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โครงการวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายมีวัตถุประสงค์เพ่ือสกัดสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟและท าเป็น
ผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผงโดยการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) พร้อมทั้งศึกษาสมบัติพรีไบ
โอติกของผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาไรด์ต่อจุลินทรีย์ในระบบล าไส้จ าลองของมนุษย์ เพ่ือยืนยันสมบัติ
ของสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟก่อนน าไปใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ นอกจากนี้การน ากากกาแฟมา
ใช้เป็นสับสเตรตในการผลิตสารพรีไบโอติกยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าและเพ่ิมคุณค่าของวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรในการน ากลับมาใช้ให้เกิดประโยชน์ตามแนวคิด zero waste อีกด้วย  
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บทสรุปผู้บริหาร 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
 ปัจจุบันนี้อาหารมีอยู่ด้วยกันหลายรูปแบบ มีการคิดค้นอาหารใหม่ๆ ขึ้นมาเพ่ือ
ตอบสนองความต้องการของผู้บริโภคทั้งในด้านรสชาติ ความทันสมัย ความสะดวกสบาย และที่
ส าคัญคือด้านคุณค่าทางโภชนาการ อาหารเพ่ือสุขภาพหรืออาหารฟังก์ชั่นเป็นอีกหนึ่งทางเลือก
ส าหรับผู้บริโภคที่รักสุขภาพ เนื่องจากมีการเติมส่วนประกอบที่มีคุณประโยชน์ต่อร่างกายเพ่ิมเติม
ลงไปในอาหารเพ่ือให้มีคุณสมบัติที่ดีต่อสุขภาพหรือเพ่ือให้ร่างกายสามารถควบคุมสภาวะบางอย่าง
ที่ผิดปกติได้ โดยมุ่งเน้นผลในการป้องกันมิใช่การรักษาโรค สารพรีไบโอติกเป็นสาร  functional 
ingredient ที่มีสมบัติเชิงหน้าที่ที่ส าคัญซึ่งนิยมใช้กันอยู่ในปัจจุบันโดยมีบทบาทในการช่วยปรับ
สมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร ช่วยเสริมสร้างภูมิคุ้มกัน และรักษาสภาวะสมดุลของ
ร่างกายได ้

โครงสร้างหลักของพรีไบโอติกเป็นสารประเภทคาร์โบไฮเดรต แบ่งได้หลายประเภท ซึ่ง
กลุ่มโอลิโกแซ็กคาร์ไรด์สายสั้นเป็นสารพรีไบโอติกกลุ่มใหญ่ที่สุด ปัจจุบันการค้นหาแหล่งวัตถุดิบ
ชนิดใหม่ที่สามารถน ามาพัฒนาเป็นสารพรีไบโอติกมีเพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะอย่างยิ่งแหล่งวัตถุดิบที่
เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรก าลังเป็นที่ได้รับความสนใจ เนื่องจากเป็น
วัสดุเหลือทิ้งที่หาได้ง่ายและมีปริมาณมาก เช่น กากชานอ้อย ฟางข้าว กากถั่วเหลือง และกาก
กาแฟ เป็นต้น อย่างไรก็ตามการน าวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรมาใช้
ประโยชน์จ าเป็นต้องมีขั้นตอนการปรับสภาพขั้นต้นวัสดุเหลือทิ้งดังกล่าวก่อน เพ่ือเพ่ิมประสิทธิ
ภาพการน าไปใช้ให้ได้ประโยชน์สูงที่สุด กากกาแฟ (spent coffee grounds, SCGs) เป็นวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส มีองค์ประกอบส่วนใหญ่
เป็นสารเฮมิเซลลูโลสจ าพวกสารประกอบแมนแนนเป็นหลัก ซึ่งสารประกอบแมนแนนสามารถถูก
ย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์แมนนาเนส ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ าตาลแมนโนโอลิโกแซ็กคาไรด์ซึ่งมี
ศักยภาพในการใช้เป็นแหล่งของสารพรีไบโอติกได้  

ดังนั้นโครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือสกัดสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟและท าเป็น
ผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผงด้วยวิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) พร้อมทั้งศึกษา
สมบัติพรีไบโอติกของผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาไรด์ต่อจุลินทรีย์ใน in vitro และในระบบล าไส้จ าลอง
ของมนุษย์เพ่ือยืนยันสมบัติของสารพรีไบโอติกก่อนน าไปใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ นอกจากนี้การ
น ากากกาแฟมาใช้เป็นสับเสตรตในการผลิตสารพรีไบโอติกยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าและเพ่ิมคุณค่าของ
วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรในการน ากลับมาใช้ให้เกิดประโยชน์ตามแนวคิด zero waste อีกด้วย 

 



 

วัตถุประสงค์การวิจัย 
 1. เพ่ือผลิตสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟโดยใช้รีคอมบิแนนท์แมนนาเนสสกัดหยาบจาก
เชื้อ Bacillus subtilis GA2(1)  
 2. เพ่ือวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของผลิตภัณฑ์พรีไบโอติกจากกากกาแฟ  

