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บทคัดย่อ 

 
งานวิจัยนี้ศึกษาการกระตุ้นกิจกรรมฟาโกไซติกรวมถึงชนิดและส่วนประกอบของเปปไทด์ใน

กากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis TISTR 2664 โดยกากถั่วเหลืองที่ใช้ได้รับ
จากโรงงานผลิตน้ำมันถั่วเหลืองซึ่งมีองค์ประกอบต่าง ๆ คือ โปรตีน 44.65 เปอร์เซ็นต์ น้ำมัน 1.28 
เปอร์เซ็นต์ ความชื้น 12.08 เปอร์เซ็นต์ เถ้า 6.40 เปอร์เซ็นต์ และใยอาหาร 5.54 เปอร์เซ็นต์ โดย
น้ำหนัก เมื่อผ่านการหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 แล้วตรวจสอบด้วย SDS-PAGE 
พบว่าโปรตีนส่วนใหญ่มีขนาดอยู่ในช่วง 5-29 กิโลดาลตัน และจากการวิเคราะห์ชนิดของเปปไทด์  
ด้วยวิธี liquid chromatography-mass spectrometry พบว่าประกอบด้วยเปปไทด์ 8,981 ชนิด และ 
ผลการทำนายคุณสมบัติเชิงหน้าที่ด้วยโปรแกรมชีวสารสนเทศพบว่ามีคุณสมบัติทางชีวภาพ 10 
คุณสมบัติ คือ ฤทธิ์ต้านมะเร็ง ต้านเชื้อรา ลดความดันโลหิต ต้านจุลชีพ ต้านปรสิต ต้านการอักเสบ 
ต้านไวรัส กระบวนการสื่อสารระหว่างเซลล์ การนำส่งยา และการจับจำเพาะกับเซลล์มะเร็ง โดย 
ผลการทำนายนี้จะมีประโยชน์ต่อการวางแผนการนำเปปไทด์ที่ได้ไปศึกษาเพิ่มเติมเพื่อนำไปสู่การใช้
ประโยชน์ ทั้งนี้จากการตรวจสอบด้านความเป็นพิษที่มีต่อเซลล์มาโครฟาจ RAW264.7 โดยเทคนิค 
MTT พบว่าที่ความเข้มข้น 0-25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ และที่ความเข้มข้น 
12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์กระตุ้นกิจกรรมฟาโกไซติกได้สูงสุดที่ 93.27±0.50 เปอร์เซ็นต์  
ให้ผลสูงกว่าสารควบคุมเชิงบวกอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.01) และสร้างไนตริกออกไซด์ได้ 
48.53±0.35 ไมโครโมลาร์ โดยค่าต่ำกว่าสารควบคุมเชิงบวกในทุกระดับความเข้มข้นอย่างไม่มี
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นัยสำคัญทางสถิติ ผลการศึกษานี้บ่งชี้ว่ากากถั่วเหลืองหมักมีคุณสมบัติกระตุ้นภูมิคุ้มกันซึ่งจะเป็น
แนวทางวิจัยพัฒนาต่อเพื่อการนำไปใช้ประโยชน์เป็นสารเสริมสุขภาพและเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจ
ต่อไป  

 
คำสำคัญ: กากถั่วเหลืองหมัก Bacillus subtilis กิจกรรมฟาโกไซติก เปปไทด์ 
 

Abstract 
 

This study aimed to investigate the components and activity of bioactive 
peptides derived from Bacillus subtilis TISTR 2664 fermentation of soybean meal to 
stimulate phagocytosis. Soybean meal obtained from a soybean oil factory was used as 
a raw material for fermentation. It contained 44.65% protein, 1.28% oil, 5.54% dietary 
fiber, 12.08% moisture and 6.40% ash. When fermented with B. subtilis TISTR2664 and 
examined by SDS-PAGE, most of the protein size remained in the range of 5-29 kilo Dalton 
(kDa). The 8,981 types of peptides in the fermented soybean meal were investigated  
by Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-Q-TOF-MS/MS). Ten biologically 
active peptides having the following properties were predicted: anticancer, antifungal, 
antihypertensive antimicrobial antiparasitic anti-inflammatory antivirus cell communication, 
drug delivery, and tumor homing. Interestingly, the peptides with antihypertensive 
properties were found in the highest amounts. The results of this prediction will be 
useful for planning for further laboratory trials of the peptide derived from fermented 
soybean meal to lead to its utilization. A preliminary laboratory investigation into the 
toxicity of fermented soybean meal on RAW264.7 mouse macrophages was performed 
using the MTT assay. No cytotoxicity was observed at less than or equal to 25 milligrams 
per milliliters (mg/ml), with more than 70% viability of RAW264.7 cells. Moreover, 
sample concentrations ranging from 3.13 to 25 mg/ml were investigated. The results 
showed that at a 12.5% concentration, the highest phagocytic activity was induced at 
93.27±0.50%, which was significantly higher than that of the positive control (p < 0.01). 
Nitric oxide production at 48.53±0.35 micromolar (µM) was non-significantly different 
from the positive control at all tested sample concentrations. The result of this study 
can be used as a guideline for fermented soybean meal research in immune stimulation 
for further development as a health supplement or as an added economic value. 
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บทนำ 
ปัจจุบันการบริโภคผลิตภัณฑ์อาหารจากถั่วเหลืองมีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้น  ประกอบกับการ

พัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารสู่ความยั่งยืนส่งผลให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีถั่วเหลืองเป็นองค์ประกอบหลักเพิ่มขึ้น 
เช่น น้ำมันถั่วเหลือง นมถั่วเหลือง เต้าหู้ ฯลฯ ถั่วเหลืองถือเป็นแหล่งของโปรตีนคุณภาพสูงเนื่องจาก 
มีปริมาณโปรตีนสูงถึง 36-56 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ำหนัก (Wen et al., 2022) มีกรดอะมิโนที่จำเป็นใน
สัดส่วนที่เหมาะสม ไขมัน 20 เปอร์เซ็นต์ คาร์โบไฮเดรต 35 เปอร์เซ็นต์ แร่ธาตุ 5 เปอร์เซ็นต์ ความชื้น 
10 เปอร์เซ็นต์ และสารประกอบอ่ืน ๆ เช่น กรดไขมัน วิตามิน ฟลาโวนอยด์ ไอโซฟลาโวน กรดฟีนอล 
และซาโปนิน (Medic, 2014) ดังนั้นกากถั่วเหลืองที่เหลือจากการผลิตอาหารจึงเป็นวัตถุดิบราคาถูก 
ที่หาได้ง่ายและมีคุณค่าทางอาหารสูง  

