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การปรับปรุงกากชาด้วยเอนไซม์เพื่อใช้เป็นพรีไบโอติก

Improvement of pre-treating spent tea leaves with enzyme as prebiotics 
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บทคดัย่อ: การศกึษาในครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ปรบัปรงุกากชาด้วยเอนไซม์เพือ่ใช้เป็นพรไีบโอตกิโดยวางแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD) แบ่งเป็น 2 การทดลอง ดังนี้ การทดลองที่ 1 ศึกษาระดับที่เหมาะสมใน
การปรับปรุงกากชา (ที่ระดับ 0, 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8%)  แบ่งเป็น 5 กลุ่มการทดลอง การทดลองละ 3 ซ�้ำ ซึ่งท�ำการ
ทดลองในห้องปฏิบัติการ (in vivo) โดยศึกษาองค์ประกอบทางเคมี (โปรตีน, ไขมัน และเยื่อใย) ปริมาณน�ำ้ตาลรีดิวซ์  
และโอลิโกแซคคาไรด์ที่เกิดขึ้น พบว่าองค์ประกอบทางเคมี ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์  และโอลิโกแซคคาไรด์มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.01) โดยกลุ่มการทดลองที่ 5 (ที่ระดับ 0.8%) มีระดับโปรตีน (CP 23.79%) สูงกว่ากลุ่ม
ทดลองอื่นๆ (P<0.01) ส่วนกลุ่มการทดลองที่ 1 (กลุ่มควบคุม) มีปริมาณเยื่อใยหยาบ(CF 14.65%)น้อยกว่ากลุ่มการทด
ลองอื่นๆ (P<0.01) การวิเคราะห์ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ พบว่าปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ้นตามระดับเอนไซม์ที่ย่อยเมื่อ
วิเคราะห์โอลิโกแซคคาไรด์ พบว่าเอนไซม์ทุกระดับสามารถย่อยให้ได้ผลติภัณฑ์เปน็น�้ำตาลโอลิโกแซคคาไรด์ซึ่งท�ำการวดั
โดยวิธี Thin layer chromatography (TLC) การทดลองที่ 2 ศึกษาคุณสมบัติในการเป็นพรีไบโอติก (ที่ระดับความเข้มข้น
ของผลิตภัณฑ์น�้ำตาลที่ได้จากการย่อย 150, 300, 450, 600 และ 700 µg/ml) พบว่ากากชาที่ย่อยด้วยเอนไซม์สามารถ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus acidophilus (ทุกระดับความเข้มข้น) และความสามารถยับยั้งการเจริญ
เติบโตของเชื้อ  Escherichia coli  (ที่ระดับความเข้มข้น 600 และ 700 µg/ml) จากการวิจัยนี้สามารถสรุปได้ว่าผลิตภัณฑ์ 
(โอลโิกแซคคาไรด์) ทีไ่ด้จากการย่อยกากชาด้วยเอนไซม์มคีวามเป็นพรไีบโอตกิทัง้ส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีที่
มีประโยชน์และยับยั้งแบคทีเรียที่ก่อโรค
ค�ำส�ำคัญ: กากชา, เอนไซม์, พรีไบโอติกส์

ABSTRACT: The objective of this study was to improve pre-treating spent tea leaves with enzyme as prebiotics in 
animal feed. This study was assigned in completely randomized design (CRD) and consisted of two experiments. 
First experiment consisted of 5 treatments levels of enzyme (0, 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8%) which studied in vivo. Each 
treatment consisted of 3 replications. All treatment samples were measured chemical compositions (crude protein, 
fat and crude fiber), reducing sugars content and oligosaccharides. The results were shown that chemical compositions 
were significantly different (P<0.01) among treatments. Treatment 5 (0.8%) was higher crude protein content  
(CP 23.79%) than other treatments (P<0.01). Moreover, treatment 1 (0% or control) was higher crude fiber content 
(CF 14.65%) than other treatments (P<0.01). Enzyme treated spent tea leaves had higher reducing sugar content than 
untreated spent tea leaves. Enzyme treated spent tea leaves had higher oligosaccharide content than untreated spent 
tea leaves which usingthin layer chromatography (TLC) method. Second experiment was to examine prebiotics 
properties (concentration ofhydrolyzed products 150, 300, 450, 600 and 700 µg/ml). The results were found that 
enzyme treated spent tea leaves can increase growth of Lactobacillus acidophilus (at all concentrations) and inhibit 
growth of Escherichia coli (concentration ofhydrolyzed glucose products600 and 700µg/ml). In conclusion, it is 
suggested that enzyme treated spent tea leaves can be used as prebiotics due to it can increase nonpathogenic  
bacteria and decrease pathogenic bacteria.
Keywords: spent tea leaves, enzyme, prebiotics     
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บทน�ำ

