angeloni et al., 2023) ซึ่งปริมาณของกรดอินทรีย์ที่เกิดขึ้น 
จะแตกต่างกันไปตามแต่ละสายพันธุ์กาแฟ รูปแบบการคั่ว  
วธิกีารสกัดกาแฟ และเทคนคิการตรวจวดั (Yeager et al., 2021) 
ทีใ่ห้ช่วงการวเิคราะห์หรอืความจ�ำเพาะกับชนดิกรดอนิทรย์ีใน
กาแฟที่แตกต่างกัน ดังนั้นการศึกษาหาวิธีการตรวจวัดชนิด
และปริมาณกรดอินทรีย์จึงเป็นเรื่องที่จ�ำเป็นต่ออุตสาหกรรม
กาแฟ โดยงานวจิยันีส้นใจศกึษาชนดิ และปรมิาณกรดอนิทรย์ี
สายโซ่สั้น (Short-chain fatty acids, SCFAs) (Sun et al., 
2020) ท้ังเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ 6 ชนิด ได้แก่ กรด 
อะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดไอโซบิวทีริก กรดบิวทีริก กรด
ไอโซวาเลอริก และกรดวาเลอริก จากเมล็ดกาแฟที่ได้จาก 
การสกัดด้วยหม้อต้มกาแฟ (Moka Pot) (Gianino, 2007) ซึ่ง
เป็นวิธีที่ให้น�้ำกาแฟหรือกาแฟเอสเปรสโซ่เข้มข้น และเป็น 
วิธีการสกัดท่ีใช้อุปกรณ์ราคาประหยัด (Kaffe, 2023) โดย 
กรดอนิทรย์ีท่ีสนใจศึกษาจดัเป็นกรดอนิทรย์ีทีร่ะเหยได้ พบได้
บ่อยในตวัอย่างน�ำ้กาแฟ โดยเฉพาะกรดอะซติกิซึง่เป็นสารส�ำคญั
ทีแ่สดงรสเปรีย้วของน�ำ้กาแฟ (Rune et al., 2023) แต่เนือ่งจาก
ตวัอย่างน�ำ้กาแฟสกดัทีส่กัดได้ประกอบด้วยองค์ประกอบทาง
เคมหีลายชนดินอกจากกรดอนิทรย์ีท่ีศกึษา เช่น คาร์โบไฮเดรต 
น�ำ้ตาล เซลลโูลส ลกินนิ โปรตนี น�ำ้มนั คาเฟอนี และกรดแทนนกิ  
เป็นต้น (Saud & Salamatullah, 2021) ซึ่งสารประกอบที่
สนใจคือกรดอินทรีย์ทั้ง 6 ชนิดจัดเป็นองค์ประกอบส่วนน้อย
ในตัวอย่างกาแฟ (Ramalakshmi & Raghavan, 1999) ท�ำให้
กระบวนการวเิคราะห์นัน้มผีลของสารรบกวนจากองค์ประกอบ
อื่น ๆ ส่งผลต่อการวิเคราะห์สารที่สนใจ

 	 สารรบกวนหลายชนิดมีจุดเดือดค่อนข้างสูงท�ำให้
ตกค้างบริเวณหัวฉีดสารกรณีใช้เครื่องแก๊สโคมาโท กราฟี 
เป็นผลให้ไลเนอร์และคอลัมน์ของเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟ
เสื่อมสภาพการใช้งาน (Chun et al., 2016) ดังนั้นจ�ำเป็นต้อง
มีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างท่ีเหมาะสมเพื่อก�ำจัดส่ิงรบกวน
ออกจากตัวอย่างน�้ำกาแฟก่อนวิเคราะห์ทั้งเชิงคุณภาพและ
เชิงปริมาณของกรดอินทรีย์ท่ีสนใจ โดยเทคนิคการเตรียม
ตัวอย่างที่มีการศึกษาในการทดสอบน�้ำกาแฟท่ีนิยมใช้ เช่น 
เทคนิคเฮดสเปซร่วมกับตัวดูดซับของแข็งปริมาณน้อย ซึ่ง
เป็นเทคนิคท่ีเหมาะกับการวิเคราะห์สารกลุ่มให้กลิ่นจ�ำพวก 
อัลดีไฮด์ และคีโทน เป็นต้น โดยเทคนิคนี้สามารถสกัดลดสาร
รบกวนและท�ำความสะอาดสารทีส่นใจไปพรอ้มกนั (Yu et al., 
2021) แต่เทคนคินีย้งัไม่เหมาะกับกลุม่สารอินทรย์ีละลายได้ดี
ในตวัอย่างของกลุม่กรดอนิทรย์ี และนอกจากนีเ้ทคนคิทีม่กีาร
ใช้ในการเตรียมตัวอย่างน�้ำกาแฟคือ เทคนิคการเซนตริฟิวซ์ 
เพื่อแยกตะกอนหรือสารรบกวนออก (O’Driscoll, 2014) และ
เทคนิคการท�ำความสะอาดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (SPE)  
(Caprioli et al., 2016) ซึง่ทัง้สองเทคนคิจะช่วยแยกตะกอนขนาด
ใหญ่ และลดสารรบกวนออกจากตัวอย่างกาแฟได้ตามล�ำดับ 

	 ส�ำหรบัเครือ่งมอืทีน่ยิมใช้ในการตรวจวเิคราะห์ปรมิาณ
สารอนิทรย์ีในตวัอย่างกาแฟ คือเครือ่งมอืกลุม่โครมาโทกราฟ 
เช่น เครือ่งโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) (Rune 
et al., 2023) และเครือ่งแก๊สโครมาโทกราฟ (GC) (Jumhawan 
et al., 2015) อย่างไรก็ตาม HPLC นยิมใช้วเิคราะห์สารอนิทรย์ี
กึ่งระเหยหรือระเหยยาก (Jham et al., 2002) จึงไม่เหมาะสม
ส�ำหรบัการวเิคราะห์กรดอนิทรย์ีสายโซ่ส้ันทีม่จีดุเดือดอยูใ่นช่วง 
118 ถึง 185 ๐C (Raposo et al., 2013) ดังนั้นเครื่อง GC จึง
เหมาะส�ำหรับการตรวจวัดกรดอินทรีย์สายโซ่สั้น

	 ในงานวจิยันีจ้งึได้สนใจศกึษาการเตรยีมตวัอย่างโดย
การเจอืจางตวัอย่างเพือ่ลดสารรบกวนแล้วใช้เทคนคิเซนตรฟิิวจ์ 
เพื่อแยกตะกอน และสารรบกวนออกร่วมกับการศึกษาการ
ท�ำความสะอาดตวัอย่างด้วยเครือ่งสกัดด้วยเฟสของแขง็อตัโนมตัิ
ทีช่่วยลดเวลาในการเตรียมตัวอย่างของผูท้ดสอบซึ่งโดยปกติ
ต้องใช้เวลามากกว่าครึง่ในการเตรยีมตวัอย่างต่อกระบวนการ
วเิคราะห์รวมท้ังหมด (Ronald E. Majors, 2013) และการกรอง
ตัวอย่างอีกครั้งด้วยเมมเบรน ก่อนน�ำไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
GC โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง GC โดยศึกษา
การสกัด การท�ำความสะอาด และการวิเคราะห์เชิงปริมาณ

to 104.3±1.8% and the reproducibility was in the range of 1.6-4.7%, which was acceptable. Furthermore, the qualitative  
analysis using GC-MS identified the area under the graph ranging from 36.4% to 50.4% and the quantitative analysis, 
calculated per coffee bean weight, using of GC-FID revealed that the total content of organic acids to be in the range 
of 3.08-7.92 g/kg.