คุณสมบัติทางชีวภาพของเปปไทด์ที่ผลิตจากโปรตีนถั่วเหลืองนั้นมีความโดดเด่น ซึ่งเปปไทด์
เป็นสารอาหารที่จำเป็นที่เกิดจากการย่อยของโปรตีนด้วยเอนไซม์หรือจากการหมักด้วยจุลินทรีย์ให้มี
ขนาดโมเลกุลที่เล็กลง มีความปลอดภัยและคุณประโยชน์หลากหลาย สามารถควบคุมการทำงานของ
สรีรวิทยาหรือป้องกันโรคความเสื่อมเรื้อรัง (Chatterjee et al., 2018) ช่วยลดความดันโลหิต ภาวะ 
ไฮโปโคเลสเทอโรเลมิก ต้านอนุมูลอิสระ ต้านโรคอ้วน ต้านเบาหวาน ต้านมะเร็ง (Singh et al., 2022) 
การออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์แต่ละชนิดมีความแตกต่างกันในการทำหน้าที่ควบคุมระบบ
ทางเดินอาหาร ระบบประสาท ระบบหัวใจและหลอดเลือด ระบบภูมิคุ้มกัน การต้านอนุมูลอิสระ 
และการยับยั้งเอนไซม์ที่เปลี่ยน angiotensin I ไปเป็น angiotensin II ซึ่งเป็นสาเหตุของการเป็นโรค
ความดันโลหิตสูง (Korhonen and Pihlanto, 2006; Escudero et al., 2012; Castellano et al., 
2013) นอกจากนี้มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับเปปไทด์ที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำและมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เช่น 
เปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ในโดจากข้าวสาลีที่หมักด้วยแบคทีเรียแลกติก (Coda et al., 2012) 
เป็นต้น จากการศึกษาโครงสร้างและการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเปปไทด์ที่ได้จากการย่อยถั่วเหลือง
ด้วยเอนไซม์ พบว่าเพิ่มความสามารถของเซลล์ RAW264.7 ในการเกิดพิโนไซโทซิส (pinocytosis) 
และการสร้างไนตริกออกไซด์ Interleukin-6 (IL-6) และ TNF-𝛼 (Wen et al., 2022) นอกจากนี้ 
มีรายงานการหมักกากถั่วเหลืองด้วยจุลินทรีย์ผสม 3 สายพันธุ์ คือ Bacillus subtilis Lactobacillus 
casei และ Hansenula anomala พบว่าช่วยลดอาการท้องเสียในลูกสุกรได้ดีกว่ากลุ ่มควบคุม  
(p < 0.05) (Yuan et al., 2017) เปปไทด์ที่ได้จากถั่วเหลืองมีคุณสมบัติในการปรับสมดุลของระบบ
ภูมิคุ้มกัน ได้แก่ YPFVV MITLAIPVNKPGR MITLAIPVN HCGAPA และ GAPA (Chatterjee et al., 
 2018; Yoshikawa, 2015) ด้วยคุณสมบัติดังกล่าวของเปปไทด์จะมีผลดีโดยรวมต่อการทำงานของ
ร่างกายและสุขภาพของผู้บริโภค แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาคุณสมบัติด้านองค์ประกอบของเปปไทด์
และกลไกที่มีต่อระบบภูมิคุ้มกันยังมีปริมาณจำกัด 

คณะผู ้วิจัยจึงมีความสนใจที ่จะนำกากถั ่วเหลืองมาใช้เป็นวัตถุดิบในการหมักด้วยเชื้อ
แบคทีเรียเพื่อให้ได้เปปไทด์ เพราะเป็นวัตถุดิบที่มีโปรตีนคุณภาพสูงและมีกรดอะมิโนที่จำเป็นหลาย
ชนิดเป็นองค์ประกอบ อีกทั้งเป็นการนำเอาผลิตผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมน้ำมันพืชภายในประเทศ
มาใช้ประโยชน์ในการเพิ่มมูลค่าด้านอาหารเสริมสุขภาพ โดยงานวิจัยนี้มุ่งเน้นการศึกษาฤทธิ ์ทาง
ชีวภาพที่มีต่อระบบภูมิคุ้มกันในการกระตุ้นการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาวหรือการเกิด
กิจกรรมฟาโกไซติกของเปปไทด์ที่ได้จากการหมักกากถั่วเหลืองด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 
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2664 ที่แยกได้จากถั่วเน่าและมีคุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์โปรตีเอส รวมถึงการศึกษาลำดับกรด 
อะมิโนของเปปไทด์และชนิดของโปรตีน พร้อมการทำนายคุณสมบัติทางชีวภาพเพื่อใช้เป็นข้อมูลที่  
จะเป็นแนวทางในการพัฒนาการใช้ประโยชน์จากเปปไทด์สำหรับปรับปรุงคุณภาพของอาหารสัตว์หรือ
อาหารเสริมสุขภาพต่อไป  

 
วิธีดำเนินการวิจัย 

1. การวิเคราะห์องค์ประกอบในกากถั่วเหลืองที่ไดจ้ากอุตสาหกรรมน้ำมันพืช  
    ได้รับการสนับสนุนกากถั่วเหลืองเป็นวัตถุดิบจากบริษัท ธนากรผลิตภัณฑ์น้ำมันพืช จำกัด 

ทำการวิเคราะห์ทางเคมีด้วยวิธีตามมาตรฐาน American oil chemists’society โดยวิเคราะห์ความชื้น 
(moisture) ด้วยวิธี moisture and volatile matter forced draft oven method (AOCs Ba 2a-38) 
วิเคราะห์ปริมาณไขมัน (oil content) ด้วยวิธี moisture and volatile matter in cottonseed (AOCs 
Ba 3-38) วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนหยาบ (crude protein) ด้วยวิธี AOA 945.01 วิเคราะห์ปริมาณเยื่อใย 
(crude fiber) ด้วยวิธี AOCs official method Ba 6-84 และวิเคราะห์ปริมาณเถ้า (ash) ด้วยวิธี AOCs 
official method Ba 5a-49  

