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บทคัดยอ 

 
เมล็ดถ่ัวเหลืองสายพันธุเชียงใหม60 และถั่วเขียวสายพนัธุชัยนาท36 ถูกพบวามีน้ําตาลโอลิ

โกแซคคารไรดกลุมราฟฟโนส (Raffinose family oligosaccharides; RFOs) สะสมอยูเปนจํานวน
มาก ซ่ึงน้ําตาลกลุมนี้มีคุณสมบัติเปนสารพรีไบโอติกที่สามารถกระตุนการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียโปรไบโอติกไดหลายสายพันธุ ดังนั้นจึงมกีารประยุกตนําน้ําตาล RFOs ที่เตรียมไดจาก
เมล็ดถ่ัวทั้งสองสายพันธุมาใชเปนสวนประกอบในการผลิตไอศกรีมซินไบโอติกจากนมววัโดยมี
การเติมเชื้อแบคทเีรีย Lactobacillus lactis ลงไปรวมดวย ผลการวิจยัพบวาไอศกรมีซินไบโอติกที่
เตรียมขึ้นนีย้ังคงมีแบคทีเรียโปรไบโอติกที่ยังมีชีวิตหลงเหลืออยูในผลิตภัณฑ แมจะเก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สัปดาห นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบน้ําตาล RFOs ชนิด 
สตาชิโอส (Stachyose) หลงเหลืออยูในผลิตภัณฑเชนกัน ไอศกรีมซินไบโอติกทีม่ีสวนผสมของ
น้ําตาล RFOs นี้พบวาใชเวลาในการละลายจนเกิดเปนหยดแรกนานกวาไอศกรมีสูตรที่ไมเติม
น้ําตาล RFOs อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) การทดสอบทางประสาทสัมผัสของไอศกรีมซินไบโอติก
โดยอาสาสมัคร 16 รายกแ็สดงใหเห็นวาอาสาสมัครใหการยอมรับผลิตภัณฑไอศกรีมซินไบโอติกที่
มีสวนผสมของน้ําตาล RFOs ไมแตกตางกบัไอศกรีมสูตรที่ไมเติมน้ําตาล RFOs (p>0.05) 
 
คําสําคัญ: ถ่ัวเหลือง  ถ่ัวเขียว  ไอศกรีมซนิไบโอติก  แลกโตบาซิลลัส แลกติส  

   น้ําตาลโอลิโกแซคคาไรดกลุมราฟฟโนส 
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Abstract 
 

Raffinose family oligosaccharides (RFOs) were found in soybean seed of cultivar Chiang 
Mai 60 and mung bean seed of cultivar Chainat 36 with high concentration. These sugars exhibit 
prebiobic properties that stimulate growth of several probiotic bacteria. Therefore, RFOs prepared 
from seed of both cultivars were applied as prebiotic ingredient in synbiotic ice cream production 
from cow milk and Lactobacillus lactis was also added as probiotic ingredient. The results from 
this research revealed that viable cell of this probiotic could survive in these products, although 
they were stored at -20 oC for 8 weeks. Moreover, stachyose (member of RFOs) moiety was also 
detected in the products. First dripping time of synbiotic ice creams containing each RFOs was 
studied and found that their first dripping times were longer than that of ice cream without RFOs 
addition significantly (p<0.05). Sensory test of synbiotic ice creams by 16 panelists showed that 
the acceptance of synbiotic ice cream with RFOs addition was not markedly different from that 
without RFOs addition (p>0.05). 
 
Key words: soybean, mung bean, synbiotic ice cream, Lactobacillus lactis,  

      raffinose family oligosaccharides   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 

คํานํา 
 

จากผลงานวิจยัหวัขอ “คุณสมบัติพรีไบโอติกของโอลิโกแซคคาไรดจากเมล็ดพืชตระกูลถ่ัว
บางชนิดเพื่อประยุกตใชในอาหารสัตว” ซ่ึงไดรับการสนับสนุนสํานักงานคณะกรรมการวิจัย
แหงชาตใินปงบประมาณ 2553 พบวาเมล็ดพืชตระกูลถ่ัว 4 ชนิด จํานวน 11 สายพันธุ ที่นํามาศึกษา
นี้มีน้ําตาลโอลิโกแซคคาไรดกลุมราฟฟโนส (Raffinose family oligosaccharides; RFOs)ไดแก ราฟ
ฟโนส (raffinose) สตาชิโอส (stachyose) และเวอบาสโคส (verbascose) เปนองคประกอบอยูใน
ปริมาณสงูตั้งแต 0.6-16% โดยน้ําหนัก และยังพบวาน้าํตาลเหลานี้มคุีณสมบัติเปนสารพรีไบโอติก 
โดยสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรียโปรไบโอติกที่อาศัยในรางกายของคนและสัตว 
ชวยสงเสริมสุขภาวะที่ดีใหกบัทั้งคนและสตัวที่บริโภคได ทั้งนี้พบวาเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุเชียงใหม 
60 และถ่ัวเขยีวผิวมันพันธุชัยนาท 36 ม ี RFOs ในปรมิาณที่สูงถึง 16.2 และ 6.5 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนกั ตามลาํดับ ซ่ึงมีศักยภาพที่จะสกัดออกมาใชประโยชนในเชิงพาณิชยได 