3. เพ่ือประเมินสมบัติความเป็นสารพรีไบโอติกของผลิตภัณฑ์พรีไบโอติกจากกากกาแฟต่อ
การเจริญของจุลินทรีย์ในระบบล าไส้จ าลองของมนุษย์ 
 
ระเบียบวิธีวิจัย 
 โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือสกัดสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟโดยใช้ รีคอมบิแนนท์
แมนนาเนสสกัดหยาบจากเชื้อ Bacillus subtilis GA2(1) และท าเป็นผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผง 
(lyophilized product) พร้อมทั้งท าการตรวจสอบชนิดและปริมาณของผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคา
ไรด์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี ทดสอบสมบัติพรีไบโอติกและความต้านทานในระบบทางเดินอาหาร
ใน in vitro และทดสอบสมบัติพรีไบโอติกของผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาไรด์จากกากกาแฟต่อ
จุลินทรีย์ในระบบล าไส้จ าลองของมนุษย์ ท าการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของจุลินทรีย์ gut 
microbiota ด้วยเทคนิค Next-generation sequencing (NGS) และ Real time PCR วิเคราะห์
ปริมาณกรดไขมันสายสั้นจากกระบวนการหมักด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี รวมทั้งวิเคราะห์ต้นทุน
การผลิตสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟในระดับ lab scale และศึกษาความเป็นไปได้ทาง
การตลาดสู่การพัฒนาต่อยอดในเชิงพาณิชย์ 
 
ผลการวิจัย 

การเตรียมสารสกัดสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟท าได้โดยการย่อยกากกาแฟปรับสภาพ
ขั้นต้นด้วยด่างโดยใช้รีคอมบิแนนท์แมนนาเนสสกัดหยาบจากเชื้อ Bacillus subtilis GA2(1) 
จากนั้นเตรียมเป็นผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผง (lyophilized product, LP) แล้วน าไปวิเคราะห์สมบัติ
ต่างๆ จากการวิเคราะห์ชนิดของผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาร์ไรด์ที่ได้จากการย่อยสลายกากกาแฟใน
รูปแบบสารละลาย (non-lyophilized product, NP) และรูปแบบผงด้วยเทคนิค TLC ซึ่งเป็นการ
วิเคราะห์เชิงคุณภาพ พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกทั้ง 2 รูปแบบ ประกอบด้วยน้ าตาลแมนโนส (M1) 
แมนโนไบโอส (M2) และแมนโนไตรโอส (M3) ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความจ าเพาะในการท างานของรี
คอมบิแนนท์แมนนาเนสจากเชื้อ Bacillus subtilis GA2(1) ซึ่งมีรูปแบบการท างานแบบย่อยสลาย
ภายในสายของกากกาแฟปรับสภาพซึ่งเป็นสับสเตรตของเอนไซม์  

การวิเคราะห์ชนิดของผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาร์ไรด์ด้วยเทคนิค HPAEC-PAD ซึ่งเป็น
เทคนิคที่มีความละเอียดสูงสามารถวิเคราะห์น้ าตาลทั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณได้ และยัง



 

สามารถตรวจพบผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นได้แม้สารจะมีปริมาณต่ าได้อย่างมีประสิทธิภาพ จากผลการ
วิเคราะห์พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟทั้ง 2 รูปแบบ เป็นสารกลุ่มแมนโนโอลิโกแซ็กคาร์
ไรด์ ซึ่งมีน้ าตาลแมนโนส (M1) แมนโนไบโอส (M2) และแมนโนไตรโอส (M3) เป็นองค์ประกอบ
หลัก ซึ่งเมื่อพิจารณาปริมาณของตัวอย่างสารสกัดจากกากกาแฟในรูปแบบผง (lyophilized) 
พบว่ามีปริมาณน้ าตาล M1, M2 และ M3 มากกว่าปริมาณน้ าตาลในตัวอย่างสารสกัดในรูปแบบ
สารละลาย (non-lyophilized) คิดเป็น 4.7, 15.1 และ 8.3 เท่าตามล าดับ นอกจากนี้ตัวอย่างใน
รูปแบบผงยังตรวจพบปริมาณน้ าตาลแมนโนเตตระโอส (M4) แมนโนเพนตะโอส (M5) และแมนโน
เฮกซะโอส (M6) อีกด้วย  
 ผลการศึกษาความต้านทานของสารพรีไบโอติกภายใต้สภาวะทางเดินอาหารจ าลอง
ส่วนบนใน in vitro พบว่าผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาไรด์ทั้ง 2 รูปแบบ สามารถทนต่อการย่อยด้วย
แอลฟา-อะไมเลส ซึ่งแทนสภาวะในช่องปากได้ดีเทียบเท่ากับสารพรีไบโอติกทางการค้า โดยสาร
สกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟในรูปแบบสารละลายมีความต้านทานสูงที่สุดโดยถูกย่อยสลายเพียง 
1.48 เปอร์เซ็นต์ ผลการศึกษาความต้านทานต่อกรดไฮโดรคลอริกซึ่งแทนสภาวะในกระเพาะ
อาหาร พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกในรูปแบบผงมีความต้านทานสูงที่สุดโดยถูกย่อยสลายเพียง 16.7 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีความต้านทานมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับพรีไบโอติกทางการค้า ส าหรับผล
การศึกษาการต้านทานต่อสารสกัด bile extract ซึ่งแทนสภาะวะในล าไส้เล็ก พบว่าอัตราการถูก
ย่อยสลายเพ่ิมขึ้นอย่างช้า ๆ ใน ชั่วโมงแรกของการศึกษา และเมื่อสิ้นสุดระยะเวลาการทดสอบ
พบว่าเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายของสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟทั้งสองรูปแบบ ไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเมื่อพิจารณาภาพรวมของการย่อยสลายทั้งหมด (Total 
hydrolysis) พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกในรูปแบบผงมีความต้านทานต่อสภาวะทางเดินอาหาร
ตอนต้นมากที่สุดโดยมีการย่อยสลายทั้งหมดเพียง 25.25 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่พรีไบโอติกทาง
การค้า GOS มีความต้านทานต่อสภาวะทางเดินอาหารตอนต้นต่ าที่สุดโดยมีการย่อยสลายทั้งหมด 
34.43 เปอร์เซ็นต์  
 ผลการศึกษาสมบัติพรีไบโอติกของสารสกัดจากกากกาแฟต่อการเจริญของจุลินทรีย์
แบคทีเรียกรดแล็กติก 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, Lb. casei 
TISTR 1463 และ Lb. plantarum TISTR 1465 พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟทั้งใน
รูปแบบผง และรูปแบบสารละลายสามารถกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกได้ทั้ง 3    
สายพันธุ์ และเทียบเท่ากับสารพรีไบโอติก FOS และ MOS ทางการค้า โดยสารสกัดพรีไบโอติก
จากกากกาแฟในรูปแบบผงแสดงค่ากิจกรรมส่งเสริมการเจริญต่อเชื้อ Lb. acidophilus TISTR 
1338 มากที่สุดเท่ากับ 3.46 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสารสกัดพรีไบโอติกในรูปแบบสารละลายแสดงค่า
กิจกรรมส่งเสริมการเจริญต่อเชื้อ Lb. plantarum TISTR 1465 มากที่สุดเท่ากับ 5.23 เปอร์เซ็นต์ 



 

แสดงให้เห็นว่าผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ได้จากการย่อยกากกาแฟที่ปรับสภาพขั้นต้นสามารถ
ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียกรดแล็กติกซึ่งเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มี
ประโยชน์ได ้
 ส าหรับการทดสอบการยับยั้งของสารพรีไบโอติกต่อแบคทีเรียกลุ่มก่อโรคจ านวน 3      
ส า ย พัน ธุ์  ไ ด้ แ ก่  Bacillus cereus ATCC 11778, E. coli ATCC 25922 และ  Salmonella 
Paratyphi DMST 15673 พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟในรูปแบบผงสามารถยับยั้งการ
เจริญของ B. cereus ATCC 11778 ได้เทียบเท่ากับสารพรีไบโอติก MOS ทางการค้า และสามารถ
ยับยั้งการเจริญของ E. coli ATCC 25922 และ S. Paratyphi DMST 15673 โดยแสดงค่าการ
เจริญที่ลดลงของเชื้อทดสอบมากที่สุดเมื่อเทียบกับชุดทดลองอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.001) 
และแสดงค่ากิจกรรมการยับยั้งเท่ากับ 26.92 และ 29.87 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส าหรับสารสกัดพ
รีไบโอติกจากกากกาแฟในรูปแบบสารละลายสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบทั้ง 3 ชนิดได้
เช่นกัน โดยสามารถยับยั้งเชื้อ E. coli ATCC 25922 ได้ดีที่สุด แสดงค่ากิจกรรมการยับยั้งเท่ากับ 
25.16 เปอร์เซ็นต์ 

