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Abstract  
 This research aimed to study the prebiotic properties of dietary fiber obtained 
from soybean residue hydrolyzed with appropriate enzymes. Soybean meal was treated 
using five commercial enzymes: alpha-amylase, cellulase, hemicellulase, mannanase, 
and xylanase. The results showed that the digestion of soybean residue with cellulase 
yielded the highest amount of reducing sugar. When studying the composition of the 
sugars produced using the thin layer chromatography (TLC) technique, it was found that 
the color bands that appeared on TLC plate had a distance similar to that of glucose, 
fructose, arabinose and sucrose. The prebiotic activity of cellulase-treated soybean 
residue solutions was investigated using two probiotic strains, Bifidobacterium animalis 
TISTR 2194 and B. bifidum TISTR 2195 while Escherichia coli TISTR 887 was tested as a 
comparative inoculum. Results showed that the solution obtained from cellulase-treated 
soybean residue could promote the growth of B. animalis and B. bifidum. As a result, 
the prebiotic activity score of the cellulase-treated soybean residue solution was positive 
and significantly higher than those of the untreated soybean residue solution. 
 
Keywords: soybean residue; enzyme; prebiotic; probiotic 
บทคัดย่อ  
 งานวิจัยนี้ต้องการศึกษาคุณสมบัติความเป็นพรีไบโอติกของใยอาหารที่ได้จากกากถั่วเหลืองที่
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ที่เหมาะสม  โดยจะทำการย่อยกากถั่วเหลืองโดยใช้เอนไซม์ 5 ชนิด ได้แก่ 
แอลฟา-อะไมเลส เซลลูเลส เฮมิเซลลูเลส แมนนาเนส และไซลาเนส ซึ่งผลการทดลองพบว่า การย่อย
กากถ่ัวเหลืองด้วยเซลลูเลส ได้ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์มากท่ีสุด เมื่อศึกษาองค์ประกอบของน้ำตาลที่เกิดขึ้น
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ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin layer chromatography : TLC) พบว่ามีแถบสีที่เกิดขึ้น
มีระยะทางใกล้เคียงกับน้ำตาล กลูโคส ฟรุคโตส อะราบิโนส และ ซูโครส เมื ่อตรวจสอบกิจกรรม        
พรีไบโอติกของสารละลายกากถั่วเหลืองในการส่งเสริมการเจริญของโพรไบโอติก 2 สายพันธุ์ ได้แก่ 
Bifidobacterium animalis TISTR 2194 แ ล ะ  B. bifidum TISTR 2195 โ ด ย เ ป ร ี ย บ เท ี ยบกั บ 
Escherichia coli TISTR 887 ผลการทดลองพบว่าสารละลายที่ได้จากการย่อยกากถั่วเหลืองด้วย    
เซลลูเลสสามารถส่งเสริมการเจริญของ B. animalis และ B. bifidum เป็นผลให้ค่ากิจกรรมพรีไบโอติก
ของสารละลายที่ได้การย่อยกากถ่ัวเหลืองด้วยเซลลเูลสมีค่าเป็นบวก และมีค่ามากกว่าสารละลายกากถ่ัว
เหลืองที่ไม่ได้ผ่านการย่อยอย่างชัดเจน  
 