Keywords:	 Automate solid phase extractor, Short-chain fatty acids, coffee, gas chromatograph
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ด้วยเครือ่ง GC ตวัตรวจวัดเฟลมไอออไนเซชนั (GC-FID) ทีม่ี
จุดเด่นคือ ใช้งานง่าย ต้นทุนการวิเคราะห์และการบ�ำรุงรักษา
ทีไ่ม่สงูมาก เมือ่เทยีบกับเครือ่ง GC ตวัตรวจวดัชนดิแมสสเปก
โทรมิเตอร์ (GC-MS) และเครื่องดังกล่าวมีในห้องปฏิบัติการ
พื้นฐานทั่วไป (St-Gelais, 2014) และวิเคราะห์เชิงคุณภาพ
ด้วย GC-MS เป็นการยืนยันผลการวิเคราะห์กรดอินทรีย์ด้วย
แมสสเปกตรัมเทียบกับฐานข้อมูล (Library) ในตัวอย่างที่ผ่าน
การสกัด และผ่านการท�ำความสะอาดด้วยสภาวะที่เหมาะสม 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการศึกษา

1. สารมาตรฐาน สารเคมี 
	 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของ กรดอะซิติก 
และกรดโพรพิโอนิก กรดไอโซบิวทีริก กรดบิวทีริก กรด 
ไอโซวาเลอรกิ และกรดวาเลอรกิ (Alfa aesar, Massachusetts, 
U.S.) หรือ Short-chain fatty acids, SCFAs โดยจะเตรียม
สารผสมกรดอินทรีย์เข้มข้น 5,000 mg/L ยกเว้นกรดอะซิติก
จะเตรียมความเข้นข้น 10,000 mg/L เนื่องจากสัญญาณตอบ
สนองกับเครือ่ง GC ของกรดอะซติกิทีค่วามเข้มข้นเดียวกันน้อย
กว่ากรดอินทรีย์ชนิดอื่น ๆ  ซึ่งปริมาตรสารละลายที่เตรียม คือ 
25 mL ในตวัท�ำละลายเมทานอล (Lab scan, Thailand) ต่อน�ำ้  
(DI) สัดส่วนเท่ากันเป็นสารละลายสต๊อค ก่อนเจือจางเพื่อ 
การตรวจสอบประสทิธภิาพเครือ่งมอื ทดสอบการใช้ได้ของวธิี 
และเป็นสารมาตรฐานในการทดสอบเชิงปริมาณ

2. เครื่องมือที่ใช้ในการศึกษา 
	 การศกึษาทางเคม ีส�ำหรบัการวเิคราะห์ปรมิาณกรด
อินทรีย์ใช้ GC-FID รุ่น 7820 ยี่ห้อ Agilent ปริมาตรสารที่ฉีด 
1 µL อุณหภูมิหัวฉีด 240 ºC สัดส่วนแบ่งสารทิ้ง 1 : 5 คอลัมน์  
HP-Innowax (30 m × 0.32 mm × 0.25 µm) อุณหภมูติูอ้บเริม่ต้น 
60 ºC คงที ่3 นาท ีจากนัน้เพิม่ขึน้ 40 ºC ต่อนาท ีจนได้ 140 ºC คงท่ี  
1 นาที จากนั้นเพิ่มขึ้นอีก 5 ºC ต่อนาที จนได้ 160 ºC คงที่
ไว้ 2 นาที เวลาทดสอบทั้งหมด 12 นาที ไล่สารตกค้างอื่น ๆ 
หลังการวิเคราะห์ (Post run) ที่ 240 ºC เป็นเวลา 10 นาที ใช้
ฮเีลยีมเป็นแก๊สพา อตัราไหล 1.5 mL/min อณุหภมูติวัตรวจวดั  
240 ºC โดยอัตราไหลแก๊สเชื้อเพลิง (H

2
) แก๊สออกซิแดนซ์ 

(Air zero) และ แก๊ส Make up (N
2
) เท่ากับ 30 mL/min, 300 

mL/min และ 25 mL/min ตามล�ำดับ

	 การวิเคราะห์เชิงคุณภาพจะศึกษาองค์ประกอบทาง
เคมีอื่น ๆ ที่สภาวะการทดสอบเดียวกับการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดอินทรีย์ของเครื่อง GC-FID โดยใช้เครื่อง GC-MS ยี่ห้อ 
Agilent โดย GC รุน่ 7890 และ MS รุน่ 5977B โดยใช้โปรแกรม 
Method translation ท่ีติดตั้งอยู่ในโปรแกรม MassHunter 
B.07.06.2704 ของเครือ่ง GC-MS แปลงค่าสภาวะการทดสอบ
ของเครือ่ง GC-FID ส่วนของระบบ GC เป็นสภาวะการทดสอบ

ของเครื่อง GC-MS โดยก�ำหนดค่าความเร็วการวิเคราะห์ 
(Speed gain) เท่ากับ 1 ซึ่งสภาวะการทดสอบของเครื่อง  
GC-MS ท่ีได้ คือปริมาตรสารที่ฉีด 1 µL อุณหภูมิหัวฉีด 
240 ºC สัดส่วนแบ่งสารทิ้ง 1 : 25 คอลัมน์ VF-WaxMS  
(30 m × 0.25 mm × 0.25 µm) อุณหภูมิตู้อบเริ่มต้น  
60 ºC คงที่ 3 นาที จากนั้นเพิ่มขึ้น 40 ºC ต่อนาที จน
ได้ 140 ºC คงท่ี 1 นาที เพิ่มขึ้นอีก 5 ºC ต่อนาที จนได้  
160 ºC คงทีไ่ว้ 2 นาท ีเวลาทดสอบ 12 นาทีและ Post run 240 
ºC เป็นเวลา 10 นาที ใช้ฮเีลยีมเป็นแก๊สพา อตัราไหล 0.9 mL/
min อุณหภูมิเชื่อมต่อ (Transfer Line) 240 ºC สภาวะเครื่อง 
MS แหล่งก�ำเนิดแมส (MS source) เท่ากับ 230 ºC เริ่มเก็บ
ข้อมลูแมสที ่5 นาทีตัง้แต่ช่วงมวล 35 m/z ถงึ 500 m/z ส�ำหรบั
ผลข้อมูลที่ได้แต่ละแมสพีคจะน�ำไประบุชนิดสารประกอบโดย
เทียบกับฐานข้อมูล Wiley เวอร์ชั่น 10 และ NIST เวอร์ชั่น 14 

	 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างก่อน 
และหลังการเตรียมตัวอย่าง ได้แก่ ขนาดอนุภาคโดยจะศึกษา
ด้วยเครือ่งวดัขนาดอนภุาคและการกระจายตวั (LPSA) รุน่ LS 
230 ยี่ห้อ Beckman Coulter และภาพถ่าย 3 มิติของตัวอย่าง
ศึกษาด้วยเครื่องกล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ รุ่น Leica M205 
ยี่ห้อ Leica โดยการถ่ายภาพจะหยดตัวอย่างก่อนและหลัง
การเตรยีมตวัอย่างปรมิาตรเท่ากันคือ 50 µL ลงบนพลาสตกิใส 