ผลการทดสอบสมบัติพรีไบโอติกในระบบถังหมักล าไส้จ าลอง (gut model) โดยการ
วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารกลุ่มต่างๆ ด้วยวิธี Real-time PCR 
ได้แก่ Bifidobacterium spp.,  Lactobacillus และ Enterobacteriaceae พบว่าเมื่อเริ่มต้น
ชั่วโมงที่ 0 ในแต่ละถังหมักมีปริมาณจุลินทรีย์ทั้ง 3 กลุ่ม ใกล้เคียงกัน แต่เมื่อสิ้นสุดกระบวนการ
หมักที่ 24 ชั่วโมง พบว่าในถังหมักที่มีการเติมสารพรีไบโอติก FOS ทางการค้า สามารถสนับสนุน
การเจริญเติบโตของเชื้อในกลุ่ม Bifidobacterium spp. ได้มากท่ีสุดโดยแสดงค่าการเจริญของเชื้อ
เพ่ิมขึ้น 1.32 log copy number/ml รองลงไปเป็นถังหมักที่เติมสารสกัดพรีไบโอติกจากกาก
กาแฟทั้งสองชนิดในรูปผงแห้ง และสารละลายโดยมีค่าการเจริญของเชื้อเพ่ิมขึ้น 0.78 และ 0.08 
log copy number/ml ในขณะที่ถังหมักชุดควบคุมและถังหมักที่ เติมสารพรีไบโอติก MOS       
ทางการค้า ไม่พบการเจริญที่เพ่ิมข้ึนของเชื้อกลุ่ม Bifidobacterium spp.  

ส าหรับผลการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม Lactobacillus พบว่า
ถังหมักล าไส้จ าลองที่เติมตัวอย่างสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟในรูปแบบผงมีการส่งเสริมการ
เจริญของเชื้อมากที่สุด โดยมีค่าการเจริญของเชื้อเพ่ิมขึ้น 3.02 log copy number/ml รองลงไป
เป็นถังหมักที่มีการเติมสารพรีไบโอติก FOS ทางการค้า โดยมีค่าการเจริญของเชื้อเพ่ิมขึ้น 0.87    
log copy number/ml ในขณะที่ ถั ง หมั ก อ่ืนๆ  ไม่พบการ เ จ ริญที่ เ พ่ิ มขึ้ น ของ เ ชื้ อกลุ่ ม 
Lactobacillus จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟในรูปแบบผง
สามารถส่งเสริมการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มที่มีประโยชน์ได้ ส าหรับผลการวิเคราะห์การ
เปลี่ยนแปลงของเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม Enterobacteriaceae พบว่ามีการเจริญของกลุ่มเชื้อนี้



 

เพ่ิมขึ้นใกล้เคียงกันทุกถังหมักอยู่ในช่วง 1.03-1.7 log copy number/ml และปริมาณเชื้อไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 

ส าหรับผลการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ในระบบล าไส้จ าลองเมื่อวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค Next-generation sequencing (NGS) พบการเปลี่ยนแปลงของเชื้อในระดับไฟลัม
และแฟมิลีเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักที่เวลา 24 ชั่วโมง โดยถังหมักทีมีการเติมสารพรีไบโอติก 
FOS ทางการค้า พบว่ามีผลท าให้จุลินทรีย์ในไฟลัม Actinobacteria เพ่ิมขึ้นและมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับถังหมักชุดอ่ืน ๆ นอกจากนี้พบว่าถังหมักที่มีการเติมสารพรีไบโอติก 
FOS และ MOS ทางการค้า มีผลท าให้จุลินทรีย์ในไฟลัม Firmicutes เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ถังหมักชุด
อ่ืนๆ มีปริมาณเชื้อลดลง ส าหรับการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ในไฟลัมอ่ืนๆ พบว่ามีแนวโน้มไปใน
ทิศทางเดียวกันทุกถังหมัก 

ส าหรับผลการวิเคราะห์ในระดับแฟมิลีพบว่าเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักที่เวลา 24 ชั่วโมง 
ถังหมักล าไส้จ าลองที่เติมสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟในรูปแบบผงและสารละลายสามารถ
กระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์ Bacteroidaceae ได้ ในขณะที่ถังหมักชุดอ่ืนๆ มีปริมาณเชื้อลดลง 
นอกจากนี้พบว่าถังหมักที่เติมสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟทั้ง 2 ชนิด สามารถส่งเสริมการ
เจริญของเชื้อกลุ่ม Streptococcaceae ได้เช่นเดียวกับถังหมักชุดที่เติมสารพรีไบโอติก FOS      
ทางการค้า ในขณะที่ถังหมักชุดอ่ืนๆ มีปริมาณเชื้อลดลง ส าหรับการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ 
Bifidobacteriaceae และ Lactobacillaceae พบว่ าถั งหมักที่ เ ติ มสารพรี ไบโอติก  FOS           
ทางการค้า สามารถกระตุ้นการเจริญของเชื้อได้ดีที่สุด ส าหรับเชื้อในกลุ่ม Enterobacteriaceae 
พบว่ามีปริมาณเพ่ิมข้ึนในทุกถังหมัก 
 ผลการวิ เคราะห์การผลิตกรดไขมันสายสั้น ( short chain fatty acid, SCFA) โดย
เชื้อจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารในถังหมักระบบล าไส้จ าลองที่เติมสารพรีไบโอติกชนิดต่างๆ 
พบว่าเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักในชั่วโมงที่ 24 ทุกถังหมักมีปริมาณกรดไขมันสายสั้นเพ่ิมขึ้น
ยกเว้นกรดแล็กติกที่มีแนวโน้มลดลง โดยพบกรดอะซิติกมีปริมาณเพ่ิมขึ้นมากที่สุดในทุกถังหมัก 
รองลงไปเป็นกรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก แสดงให้เห็นว่าเชื้อจุลินทรีย์ในล าไส้สามารถใช้
สารพรีไบโอติกจากกากกาแฟทั้งในรูปผงแบบผงและรูปแบบสารละลายเป็นสับเสตรทในกระบวน
การหมักได้และมีการผลิตกรดไขมันสายสั้นเป็นสารเมทาบอไลต์  