คำสำคัญ: กากถ่ัวเหลือง; เอนไซม์; พรีไบโอติก; โพรไบโอติก 
 
บทนำ  
 กากถั่วเหลือง (soybean residue) หรือที่รู้จักกันในชื่อ โอการะ (okara) เป็นผลพลอยได้จาก
จากการผลิตเต้าหู้และนมถั่วเหลืองซึ่งมีการผลิตอย่างแพร่หลาย ในกากถั่วเหลืองแห้งประกอบด้วยเส้น
ใยอาหารประมาณ 57-59% โปรตีน 15-34% ไขมัน 6-16% รวมถึงแร่ธาตุจำนวนมาก เช่น แคลเซียม 
สารโพแทสเซียม เหล็ก และสารต้านอนุมูลอิสระ รวมถึงไอโซฟลาโวน (Lu et al., 2013; Santos et 
al., 2019; Suzuki and Banna, 2020) กากถั่วเหลืองมีใยอาหารในปริมาณสูงประกอบไปด้วยเส้นใย
อาหารทั้งประเภทละลายน้ำและไม่ละลายน้ำ จึงมีประโยชน์ต่อสุขภาพมากมาย เช่น ช่วยป้องกัน
โรคเบาหวาน โรคหลอดเลือดหัวใจ โรคอ้วน รวมทั้งทำให้สุขภาพของลำไส้ดีขึ้น (Pérez-López et al., 
2018; Swallah et al., 2021) การบริโภคใยอาหารในปริมาณที่เพียงพออาจช่วยลดความเสี่ยงของ
โรคมะเร็งลำไส้ใหญ่ด้วย (Ben et al., 2014) โดยมีรายงานวิจัยว่าการบริโภคเส้นใยอาหารนอกจากจะมี
ประโยชน์ต่อระบบลำไส้แล้วยังอาจขยายไปสู่สุขภาพสมองที่ดีขึ้น (Bourassa et al., 2016)  
 กากถั่วเหลืองมีส่วนประกอบหลักที่สำคัญเป็นเสนใยอาหารในปริมาณสูง เป็นของเหลือทิ้งที่มี
ศักยภาพในการนํามาใชประโยชน์เพื่อผลิตเป็นเส้นใยอาหารเพื่อสุขภาพ แต่กากถั่วเหลืองมีขอจํากัดใน
เรื่องปริมาณความชื้น มีไขมัน และมีสารตานโภชนาการ (Santos et al., 2019) ดังนั้น จึงจําเปนตองมี
กระบวนการในการปรับสภาพกากถั่วเหลืองใหเหมาะสมก่อนนำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหาร โดยมี
การใช้เทคโนโลยีทางชีวภาพมาปรับโครงสร้างของเส้นใย เพื่อเพิ่มคุณสมบัติที่ดีและให้ละลายน้ำได้มาก
ขึ้น เส้นใยอาหารเหล่านี้บางชนิดอาจมีคุณสมบัติเป็นสารพรีไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย (Swallah 
et al., 2021) เนื่องจากสารพรีไบโอติกเป็นแหล่งอาหารที่ดีสำหรับจุลินทรีย์โพรไบโอติกในลำไส้ ช่วย
ส่งเสริมการเจริญและเพิ่มปริมาณจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ให้มากขึ้น และช่วยปรับสมดุลระบบทางเดิน
อาหาร (Kamble & Rani, 2020) 