	 ศึกษาวิเคราะห์ค่าสีของตัวอย่างก่อนและหลัง 
การเตรียมตัวอย่างในโหมดส่องผ่าน โดยใช้เครื่องวัดสีแบบ 
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Color Spectrophotometer) รุ่น  
UltraScan Pro ยีห้่อ HunterLab จากนัน้น�ำค่าสีท่ีได้มาวเิคราะห์
ความแปรปรวน และเปรยีบเทียบความแตกต่างของค่าสใีนแต่ละ
หน่วยวัด โดยใช้การทดสอบ t-test: two-sample assuming 
equal variances ในโปรแกรม Microsoft excel (Microsoft, 
2023) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P < 0.05) เพื่อประเมิน 
ความแตกต่างของค่าสีอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง GC-FID
	 การวเิคราะห์ด้วยเทคนคิแก๊สโครมาโทกราฟี จ�ำเป็น
ต้องมีการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรต่าง ๆ ของ
เครือ่งมอืวเิคราะห์เพือ่ให้ได้สภาวะในการแยกและการตรวจวดั
ทีดี่ทีส่ดุ ปัจจยัทีศ่กึษาได้แก่อณุหภมูหิวัฉดี ซึง่อณุหภมูหิวัฉดีที่
เหมาะสมจะต้องให้สารทีต้่องการวเิคราะห์กลายเป็นไอทัง้หมด  
แต่อุณหภูมิต้องต�่ำกว่าอุณหภูมิจ�ำกัดของคอลัมน์ ดังนั้น 
การตั้งค่าอุณหภูมิควรให้เหมาะสมกับตัวอย่างที่ต้องการ
วเิคราะห์ไม่มากหรอืไม่น้อยเกนิไป (Hassan et al., 2021) และ
อุณหภูมิตัวตรวจวัด ซึ่งเป็นอุณหภูมิของตัวตรวจวัดต้องมีค่า
มากกว่าจดุเดือดของสารทีว่เิคราะห์ โดยในการศึกษาจะเจอืจาง 
สารละลายสต๊อค 100 เท่า ฉดีเข้าสูเ่ครือ่ง GC-FID ช่วงอณุหภมูิ
หัวฉดีสารทีศ่กึษาตัง้แต่อณุหภมู ิ120-240 ๐C และ ช่วงอณุหภมูิ
ตัวตรวจวัดของ GC-FID ที่ศึกษาตั้งแต่อุณหภูมิ 200-250 ๐C 
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4. การศึกษาการท�ำความสะอาดด้วยเครื่องสกัดโดยเฟส
ของแข็งอัตโนมัติ (Auto SPE)
	 โดยในการศึกษาการท�ำความสะอาดตัวอย่างและ
แยกสารที่ไม่ต้องการทดสอบออกจากตัวอย่างจะใช้เครื่อง 
Auto SPE แขนกลอัตโนมัติเคลื่อนที่ได้แนวแกน X Y Z รุ่น 
Freestyle SPE ยีห้่อ LCTECH โดยในการศกึษาจะเจอืจางสาร
ละลายสต๊อค 100 เท่า เพื่อศึกษาหาชนิดตัวสกัดเฟสของแข็ง
ที่เหมาะสม ได้แก่ ชนิดเหมาะกับสารมีขั้วสูงคือ HyperSep 
FL (Thermo fisher scientific, USA) และชนิดเหมาะกับสาร
ขั้วต�่ำถึงสูง คือ Strata-X (Phenomenex, USA) และ Spe-ed 
C18 (Applied separations, USA) (Sciences, 2023) ปรับ
สภาวะก่อนใช้งานด้วยเมทานอล 5 mL จากนัน้ศกึษาอตัราการ
โหลดตวัอย่างผ่านตวัสกัดเฟสของแขง็ โดยโหลดตวัอย่างด้วย
อัตราไหลผ่านที่ต่างกัน ตั้งแต่อัตราต�่ำสุดที่สามารถก�ำหนด
ด้วยเครื่อง Auto SPE คือ 0.1-1.3 mL/min และสุดท้ายศึกษา
ปริมาตรในการโหลดตัวอย่าง โดยใช้สารมาตรฐานโหลดผ่าน
ตวัสกัดเฟสของแขง็ด้วยปรมิาตรทีต่่างกัน ตัง้แต่ 1-9 mL ก่อน
ไล่ด้วยอากาศปรมิาตร 6 mL ให้แห้ง โดยทกุการศกึษาจะคงท่ี
ค่าปัจจัยท่ีไม่ได้ศึกษาและเปลี่ยนแปลงปัจจัยท่ีศึกษา เมื่อได้
ปัจจัยที่ดีที่สุด จะคงที่ปัจจัยนั้นไว้และเปลี่ยนแปลงปัจจัยท่ี
ศึกษาถัดไป รายงานค่าในรูปแบบร้อยละการได้กลับคืนของ
การสกัด (%Recovery, %RR)

5. การศึกษาความใช้ได้ของวิธี (Method validation)
	 5.1 ศกึษาช่วงความเป็นเส้นตรง (Calibration curve) 
โดยเจือจางจากสารละลายสต๊อคข้อ 1 จ�ำนวน 11 ระดับ 
ความเข้มข้นทั้งหมด ได้แก่ 5,000, 2,500, 1,250, 500, 250, 
100, 40, 20, 10, 5 และ 2.5 mg/L ในตัวท�ำละลายเมทานอล
ต่อ DI สัดส่วน 5 : 1 (กรดอะซิติกจะมีความเข้มข้นสูงเป็น 2 
เท่า) ฉีดแต่ละความเข้มข้นสู่เครื่อง GC-FID จ�ำนวน 3 ซ�้ำต่อ
ความเข้มข้น จากนัน้สร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์เชงิเส้นตรง 
ระหว่างความเข้มข้นและสัญญาณตอบสนอง 

	 5.2 ศึกษาขดีจ�ำกัดการตรวจวดั (LOD) และขดีจ�ำกดั
การตรวจวดัเชงิปรมิาณ (LOQ) ศึกษาโดยการเจือจางสารละลาย 
สต๊อค 50 เท่า ให้ได้ความเข้มข้น 100 mg/L จากนั้นเจือจาง
อีก 5 ระดับความเข้มข้นคือ 40, 20, 10, 5 และ 2.5 mg/L 
(กรดอะซิติกจะมีความเข้มข้นสูงเป็น 2 เท่า) ในตัวท�ำละลาย
เมทานอลต่อ DI สัดส่วน 5 : 1 โดยความเข้มข้นต�่ำสุดของ 
กรดอินทรีย์แต่ละชนิดที่ให้อัตราส่วนสัญญาณต่อสัญญาณ
รบกวน (S/N) มากกว่าหรือเท่ากับ 3 และ 10 จะก�ำหนดให้
เป็น LOD และ LOQ ตามล�ำดับ (ICH, 2006)

	 5.3 ความแม่น (Accuracy) และความเทีย่ง (Precision) 
โดยความแม่น แสดงถึงความใกล้เคียงของผลการทดสอบต่อ 
ค่าจรงิ เป็นตวัวดัว่าผลวเิคราะห์แต่ละค่าอยูใ่กล้ค่าจรงิมากน้อย

แค่ไหน แสดงได้ด้วย %RR ซึ่งเป็นค่าที่แสดงประสิทธิภาพ
ของวิธีที่มีต่อสารที่สนใจในตัวอย่าง ท�ำได้โดยการน�ำตัวอย่าง 
น�้ำกาแฟเข้มข้น เติมสารละลายมาตรฐานลงไปที่ 2 ระดับ 
ความเข้มข้นตามความเข้มข้นท่ีตรวจพบในตัวอย่างจริง ซึ่ง
ก�ำหนดให้ความเข้มข้นที่เติมจะเจือจางสารละลายสต๊อค 100 
เท่า และ 50 เท่า ก�ำหนดเป็น Level 1 และ Level 2 ตามล�ำดับ 
น�ำมาเตรยีมตวัอย่างก่อนการทดสอบตามข้อ 6.2 เช่นเดียวกับ 
การวิเคราะห์ตัวอย่างจริง ในหัวข้อที่จะกล่าวถัดไป จากนั้น
ค�ำนวณค่า %RR โดยค�ำนวณจากร้อยละความเข้มข้นท่ีเติม 
สารมาตรฐานรวมกับความเข้มข้นสารที่สนใจวิเคราะห์ใน
ตวัอย่างทีม่อียูเ่ดิม (C

spike
) ลบด้วยค่าความเข้มข้นท่ีตรวจวดัได้

ของสารที่สนใจในตัวอย่างที่ไม่มีการเติมสารละลายมาตรฐาน 
(C

unspike
) หารด้วยค่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานท่ี

เติมลงไปในตัวอย่าง (C
add

) การศึกษาจะท�ำซ�้ำทั้งหมด 2 ครั้ง 
ทกุครัง้ของแต่ละความเข้มข้นจะฉดีสารสู่เครือ่ง GC-FID 3 ซ�ำ้ 