เมื่อประเมินความคุ้มค่าทางเศรษฐศาสตร์ส าหรับการผลิตสารสกัดพรีไบโอติกจากกาก
กาแฟแบบรูปแบบผงแห้งในระดับ lab scale โดยเริ่มต้นจากใช้วัสดุเหลือทิ้งกากกาแฟแห้งปริมาณ 
100 กรัม เมื่อผ่านกระบวนการสกัดจะได้ผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผงปริมาณ 40 กรัม เมื่อค านวณ
จุดคุ้มทุนที่ก าลังการผลิต 100 กิโลกรัม โดยท าการบรรจุถุงละ 100 กรัม จ านวน 1,000 ถุง จะต้อง
ตั้งราคาขายถุงละ 391.15 บาท จึงจะคุ้มทุน เมื่อค านวณผลตอบแทนจากการจ าหน่ายที่ 1,000 ถุง 



 

ขนาดบรรจุถุงละ 100 กรัม โดยยึดขายในราคา ณ จุดคุ้มทุนบวกกับ 20 เปอร์เซ็น ต์ จะต้อง
จ าหน่ายในราคาถุงละ 469.38 บาท จึงจะได้ก าไลเฉลี่ยถุงละ 78.23 บาท โดยตามท้องตลาดมีการ
ขายสารพรีไบโอติกอยู่ในราคาตั้งแต่กิโลกรัมละ 650 จนถึงประมาณ 2,200 บาท (65-220 บาทต่อ 
100 กรัม) ซึ่งพบว่าราคาขายต่อถุงของสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟในโครงการวิจัยนี้ยังสูง
กว่าที่ขายอยู่ในท้องตลาดประมาณ 2 เท่า ดังนั้นในอนาคตหากต้องการขยายก าลังการผลิตเพ่ิมขึ้น
จากระดับ lab scale สู่ระดับ pilot scale หรือระดับ commercial scale เพ่ือจ าหน่ายนั้น 
จะต้องมีการลดต้นทุนโดยอาจปรับเปลี่ยนแหล่งของอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีบางตัวบางชนิดที่
ส่งผลให้ต้นทุนมีราคาสูง เพ่ือสร้างผลก าไรและเพ่ิมประสิทธิภาพการแข่งขันด้านราคากับสินค้าใน
ตลาดทั้งในประเทศหรือน าเข้าจากต่างประเทศได้ และจ าเป็นต้องมีการศึกษาความเหมาะสม
ทางด้านเศรษฐศาสตร์ในเชิงลึกเพ่ือประกอบการตัดสินใจในการลงทุนต่อไป 

 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

การเตรียมสารสกัดสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟในโครงการวิจัยนี้ท าโดยการย่อยกาก
กาแฟปรับสภาพขั้นต้นด้วยด่างโดยใช้รีคอมบิแนนท์แมนนาเนสสกัดหยาบจากเชื้อ Bacillus 
subtilis GA2(1) จากนั้นท าเป็นผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผงแห้งได้ผลิตภัณฑ์แมนโนโอลิโกแซ็กคาร์ไรด์
ที่ประกอบด้วยน้ าตาลแมนโนส (M1) แมนโนไบโอส (M2) แมนโนไตรโอส (M3) แมนโนเตตระโอส 
(M4) แมนโนเพนตะโอส (M5) และแมนโนเฮกซะโอส (M6) ผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาร์ไรด์ดังกล่าว
แสดงสมบัติพรีไบโอติกที่ส าคัญได้แก่ สามารถต้านทานการย่อยในระบบทางเดินอาหารตอนต้น 
และสามารถกระตุ้นการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในระบบทางเดินอาหารได้ ดังนั้นสาร
สกัดจากกากกาแฟที่ได้จากงานวิจัยนี้จึงมีศักยภาพในการใช้เป็นแหล่งของสารพรีไบโอติกเพ่ือใช้
เป็นส่วนผสมในอาหารฟังก์ชั่นหรืออาหารเพ่ือสุขภาพได้ ซึ่งการน ากากกาแฟมาใช้เป็นสับสเตรตใน
การผลิตสารพรีไบโอติกเป็นการเพ่ิมมูลค่าและเพ่ิมคุณค่าของวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรในการน า
กลับมาใช้ให้เกิดประโยชน์ตามแนวคิด zero waste อีกด้วย อย่างไรก็ตามการขยายก าลังการผลิต
สารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟจากระดับ lab scale สู่การต่อยอดเชิงพาณิชย์ในอนาคตนั้น
จ าเป็นต้องมีการปรับเปลี่ยนต้นทุนของวัตถุดิบบางชนิดโดยเฉพาะอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีเพ่ือ
ลดต้นทุนการผลิต เพ่ือสร้างผลก าไรและเพ่ิมประสิทธิภาพการแข่งขันด้านราคากับสินค้าในตลาด
ทั้งในประเทศหรือน าเข้าจากต่างประเทศได้  