 สารพรีไบโอติกเป็นส่วนประกอบของอาหารที่ไม่ถูกย่อยในระบบทางเดินอาหารส่วนบนของ
ร่างกายและสามารถเหลือเข้าไปถึงในส่วนของลำไส้ ซึ่งจะเป็นแหล่งอาหารให้กับจุลินทรีย์โพรไบโอติกใน
ลำไส้ ช่วยส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกให้เจริญและเพิ่มปริมาณมากขึ้น ตลอดจนช่ว ย
ส่งเสริมสุขภาพของร่างกายให้แข็งแรง ส่วนโพรไบโอติก (probiotic) เป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ 
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ช่วยป้องกันหรือทำลายจุลินทรีย์ที่จะทำให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร ช่วยปรับสภาพสมดุลของ
กลุ่มจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยอาหารและการดูดซึมอาหาร
ใหด้ีขึ้น (Markowiak & Slizewska, 2017)  
 เนื่องจากขนาดโมเลกุลของใยอาหารมีความสัมพันธ์ที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยมีรายงานว่า
ใยอาหารที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำจะสามารถผ่านเข้าไปถึงส่วนปลายของลำไส้ใหญ่โดยที่ไม่ถูกย่อยสลาย 
ทำให้เกิดอัตราการหมักที่ช้าลง จึงเป็นสารพรีไบโอติกที่มีประสิทธิภาพสูง (He et al., 2016) ดังนั้น จึง
ได้มีการพัฒนาวิธีการลดขนาดโมเลกุลของใยอาหารเพื่อให้ละลายน้ำได้มากขึ้น เช่น การหมักด้วย
จุลินทรีย์ การอัดขึ ้นรูป (extrusion treatment) การใช้แรงดันสูง (high pressure) การย่อยด้วย
สารเคมี และการย่อยด้วยเอนไซม์ (Pérez-López et al., 2016; Wang et al., 2020)  
 การใช้เอนไซม์ช่วยเพิ ่มประสิทธิภาพในการย่อยเส้นใยอาหารให้มีขนาดที ่เล ็กลง โดย
กระบวนการย่อยมีความเรียบง่ายและไม่รุนแรง อย่างไรก็ตาม การใช้เอนไซม์จำเป็นต้องเลือกใช้เอนไซม์
ให้เหมาะสมกับวัตถุดิบ และต้องควบคุมสภาวะการย่อยให้เหมาะสม งานวิจัยนี้จึงได้คัดเลือกเอนไซม์
ทางการค้าที่เหมาะสมเพื่อนำมาย่อยกากถ่ัวเหลือง ทำให้ได้เส้นใยอาหารที่มีขนาดเล็กลงสามารถละลาย
น้ำได้มากขึ้น และนำไปทดสอบประสิทธิภาพความเป็นพรีไบโอติกในการส่งเสริมการเจริญของเช้ือ       
โพรไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย  
 