2. การเตรียมตัวอย่างกากถั่วเหลืองหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664  
    โดยนำกากถั่วเหลืองผสมด้วยน้ำกลั่นในอัตราส่วน 5 ต่อ 1 (น้ำหนักต่อปริมาตร) ผ่าน 

การฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 20 นาที (Zhang et al., 
2020) เติมหัวเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 ให้มีปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ log 6 โคโลนี
ต่อกรัม บ่มที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั ่วโมง ทำการตรวจสอบการเจริญของ 
เชื้อแบคทีเรีย จากนั้นนำตัวอย่างไปทำให้แห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dry) และปั่นละเอียด แล้วร่อน
ผ่านตะแกรง 60 เมช (mesh) จากนั้นนำไปละลายด้วยน้ำกลั่นและปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
ให้ได้ 9.5 ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000g เป็นเวลา 10 นาที ตกตะกอนด้วยความเป็นกรด-ด่าง 4.5 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000g เป็นเวลา 10 นาที และปรับให้ได้ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 นำไปทำให้
แห้งแบบเยือกแข็ง ละลายด้วยน้ำกลั่นในอัตรา 1 เปอร์เซ็นต์ (โดยน้ำหนักต่อปริมาตร) ก่อนนำไป
ทดสอบในขั ้นต่อไป และทำการศึกษาขนาดด้วยเทคนิค SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis) ในระบบ tris/tricine buffer system ด้วย 16 เปอร์เซ็นต์ 
เจลส่วนล่าง (resolving gel) 

3. การวิเคราะห์องค์ประกอบเปปไทด์และโปรตีนของกากถั่วเหลืองที่หมักด้วย เชื้อ
แบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664  

    โดยวัดปริมาณโปรตีนในตัวอย่างด้วยวิธีของ Lowry et al. (1951) โดยใช้เซรั่มอัลบมูิน 
จากวัว (bovine serum albumin) เป็นสารละลายมาตรฐาน จากนั้นละลายตัวอย่างด้วย 2x tricine 
sample buffer แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วปั่นตกตะกอนที่ 11,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที (Tachapuripunya et al., 2021) เก็บส่วนใสเพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบ 
เปปไทด์และโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ในระบบ tris/tricine buffer system ด้วย 12 เปอร์เซ็นต์ 
เจลส่วนล่าง และ 4 เปอร์เซ็นต์ เจลส่วนบน (stacking gel) จากนั้นย้อม SDS polyacrylamide gel 
ด้วยสีคูมาซีบลู (coomassie brilliant blue g) บนเครื ่องเขย่าข้ามคืน ก่อนล้างสีย้อมด้วยน้ำยา 
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destain บันทึกภาพเจล ก่อนเก็บรักษาในน้ำกลั่น ย้อมสีที ่สองด้วยสีย้อมซิลเวอร์ไนเตรท (silver 
nitrate) โดยแช่เจลในน้ำยาตรึงเซลล์ (fixative solution) เป็นเวลา 60 นาที ก่อนแช่เจลในน้ำกลั่น
ข้ามคืน แล้วล้างเจลด้วย 0.02 เปอร์เซ็นต์โซเดียมไทโอซัลเฟต (sodium thiosulfate) และตามด้วย
น้ำกลั่น จากนั้นบ่มเจลในสารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ซิลเวอร์ไนเตรท เป็นเวลา 20 นาที ล้างเจลใน 
น้ำกลั่น แล้วแช่ใน 3 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate) จนแถบโปรตีนปรากฏ 
แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย 5 เปอร์เซ็นต์กรดน้ำส้ม (acetic acid) ทำการถ่ายภาพและวิเคราะห์ภาพเจล 
เพื่อเปรียบเทียบขนาดของโปรตีนและเปปไทด์  

    การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนและเปปไทด์ด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมตรี (mass 
spectrometry) โดยการใช้วิธี 1D-SDS-PAGE ให้ตัวอย่างโปรตีนเคลื่อนที่เข้าสู ่ชั ้นของเจลส่วนล่าง 
เพียง 0.5-1.0 เซนติเมตร จากนั้นย้อมเจลด้วยสีคูมาซีบลู และล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ำยา destain 
แล้วทำการตัดแถบโปรตีนออกจากแผ่นเจล และเตรียมตัวอย่างเปปไทด์จากชิ้นเจลที่ได้ด้วยเทคนิค 
การย่อยโปรตีนในเจลด้วยเอนไซม์ทริปซิน (in-gel trypsin digestion) เพื่อให้ได้สารละลายเปปไทด์
สำหรับการวิเคราะห์ด้วย LC-Q-TOF-MS/MS แล้วทำการวิเคราะห์ข้อมูล MS/MS ion spectrum ที่ได้
ด ้วยโปรแกรม MASCOT โดยกำหนดพารามิเตอร์ enzyme = trypsin; fixed modifications = 
carbamidomethyl; variable modifications = oxidation; mass values = monoisotopic; protein 
mass = unrestricted; peptide mass tolerance = + 1.2 Da; fragment mass tolerance = + 0.6 Da; 
max missed cleavage = 1 รวมข้อมูลเปปไทด์ที่มีค่าไอออน (ions scores) มากกว่า 39 และโปรตีน
ที่ระบุชนิดได้ เพื่อเปรียบเทียบเปปไทด์และโปรตีนจากตัวอย่าง 3 ซ้ำ ทำนายคุณสมบัติของเปปไทด์  
ที่ได้ด้วยโปรแกรมทำนายทางชีวสารสนเทศซึ่งพัฒนาโดย Tachapuripunya et al. (2021) โปรแกรม
ทำนายนี้ให้หลักการของการเรียนรู้ของเครื่อง (machine learning) เป็นการเรียนรู้ของโปรแกรมดว้ย
ตัวเอง โดยพัฒนาด้วยโปรแกรม R ใช้อัลกอริทึมในการทำนายหรือจำแนกประเภทข้อมูล โดยใช้การ
คำนวณ KNN (k-nearest neighbors:) และ random forest algorithms ด้วยข้อมูลเปปไทด์จาก
ฐานข้อมูลเปปไทด์ที่ทราบคุณสมบัติทางชีวภาพจากการทดลองที่มีการเผยแพร่มาก่อน คณะผู้วิจัย
นำเปปไทด์เหล่านี้แบ่งเป็นชุดข้อมูลการฝึก (training data) และชุดข้อมูลการทดสอบ (testing data) 
โดยชุดข้อมูลการฝึกจะใช้ในการพัฒนาโมเดลเพื่อทำนายเปปไทด์แต่ละคุณสมบัติ จากนั้นนำโมเดล 
การทำนายที่ได้มาทดสอบกับชุดข้อมูลการทดสอบ เพื่อประเมินประสิทธิภาพและความแม่นยำของ
การทำนาย แล้วนำโปรแกรมที่ได้นี้มาใช้ทำนายกับเปปไทด์ที่ได้จากการย่อยกากถั่วเหลือง 

4. การทดสอบคุณสมบัติการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของตัวอย่างในระดับเซลล์ 
    ทำการเจือจางตัวอย่างทดสอบด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ 5 ระดับ เริ่มจากระดับความเข้มข้น

สูงสุดที่สามารถละลายได้ดี สำหรับตัวอย่างนี้ คือ 50 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ำหนัก แล้วทำการเจือจางต่อไป
ครั้งละ 2 เท่า คือ 50.00 25.00 12.50 6.25 3.13 และ 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ เพื่อใช้ในการ
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์และระดับความเข้มข้นที่มีความปลอดภัย โดยทำให้เซลล์มีชีวิตรอด
มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไป จะถูกนำไปใช้ในการทดสอบคุณสมบัติทางชีวภาพที่มีต่อระบบภูมิคุ้มกัน
จากการกระตุ้นให้เกิดกิจกรรมฟาโกไซติกต่อไป ซึ่งการเกิดกิจกรรมฟาโกไซติกนี้เซลล์จะมีการ
ปลดปล่อยสารไนตริกออกไซด์ออกมาด้วย ปริมาณไนตริกออกไซด์ที่มากขึ้นจะส่งผลให้เกิดการจับกิน
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สิ่งแปลกปลอมของเซลล์มาโครฟาจมากยิ่งขึ้น (Zhang et al., 2019) ทั้งนี้ทุกการทดสอบทำการ
ทดลอง 4 ซ้ำ ในทุกระดับความเข้มข้น 

    4.1 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (International Standard (ISO 10993-5), 2009) 
ทดสอบโดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด RAW264.7 (mouse macrophage cell line, 

ATCC® TIB-71™) ที่ความเข้มข้น 1 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ประเมินผลการทดสอบเชิงปริมาณ  
โดยใช้สีของสาร MTT (3-[4, 5-dimethylthiazolyl-2]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) การ
ทดสอบตรวจวัดการมีชีวิตรอดของเซลล์ แล้ววัดความเข้มของสีที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร  
สารตัวอย่างทดสอบที่สัมผัสกับเซลล์แล้วทำให้เซลล์ตายและเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของเซลล์น้อยกว่า  
70 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเซลล์กับสารควบคุมเชิงลบ (อาหารเลี้ยงเซลล์) จะจัดสาร
ตัวอย่างทดสอบนั้นว่ามีความเป็นพิษต่อเชลล์ เลือกความเข้มข้นที่ปลอดภัยนำไปศึกษาต่อ 

    4.2 การทดสอบปริมาณไนตริกออกไซด์ (Zhang et al., 2019) 
โดยเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง RAW264.7 ให้มีความเข้มข้น 2x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  

ในจานเพาะเลี้ยงขนาด 24 หลุม เมื่อครบ 24 ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เป็นอาหารชนิด DMEM 
(dulbecco’s modified eagle medium) ที่มีสารละลายตัวอย่างทดสอบที่ผสมกับสารไลโพพอลี - 
แซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide: LPS) ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (สารควบคุมเชิงบวก 
คือ สาร LPS ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารควบคุมเชิงลบ คือ ใช้สารละลายไดโคลฟีแนค 
(diclofenac) 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับ LPS แทนตัวอย่าง) บ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และ 5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ได้มา
วิเคราะห์ปริมาณไนตริกออกไซด์ ด้วยชุดทดสอบ Griess reagent kit วิเคราะห์ปริมาณไนไตรท์ (nitrite) 
โดยนำสารละลายซัลฟานิลาไมด์ (sulfanilamide) และ NED (N-(1-naphthyl) ethylenediamine 
dihydrochloride) ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15-30 นาที ใส่สารมาตรฐานไนไตรท์ในความเข้มข้นต่าง ๆ ช่วง 
0-100 ไมโครโมล หลุมละ 50 ไมโครลิตร (3 หลุม) ดูดสารละลายซัลฟานิลาไมด์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ใส่ทุกหลุม บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 5-10 นาที ดูด NED ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ทุกหลุม บ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 5-10 นาที ในที่มืด นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร โดยวัด
ภายใน 30 นาที หลังจากนั้นนำค่าดูดกลืนแสงที่วัดได้แทนแกน y และความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐานแทนแกน x นำมาทำกราฟสารละลายมาตรฐานเพื่อใช้ในการคำนวณปริมาณไนตริกออกไซด์  

    4.3 การทดสอบการเกิดกิจกรรมฟาโกไซติก (Zhang et al., 2019) 
ทำการเตรียมเซลล์เพาะเลี้ยง RAW264.7 ให้มีความเข้มข้น 2x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

ในจานเพาะเลี้ยง 24 หลุม เมื่อครบ 24 ชั่วโมง เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เป็นอาหารชนิด DMEM  
ที่มีสารละลายของตัวอย่างทดสอบ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (สารควบคุมเชิงบวก คือ เบต้ากลูแคน 
(β-glucan) ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารควบคุมเชิงลบ คือ อาหารเลี้ยงเซลล์) 
จากนั้นบ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ 5 เปอร์เซ็นต์คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกและเติมสารละลายนิวทรัลเรด (neutral red) (ความ
เข้มข้น 0.075 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตรโดยปริมาตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์) 100 ไมโครลิตร  
ต่อหลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดสารละลายนิวทรัลเรดออก 
แล้วล้างด้วยน้ำเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer saline: PBS) ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.4 
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เติมสารละลาย destain แล้ววางบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร คำนวณเปอร์เซ็นต์ของกิจกรรมฟาโกไซติกจากสมการ (1) 

 
 

เปอร์เซ็นต์กิจกรรมฟาโกไซติก 
 

= ค่าดูดกลืนแสงของตัวอย่าง 
x 100 (1) 