	 ผลการวิเคราะห์ค่า %RR ถูกน�ำมาประเมินความ
แตกต่างทางสถิติในสองขั้นตอน โดยใช้ ANOVA: single 
factor ส�ำหรับเปรียบเทียบสารประกอบทั้ง 6 ชนิดที่ระดับ
ความเข้มข้นเดียวกัน และใช้ t-test ส�ำหรับเปรียบเทียบค่า
ใน 2 ระดับความเข้มข้นของสารประกอบชนิดเดียวกัน การ
วิเคราะห์ทั้งหมดด�ำเนินการด้วยโปรแกรม Microsoft Excel 
เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ค่าสีของตัวอย่าง และส�ำหรับความ
เที่ยงที่แสดงถึงความใกล้เคียงกันของผลการวิเคราะห์ซ�้ำ
ภายใต้สภาวะทีเ่ดียวกัน ระบคุวามเท่ียงในรปูแบบของร้อยละ 
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของตัวอย่าง C

spike
 

โดยศึกษาที่ความเข้มข้นเดียวกับความแม่น 

6. การวิเคราะห์ตัวอย่างจริง
	 การสกัดและวเิคราะห์ปรมิาณกรดอนิทรย์ีในตวัอย่าง
กาแฟเข้มข้นจะเลือกศึกษาตัวอย่างเมล็ดกาแฟท่ีจ�ำหน่าย
ในประเทศไทยและระบุบนฉลากบรรจุภัณฑ์เป็นเมล็ดกาแฟ 
ค่ัวกลาง (medium) ศึกษาจ�ำนวน 5 ยี่ห้อ ตัวอย่างท่ี 1-5 
(S1-S5) โดยตวัอย่างทีสุ่ม่เลอืกเป็นตวัอย่างทีซ่ือ้ผ่านช่องทาง
ออนไลน์ในประเทศไทย น�ำมาเตรยีมตวัอย่างทดสอบ ค�ำนวณ
ผลการวิเคราะห์ ดังนี้ 

	 6.1 เตรียมตัวอย่างน�้ำกาแฟสกัด การเตรียม
ตัวอย่างน�้ำกาแฟสกัด (Figure 1(A)) ท�ำได้โดยการชั่งเมล็ด
กาแฟคั่วประมาณ 30.0 g บันทึกน�้ำหนักที่แน่นอน แล้วมาบด
ด้วยเครื่องบดกาแฟ รุ่น SN7820 ยี่ห้อ ETZEL เป็นเวลา 20 
วินาที จ�ำนวน 2 รอบ โดยสัดส่วนน�้ำหนักของเมล็ดกาแฟต่อ 
ผงกาแฟบดเท่ากับ 1:1 จากนั้นน�ำผงกาแฟบดไปสกัดด้วย 
หม้อต้มกาแฟ โดยการต้มจะเติมน�้ำ 120 mL ลงในหม้อต้ม 
จากนั้นให้ความร้อนด้วยเปลวไฟ อุณหภูมิภายนอกหม้อต้ม
ประมาณ 93-98 ๐C รอจนเดือดหมดได้น�้ำกาแฟเข้มข้น แบ่ง
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น�้ำกาแฟที่ได้ใส่ขวดแก้วฝาปิดสนิท จัดเก็บไว้ในตู้ที่ควบคุม
อุณหภูมิที่ 4 ๐C เพื่อรอการน�ำไปใช้ในการทดสอบต่อไป

		  6.2 การเจอืจาง แยกตะกอนและการท�ำความ
สะอาดด้วยเครื่อง Auto SPE กระบวนการเตรียมตัวอย่าง 
(Figure 1(B)) โดยใช้ตัวอย่างน�้ำกาแฟเข้มข้น 5 mL น�ำมา 
เจือจางลดสารรบกวนก่อนทดสอบด้วยเมทานอล (HPLC  
grade, Lab scan, Thailand) กับน�้ำ DI โดยสารอินทรีย์ที่ใช้
ละลายและเจือจางจะเลอืกจากคณุสมบตักิารผสมและเข้ากันได้
กับน�้ำ (Interchim, 2023) สัดส่วนเท่ากันปริมาตรรวม 10 mL 
เขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 25 
mL ด้วยเมทานอลในขวดวดัปรมิาตร ก่อนน�ำไปแยกตะกอนเอา
อนภุาคขนาดใหญ่ออกด้วยเครือ่งหมนุเหวีย่ง รุน่ Velocity 14R 
ยี่ห้อ Dynamica ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
10 ๐C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน�ำส่วนใสปริมาตร 10 mL 
มาแบ่งใส่ขวดเก็บสารขนาด 22 mL น�ำไปวางในเครื่อง Auto 
SPE โหลดตัวอย่างปริมาตร 5 mL ที่อัตราการโหลด 0.1 mL/
min ผ่านคาร์ทรดิจ์ชนดิ Sep-ed C18 หลงัได้ตวัอย่างน�ำ้กาแฟ 
สกัดแล้วและผ่านการท�ำความสะอาด น�ำไปกรองต่อด้วย 
ตัวกรองเมมเบรน 0.22 µm (Nylon Syringe Filters) แล้ว
แบ่งใส่ขวดฉดีสาร เพือ่ศึกษาองค์ประกอบด้วยเครือ่ง GC-MS  
และวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่อง GC-FID ต่อไป

	 6.3 ค�ำนวณผลการวิเคราะห์ การค�ำนวณปริมาณ
กรดอินทรีย์ทั้ง 6 ชนิดที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยการสกัด 
ด้วยหม้อต้มกาแฟ และผ่านการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการ 
ที่ศึกษา ก่อนน�ำไปฉีดเข้าสู่เครื่อง GC-FID เพื่อค�ำนวณเป็น
ความเข้มข้นของกรดอินทรีย์แต่ละชนิดต่อน�้ำหนักกาแฟ 
ที่ใช้ด้วยสมการที่ 1

	 CS=
Ccurve x Vdis x Vwater

Vsample x Wsample x 1000
 ...................สมการที่ 1

	 CS คือ ความเข้มข้นของกรดอินทรีย์ หน่วย g/kg
	 Ccurve คือ ความเข้มข้นกรดอินทรีย์ที่ได้จากการเทียบกับสมการ 
	 เส้นตรง หน่วย mg/L
	 Vdis คือ ปริมาตรการละลายทั้งหมดได้แก่ ปริมาตรตัวอย่าง 
	 น�้ำกาแฟเข้มข้นและปริมาตรตัวท�ำละลายเจือจาง หน่วย mL
	 Vsample คือ ปริมาตรน�้ำกาแฟเข้มข้น หน่วย mL
	 Vwater คือ ปริมาณน�้ำ ที่เติมลงในหม้อต้ม หน่วย L
	 Wsample คือ น�้ำหนักเมล็ดกาแฟที่ใช้ หน่วย kg

ผลการทดลองและอภิปรายผล

1. ผลศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง GC-FID
	 ผลการศึกษาอุณหภมูหัิวฉดีสารและตวัตรวจวดัพบว่า
สัญญาณจะสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น อุณหภูมิหัวฉีดสัญญาณ
เฉลี่ยจะคงที่ ที่ 180 ๐C เป็นต้นไป แต่ค่า %RSD จะน้อยลง 
(< 5.3%) เมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 220 ๐C เป็นผลจากการกลาย
เป็นไอสมบูรณ์ของกรดอินทรีย์ ในขณะที่อุณหภูมิตัวตรวจ
วัดสัญญาณจะสูงขึ้นจนถึง 240 ๐C จากนั้นจะคงท่ี ดังนั้น 
อุณหภูมิที่เหมาะสมของทั้งหัวฉีดสารและตัวตรวจวัดจะเลือก 
เหมอืนกันท่ี 240 ๐C ทัง้สองพารามเิตอร์ เนือ่งจากเป็นอณุหภมูิ 
ที่ให้สัญญาณการตอบสนองกับกรดอินทรีย์ท้ัง 6 ชนิดที่สูง  
มีความเท่ียงที่ดี และค่าอุณหภูมิที่เลือกไม่เกินขีดจ�ำกัดของ 
คอลมัน์ (ขดีจ�ำกัดคอลมัน์ < 270 ๐C) และการเลอืกใช้อณุหภมูิ
สูงโดยเฉพาะส่วนของหัวฉีดจะลดการปนเปื้อนต่อการฉีดสาร 
ครัง้ถดัไป (Carry over) ได้ดี ผลการศกึษาการแยกของกรดอนิทรย์ี 
ทั้ง 6 ชนิดด้วยสภาวะที่ก�ำหนดแสดงโครมาโทแกรมของ 
การแยกชัดเจน (Figure 2) เวลาสารถูกหน่วงอยู่ในคอลัมน์ 
(Retention time) อยู่ในช่วง 6.50-9.00 นาที โดยล�ำดับการ
ออกจากคอลัมน์สอดคล้องตามจุดเดือดของกรดอินทรีย์แต่ละ
ชนดิ (Rosmalina et al., 2020) โดยโครมาโทแกรมท่ีได้ แสดง
พีคสัญญาณแยกออกจากกันได้อย่างชัดเจน ค่าประสิทธิภาพ
ทางโครมาโทกราฟ ความสมมาตร (Symmetry) ของสัญญาณ 
ของพีค มีลักษณะเป็นหางทางด้านหลัง (Tailing peak)  
ดัง Figure 2 นอกจากนี้ค่าการแยก (Resolution) ซึ่งแสดง 
การแยกของพีคแต่ละชนิดมีค่าตั้งแต่ 5.02-14.21 แสดงถึง 
การแยกของพีคสารกับพีคก่อนหน้า ออกจากกันอย่างชัดเจน 
และมีค่าการแยกมากกว่า 1.5 แสดงถึงการแยกที่ดีไม่มีการ 
ซ้อนทับกันของพีคแต่ละชนิดที่ศึกษา (Shimadzu, 2018) 