วิธดีำเนินการวิจัย 
 การเตรียมกากถั่วเหลือง 
 กากถ่ัวเหลืองที่ใช้ในการทำวิจัยเป็นผลพลอยได้จากการทำเต้าหู้โดยได้รับความอนุเคราะห์ จาก
บริษัท อินทัชธนกร จำกัด นำกากถั่วเหลืองสดมาอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จากนั้นนำผงกากถั่วเหลืองไปสกัดแยกน้ำมันด้วยเครื่องสกัดซอกห์เลต (Soxhlet extraction) 
โดยใช้ตัวทำลายเฮกเซน (Hexane, RCI Labscan, ประเทศไทย) สกัดที่อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 6 ชั่วโมง นำกากถั่วเหลืองที่สกัดน้ำมันแล้วไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
ประมาณ 24 ชั่วโมง เพื่อให้เฮกเซนระเหยหมด เก็บผงกากถั่วเหลืองในถุงพลาสติกที่ปิดปากถุงด้วย
เครื่องปิดผนึกสุญญากาศ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป (Yoshida 
& Prudencio, 2020) 
 การย่อยกากถั่วเหลืองโดยใช้เอนไซม์ 
 ทำการย่อยกากถ่ัวเหลืองโดยเปรียบเทียบการย่อยด้วยเอนไซม์ 5 ชนิด ได้แก่ แอลฟา- อะไมเลส 
(α-amylase) เซลลูเลส (Cellulase, Reach Biotechnology, ไทย) เฮมิเซลลูเลส (hemicellulase, 
Amano Enzyme, ญ ี ่ป ุ ่ น ) แมนนาเนส (mananase, Amano Enzyme, ญ ี ่ป ุ ่ น ) และไซลาเนส 
(xylanase, BASF, เยอรมัน ) ดัดแปลงจากวิธีการของ Villanueva et al. (2016) โดยชั่งกากถั่วเหลือง
ที่ผ่านการสกัดน้ำมันออกแล้ว 2 กรัม เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ พีเอช 5 ความเข้มข้น 0.1 
โมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที เพื่อใช้ความร้อนทำให้โครงสร้างกากถ่ัวเหลืองพองตัว ทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้น
เติมเอนไซม์แต่ละชนิดปริมาณ 500 ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยทำการทดสอบ 3 ซ้ำในการย่อยด้วยเอนไซม์
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แต่ละชนิด นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำไปต้มในนำ้เดือด
เป็นเวลา 10-15 นาที เพื่อยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ เก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ปริมาณนำ้ตาลรีดิวซ์
ด้วยวิธี Dinitrosalicylic acid method (DNS) (Miller, 1959) และวิเคราะห์ชนิดน้ำตาลและโอลิโก
แซคคาไรด์ที ่เกิดขึ ้นด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบผิวบาง (Thin layer chromatography, TLC) 
(Moreno & Sanz, 2014) เปรียบเทียบแถบสีกับระยะทางที่เคลื่อนที่กับสารมาตรฐาน ได้แก่ glucose 
xylose mannose fructose galactose arabinose และ sucrose   
 ศึกษาคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติกต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ 
 การเตรียมอาหารทดสอบ 
  เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ Basal medium ที่เติมสารทดสอบ 3 ชนิด ได้แก่ กากถั่วเหลืองที่ไม่
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ กากถ่ัวเหลืองทีย่่อยด้วยเซลลูเลส และ น้ำตาลกลูโคส ปริมาณร้อยละ 1 (w/v) 
ใส่ขวดทดสอบให้ได้ปริมาตร 90 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อหม้อนึ่งแรงดันที่ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  
 การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
 เตรียมแบคทีเรียโพรไบโอติก 2 สายพันธุ์ ได้แก่  B. animalis TISTR 2194 และ B. bifidum 
TISTR 2195 เลี้ยงในอาหาร MRS broth (Merck เยอรมัน) เชื้อโพรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธ์ุนี ้เป็นเช้ือที่
มีประโยชนตอสุขภาพ ช่วยปรับสมดุลลำไส้ และปลอดภัยต่อการบริโภค (GRAS หรือ Generally 
recognized as safe) (Picard et al., 2005) ส่วนแบคทีเรียที่ใช้เปรียบเทียบคือ E. coli โดยนำมาเลี้ยง
ในอาหาร Nutrient broth (Merck เยอรมัน) เพาะเลี ้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไร้
ออกซิเจน เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงท่ี 3000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เพื่อแยกเซลล์
ออกและล้างเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (0.85 เปอร์เซนต์) 2 ครั้ง แล้วนำไปปรับความขุ่น 
(Optical density, OD) ที่ 600 nm ให้ได้ค่าเท่ากับ 1 เพื่อเตรียมเป็นหัวเชื้อในการทดสอบการเจริญ
และหาค่ากิจกรรมพรีไบโอติก 
 การทดสอบการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ 
 ถ่ายหัวเชื ้อฺ Bifidobacterium sp. 2 สายพันธุ ์ และ E. coli ลงในอาหารทดสอบแต่ละชนิด
ปริมาณ 5 เปอร์เซนต์ (v/v) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไร้ออกซิเจน ตรวจวดัการ
เจริญของจุลินทรีย์แต่ละชนิด ทุก ๆ 6 ช่ัวโมง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง โดยใช้วิธี drop plate ลงบนอาหาร 
MRS agar ส่วนเชื้อ E. coli ทำการเพาะเลี้ยงบนอาหาร EMB agar (Merck เยอรมัน) แล้วบ่มเลี้ยงเชื้อ
ให้เจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไร้ออกซิเจน เลือกนับจำนวนโคโลนีที่ขึ้นแต่ละชนิดใน
ระดับการเจือจางที่เหมาะสม (2-30 โคโลนี) บันทึกผลของปริมาณเชื้อที่ได้แล้วนำมาคำนวณหาค่า
กิจกรรมพรีไบโอติก (Prebiotic activity, PA) (Lee et al., 2021) ดังนี้  
 