ค่าดูดกลืนแสงของสารควบคุมเชิงลบ 
 

    4.4 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
ทดสอบความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉลี ่ยระหว่างกลุ ่มด้วยโปรแกรม  SPSS 

version 15.0 (SPSS Inc., 2008) วิเคราะห์ความแปรปรวน one way ANOVA เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
จากผลการทดลอง 4 ซ้ำ โดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT)  

 
ผลการวิจัย 

1. ผลการศึกษาองค์ประกอบของสารอาหารในกากถั่วเหลืองและการเจริญของแบคทีเรีย
ในการเตรียมกากถั่วเหลืองหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 

    การศึกษาองค์ประกอบของสารอาหารในกากถั่วเหลืองที่นำมาใช้เป็นวัตถุดิบ พบว่า 
มีปริมาณโปรตีน 44.65 เปอร์เซ็นต์ น้ำมัน 1.28 เปอร์เซ็นต์ ความชื้น 12.08 เปอร์เซ็นต์ เถ้า 6.40 
เปอร์เซ็นต์ และใยอาหาร 5.54 เปอร์เซ็นต์ หลังจากนำกากถั่วเหลืองที่ผ่านการหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย 
B. subtilis TISTR 2664 ตามสภาวะที่กำหนด พบว่าเชื้อแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตที่ปริมาณ 10.88 
ลอการิทึมฐานสิบ (log10) ของโคโลนีต่อกรัม มีปริมาณของเปปไทด์ที่มีขนาดต่ำกว่า 3 กิโลดาลตัน 
เพิ่มขึ้น 3.5 เท่า และในปริมาณโปรตีนที่เท่ากันจะมีสัดส่วนของโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ลดลงเมื่อเทียบ
กับกากถั่วเหลืองที่ไม่ผ่านการหมัก ดังภาพที่ 1  

2. ผลการศึกษาขนาดของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในตัวอย่างกากถั่วเหลืองหมักด้วย
เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664  

    การศึกษาลักษณะโปรไฟล์โปรตีนของตัวอย่างควบคุมซึ่งเป็นกากถ่ัวเหลืองที่ผ่านการนึ่ง
ฆ่าเชื้อแต่ไม่มีการเติมเชื้อแบคทีเรีย พบว่ามีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 8.85 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
เมื่อทำการย่อยกากถั่วเหลืองด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 พบว่ามีปริมาณความเข้มข้น
ของโปรตีนเพิ่มขึ้นเท่ากับ 13.87 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การตรวจสอบคุณภาพของโปรตีนที่ได้จาก 
การย่อยด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 ดังภาพที่ 1 (ก) เลน 3 พบว่าขนาดของโปรตีนที่
ถูกย่อยไปจะอยู่ในช่วง 30-100 กิโลดาลตัน (kDa) และส่วนใหญ่จะมีขนาดอยู่ในช่วง 5-29 กิโลดาลตนั 
เมื่อเทียบกับในตัวอย่างควบคุม ดังภาพที่ 1 (ก) เลน 4 
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(ก)   (ข)   
 

 

ภาพที่ 1 รูปแบบของขนาดโปรตีนในกากถั่วเหลืองหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 
 (ก) SDS-PAGE ในระบบ tris-tricine 16.5 เปอร์เซ็นต์เจล กระแสไฟฟ้าคงที่ที่ 45 มิลลิแอมแปร์ 
 เป็นเวลา 10:30 ชั่วโมง โดยเลนที่ 1 และ 2 คือ โปรตีนมาตรฐานขนาดต่าง ๆ เลนที่ 3 คือ 
 เปปไทด์จากกากถั่วเหลืองหมัก และเลนที่ 4 คือ กากถั่วเหลืองที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแต่ไม่ได้ 
 เติมเชื้อแบคทีเรีย 
 (ข) SDS-PAGE ในระบบ tris-tricine 12.0 เปอร์เซ็นต์เจล ที่ย้อมด้วยซิลเวอร์ไนเตรทของ 
 กากถั่วเหลืองหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR2664 เพื่อใช้ศึกษาต่อด้วย LC-Q- 
 TOF-MS/MS โดยเลนที่ 1-3 คือ ตัวอย่างเปปไทด์จากกากถั่วเหลืองหมัก จำนวน 3 ซ้ำ 
 
3. ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของเปปไทด์และโปรตีนของกากถั่วเหลืองที่หมักด้วย

เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 ด้วย LC-Q-TOF-MS/MS และการทำนายชีวสารสนเทศ 
    จากการวิเคราะห์แมสสเปกโทรเมตรีของตัวอย่างกากถั่วเหลืองหมัก พบจำนวนของ 

เปปไทด์ 8,981 ชนิด เมื่อทำการเปรียบเทียบเปปไทด์ทั้งหมดด้วยวิธีการทางชีวสารสนเทศ จากลำดับ
กรดอะมิโนของเปปไทด์สามารถระบุชนิดได้ดังตารางที่ 1 และเมื่อทำนายคุณสมบัติทางชีวภาพของ
เปปไทด์ที่ได้ พบว่ามีคุณสมบัติที่ทำนายได้จำนวน 10 คุณสมบัติ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านมะเร็ง ต้านเชื้อรา  
ลดความดันโลหิต ต้านจุลชีพ ต้านปรสิต ต้านการอักเสบ ต้านไวรัส กระบวนการสื่อสารระหว่างเซลล์ 
การนำส่งยา และการจับจำเพาะกับเซลล์มะเร็ง ซึ่งเปปไทด์ที่มีจำนวนมากที่สุดมีคุณสมบัติลดความดัน
โลหิต (antihypertensive) ซึ่งผลนี้จะมีประโยชน์ต่อการพิจารณาวางแผนการนำเปปไทด์จากกาก 
ถั่วเหลืองไปทดลองทางห้องปฏิบัติการต่อเพื่อนำสู่การใช้ประโยชน์ต่อไป 
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ตารางที่ 1 ข้อมูลชนิดและลำดับของกรดอะมิโนในตัวอย่างกากถั่วเหลืองที่ผ่านการหมักด้วยเชื้อ 
  แบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 พร้อมการทำนายคุณสมบัติทางชีวภาพ ด้วยโปรแกรม 
  ทำนายทางชีวสารสนเทศ (Tachapuripunya et al., 2021) 

ฤทธิ์ทางชีวภาพ ลำดับกรดอะมิโน ชนิดของโปรตีน 
anticancer RCPLTVVQSRN (1058.79 Da) trypsin inhibitor protein 