 
 
 
 



 

บทคัดย่อ 
 
 กากกาแฟ เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตรประเภทลิกโนเซลลูโลส 
มีองค์ประกอบส่วนใหญ่ เป็นสารเฮมิ เซลลู โลสจ าพวกสารประกอบแมนแนนเป็นหลัก                   
ซึ่งสารประกอบแมนแนนสามารถถูกย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์แมนนาเนส ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ าตาล
แมนโนโอลิโกแซ็กคาไรด์ซึ่งมีสมบัติของสารพรีไบโอติก งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสมบัติ  
พรีไบโอติกของผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาร์ไรด์ที่ได้จากกากกาแฟต่อจุลินทรีย์ในระบบล าไส้จ าลอง
ของมนุษย์ ซึ่งการเตรียมสารสกัดสารพรีไบโอติกจากกากกาแฟท าได้โดยการย่อยกากกาแฟปรับ
สภาพขั้นต้นด้วยด่างโดยใช้รีคอมบิแนนท์แมนนาเนสสกัดหยาบจากเชื้อ Bacillus subtilis GA2(1) 
แล้วเตรียมเป็นผลิตภัณฑ์ในรูปผงแห้งโดยเทคนิคการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง จากนั้นตรวจสอบ
ชนิดและปริมาณของผลิตภัณฑ์โดยใช้วิธี HPAEC-PAD พบว่าผลิตภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาร์ไรด์จากกาก
กาแฟมีน้ าตาลแมนโนส แมนโนไบโอส และแมนโนไตรโอส เป็นสารประกอบหลัก และมีน้ าตาล
แมนโนเตตระโอส แมนโนเพนตะโอส และแมนโนเฮกซะโอส เป็นสารประกอบรอง ผลการศึกษา
ความต้านทานของสารพรีไบโอติกในสภาวะจ าลองการย่อยของระบบทางเดินอาหารพบว่า         
สารสกัดพรีไบโอติกในรูปแบบผงมีความต้านทานต่อสภาวะทางเดินอาหารตอนต้นมากที่สุดโดยมี
ค่าการย่อยสลายทั้งหมดต่ าที่สุดเท่ากับ 25.25 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่พรีไบโอติก FOS และ MOS 
ทางการค้ามีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายสูงกว่ามีค่าประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ ผลการศึกษาสมบัติพรีไบ
โอติกเมื่อทดสอบกับเชื้อชนิดเดี่ยวพบว่า สารสกัดจากกากกาแฟสามารถกระตุ้นการเจริญของเชื้อ
ทดสอบ กลุ่มแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, 
Lb. casei TISTR 1463 และ Lb. plantarum TISTR 1465 และเมื่อทดสอบสมบัติของสารพรี
ไบโอติกเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในระบบถังหมักล าไส้จ าลองและตรวจสอบด้วยวิธี Real-time 
PCR พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกจากกากกาแฟสามารถกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่ม 
Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. ได้ดีกว่า และเมื่อวิเคราะห์จุลินทรีย์ด้วยวิธี 
next generation sequencing พบว่าสารสกัดพรีไบโอติกนี้สามารถกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์
กลุ่ม Bacteroidaceae และ Streptococcaceae ได้ดีกว่าชุดควบคุม และยังพบการผลิตกรด
ไขมันสายสั้นโดยพบกรดอะซิติกมีปริมาณเพ่ิมขึ้นมากที่สุด รองลงไปเป็นกรดโพรพิโอนิก และกรด
บิวทิริก จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากกากกาแฟที่ได้จากงานวิจัยนี้มีศักยภาพในการ
ใช้เป็นแหล่งของสารพรีไบโอติกเพ่ือใช้เป็นส่วนผสมในอาหารฟังก์ชั่นหรืออาหารเพ่ือสุขภาพได้ 
 
ค าส าคัญ กากกาแฟ แมนโนโอลิโกแซ็กคาร์ไรด์ พรีไบโอติก ระบบถังหมักล าไส้จ าลอง  

 



 