 

                   

นํ�า DI โดยสารอินทรีย์ที�ใช้ละลายและเจือจางจะเลือก

จากคุณสมบตัิการผสมและเข้ากนัได้กบันํ�า (Interchim, 

2023) สดัส่วนเท่ากันปริมาตรรวม 10 mL เขย่าให้เขา้

กันด้วยเครื�องเขย่าสาร แล้วปรบัปรมิาตรให้ได้ 25 mL 

ดว้ยเมทานอลในขวดวดัปรมิาตร ก่อนนําไปแยกตะกอน

เอาอนุภาคขนาดใหญ่ออกด้วยเครื�องหมุนเหวี�ยง รุ่น 

Velocity 14R ยี�ห้อ Dynamica ที�ความเร็ว 10,000 รอบ

ต่อนาท ีที�อุณหภูม ิ10 ๐C เป็นเวลา 10 นาท ีจากนั �นนํา

ส่วนใสปรมิาตร 10 mL มาแบ่งใส่ขวดเกบ็สารขนาด 22 

mL นําไปวางในเครื�อง Auto SPE โหลดตวัอย่างปรมิาตร 

5 mL ที�อตัราการโหลด 0.1 mL/min ผ่านคาร์ทรดิจ์ชนิด 

Sep-ed C18 หลงัได้ตวัอย่างนํ�ากาแฟสกดัแล้วและผ่าน

การทาํความสะอาด นําไปกรองต่อดว้ยตวักรองเมมเบรน 

0.22 µm (Nylon Syringe Filters) แลว้แบ่งใส่ขวดฉีดสาร 

เพื�อศกึษาองคป์ระกอบดว้ยเครื�อง GC-MS และวเิคราะห์

เชงิปรมิาณดว้ยเครื�อง GC-FID ต่อไป 

 

 
Figure 1 (A) Roasted coffee beans extraction with 

a moka pot (B) Sample preparation espresso 

coffee with auto SPE 

6.3 คํานวณผลการวิเคราะห์ การคํานวณ

ปรมิาณกรดอนิทรยีท์ ั �ง 6 ชนิดที�ไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ย

การสกดัดว้ยหมอ้ต้มกาแฟ และผ่านการเตรยีมตวัอย่าง

ด้วยวิธีการที�ศึกษา ก่อนนําไปฉีดเข้าสู่เครื�อง GC-FID 

เพื�อคํานวณเป็นความเขม้ขน้ของกรดอนิทรยี์แต่ละชนิด

ต่อนํ�าหนักกาแฟที�ใชด้ว้ยสมการที� 1 

𝐶𝐶� =  
������ × ����× ������

������� × ������� ×����
   ...................สมการที� 1 

𝐶𝐶�  คอื ความเขม้ขน้ของกรดอนิทรยี ์หน่วย g/kg 

𝐶𝐶����� คือ ความเข้มข้นกรดอินทรีย์ที�ได้จากการเทียบกับ

สมการเสน้ตรง หน่วย mg/L 

𝑉𝑉��� คอื ปรมิาตรการละลายทั �งหมดได้แก่ ปรมิาตรตวัอย่างนํ�า

กาแฟเขม้ขน้และปรมิาตรตวัทําละลายเจอืจาง หน่วย mL 

𝑉𝑉������ คอื ปรมิาตรนํ�ากาแฟเขม้ขน้ หน่วย mL 

𝑉𝑉����� คอื ปรมิาณนํ�า ที�เตมิลงในหมอ้ตม้ หน่วย L 

𝑊𝑊������ คอื นํ�าหนักเมลด็กาแฟที�ใช้ หน่วย kg 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 

1. ผลศึกษาสภาวะที�เหมาะสมของเครื�อง GC-FID 

ผลการศกึษาอุณหภูมหิวัฉีดสารและตวัตรวจวดั

พบว่าสัญญาณจะสูงขึ�นเมื�ออุณหภูมิสูงขึ�น อุณหภูมิ

หวัฉีดสญัญาณเฉลี�ยจะคงที� ที� 180 ๐C เป็นต้นไป แต่ค่า 

%RSD จะน้อยลง (< 5.3%) เมื�ออุณหภูมสิงูกว่า 220 ๐C 

เป็นผลจากการกลายเป็นไอสมบูรณ์ของกรดอินทรีย์ 

ในขณะที�อุณหภูมิตัวตรวจวัดสัญญาณจะสูงขึ�นจนถึง 

240 ๐C จากนั �นจะคงที� ดงันั �นอุณหภูมทิี�เหมาะสมของทั �ง

หวัฉีดสารและตวัตรวจวัดจะเลือกเหมอืนกันที� 240 ๐C 

ทั �งสองพารามเิตอร์ เนื�องจากเป็นอุณหภูมทิี�ใหส้ญัญาณ

การตอบสนองกับกรดอินทรีย์ทั �ง 6 ชนิดที�สูง มีความ

เที�ยงที�ดี และค่าอุณหภูมิที�เลือกไม่เกินขีดจํากัดของ

คอลัมน์ (ขดีจํากัดคอลัมน์ < 270 ๐C) และการเลือกใช้

อุณหภูมสิูงโดยเฉพาะส่วนของหวัฉีดจะลดการปนเปื�อน

ต่อการฉดีสารครั �งถดัไป (Carry over) ไดด้ ีผลการศกึษา

การแยกของกรดอนิทรยีท์ ั �ง 6 ชนิดดว้ยสภาวะที�กําหนด

แสดงโครมาโทแกรมของการแยกชัดเจน (Figure 2) 

เวลาสารถูกหน่วงอยู่ในคอลัมน์ (Retention time) อยู่

ในช่วง 6.50 – 9.00 นาท ีโดยลําดบัการออกจากคอลมัน์

สอดคล้องตามจุดเดือดของกรดอินทรีย์แต่ละชนิด 

(Rosmalina et al., 2020) โดยโครมาโทแกรมที�ได ้แสดง

พีคสัญญาณแยกออกจากกันได้อย่ างชัดเจน ค่ า

ประสิทธิภาพทางโครมาโทกราฟ ความสมมาตร 

(Symmetry) ของสัญญาณของพีค มีลักษณะเป็นหาง

ทางดา้นหลงั (Tailing peak) ดงั Figure 2 นอกจากนี�ค่า

การแยก (Resolution) ซึ�งแสดงการแยกของพีคแต่ละ

ชนิดมีค่าตั �งแต่ 5.02 - 14.21 แสดงถึงการแยกของพคี

สารกบัพคีก่อนหน้า ออกจากกนัอย่างชดัเจน และมคี่า

การแยกมากกว่า 1.5 แสดงถึงการแยกที�ดีไม่มีการ

ซอ้นทบักนัของพคีแต่ละชนิดที�ศกึษา (Shimadzu, 2018)  

Figure 1 (A) Roasted coffee beans extraction  
with a moka pot (B) Sample preparation espresso  

coffee with auto SPE
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2. ผลการศึกษาการท�ำความสะอาดด้วย Auto SPE 
	 จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อลดผล 
สารรบกวน และลดอนุภาคขนาดใหญ่ที่จะมีผลต่อเครื่อง GC 
แสดงผลการศึกษาที่ได้ดังนี้ 