ชา (Tea) เป็นพืชที่จัดอยู่ในสกุล Camellia มีชื่อ

วิทยาศาสตร์คือ Camellia sinensis ถือก�ำเนิดใน

ประเทศจีนประมาณ 2,000 กว่าปี คนจีนรู้จักชาและ

คุณค่าของชาอย่างดี (ขุนพล และคณะ, 2552)  ชามี

สายพันธุ์มากมายสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ 

ที่นิยม คือ ชาเขียว ชาด�ำ และชาอื่นๆ ในแต่ละปีมีการ

ผลติชารวมกนัทัว่โลกมากกว่า 2.75 ล้านเมตรกิตนั ใน

จ�ำนวนนี้แบ่งเป็นการผลิตชาด�ำประมาณ72% ชา

เขยีว23% และชาชนดิอืน่ๆ 5% (นพิฒัน์, 2547) จงึเป็น

เหตุผลท�ำให้มีกากชาที่เป็นเศษเหลือจากการผลิตชา

อย่างมากมาย ในปัจจุบันมีการน�ำเศษเหลือจาก

การเกษตรมาใช้ประโยชน์มากขึน้ ซึง่กากชาเป็นอกีทาง

เลือกหนึ่งที่สามารถน�ำมาใช้เป็นสารเสริมในอาหาร

สัตว์ได้ เนื่องจากกากชาเป็นเศษเหลือทางการเกษตร 

ซึ่งพบว่ามีสารต่างๆ ที่ส�ำคัญ และยังมีองค์ประกอบ

ทางเคมทีีเ่ป็นประโยชน์ ได้แก่ วตัถแุห้ง91.8% โปรตนี 

18.6% เยื่อใยหยาบ 23.0% ไขมัน 2.5% เถ้า 2.0% 

และneutral detergent fiber (NDF) 46.0% (Babaye-

miet al., 2006)จากองค์ประกอบทางเคมีของกากชา

จะเห็นว่ามีปริมาณ NDF ค่อนข้างสูง ซึ่งใน NDF จะ

ประกอบไปด้วย เซลลโูลส เฮมเิซลลโูลส และลกินนิ ซึง่

จัดอยู่ในกลุ่ม non-starch polysaccharides (NSPs)  

เป็นคาร์โบไฮเดรตทีไ่ม่สามารถย่อยได้ในสตัว์กระเพาะ

เดี่ยว แต่อย่างไรก็ตามองค์ประกอบเหล่านี้สามารถ

ย่อยได้ด้วยเอนไซม์(exogenous enzymes) จนเป็นโอ

ลิโกแซคคาไรด์ที่มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก (โสมรพี

ย์, 2551) ซึ่งการย่อยสลายเซลลูโลสจะได้เป็น Cello-

oligosaccharide และ Cellobiose จากนัน้กจ็ะถกูย่อย

ด้วยเอนไซม์เบต้ากลูคาซิเดส (β-Glucanase) ได้เป็น

กลโูคส ส่วนเฮมเิซลลโูลสเมือ่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์

เฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) หรือเบต้าไซแนนเนส 

(β-Xylanase)จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น Xylo- oligosac-

charide และ/หรือ Mono-oligosaccharide  ซึ่ง

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการย่อยขึ้นอยู่กับชนิดของน�้ำตาล