Abstract 
 

Spent coffee grounds (SCGs) are lignocellulose agricultural and agro-industrial 
waste materials. Most of the constituents are hemicellulose compounds such as 
mannan compounds. Mannan compounds can be degraded by mannanase resulting 
manno-oligosaccharide product, which has prebiotics properties. The aim of this 
research was to study the prebiotic properties of oligosaccharides derived from SCG 
on the human gut microbiota. The recombinant mannanase from Bacillus subtilis 
GA2(1) effectively hydrolyzed pretreated spent coffee grounds (SCG) and then as a 
lyophilized product with freeze-drying technique. The oligosaccharides from SCG 
contained mainly mannose (M1), mannobiose (M2) and mannotriose (M3). The 
lyophilized SCG had the lowest total hydrolysis levels of 25.2%, while commercial 
FOS and MOS had higher degradation percentage. The study of the prebiotic 
property on single strain found that lyophilized SCG can stimulate the growth of LAB 
such as Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, Lb. casei TISTR 1463 and Lb. 
plantarum TISTR 1465. The study of the prebiotic property on human gut microbiota 
of the lyophilized SCG compared with the control in gut model was analyzed by 
Real-time PCR and NGS. The result found that the lyophilized SCG were able to 
stimulate the growth of microorganisms: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., 
Bacteroidaceae and Streptococcaceae. In addition, short-chain fatty acid production 
was found in gut model with the greatest increase in acetic acid content followed 
by propionic acid and butyric acid. The result of this study reveals that the 
lyophilized SCG has the potential source of prebiotic substances for use as functional 
food ingredients.  
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สรุปรายละเอยีดผลงานวจิยั 

 
 กากกาแฟ (Spent coffee grounds, SCGs) เป็นวัสดุเหลอืทิง้ทางการเกษตรและอุตสาหกรรม

เกษตรประเภทลกิโนเซลลูโลส มอีงคป์ระกอบสว่นใหญ่เป็นสารเฮมเิซลลูโลสจ าพวกสารประกอบแมน
แนนเป็นหลัก ซึง่สารประกอบแมนแนนสามารถถูกย่อยสลายไดด้ว้ยเอนไซมแ์มนนาเนส ไดผ้ลติภัณฑเ์ป็น

น ้าตาลแมนโนโอลโิกแซ็กคาไรดซ์ึง่มศีักยภาพในการใชเ้ป็นแหลง่ของสารพรไีบโอตกิได ้โครงการวจัิยนี้

มวีัตถุประสงคเ์พื่อสกัดสารพรีไบโอตกิจากกากกาแฟโดยใชร้ีคอมบแินทแ์มนนาเนสสกัดหยาบจากเชือ้ 
Bacillus subtilis GA2(1) และท าเป็นผลิตภัณฑ์ในรูปแบบผง (lyophilized product) พรอ้มทัง้ท าการ

ตรวจสอบชนิดและปริมาณของผลติภัณฑ์โอลิโกแซ็กคาไรด์ดว้ยเทคนิค HPAEC-PAD และทดสอบ
สมบัติพรีไบโอติกดา้นความสามารถตา้นทานการย่อยในสภาวะจ าลองระบบทางเดินอาหาร และ

ความสามารถในการสง่เสรมิการเจรญิของจุลนิทรยีใ์นระบบล าไสจ้ าลองของมนุษย ์รวมทัง้วเิคราะหต์น้ทนุ
การผลติสารสกัดพรไีบโอตกิจากกากกาแฟในระดับ lab scale และศกึษาความเป็นไปไดท้างการตลาดสู่

การพัฒนาตอ่ยอดในเชงิพาณชิย ์

ผลการศกึษาครัง้นี้สามารถเตรียมสารสกัดพรีไบโอตกิจากกากกาแฟไดโ้ดยการย่อยกากกาแฟ
ปรับสภาพขัน้ตน้ดว้ยด่างโดยใชร้ีคอมบแินทแ์มนนาเนสสกัดหยาบทีจ่ากเชือ้ Bacillus subtilis GA2(1) 

จากนัน้ท าเป็นผลติภัณฑใ์นรูปแบบผงแหง้ (lyophilized product) ไดผ้ลติภัณฑพ์รไีบโอตกิชนดิแมนโน
โอลโิกแซ็กคาร์ไรด ์(MOS) ทีป่ระกอบดว้ยน ้าตาลแมนโนส (M1) แมนโนไบโอส (M2) แมนโนไตรโอส 

(M3) แมนโนเตตระโอส (M4) แมนโนเพนตะโอส (M5) และแมนโนเฮกซะโอส (M6) ผลติภัณฑโ์อลิ

โกแซ็กคารไ์รดด์ังกลา่วแสดงสมบัตพิรไีบโอตกิทีส่ าคัญไดแ้ก ่สามารถตา้นทานการย่อยในระบบทางเดนิ
อาหารตอนตน้ และสามารถกระตุน้การเจรญิของเชือ้จุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชนใ์นระบบทางเดนิอาหารได ้ 