	 ผลการศึกษาชนิดของคาร์ทริดจ์ท่ีเหมาะกับสาร 
ที่สนใจวิเคราะห์ จากการศึกษา (Figure 3(A)) ผลที่ได้แสดง
ให้เห็นว่าคาร์ทริดจ์ชนิด Spe-ed C18 ค่า %RR สารประกอบ
กรดอินทรีย์ทั้ง 6 ชนิดสูงสุด คืออยู่ในช่วงร้อยละ 58.8 ± 3.5 
ถึง 65.9 ± 3.4 เนื่องจากตัวดูดซับชนิดนี้มีขั้วต�่ำ (Walker & 
Mills, 2002) ปลดปล่อยสารที่สนใจวิเคราะห์ท่ีมีขั้วออกมา 
มากที่สุดเมื่อเทียบกับคาร์ทริดจ์ชนิดอื่นที่ศึกษา เหมาะกับ 
น�ำไปท�ำความสะอาดก่อนการวิเคราะห์ สามารถยึดจับสาร
รบกวนกลุ่มขั้วต�่ำอื่น ๆ ได้ดี เช่น น�้ำมัน ที่อยู่ในตัวอย่าง 
น�้ำกาแฟได้ดี ด้วยสภาพขั้วเดียวกันกับสารรบกวน และ 
ปลดปล่อยสารที่สนใจวิเคราะห์ออกมา 

	 ผลการศึกษาล�ำดับถัดไป อัตราในการโหลดสาร 
ท่ีสนใจด้วยเครื่อง Auto SPE (Figure 3(B)) ผลการศึกษา
แสดงให้เห็นว่าอัตราในการโหลดตัวอย่าง 0.1 mL/min และ
เป็นอตัราไหลต�ำ่สุดท่ีสามารถก�ำหนดได้ของ Auto SPE แสดง 
%RR กรดอินทรีย์ทั้ง 6 ชนิดสูงขึ้นเมื่อเทียบกับการศึกษา 
ก่อนหน้า และแสดง %RR อยู่ในช่วงร้อยละ 93.2 ± 4.5 ถึง 
100.3 ± 4.8 เนื่องจากเป็นอัตราในการโหลดตัวอย่างท่ีช้า  
ตัวดูดซับจะปล่อยกรดอินทรีย์ทั้ง 6 ชนิดแบบสมดุลได้ดีกว่า
อัตราในการโหลดตัวอย่างที่เร็ว

	 ผลการศึกษาปริมาตรตัวอย่างที่เหมาะสม (Figure 
3(C)) ผลทีไ่ด้แสดงให้เหน็ว่า เมือ่ปรมิาตรตวัอย่างเพิม่ขึน้ %RR 
ก็จะมแีนวโน้มเพิม่ขึน้ จนถงึปรมิาตรในการโหลด 5 mL %RR 
ทีไ่ด้มค่ีาคงที ่ดังนัน้จงึเลอืกปรมิาตรในการโหลดตวัอย่าง 5 mL 
เป็นปรมิาตรท่ีเหมาะสม เนือ่งจากเป็นปรมิาณทีไ่ม่เยอะจนเกิน
ไป และลดเวลาการวเิคราะห์เมือ่เทียบกับปรมิาตรในการโหลด
ที่ 7 mL และ 9 mL และยังให้ค่าความแม่นและความเที่ยงที่ดี  
โดยมค่ีา %RR ของการสกัดสารประกอบกรดอนิทรย์ีท้ัง 6 ชนดิ 
อยู่ในช่วงร้อยละ 94.9 ± 3.9 ถึง 104.2 ± 4.9

3. ผลการศึกษาลักษณะกายภาพของตัวอย่าง
	 เนื่องจากในตัวอย่างน�้ำกาแฟสกัดประกอบด้วย 
องค์ประกอบทางเคมีหลายชนิด และยังมีองค์ประกอบที่สกัด
ได้มีขนาดอนุภาคท่ีขนาดใหญ่เกินไปส�ำหรับการฉีดโดยตรง
เข้าสู่เครื่อง GC (Angeloni et al., 2023) ซึ่งอนุภาคที่ขนาด
ใหญ่เกินไปนี ้ไม่สามารถท่ีจะกรองอย่างง่ายด้วยด้วยชดุกรอง
เมมเบรนขนาด 0.22 µm เพื่อไปทดสอบได้ ดังนั้นจึงจ�ำเป็น
ที่ต้องมีการเตรียมตัวอย่างที่เหมาะสม เพื่อแยกเฉพาะสารที่
สนใจคือกรดอินทรีย์สายโซ่สั้นออกมา ผลจากการศึกษาทาง
กายภาพ การศึกษาขนาดอนุภาคด้วยเครื่อง LPSA (Figure 
4) ตัวอย่างน�้ำกาแฟ (ตัวอย่างที่ 5) ก่อนการเตรียมตัวอย่าง 
แสดงผลของค่าอนุภาคเฉลี่ยเท่ากับ 6.78 µm ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) เท่ากับ 4.69 µm ค่ากลาง (Median, d

50
) 

เท่ากับ 5.99 การกระจายของขนาดอนุภาคที่ตรวจพบตั้งแต่ 
0.040 ถึง 27.39 µm และหลังการเตรียมตัวอย่างตาม Figure 
1(B) ก่อนน�ำไปทดสอบด้วยเครื่อง GC แสดงค่าอนุภาคเฉลี่ย
ลดลงเหลือ 1.40 µm, SD เท่ากับ 0.74 µm, d

50
 เท่ากับ 1.13 

µm การกระจายของขนาดอนุภาคที่ตรวจพบตั้งแต่ 0.28 ถึง 
3.21 µm ซึ่งผลที่ได้ แสดงให้เห็นว่าตัวอย่างที่ผ่านการเตรียม

 

                   

 
Figure 2 Chromatogram of a mixture of organic 

acids under optimization GC-FID  
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 จากการศึกษาหาสภาวะที�เหมาะสมเพื�อลดผล
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GC แสดงผลการศกึษาที�ไดด้งันี�  

ผลการศกึษาชนิดของคารท์รดิจท์ี�เหมาะกบัสาร
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ร้อยละ 58.8 ± 3.5 ถึง 65.9 ± 3.4 เนื�องจากตัวดูดซับ
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ก่อนการวเิคราะห์ สามารถยดึจบัสารรบกวนกลุ่มขั �วตํ�า

อื�น ๆ ได้ดี เช่น นํ�ามัน ที�อยู่ในตัวอย่างนํ�ากาแฟได้ดี 

ดว้ยสภาพขั �วเดยีวกนักบัสารรบกวน และปลดปล่อยสาร

ที�สนใจวเิคราะหอ์อกมา  
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สังเกตการณ์ (Observer) 10 องศา โดยตัวอย่างหลัง

เตรียมแสดงค่าความขาวมากกว่าตัวอย่างก่อนการ

เตรียม แสดงถึงการลดลงของสารอินทรีย์รบกวนที�ได้

กําจัดไปผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่าง ค่า a* ที�ใช้

กําหนดสแีดงหรอืสเีขยีว ค่า b* ใชก้ําหนดสเีหลอืงหรอืสี

นํ� า เงิน ค่า YI [D65/10] คือ ค่าดัชนีความเหลือง ณ 

สภาวะแหล่งกําเนิดแสง D65 และมุมมองผูส้งัเกตการณ์ 

10 องศา ผลการทดสอบทั �ง 3 ปัจจยัที�ได้ของตัวอย่าง

หลงัการเตรยีมจะมคี่าความเป็นสแีดงและสเีหลอืง ดชันี

ความเหลอืงน้อยกว่าตวัอย่างก่อนการเตรยีมและมคีวาม

แตกต่างทางสถิติอย่างมนัียสําคญัที� P < 0.05 แสดงถึง

ตวัอย่างหลงัการเตรยีมมคีวามเขม้ขน้ของสารอนิทรยีท์ี�มี

หมู่โครโมฟอร์ดูดกลนืแสงได้ด ีอยู่ในปรมิาณที�น้อยกว่า

ตวัอย่างก่อนการเตรยีม (Yeager et al., 2022)  