RVVEIPGKG (742.60 Da) SET domain-containing protein 
RCPLTVVQSRN (1058.79 Da) uncharacterized protein 

antifungi KALANNTANGHATGASSSAAKARA (2041.38 Da) TLC domain-containing protein 
antihypertensive RLNGTAVNDDKV (1044.77 Da) polyadenylate-binding protein 

KCAHLPSLPKTSTRT (1307.95 Da) MADS-box domain-containing 
protein 

KTAAIPGTGDDKV (1044.80 Da) NAD(P)-bd_dom domain-
containing protein 

KLHDSGEYDKTYEKW (1585.38 Da) transporter substrate-binding 
domain-containing protein 

KDIHSGPALHSEIISKT (1602.41 Da) Fe2OG dioxygenase domain-
containing protein 

KDAMDGWFRL (1012.25 Da) trypsin inhibitor protein 
RCPLTVVQSRN (1058.79 Da) trypsin inhibitor protein 
REQDQMQAVMGTMDGIIDTVSAVHPLVPLIGLLK
PHGKL (3971.32 Da) 

PKS_ER domain-containing 
protein 

KLDHSPAQFEPAIVRS (1578.30 Da) alpha-mannosidase 
RGTSWASSILPSSNPPKS (1629.42 Da) alpha-mannosidase 
RYINVEEAEAQFRNYQMLFDYINSNPSLNAEAKF 
(3780.77 Da) 

alpha-mannosidase 

KAVAAEEARL (814.50 Da) ribosome biogenesis protein 
NOP53 

KPISLAASGKQ (814.73 Da) ribosome biogenesis protein 
NOP53 

KLLHGLSYLHGVRHLVHRD (2005.32 Da) uncharacterized protein 
KHLSDGMRDSCLPLRK (1673.45 Da) protein kinase domain-

containing protein 
RYHSHYILDTGDVIPMEIVDKV (2359.56 Da) protein kinase domain-

containing protein 
KPAVAEWIQGLQNHPDCSWYIFELLETIRDRM 
(3655.57 Da) 

protein kinase domain-
containing protein 

RVVEIPGKG (742.60 Da) SET domain-containing protein 
KSSSQSFRV (796.63 Da) patatin 
RLAVATEPRV (855.71 Da) patatin 
RPLLDFRAMAELRV (1447.20 Da) patatin 
KEMCADEDGDLMIDSAVKNVPKV (2351.79 Da) patatin 
KDAMDGWFRL (1012.23 Da) uncharacterized protein 
RCPLTVVQSRN (1058.79 Da) uncharacterized protein 



56      วารสารวิชชา มหาวทิยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช 

 

 WICHCHA JOURNAL Vol. 42 No. 2 July - December 2023 
 

ตารางที่ 1 (ต่อ) 
ฤทธิ์ทางชีวภาพ ลำดับกรดอะมิโน ชนิดของโปรตีน 

 RLERVSDDEFNNYKL (1629.41 Da) uncharacterized protein 
 KTTFWATMQSFSGTWKGPDLGTDTGPTEYSRP 

(3341.63 Da) 
glucan 1,3-beta-glucosidase 

antimicrobe KALANNTANGHATGASSSAAKARA (2041.38 Da) TLC domain-containing protein 
antiparasite KDAMDGWFRL (1012.23 Da) trypsin inhibitor protein 

RCPLTVVQSRN (1058.80 Da) trypsin inhibitor protein 
RVVEIPGKG (742.60 Da) SET domain-containing protein 
KSSSQSFRV (796.63 Da) patatin 
RPLLDFRAMAELRV (1447.20 Da) patatin 
KDAMDGWFRL (1012.23 Da) uncharacterized protein 
RCPLTVVQSRN (1058.79 Da) uncharacterized protein 

antiinflammatory KSSSQSFRV (796.63 Da) patatin 
RLAVATEPRV (855.71 Da) patatin 

antivirus RLNGTAVNDDKV (1044.77 Da) polyadenylate-binding protein 
RYINVEEAEAQFRNYQMLFDYINSNPSLNAEAKF 
(3780.77 Da) 

alpha-mannosidase 

KALANNTANGHATGASSSAAKARA (2041.38 Da) TLC domain-containing protein 
KRMGTFHEQFIVEPTSLIGCEPTSLIGCYTIVKQ 
(3697.71 Da) 

uncharacterized protein 

cell communicating KDAMDGWFRL (1012.23 Da) trypsin inhibitor protein 
drug delivering RYHSHYILDTGDVIPMEIVDKV (2359.56 Da) protein kinase domain-

containing protein 
tumor homing RYHSHYILDTGDVIPMEIVDKV (2359.56 Da) protein kinase domain-

containing protein 

  
4. การทดสอบความเป็นพิษ ฤทธิ์ในการกระตุ้นกิจกรรมฟาโกไซติก และการสร้างไนตริก 

ออกไซด์ของตัวอย่างกากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664  
    การทดสอบความเป็นพิษของกากถั่วเหลืองหมักที่มีต่อเซลล์ RAW264.7 ที่ระดับความ

เข้มข้นที่ 0-50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าที่ความเข้มข้น 3.13-25.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่มี
ความเป็นพิษ โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์อยู่ในช่วง 75.61±2.03 - 86.25±2.05 เปอร์เซ็นต์ 
ดังภาพที่ 3 ซึ่งการที่เซลล์มีชีวิตอยู่มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นไป เป็นเกณฑ์ที่ยอมรับว่าสารนั้นใน
ระดับความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบมีความปลอดภัย สามารถนำไปใช้ทดสอบในขั้นต่อไปได้   
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ภาพที่ 3 ผลของกากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 (FBS) ที่มีต่อการ 
 มีชีวิตของเซลล์  RAW264.7 โดยตัวอักษรเหนือแท่งกราฟที ่แตกต่างกัน หมายถึง ความ 
 แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.01)  

 

 
 

ภาพที่ 4 การสร้างไนตริกออกไซด์ของกากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 
 (FSB) ทดสอบในเซลล์ RAW264.7 โดยตัวอักษรเหนือแท่งกราฟที่แตกต่างกัน หมายถึง ความ 
 แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับสารควบคุมเชิงบวก (LPS) 
 