PA  = probiotic log CFU/mL on the sample at specific time–probiotic log CFU/mL on the sample at 0 h 
      probiotic log CFU/mL on glucose at specific time –probiotic log CFU/mL on glucose at 0 h 

 - E. coli log CFU/mL on the sample at specific time – E. coli log CFU/mL on the sample at 0 h 
   E. coli log CFU/mL on glucose at specific time – E. coli log CFU/mL on glucose at 0 h 
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ผลการวิจัยและอภิปรายผล  
 ผลการใช้เอนไซม์ในการย่อยกากถั่วเหลือง  
 จากการทดสอบการย่อยกากถ่ัวเหลืองด้วยเอนไซม์ทางการค้า 5 ชนิด ได้แก่ อะไมเลส เซลลูเลส  
เฮมิเซลลูเลส แมนนาเนส และไซลาเนส ภายใต้สภาวะควบคุมที่เหมาะสม เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เก็บ
ตัวอย่างสารละลายที่ได้แต่ละชนิดเพื่อนำมาวิเคราะห์ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ ผลการทดลองแสดงใน 
Figure 1  
 

 
Figure 1 Comparison of reducing sugar content between untreated soybean solution 

and enzyme treated soybean solution 
  
 ในกากถั่วเหลืองส่วนใหญ่ประกอบไปด้วยเส้นใยอาหารที่ไม่ละลายน้ำ โดยมี total dietary 
fiber 58.60 เปอร ์เซนต์ , insoluble dietary fiber 55.63 เปอร ์เซนต์ และ soluble dietary fiber 
1.91 เปอร ์เซนต์  และมี monosaccharides และ oligosaccharides  ประมาณ 3.5 เปอร ์เซนต์ 
ประกอบด ้วย glucose, fructose, galactose, arabinose, sucrose, stachyose และ raffinose  
รวมทั้งแป้งปริมาณ 0.5 เปอร์เซนต์ (Kamble and Rani, 2020) ดังนั้นเมื่อวัดปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ใน
กากถ่ัวเหลืองจึงมีปริมาณน้อยมาก  
 โครงสร้างของ insoluble dietary fiber ในกากถั ่วเหลืองค่อนข้างซับซ้อน ประกอบด้วย 
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (Fan et al., 2022)  ดังนั้น ในการศึกษานี้จึงใช้เอนไซม์หลายชนิด
เพื่อวิเคราะห์ผลของเอนไซม์ในการย่อยกากถ่ัวเหลือง หลังจากท่ีกากถ่ัวเหลืองผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์
ต่าง ๆ พบว่าปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์เพิ ่มขึ ้นแตกต่างกัน โดยในสารละลายกากถั่วเหลืองที่ย่อยด้วย       
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เซลลูเลส มีปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์สูงที่สุด เนื่องจากในกากถั่วเหลืองประกอบไปด้วยเซลลูโลสเป็นจำนวน
มาก เซลลูเลสจึงย่อยเซลลูโลสที่ตำแหน่งพันธะ β-1,4 ไกลโคซิดิก ให้กลายเป็นโมเลกุลที่เล็กลง เกิด
ผลผลิตเป็นเซลโลไบเอส และกลูโคส ทำให้ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้น (Sher et al., 2021)  ผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับการวิจัยของ Villanueva-Suárez et al. (2016) ที่ได้ทำการย่อยกากถั่วเหลือง
ด้วยเอนไซม์ Ultraflo® L ที่มีส่วนประกอบของเซลลูเลส ทำให้สามารถย่อยสลายเส้นใยเซลลูโลสใน