 

 
(A) 

 
(B) 

Figure 5 Comparison of Stereo microscope (A) 

before and (B) after sample preparation coffee 

 

Table 1 L*a*b* WI * YI Color values obtained from 

before and after sample preparation (n = 5) 

Sample Prep. Before After 

L* 22.8±0.0a 23.2±0.0b 

(A)

(B)

ที่ได้ของตัวอย่างหลังการเตรียมจะมีค่าความเป็นสีแดงและ 
สีเหลอืง ดัชนคีวามเหลอืงน้อยกว่าตวัอย่างก่อนการเตรยีมและ
มคีวามแตกต่างทางสถติอิย่างมนียัส�ำคญัท่ี P < 0.05 แสดงถงึ 
ตัวอย่างหลังการเตรียมมีความเข้มข้นของสารอินทรีย์ที่ม ี
หมูโ่ครโมฟอร์ดูดกลนืแสงได้ดี อยูใ่นปรมิาณทีน้่อยกว่าตวัอย่าง
ก่อนการเตรียม (Yeager et al., 2022) 

Table 1 	 L*a*b* WI * YI Color values obtained from before and after sample preparation (n=5)

Sample Prep. Before After

L* 22.8±0.0a 23.2±0.0b

a* 3.5±0.0a 1.1±0.0b

b* 4.3±0.0a 0.2±0.0b

WI -50.2±0.4a 1.68±0.2b

YI 30.1±0.2a 3.4±0.1b

a, b=different letters indicate statistically significant differences (p<0.05) within the same row by t-test
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4. ผลการศึกษาความใช้ได้ของวิธี 
	 ผลการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวัดของ
กรดอินทรีย์ทั้ง 6 ชนิด (Table 2) กรดอินทรีย์ทุกสารประกอบ 
แสดงค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (r) ที่ได้จาก 
โปรแกรม Chem station ท่ีเป็นซอฟต์แวร์ค�ำนวณผล
การวิเคราะห์ของเครื่อง GC (Agilent, 2009) อยู่ในช่วง  
0.99972-0.99999 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ดีคือมากกว่า  
0.99 ตามเกณฑ์การยอมรบัอ้างองิของ AOAC (AOAC, 2002)  
และกรดอินทรีย์ทัง้ 6 ชนิดให้ช่วงการวิเคราะห์ที่กว้าง ซึง่หาก 
ค�ำนวณผลการวเิคราะห์ตามหวัข้อวธิกีารศกึษาข้อ 6 จะได้ช่วง 
การวดัของวธิคีอืกรดอะซติกิมช่ีวงความเข้มข้น 0.4-200 g/kg  
กรดโพรพิโอนิกมีช่วงความเข้มข้น 0.2-100 g/kg และกรด 
ไอโซบวิทีรกิ กรดบวิทรีกิ กรดไอโซวาเลอรกิ และกรดวาเลอรกิ  
มช่ีวงความเข้มข้น 0.1-100 g/kg ซึง่มค่ีาเพยีงพอต่อการใช้งาน

ส�ำหรบัใช้ในการวเิคราะห์ความเข้มข้นของกรดอนิทรย์ีทีม่กีาร 
รายงานในวารสารทบทวนวรรณกรรมก่อนหน้า ซึ่งรายงาน 
กรดอะซิติกท่ีตรวจพบในโรบัสต้าและอราบิก้าน้อยกว่า 5  
และ 70 g/kg ตามล�ำดับ (Yeager et al., 2021) และจากการศึกษา 
ความเข้มข้นต�่ำสุดที่ให้สัญญาณของสารต่อสัญญาณรบกวน  
(S/N) มากกว่าหรือเท่ากับ 3 และ 10 เพื่อใช้ในการค�ำนวณ  
ค่า LOD และ LOQ ตามล�ำดับ (Table 2) และค�ำนวณ 
การวิเคราะห์ของวิธีตามหัวข้อวิธีการศึกษาในข้อ 6 จะได้ค่า  
LOD และ LOQ ต่อน�ำหนักตัวอย่าง ของกรดอะซิติกเท่ากับ  
0.2 g/kg และ 0.4 g/kg กรดโพรพโิอนกิทีม่ค่ีาเท่ากบั 0.1 g/kg  
และ 0.2 g/kg ตามล�ำดับ และกรดอินทรีย์ 4 ชนิด มีค่าเท่ากับ  
0.05 g/kg และ 0.1 g/kg ตามล�ำดับ ซึ่งเพียงพอส�ำหรับ 
ตรวจวัดกรดอินทรีย์ในตัวอย่างน�้ำกาแฟตามที่มีการรายงาน
ก่อนหน้า (Rune et al., 2023) 

Table 2	 Analytical performance of the method for the determination of SCFAs (n=3)

No. RT (min) SCFAs
Linearity

(mg/L)
Calibration curve R

LOD
(mg/L)

LOQ
(mg/L)

1 6.51 Acetic acid 20-10,000 y=2.82x-115.17 0.99999 10 20

2 7.12 Propionic acid 10-5,000 y=5.35x-89.19 0.99990 5 10

3 7.34 Isobutyric acid 5-5,000 y=5.35x-94.57 0.99991 2.5 5

4 7.88 Butyric acid 5-5,000 y=5.80x-107.12 0.99990 2.5 5

5 8.27 Isovaleric acid 5-5,000 y=6.63x-182.56 0.99972 2.5 5

6 9.00 Valeric acid 5-5,000 y=6.54x-158.65 0.99979 2.5 5

	 จากการประเมินความแม่นในรูปแบบ %RR และ
ความเที่ยงในรูปแบบ %RSD ของสารมาตรฐานท่ีเติมลงไป
ในตัวอย่าง (ตัวอย่างที่ 5) และน�ำไปสกัดและแยกตะกอน
ก่อนทดสอบ จากนั้นไปท�ำความสะอาดด้วยเครื่อง Auto SPE  
(Figure 1(B)) แสดงค่าความแม่นของการวัดของวิธีท่ีศึกษา
ให้ค่า %RR (Table 3) ที่ได้ของทั้ง 6 สารประกอบมีค่าเฉลี่ย  
Level 1 ช่วง 95.3 ± 4.7 ถึง 104.3 ± 1.8 และ Level 2 
ช่วง 93.8 ± 3.6 ถึง 97.7 ± 2.1 ผลที่ได้ไม่มีความแตกต่าง 
ทางสถิติที่ P > 0.05 โดยมีความเที่ยงในรูปแบบ %RSD  
ของทัง้ 6 สารประกอบ Level 1 อยูใ่นช่วงร้อยละ 2.0-4.6 Level 

2 อยู่ในช่วงร้อยละ 1.6-4.7 ซึ่งจากผลท่ีได้แสดงให้เห็นถึง 
วิธีการเจือจาง แยกตะกอน และท�ำความสะอาดด้วยเครื่อง 
Auto SPE ที่น�ำเสนอ ช่วยลดขนาดอนุภาคขนาดใหญ่ที่อาจ 
อุดตันไลเนอร์หรือคอลัมน์ ลดผลของสารรบกวนจากค่าสี
ท่ีเปลี่ยนไป และแสดงให้เห็นความแม่นและความเท่ียงที่ดี 
ในการวิเคราะห์ ท�ำให้ได้ผลการวิเคราะห์อยู ่ในเกณฑ ์
การยอมรับอ้างอิงจาก AOAC ซึ่งความแม่น (%RR) อยู่ใน
ช่วงร้อยละ 90-107 และมีความเที่ยง (%RSD) น้อยกว่า 5.3 
ที่ระดับความเข้มข้นที่ใช้ศึกษา 100 mg/L (AOAC, 2016)
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5. ผลการการศึกษาตัวอย่างน�้ำกาแฟสกัด
	 การศึกษาด้วย GC-MS แสดงดัง Table 4 จากข้อมลู
แสดงให้เห็นว่าเมล็ดกาแฟสกัดทั้ง 5 ยี่ห้อมีองค์ประกอบหลัก
ที่สามารถระบุชนิดสารประกอบได้เหมือนกัน คือกรดอะซิติก 
ทีเ่ป็นสารให้รสเปรีย้วในกาแฟ (Yeager et al., 2023) แสดงใน
รปูแบบเปอร์เซน็ต์พืน้ทีใ่ต้กราฟเมือ่เทียบกนัในแต่ละตวัอย่าง 
คอืมสัีดส่วนร้อยละ 27.1-34.3 ร้อยละพืน้ทีใ่ต้กราฟสูงเป็นอนัดับ
สองคือ เฟอร์ฟูริลแอลกอฮอล์ (2-Furanmethanol) สัดส่วน 
ร้อยละ 10.3-23.9 โดยเป็นสารให้รสขม เหม็นเขียว ไหม้  
ทีพ่บมากในกาแฟคัว่ต�ำ่ถงึค่ัวระดับกลาง (Cerny et al., 2021) 