    การวิเคราะห์ปริมาณการสร้างไนตริกออกไซด์ของตัวอย่างกากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อ
แบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 ที่ระดับความเข้มข้น 0.00-25.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า 
มีการสร้างไนตริกออกไซด์ในช่วง 43.41±0.99 - 48.53±0.35 ไมโครโมลาร์ โดยที่ความเข้มข้น 3.13 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตริกออกไซด์ 43.41±0.99 ไมโครโมลาร์ เป็นปริมาณ 
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a 
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d 
e 

         สารควบคุม สารควบคุม       3.13       6.25      12.50     25.00     50.00 
             เชิงลบ     เชิงบวก 
 

ความเข้มขน้ของ FBS (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

       สารควบคุมเชิงลบ (LPS)     3.13              6.25            12.50           25.00 
 

ความเข้มขน้ของ FBS (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
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ที่ต่ำกว่าสารควบคุมเชิงบวกไลโพพอลีแซ็กคาไรด์ (LPS) ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่ง
ผลิตไนตริกออกไซด์ 53.60±3.49 ไมโครโมลาร์ ดังภาพที่ 4 และเมื่อความเข้มข้นของตัวอย่างกาก 
ถั่วเหลืองหมักสูงขึ้นเป็น 6.25-25.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้การสร้างไนตริกออกไซด์สูงขึ้น 
เพียงเล็กน้อย อยู่ในช่วง 44.79±1.49 - 48.53±0.35 ไมโครโมลาร์ โดยปริมาณไนตริกออกไซด์ที่เพิ่มขึ้น 
ไม่มีความสัมพันธ์แบบเส้นตรงกับความเข้มข้นของตัวอย่างที่เพิ่มขึ้น มีค่าแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญ
ทางสถิติ เมื่อเทียบกับสารควบคุมเชิงบวก LPS แต่สูงกว่าสารควบคุมเชิงลบ สารละลายไดโคลฟีแนค 
ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.01) ซึ่ง
สารละลายไดโคลฟีแนคกระตุ้นให้เซลล์ผลิตไนตริกออกไซด์ที่ 32.06±2.52 ไมโครโมลาร์  

    การวัดเปอร์เซ็นต์การเกิดกิจกรรมฟาโกไซติก พบว่าทุกระดับความเข้มข้นของตัวอย่าง
กากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 ที่ทำการทดสอบมีฤทธิ์ในการกระตุ้น
ให้เกิดกิจกรรมฟาโกไซติกได้ 65.43±1.24 - 93.27±0.50 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ โดยที่ความเข้มข้น 
6.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีกิจกรรมฟาโกไซติก 65.43±1.24 เปอร์เซ็นต์ โดยในช่วงความเข้มข้นจาก 
3.13 ถึง 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การเกิดกิจกรรมฟาโกไซติกสูงขึ้นอย่างมีความสัมพันธ์แปรผัน
โดยตรงกับความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้น และทุกระดับความเข้มข้นของตัวอย่างมีผลให้เกิดกิจกรรมฟาโกไซติก 
สูงกว่าสารควบคุมเชิงบวกเบต้ากลูแคนที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (p < 0.01) ดังภาพที่ 5 และที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีกิจกรรมฟาโกไซติก 
สูงสุดเท่ากับ 93.27±0.50 เปอร์เซ็นต์ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อความเข้มข้นสูงขึ้นพบว่าไม่มีผลให้เกิด
กิจกรรมฟาโกไซติกสูงขึ้น แสดงให้เห็นแนวโน้มว่าสารที่ช่วงความเข้มข้นต่ำจึงจะมีฤทธิ์ในการกระตุ้น
ระบบภูมิคุ้มกัน 

 

 
 

ภาพที่ 5 การเกิดกิจกรรมฟาโกไซติกของตัวอย่างกากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 
 TISTR 2664 (FSB) ในเซลล์ RAW264.7 โดยตัวอักษรเหนือแท่งกราฟที่แตกต่างกัน หมายถึง 
 ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.01) เมื่อเทียบกับสารควบคุมเชิงบวก  
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การอภิปรายผลการวิจัย  
จากผลการวิเคราะห์ลำดับกรดอะมิโนและชนิดของโปรตีนด้วย LC-Q-TOF-MS/MS พบว่า 

ในกากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 มีส่วนประกอบของเปปไทด์จำนวน 
8,981±30.32 ชนิด สอดคล้องกับข้อมูลของโปรตีนจากถั่วเหลือง Glycine max ที่มีข้อมูลในฐานข้อมูล
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (NCBI) และการทำนายทางชีวสารสนเทศพบเปปไทด์ที่มีผลคุณสมบัติ 
ทางชีวภาพแตกต่างกันถึง 10 คุณสมบัติที่มีผลในการช่วยส่งเสริมต่อสุขภาพ โดยเฉพาะเปปไทด์ที่มี
คุณสมบัติลดความดันโลหิตในปริมาณสูงกว่าคุณสมบัติอื่น ๆ โดยเปปไทด์ดังกล่าวอาจส่งผลต่อการ
รักษาดุลยภาพของเหลวของเซลล์เมื่อทดสอบด้วยความเข้มข้นสูงดังภาพที่ 3 สอดคล้องกับรายงานวิจัย
ของ Karaki et al. (1990) ที่พบว่าเปปไทด์จากการย่อยโปรตีนเคซีนที่ความเข้มข้นต่ำ (100 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม) สามารถลดความดันโลหิตสูงในหนูทดลองได้ ผ่านการควมคุม RAS (ranin-angiotensin 
system) เปปไทด์ที่มีคุณสมบัติลดความดันโลหิตเหล่านี้ยังอาจมีส่วนในการลดการผลิตไนตริกออกไซด์
ของเซลล์ด้วย สอดคล้องกับผลการทดลองดังภาพที่ 4 และรายงานการศึกษาของ Majumder and 
Wu (2014) อีกทั้งผลการทำนายถึงคุณสมบัติทางชีวภาพอื่น ๆ แสดงให้เห็นถึงโอกาสในการวิจัยเพื่อ
นำผลิตผลจากการย่อยกากถั่วเหลืองไปใช้ประโยชน์ในการส่งเสริมสุขภาพด้านต่าง  ๆ ได้มากยิ่งขึ้น 
เช่น การต้านจุลชีพหรือการต้านมะเร็ง นอกจากนี้เปปไทด์ที่ช่วยต้านการอักเสบอาจมีส่วนเกี่ยวข้อง 
ในกลไกของกิจกรรมฟาโกไซติกที่เพิ่มขึ้น ดังภาพที่ 5 สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Möller et al. 
(2008) ที่รายงานว่าเปปไทด์บางชนิด เช่น แลคโตเฟอร์ริน (lactoferrin) และ tuftsin สามารถเพิ่ม
กิจกรรมฟาโกไซติกของเซลล์เม็ดเลือดขาวได้ ดังนั้นผลข้างต้นบ่งชี้ถึงความจำเป็นของการทดลองใน
ห้องปฏิบัติการเพื่อทดสอบและยืนยันคุณสมบัติของเปปไทด์เหล่านี้และการศึกษาเชิงลึกต่อไปถึงกลไก
การทำงานของเปปไทด์หรือกลุ่มเปปไทด์ที่สนใจ อีกทั้งข้อมูลคุณสมบัติของเปปไทด์ที่ทำนายได้จะเป็น
แนวทางในการพัฒนาสูตรผสมของเปปไทด์เหล่านี้ให้มีคุณสมบัติตามต้องการ เช่น การแยกเป็นเปปไทด์
ชนิดเดียวบริสุทธิ์หรือสูตรผสมจากเปปไทด์มากกว่าหนึ่งชนิดที่ทำงานร่วมกันหรือเสริมกัน เป็นต้น  