ผลการศกึษาความตา้นทานของสารพรีไบโอตกิในสภาวะจ าลองการย่อยของระบบทางเดนิ
อาหารพบวา่ สารสกัดพรไีบโอตกิในรูปแบบผงแหง้มคีวามตา้นทานต่อสภาวะทางเดนิอาหารตอนตน้มาก

ทีส่ดุโดยมคีา่การยอ่ยสลายทัง้หมดต า่ทีส่ดุเทา่กบั 25.25 เปอรเ์ซ็นต ์ในขณะทีส่ารพรไีบโอตกิ FOS และ 
MOS ทางการคา้มเีปอรเ์ซ็นตก์ารยอ่ยสลายสงูกวา่มคีา่ประมาณ 30 เปอรเ์ซ็นต ์ 

ผลการศกึษาสมบัตพิรไีบโอตกิเมือ่ทดสอบกับเชือ้แบบชนดิเดีย่วพบวา่ สารสกัดพรไีบโอตกิจาก

กากกาแฟนี้สามารถกระตุน้การเจริญของเชือ้ทดสอบ กลุ่มแบคทีเรียกรดแล็กติกทัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, Lb. casei TISTR 1463 และ  Lb. plantarum TISTR 1465 

และเมือ่ทดสอบสมบัตขิองสารพรีไบโอตกิเปรียบเทยีบกับชุดควบคุมในระบบถังหมักล าไสจ้ าลองและ
ตรวจสอบดว้ยวธิ ีReal-time PCR พบว่าสารสกัดพรไีบโอตกิจากกากกาแฟสามารถกระตุน้การเจรญิของ

จลุนิทรยีก์ลุม่ Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. ไดด้กีวา่ และเมือ่วเิคราะหจ์ลุนิทรยีด์ว้ยวธิ ี

Next-generation sequencing (NGS) พบวา่สารสกัดพรไีบโอตกินี้สามารถกระตุน้การเจรญิของจุลนิทรยี์
กลุม่ Bacteroidaceae และ Streptococcaceae ไดด้กีวา่ชดุควบคมุ และยังพบการผลติกรดไขมันสายสัน้

ดว้ยโดยพบกรดอะซติกิมปีรมิาณเพิม่ขึน้มากทีส่ดุ รองลงไปเป็นกรดโพรพโิอนกิ และกรดบวิทริกิ  
จากผลการศกึษาแสดงใหเ้ห็นสารสกัดจากกากกาแฟทีไ่ดจ้ากงานวจัิยนี้จงึมศีักยภาพในการใช ้

เป็นแหล่งของสารพรีไบโอตกิเพือ่ใชเ้ป็นสว่นผสมในอาหารฟังกช์ัน่หรอือาหารเพื่อสขุภาพได ้ซึง่การน า

กากกาแฟมาใชเ้ป็นสบัสเตรตในการผลติสารพรีไบโอตกิเป็นการเพิม่มูลคา่และเพิม่คุณคา่ของวัสดเุหลอื
ทิง้ทางการเกษตรในการน ากลับมาใชใ้หเ้กดิประโยชน์ตามแนวคดิ zero waste อกีดว้ย อย่างไรก็ตามการ

ขยายก าลงัการผลติสารสกัดพรไีบโอตกิจากกากกาแฟในการต่อยอดสูเ่ชงิพาณิชยใ์นอนาคตจ าเป็นตอ้งมี
การปรับเปลีย่นตน้ทนุของวัตถุดบิบางชนดิโดยเฉพาะอาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมเีพื่อลดตน้ทนุการผลติ 

เพื่อสรา้งผลก าไรและเพิม่ประสทิธภิาพการแข่งขันดา้นราคากับสนิคา้ในตลาดทัง้ในประเทศหรอืน าเขา้
จากตา่งประเทศได ้ 
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สรุปรายละเอยีดผลงานวจิยั 

 
สารสกัดพรีไบโอตกิในโครงการวจิัยนี้เตรียมไดจ้ากการย่อยกากกาแฟปรับสภาพขัน้ตน้โดยใช ้              

รีคอมบแินทแ์มนนาเนสสกัดหยาบจากเชือ้ Bacillus subtilis GA2(1) ไดผ้ลติภัณฑแ์มนโนโอลโิกแซ็ก

คาร์ไรดท์ีแ่สดงสมบัตพิรีไบโอตกิทีส่ าคัญ ไดแ้ก่ ความสามารถตา้นทานการย่อยในสภาวะจ าลองระบบ
ทางเดนิอาหารตอนตน้ และความสามารถกระตุน้การเจรญิของเชือ้จุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์ในระบบทางเดนิ

อาหาร ดังนั้นสารสกัดจากกากกาแฟที่ไดจ้ากงานวิจัยนี้จึงมีศักยภาพในการใชเ้ป็นแหล่งของสาร                          
พรไีบโอตกิเพือ่ใชเ้ป็นสว่นผสมในอาหารฟังกช์ัน่หรอือาหารเพือ่สขุภาพได ้ 
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สรุปรายละเอียดผลงานวิจัยเป็นภาพ info graphic 
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