ที่เป็นองค์ประกอบในโครงสร้างเฮมิเซลลูโลส ซึ่ง

เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่ย่อยด้วยเอนไซม์ (exog-

enous enzymes) พบว่า มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก  

ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าพรีไบโอติกต่างชนิด

กนัมผีลต่อสมรรณนะการเจรญิเตบิโตของไก่เนือ้เพศผู้

แตกต่างกัน (ประวิทย์ และสมชาย, 2550)ดังนั้น

วตัถปุระสงค์ในการศกึษาครัง้นีเ้พือ่ปรบัปรงุกากชาโดย

ใช้เอนไซม์ (exogenous enzymes) เพื่อใช้เป็นพรีไบ

โอติกในอาหารสัตว์ตลอดจนเป็นการเพิ่มมูลค่าของ

เศษเหลือทางการเกษตรให้เกิดประโยชน์สูงสุด และ

ช่วยลดต้นทุนในการผลิตสัตว์ได้อีกด้วย

วิธีการศึกษา

การทดลองที่ 1 การศึกษาระดับเอนไซม์ที่เหมาะ

สมในการปรับปรุงกากชา

1.	 วิธีการทดลองและการวางแผนการทดลอง

เก็บตัวอย่างกากชาที่เหลือจากร้านค้าในเขต

มหาวิทยาลัยศิลปากร วิทยาเขตสารสนเทศเพชรบุรี 

โดยน�ำตวัอย่างกากชาไปอบที ่60°C นาน 8-10 ชัว่โมง

จากนั้นน�ำไปปั่นละเอียด  แล้วร่อนด้วยตะแกรงขนาด 

42 ไมครอน น�ำกากชาด�ำมาผสมกับกากชาเขียวใน

อัตราส่วน 2:1 ตามปริมาณตัวอย่างกากชาที่เก็บได้

และเนื่องจากกากชาเขียวมีคุณค่าทางโภชนะสูงกว่า

กากชาด�ำ แล้วน�ำตัวอย่างกากชาไปย่อยด้วยเอนไซม์ 

(Pentozyme@) ที่ประกอบด้วยเอนไซม์ไซลาเนส 

อะไมเลส เบต้า-กลูคาเนส เซลลูเลส แมนนาเนส และ 

เพคตเินสมาย่อยกากชาทีเ่ตรยีมไว้ โดยแบ่งเป็น 5 กลุม่

กลุม่ละ 3 ซ�ำ้ คอื กากชาทีไ่ม่ได้ย่อย (กลุม่ควบคมุ, T1) 

กากชาทีย่่อยด้วยเอนไซม์ทีร่ะดบั 0.2% (w/w)(T2) กาก

ชาที่ย่อยด้วยเอนไซม์ที่ระดับ 0.4% (w/w)(T3) กากชา

ที่ย่อยด้วยเอนไซม์ที่ระดับ 0.6% (w/w)(T4) และกาก

ชาทีย่่อยด้วยเอนไซม์ทีร่ะดบั 0.8% (w/w)(T5) โดยย่อย

ที่อุณหภูมิ 50°C ในตู้อบ (Hot air oven) นาน 18 

ชัว่โมง ในสภาวะ pH ทีเ่ป็นกลาง ภายหลงัการย่อย น�ำ

ตัวอย่างไปปั่นแยก (3,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที) 

แล้วน�ำเอาส่วนใสกับส่วนของแข็งไปวิเคราะห์ต่อไป
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2.	 การวิเคราะห์ตัวอย่าง

	 น�ำตวัอย่างกากชาทีผ่่านการย่อยด้วยเอนไซม์ น�ำ

มาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีโดยวิธี Proximate 

analysis โดยวิเคราะห์หา วัตถุแห้งโปรตีนเถ้าไขมัน

รวมและพลังงานรวม โดยวิธีของ AOAC (1990) 

วเิคราะห์เซลลโูลสเฮมเิซลลโูลส และลกินนิ ตามวธิขีอง 

Goering and Van Soest (1970) หลังจากนั้นน�ำ

ตวัอย่างมาวเิคราะห์หาปรมิาณน�้ำตาลรดีวิซ์ (Reduc-

ing sugar) โดยวิธี Dinitrosalicylic acid method 

(DNS) (Miller, 1959) และวิเคราะห์โอลิโกแซคคาไรด์ 

โดยวธิ ีThin layer chromatography (TLC) (ธนวรรณ

และคณะ, 2551)

การทดลองที่ 2 การศึกษาความเป็นพรีไบโอติกส์

ของกากชาที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์

1. 	 วิธีการทดลองและวิธีวางแผนการทดลอง

	 ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียตัวอย่าง (L. 

acidophilus และ E. coli) ในอาหารทีม่นี�ำ้ตาลกลโูคส

เป็นแหล่งคาร์บอน เปรยีบเทยีบกบัการเจรญิเตบิโตใน

อาหารที่มีผลิตภัณฑ์น�้ำตาล (Oligosaccharides) ที่

ได้จากการย่อยกากชาด้วยเอนไซม์ทีร่ะดบัความเข้มข้น

ต่างๆ โดยน�ำไปเลี้ยงในเชื้อแบคทีเรียที่อยู่ล�ำไส้ของ

สัตว์กระเพาะเดี่ยวแบ่งเป็น 2 การทดลอง คือ การ

ทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโต

ของโปรไบโอตกิ (L. acidophilus) และการทดสอบการ

เป็นสารยับยั้งจุลินทรีย์ที่ก่อโรค (E. coli) (สุคนธ์ และ

คณะ, 2555) โดยแต่ละการทดลองแบ่งเป็น 5 กลุม่ตาม

ระดับความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์น�้ำตาลได้จากการ

ย่อยด้วยเอนไซม์ คือ 150, 300, 450, 600 และ 700 

µg/ml

2. การวิเคราะห์ตัวอย่าง

	 ในการทดสอบความเป็นพรีไบโอติกส์กับเชื้อ

แบคทีเรีย 2 ชนิด ได้แก่ เชื้อแบคทีเรีย L. acidophilus 

และ E. Coliซึ่งในแต่ละกลุ่มการทดลองยังได้แบ่งเป็น 

2 กลุ่มๆละ 3 ซ�้ำ โดยกลุ่มที่ 1 คือ กลุ่มที่ใช้กลูโคสเป็น

แหล่งคาร์บอน (กลุ่มควบคุม) และกลุ่มที่ 2 คือ กลุ่มที่

ใช้ผลิตภัณฑ์น�้ำตาล (Oligosaccharides) ที่ได้จากก

การย่อยด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอน น�ำเชื้อ

แบคทีเรีย L. acidophilus  มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MRS agar (de Man Rogosa and Sharpe agar) ส่วน 