ผลจากการทดสอบฤทธิ์ในการกระตุ้นให้เกิดการจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาวหรือ
กิจกรรมฟาโกไซติกของกากถั่วเหลืองหมัก พบว่าที่ความเข้มข้น 3.13-12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
ทำให้เกิดกิจกรรมฟาโกไซติกมากข้ึนเมื่อความเข้มข้นของกากถั่วเหลืองหมักสูงขึ้น โดยที่ความเข้มข้นที่ 
12.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลให้เกิดกิจกรรมฟาโกไซติกได้ในปริมาณสูงสุด และมีปริมาณลดลง
เล็กน้อยที่ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เนื่องจากเปปไทด์ในกากถั่วเหลืองหมักจะช่วยเซลล์
มาโครฟาจ RAW264.7 เกิดกระบวนการพิโนไซโทซิส ซึ่งเป็นการนำสารโมเลกุลใหญ่ในรูปสารละลาย
เข้าสู่เซลล์ได้ดีขึ้นและกระตุ้นให้มีการผลิตไนตริกออกไซด์ได้มากขึ้น (Wen et al., 2022) ด้วยกลไก
การทำงานของระบบภูมิคุ้มกันที่ตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมผ่านกระบวนการฟาโกไซโทซิส ซึ่งจะมี
การปลดปล่อยไนตริกออกไซด์ออกมาด้วย แต่งานวิจัยนี้พบว่าปริมาณการสร้างไนตริกออกไซด์ไม่มี
ความสัมพันธ์แบบเส้นตรงกับความเข้มข้นของกากถั่วเหลืองหมักที่สูงขึ้น ผลที่แตกต่างกันนี้อาจบ่งชี้ 
ถึงกลไกการทำงานที่แตกต่างกันของเปปไทด์แต่ละชนิดที่ได้จากการย่อย แต่อย่างไรก็ตามผลนี้แสดง 
ให้เห็นว่าเปปไทด์ในกากถั่วเหลืองหมักที่ความเข้มข้นในช่วงต่ำกว่า 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีฤทธิ์
ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน (immune stimulation) แต่เมื่อความเข้มข้นสูงขึ้นกิจกรรมฟาโกไซติกและ
การสร้างไนตริกออกไซด์ค่อนข้างคงที่ บ่งชี้ว่าสารตัวอย่างที่ความเข้มข้นที่ระดับสูงขึ้นมีแนวโน้มที่มี
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สัดส่วนของเปปไทด์ที่มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammation) ร่วมด้วย ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา
ของ Zhang et al. (2020) 

 
สรุปผลการวิจัย  

กากถั่วเหลืองจากการสกัดน้ำมันพืชเมื่อถูกนำมาหมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 
2664 ซึ่งเป็นเชื้อที่แยกได้จากถั่วเน่าและมีการสร้างเอนไซม์โปรติเอส ช่วยทำให้โปรตีนขนาดเล็ก  
มีปริมาณเพิ่มขึ้น และเมื่อศึกษาองค์ประกอบของเปปไทด์และการทำนายผลคุณสมบัติทางชีวภาพ 
พบว่ามีเปปไทด์ 8,981 ชนิด และมีคุณสมบัติทางชีวภาพแตกต่างกัน 10 คุณสมบัติ คือ ต้านมะเร็ง 
ต้านเชื้อรา ลดความดันโลหิต ต้านจุลชีพ ต้านปรสิต ต้านการอักเสบ ต้านไวรัส กระบวนการสื่อสาร
ระหว่างเซลล์ การนำส่งยา และการจับจำเพาะกับเซลล์มะเร็ง โดยกากถั่วเหลืองหมักที่ความเข้มข้น  
0-25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีความปลอดภัย มีเปปไทด์ที่ส่งเสริมกิจกรรมฟาโกไซติกของเซลล์มาโครฟาจ 
RAW264.7 ได้ดี โดยที่ความเข้มข้น 12.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กระตุ้นให้เกิดกิจกรรมฟาโกไซติกได้ 
93.27±0.50 เปอร์เซ็นต์ และมีการสร้างไนตริกออกไซด์ 48.53±0.35 ไมโครโมลาร์ จากคุณสมบัตินี้
และผลการทำนายทางชีวภาพบ่งชี้ว่ากากถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 2664 
มีส่วนประกอบของเปปไทด์ที่มีคุณสมบัติในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน สามารถวิจัยต่อเพื่อการพัฒนา
ไปใช้เป็นสารเสริมสุขภาพ และเพื่อการเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจจากของเหลือในกระบวนการผลิตของ
อุตสาหกรรมอาหาร  

 
ข้อเสนอแนะ  

ผลจากการศึกษานี้จะสามารถวิจัยต่อยอดเพื่อนำความรู้ทางเทคโนโลยีชีวภาพและทรัพยากร
ทางชีวภาพภายในประเทศมาใช้ให้เกิดการเพิ่มมูลค่าและการพัฒนาสารเสริมสุขภาพ โดยเฉพาะการ
ทดสอบคุณสมบัติเพิ่มเติมด้านการลดความดัน ที่ได้จากผลการทำนายชีวสารสนเทศที่พบว่ามีเปปไทด์
ที่มีคุณสมบัติด้านนี้ในปริมาณสูง 
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