กากถ่ัวเหลืองได้น้ำตาลและสารโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก 
 แอลฟา-อะไมเลส เป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยแป้ง เมื ่อนำไปใช้ย่อยกากถั่วเหลือง พบว่ามี
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์เกิดขึ้นน้อย เนื่องจากในกากถั่วเหลืองมีส่วนที่เป็นแป้งเหลืออยู่น้อย  ซึ่งสอดคล้อง
กับการวิจัยของ Kamble & Rani (2020) ที่รายงานว่าปริมาณแป้งและน้ำตาลในกากถั่วเหลืองมีเพียง 
0.5 เปอร์เซนต์   
 แมนนาเนสเป็นเอนไซม์ช่วยเพิ่มประสทิธิภาพในการย่อยวัตถุดิบที่มีแมนแนน (Mannan) ซึ่งเป็น
โพลีแซคคาไรด์ชนิดหนึ่งที่พบได้ในพืช เช่น กากปาล์ม กากมะพร้าว และกากถั่วเหลือง ได้ผลผลิตเป็น
แมนโนโอลิโกแซคคาไรด์และแมนโนส (Ibrahim et al., 2022) เมื่อย่อยกากถั่วเหลืองด้วยแมนนาเนส 
พบว่าปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดขึ้นมีปรมิาณน้อย เอนไซม์นี้จึงยังไม่เหมาะสมที่จะใช้เป็นเอนไซมเ์ดี่ยวใน
การใช้ย่อยกากถ่ัวเหลือง  
 เฮมิเซลลูเลสเป็นเอนไซม์ที่สำคัญในการย่อยสลายเส้นใยเฮมิเซลลูโลสที่ได้จากพืช เช่น xylans 
xyloglucans arabinoxylans และ  glucomannans (Pramasari et al., 2023)  เม ื ่ อย ่ อยกากถั่ ว
เหลือง ด้วยเฮมิเซลลูเลสพบว่าปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นมีปริมาณน้อย ดังนั้นเอนไซม์นี้จึงยังไม่
เหมาะสมที่จะใช้เป็นเอนไซม์เดี่ยวในการใช้ย่อยกากถ่ัวเหลือง  
 ไซลาเนสเป็นเอนไซม์ย่อยสลายไซแลน (xylan) ได้ผลผลิตเป็นไซโลโอลิโกแซคคาไรด์และน้ำตาล
ไซโลส (Ratnadewi et al., 2016) เมื่อย่อยกากถ่ัวเหลืองด้วยไซลาเนส พบว่าปริมาณน้ำตาลรดีิวซ์ที่ได้มี
ปริมาณน้อย เอนไซม์นี้จึงไมเ่หมาะสมที่จะใช้เป็นเอนไซม์เดีย่วในการใช้ย่อยกากถ่ัวเหลือง  
 จากผลการทดลองเบื้องต้นที่แสดงใน Figure 1 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์พบมากที่สุดในสารละลาย
กากถั่วเหลืองที่ย่อยด้วยเซลลูเลส ดังนั้น ในการทดลองขั้นต่อไปจึงได้เลือกใช้เซลลูเลสเป็นเอนไซม์ที่ใช้
ในการย่อยกากถ่ัวเหลือง  
 เมื่อนำสารละลายกากถั่วเหลืองที่ย่อยด้วยเซลลูเลสมาวิเคราะห์ชนิดของโอลิโกแซคคาไรด์และ
น้ำตาลต่าง ๆ ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟีแบบผิวบาง โดยเปรียบเทียบกับกากถั่วเหลืองที่ไม่ได้ผ่านการ
ย่อย ผลการทดลองพบว่ากากถั่วเหลืองที่ไม่ได้ผ่านการย่อยจะมีความเข้มของแถบสีบนแผ่น TLC น้อย
มาก โดยเปรียบเทียบระยะทางได้ใกล้เคียงได้กับสารมาตรฐานคือ glucose fructose และ arabinose 
ส่วนกากถั่วเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส จะมีความเข็มของแถบสีบนแผ่น TLC มากขึ้น โดย
เปรียบเทียบระยะทางได้ใกล้เคียงได้กับ glucose  fructose  และ arabinose เช่นกัน นอกจากน้ียังพบ
แถบสีจางๆ ซึ่งอาจจะเป็นโมเลกุลของโอลิโกแซคคาไรด์ หรือน้ำตาลโมเลกุลใหญ่ ดังแสดงใน Figure 2  
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Figure 2 Thin- layer 