และหากคิดเฉพาะกลุ่มกรดอินทรีย์จะได้สัดส่วนร้อยละพื้นท่ี
ใต้กราฟรวม 36.4-50.4 นอกจากนี้หากแยกตามชนิดกลุ่ม
สารประกอบอนิทรย์ีของทัง้ 5 ตวัอย่างท่ีศกึษา กลุม่ท่ีตรวจพบ 
เรียงตามล�ำดับมากไปน้อยคือ กลุ่มกรดอินทรีย์ กลุ่มฟิวแรน 
กลุ่มคีโทน และ กลุ่มฟีนอล สัดส่วนร้อยละพื้นที่ใต้กราฟเฉลี่ย 
ที่พบคือ 41.0 ± 5.6, 21.3 ± 5.5, 9.1 ± 2.8 และ 1.1 ± 0.5  
ตามล�ำดับ แสดงให้เหน็ว่าวธิกีารเตรยีมตวัอย่างท่ีน�ำเสนอสามารถ
สกดักรดอนิทรย์ีได้สูงสุดสอดคล้องตามจดุประสงค์การวเิคราะห์

Table 3	 Accuracy (% RR) and precision (% RSD) of sample preparation for determination of SCFAs (n=2)

SCFAs
Level 1 Level 2

%RR ± SD %RSD %RR ± SD %RSD

Acetic acid 95.3 ± 4.71a 2.0 96.7 ± 2.52a 2.3

Propionic acid 104.3 ± 1.81b 4.5 97.7 ± 2.12b 4.7

Isobutyric acid 99.7 ± 3.41c 3.8 96.7 ± 4.32c 1.6

Butyric acid 96.9 ± 3.31d 4.6 94.3 ± 2.02d 3.2

Isovaleric acid 95.5 ± 4.01e 3.4 96.2 ± 2.12e 3.9

Valeric acid 97.0 ± 1.61f 3.5 93.8 ± 3.62f 4.1

Different numbers and superscript letters for %RR indicate statistically significant differences (p < 0.05)  
within columns (compounds) and rows (concentrations) as determined by ANOVA and t-test respectively.

Table 4	 Qualitative chemical components of the extract coffees with GC-MS 

No.
RT 

(min)
Compound Name Groups CAS#

Area %

S1 S2 S3 S4 S5

1 5.62 2-Propanone, 1-hydroxy- Ketone 116-09-6 8.8 2.8 2.7 10.3 4.6

2 6.58 Acetic acid Acid 64-19-7 34.3 28.8 27.1 28.7 30.1

3 6.68 2-Propanone, 1-(acetyloxy)- Ketone 592-20-1 nf 3.9 nf nf 2.4

4 6.76 2-furan-carboxaldehyde Furan 98-01-1 2.1 2.8 3.1 5.4 2.2

5 7.10 Ethanone, 1-(2-furanyl)- Furan 1192-62-7 nf 0.4 0.4 0.2 0.4

6 7.14 Formic acid Acid 64-18-6 3.3 nf nf 2.5 2.5

7 7.25 Propionic acid Acid 79-09-4 4.6 4.2 4.1 4.4 4.2

8 7.50 Isobutyric acid Acid 79-31-2 3.1 0.9 0.8 nf nf

9 7.69 2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- Furan 620-02-0 0.9 0.7 0.4 3.0 1.2

10 8.07 Butyric acid Acid 107-92-6 0.7 1.1 1.0 nf 1.3

11 8.37 2-Furanmethanol Furan 98-00-0 10.3 23.9 21.6 12.1 16.5

12 8.49 Isovaleric acid Acid 503-74-2 1.7 3.1 2.7 2.0 2.0

13 9.26 Valeric acid Acid 109-52-4 2.7 1.0 0.8 nf 1.4

14 9.74 1,2-Cyclopentanedione Ketone 3008-40-0 1.4 1.3 1.4 1.4 1.8
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	 ผลการศึกษาหาเฉพาะปรมิาณกรดอนิทรย์ีสายโซ่สัน้
ทัง้ 6 ชนดิในตวัอย่างด้วยเทคนคิ GC-FID ซึง่ผลความเข้มข้น
ที่ได้เมื่อเทียบกับสมการเส้นตรง น�ำไปค�ำนวณความเข้มข้น 
ของกรดอินทรีย์ในเมล็ดกาแฟด้วยสมการที่ 1 แสดงความ 
เข้มข้นของกรดอินทรีย์รวม 

	 Table 5) อยู่ในช่วง 3.08-7.92 g/kg โดยความ 
เข้มข้นของกรดอินทรีย์สายโซ่สั้นรวมในตัวอย่างที่ศึกษาเรียง
ตามล�ำดับมากไปน้อย คือ S1 > S5 > S2 > S3 > S4 ซึ่ง
ปรมิาณท่ีตรวจวดัได้ส่งผลต่อรสชาตคิวามเปรีย้วของน�ำ้กาแฟ
ของแต่ละตัวอย่างจากมากไปน้อยตามล�ำดับ

สรุปผลการทดลอง
	 จากการศกึษาชนดิและปรมิาณกรดอนิทรย์ีสายโซ่สัน้ 
ในตวัอย่างกาแฟคัว่กลางสกดัน�ำ้กาแฟด้วยหม้อต้ม แล้วน�ำไป 
เตรียมตัวอย่างด้วยการเจือจางลดผลรบกวนด้วยเมทานอล
กับน�ำ้ หมนุเหวีย่งแยกอนภุาคขนาดใหญ่ร่วมกับการท�ำความ
สะอาดด้วยเครื่อง Auto SPE ด้วยสภาวะที่ดีที่สุด สามารถลด
อนุภาคขนาดใหญ่ที่มีผลกับการทดสอบกับเครื่อง GC ท�ำให้
ขนาดอนุภาคมีขนาดลดลงอย่างชัดเจน ผลของค่าสี ซึ่งแสดง
ปริมาณสารอินทรีย์กลุ่มอื่น ๆ ที่เป็นสารรบกวนการวิเคราะห์
ลดลงอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ท�ำให้การศึกษาปริมาณกรด
อินทรีย์ด้วยเครื่อง GC ท�ำได้ง่ายขึ้น นอกจากนี้สภาวะการ
วิเคราะห์ด้วยเครือ่ง GC ให้ประสทิธภิาพการแยกกรดอนิทรยี์
สายโซ่สัน้ได้ดี การเตรยีมตวัอย่างทีน่�ำเสนอค่าความแม่นและ
ความเที่ยงอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ การวิเคราะห์เชิงคุณภาพด้วย 

GC-MS แสดงให้เหน็ว่าวธิกีารเตรยีมตวัอย่างท่ีน�ำเสนอ แสดง
ปรมิาณกลุม่กรดอนิทรย์ีในสดัส่วนท่ีสงูสดุ ตรงตามจดุประสงค์
การวเิคราะห์กรดอินทรย์ีสายโซ่สัน้ทีต้่องการ ท�ำให้การวเิคราะห์
เชิงปริมาณด้วยเครื่อง GC-FID มีความน่าเชื่อถือและแม่นย�ำ
ในการรายงานผล
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นครินทร์ ท่ีให้ค�ำปรึกษาแนะน�ำการฝึกงานของนักศึกษา 
สหกิจ และสนับสนุนบุคลากรส�ำนักเครื่องมือ ฯ สร้างผลงาน
วิจัย ทีมผู้วิจัยต้องขอขอบคุณมา ณ โอกาสนี้
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