E. Coli เลี้ยงในอาหารเหลว(Nutrient broth) แล้วน�ำ

แบคทีเรียทั้งสองชนิดไปบ่มที่อุณหภูมิ 37oC แล้ววัด

การเจริญเติบโต โดยการวัดค ่าดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยเชื้อแบคทีเรีย L. 

acidophilus ท�ำการวัดที่ 0, 6, 12, 18, 25 และ 48 

ชั่วโมง ส่วนเชื้อแบคทีเรีย E. Coli ท�ำการวัดที่ 0, 3, 6, 

9, 12, 15 และ 18 ชั่วโมง (สุคนธ์ และคณะ, 2555)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

	 น�ำข้อมูลจากทั้งสองการทดลองมาวิเคราะห์ค่า

ความแปรปรวน (Analysis of variance: ANOVA) โดย

ใช้แผนการทดลองแบบCompletely randomized 

design (CRD)และเปรยีบเทยีบความแตกต่างค่าเฉลีย่

ระหว่างกลุ่มการทดลองโดยวิธี Duncan’s new multi-

ple range test (DMRT) โดยโปรแกรมส�ำเร็จรูป SAS 
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ปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ (4,998.67 µg/ml) สูงกว่ากลุ่ม
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น�้ำตาลที่ยังไม่ทราบชนิดแน่ชัด ส�ำหรับการทดสอบ

ความเป็นพรีไบโอติกส์ พบว่าเชื้อแบคทีเรีย L. acido-

philus ที่เลี้ยงในผลิตภัณฑ์น�้ำตาลที่ได้จากการย่อย

กากชา(ระดับความเข้มข้น 600 และ 700 µg/ml) 

สามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่าเมื่อถูกเลี้ยงในน�้ำตาล

กลูโคส (Figure 3) นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์น�้ำตาลที่ได้

จากการย่อยกากชาสามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ

เชื้อ E. coli ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่าผลิตภัณฑ์น�้ำตาลที่ได้

จากการย่อยกากชาด้วยเอนไซม์มคีณุสมบตัเิป็นพรไีบ

โอติกส์ซึ่งสอดคล้องกับงานศึกษาของทวีศักดิ์ และ

คณะ (2551) รายงานว่า สารสกดักากชาทีร่ะดบัความ

เข้มข้น 20% สามารถลดปริมาณ E. coli ได้
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สรุป

	 จากการศึกษาในครั้งนี้สรุปได้ว่า กากชาที่ย่อย

ด้วยเอนไซม์สามารถเพิม่ปรมิาณน�ำ้ตาลรดีวิซ์และผลติ

โอลโิกแซคคาไรด์ได้ ส่งผลท�ำให้มคีณุสมบตัคิวามเป็น

พรไีบโอตกิส์ แม้ว่าการย่อยด้วยเอนไซม์จะไม่สามารถ

ท�ำให้ปรมิาณเยือ่ใยลดลงได้ ดงันัน้จะเหน็ได้ว่าการน�ำ

เอาเศษเหลือทางการเกษตร ชนิดอื่นๆ มาย่อยด้วย

เอนไซม์ อาจเป็นแนวทางหนึง่ในการผลติพรไีบโอตกิส์

ได้ ซึ่งอาจเป็นการเพิ่มมูลค่าของเศษเหลือทางการ

เกษตรได้อีกด้วย 

ค�ำขอบคุณ

	 คณะผู้วิจัยขอขอบพระคุณคณะสัตวศาสตร์และ

เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยศิลปากรที่

สนับสนุนการท�ำการศึกษาในครั้งนี้  ตลอดจนขอ

ขอบคุณนางสาวทรรทราภรณ์ เจริญพร นางสาวศุภ

จิตรา สิริตั้งไพศาล และนางสาวสุทัสชา ประทีปจินดา

วงศ์ ที่ให้ความช่วยเหลือในการทดลองครั้งนี้มาโดย

ตลอด
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NDF = Neutral detergent fiber, ADF = Acid detergent fiber, ADL = Acid detergent lignin, SEM = Standard 141 
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Figure 2Oligosaccharide of enzyme treated spent tea leaves usingthin layer chromatography method. row1 = 146 
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Figure 3 Growth comparison of L. acidophilus(A) andE. coli (B) in glucose and hydrolyzed glucose products 152 
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