chromatography 
chromatogram of standard sugars and soybean residue samples. a : glucose, 
b : xylose, c : mannose, d : fructose, e : galactose, f : arabinose, g : sucrose, h 
: untreated soybean residue solution, i : cellulase-treated soybean residue 

solution 
 
ผลการศึกษาคุณสมบัติการเป็นพรีไบโอติกต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ 
 จากการติดตามการเจริญของแบคทีเรีย 3 สายพันธ์ุ คือ B. animalis  B. bifidum และ E. coli 
ในสารละลายกากถ่ัวเหลืองที่ย่อยด้วยด้วยเซลลูเลสและกากถ่ัวเหลืองที่ไม่ผ่านการย่อย โดยเปรียบเทียบ
กับการใช้น้ำตาลกลูโคส เก็บตัวอย่างน้ำหมักเพื่อติดตามปริมาณแบคทีเรียทุก ๆ 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง นำค่าปริมาณแบคทีเรียที่ได้มาคำนวณหาค่า PA ผลการทดลองแสดงใน Figure 3-4 
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Figure 3  Prebiotic activity of untreated soybean solution and cellulase treated 

soybean solution tested by B. animalis and E. coli 
 
 

 
Figure 4  Prebiotic activity of untreated soybean solution and cellulase treated 

soybean solution tested by B. bifidum and E. coli 
 Figure 3 แสดงค่า PA ของสารละลายกากถั่วเหลืองที่ไม่ผ่านการย่อยและสารละลายกากถั่ว
เหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส โดยใช้เชื้อทดสอบคือ B. animalis และ E. coli ผลการทดลอง
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พบว่า B. animalis สามารถเจริญได้ดีในอาหารที่มีกากถ่ัวเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส ค่า PA จึง
เป็นบวกโดยมีค่าสูงสุดที่ 30 ชั่วโมง หลังจากนั้นค่า PA จะเริ่มลดน้อยลง การที่ค่า PA เริ่มลดลงนี้อาจ
เป็นเพราะสารอาหารที่เป็นพรีไบโอติกถูกใช้ไปโดย B. animalis ทำให้การเจริญและปริมาณเช้ือ          
B. animalis เริ่มลดลง เมื่อนำมาคำนวณค่า PA  จึงลดลงด้วย  ในขณะที่ค่า PA ของสารละลายกากถั่ว
เหลืองที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์จะมีค่าเป็นบวกเพียงเล็กน้อย เนื่องจากในกากถั่วเหลืองที่ไม่ผ่าน
การย่อยมีสารอาหารที่เป็นพรีไบโอติกเพียงเล็กน้อย จึงส่งเสริมการเจริญของ B. animalis ให้มีปริมาณ
เซลล์มากกว่า E.coli เพียงเล็กน้อย ทำให้ได้ค่า PA ต่ำกว่าค่า PA ของสารละลายกากถั่วเหลืองที่ผ่าน
การย่อยด้วยเซลลูเลส ภายหลัง 30 ชั่วโมง E. coli สามารถเจริญในอาหารที่มีกากถั่วเหลืองได้ดีกว่า B. 
animalis เมื่อคำนวณค่า PA จึงมีค่าเป็นลบ   
 สำหรับ Figure 4 แสดงค่า PA ของสารละลายกากถั่วเหลืองที่ไม่ผ่านการย่อยและสารละลาย
กากถ่ัวเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส โดยใช้เชื้อทดสอบคือ B. bifidum และ E. coli ซึ่งจากผลการ
ทดลองพบว่าค่า PA สารละลายกากถั่วเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส จะสูงกว่าค่า PA  ของ
สารละลายกากถั่วเหลืองที่ยังไม่ย่อยอย่างชัดเจน โดยมีค่าสูงสุดที่ 30 ชั่วโมง หลังจากนั้นค่า PA จะเริ่ม
ลดน้อยลง อาจเป็นเพราะสารอาหารที่เป็นพรีไบโอติกถูกใช้ไปโดย B. bifidum ทำให้การเจริญและ
ปริมาณ B. bifidum ลดลง มีผลให้ค่า PA  ลดลงด้วยเช่นกัน  ส่วนค่า PA ของสารละลายกากถั่วเหลือง
ที่ไม่ผ่านการย่อยจะมีค่าเป็นบวกเพียงเล็กน้อย อาจเนื่องจากในกากถั่วเหลืองที่ไม่ผ่านการย่อยมี
สารอาหารที่เป็นพรีไบโอติกเพียงเล็กน้อยจึงถูกใช้หมดไปอย่างรวดเร็วโดย  B. bifidum  และภายหลัง
จาก 30 ชั่วโมง E. coli สามารถเจริญในอาหารที่มีกากถั่วเหลืองได้ดีกว่า B. bifidum ทำให้ปริมาณ
เซลล์ของ E. coli มีมากกว่า B. bifidum เมื่อนำมาคำนวณค่า PA จึงมคี่าติดลบ 
 เมื่อพิจารณาค่า PA ในสารละลายกากถ่ัวเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส จะสังเกตได้ว่าโพร
ไบโอติกแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ ์ คือ B. animalis และ B. bifidum  สามารถเจริญได้ดีในอาหาร
ทดสอบที่มีกากถั่วเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส จึงมีค่า PA มากกว่าสารละลายกากถั่วเหลืองที่ไม่
ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Le et al. (2020) ที่ได้ทดสอบ
คุณสมบัติทางพรีไบโอติกของสารละลายกากถ่ัวเหลืองที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์ pectinase: cellulase ใน
อัตราส่วน 1:1 จากงานวิจัยนีพ้บว่าสารที่ได้เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่ละลายน้ำได้ ช่วยกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรียที่มีประโยชน์ได้แก่ Lactobacillus rhamnosus GG L. plantarum และ L. brevis ได้ดี 
นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Pérez-López et al. (2016) ได้ทำการย่อยกากถั่วเหลืองด้วยเอนไซม์ 
Ultraflo® L ได้เส้นใยอาหารที่สามารถส่งเสริมการเจริญของ Bifidobacterium และยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อก่อโรค เช่น Clostridia และ Bacteroide ดังนั้น จากผลการวิจัยและข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็น
ว่ากากถั่วเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส มีสารที่มีศักยภาพสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญ
ของแบคทีเรียที่มีประโยชน์ และไม่ส่งเสริมการเจริญของเชื้อก่อโรคเช่น E. coli ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่
สำคัญของสารพรีไบโอติก 
 
สรุปผลการวิจัย 
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 จากผลการวิจัยสามารถสรุปได้ว่า กากถ่ัวเหลืองที่ผ่านการย่อยด้วยเซลลูเลส จะได้กากถ่ัวเหลือง
ที่มีศักยภาพเป็นพรีไบโอติกเพิ่มขึ้น ช่วยส่งเสริมการเจริญของเชื้อโพรไบโอติกที่มีประโยชน์  ได้แก่        
B. animalis และ B. bifidum อย่างไรก็ตาม ควรที ่จะทำการทดสอบเพิ่มเติมโดยศึกษาถึงการใช้
เอนไซม์หลายชนิดร่วมกันในการย่อยกากถั่วเหลือง รวมทั้งศึกษาส่วนประกอบของน้ำตาลและโอลิโก
แซคคาไรด์ในกากถั่วเหลืองที ่ได้ผ่านย่อยด้วยเอนไซม์ ศึกษาประสิทธิภาพของกากถั ่วเหลืองใน
แบบจำลองลำไส้เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงประชากรจุลินทรีย์ รวมทั้งการผลิตสารเมตาบอไลส์และกรด
ไขมันสายสั้นต่างๆ   
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