คณะผูวจิัยจึงมแีนวคดิเพิ่มมลูคาใหกับพืชตระกูลถ่ัวทั้งสองชนิดนี้ดวยวิธีการทาง
เทคโนโลยี- ชีวภาพรวมกับเทคโนโลยีการอาหาร โดยทําการสกัด RFOs แลวนํามาใชเปนสวนผสม
ในการผลิตอาหารเพื่อสุขภาพใหแกผูบริโภค อยางไรก็ตาม พบวาไดมีผูผลิตหลายรายที่ผลิต
ผลิตภัณฑอาหารที่เสริมสารพรีไบโอติกออกมาจําหนาย ไมวาจะเปนไสกรอก นมผง โยเกิรต และ
ไอศกรีม โดยสวนใหญสารพรีไบโอติกที่นิยมใชคือ น้ําตาลฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดและกาแลก
โตโอลิโกแซคคาไรด ไมเพียงเทานี้ผลิตภัณฑนมที่มกีารเสริมจุลินทรียโปรไบโอติกก็ไดมีผูผลิต
ออกมาในทองตลาดแลวเชนกัน อยางไรก็ตาม จากขอมูลงานวิจัยหลายช้ิน ไดระบุวาผลิตภณัฑ
อาหารที่มีสวนผสมของทั้งพรีไบโอติกและโปรไบโอติกที่มีความเฉพาะเจาะจงซึ่งกนัและกนั หรือ
ที่เรียกวาอาหารซินไบโอติก (synbiotic) อยูดวยกนั จะชวยใหเกิดประโยชนตอรางกายผูบริโภคได
ดีกวาการใชพรีไบโอติกหรือโปรไบโอติกเพียงอยางเดยีว ผูวิจัยจึงมีความสนใจในการผลิต
ผลิตภัณฑอาหารซินไบโอติกที่มีสวนผสมของจุลินทรียโปรไบโอติกและพรีไบโอติกที่เปน RFOs 
ซ่ึงสกัดจากเมล็ดถ่ัวเหลืองพนัธุเชียงใหม 60 และ ถ่ัวเขียวผิวมนัพันธุชัยนาท 36 โดยอาหารที่
คณะผูวจิัยสนใจศึกษาคือไอศกรีม เนื่องจากเปนอาหารที่เปนที่ช่ืนชอบของผูบริโภคทุกเพศทกุวัย 
ซ่ึงนาจะทําใหผลิตภัณฑไอศกรีมซินไบโอติกนี้เปนที่รูจกัไดไมยาก ประโยชนที่จะไดรับจาก
งานวิจยันีน้อกจากจะเกดิกับผูบริโภคและเกษตรกรผูเพาะปลูกถ่ัวแลว ยังเปนการนําเสนอผลิตภัณฑ
สุขภาพชนิดใหมใหกับภาคอุตสาหกรรมทุกระดับที่สนใจ 
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วัตถุประสงคของโครงการวจัิย 
 
 1. เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตไอศกรีมซินไบโอติก 
 2. เพื่อศึกษาคณุสมบัติทางกายภาพ ชีวภาพ และเคมีของไอศกรีมซินไบโอติก 
 3. เพื่อศึกษาคณุสมบัติทางดานประสาทสัมผัสของไอศกรีมซินไบโอติก 
 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

 งานวิจยันี้มุงเนนที่การเพิ่มมูลคาใหกับผลผลิตทางการเกษตร นั่นคือเมล็ดพืชตระกูลถ่ัว 
โดยใชองคความรูทางเทคโนโลยีชีวภาพรวมกับวิทยาศาสตรการอาหาร ดังนั้นประโยชนที่ได
ชัดเจนคือ 

1. ทําใหไดผลิตภัณฑอาหารเพื่อสุขภาพชนดิใหมสูทองตลาด เพื่อประโยชนเชิงพาณิชย 
2. องคความรูที่เกิดขึ้นจากงานวิจัยช้ินนี้สามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารระดับชาติและ

นานาชาติไดในหัวขอ “Characteristics of symbiotic milk ice cream containing RFOs 
extracted from soybean and mung bean” 

3. กระบวนการผลิตไอศกรีมซินไบโอติกสามารถนําไปจดสิทธิบัตรได 
 

หนวยงานทีจ่ะไดรับประโยชนจากงานวิจยัช้ินนี้คือ หนวยงานที่ทําการผลิตผลิตภัณฑจาก
นม ทั้งภาครัฐและเอกชน ตลอดจนกลุมสหกรณและวิสาหกิจชุมชนทีส่นใจผลิตภัณฑนี ้
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การตรวจเอกสาร 
 
1. โปรไบโอติก พรีไบโอติก และซินไบโอติก 
  1.1 โปรไบโอติก (Probiotics) 
  โปรไบโอติก (probiotics) เปนภาษากรีกที่แปลวา “for life” โดย Parker เปนคนแรกที่
ใหนิยามของคําวาโปรไบโอติกในเชิงเดียวกับที่ใชในทุกวันนี้ โดยไดใหนิยามวา “โปรไบโอติก
เปนสิ่งมีชีวิตหรือสารชนิดที่กอใหเกิดสมดุลยของจุลินทรียข้ึนภายในทางเดินอาหาร” 
(Schrezenmer and Vrese, 2001) จึงอาจตีความรวมไปไดถึงสารปฏิชีวนะ ตอมาในป 1989 
Fuller ก็ไดปรับปรุงนิยมนี้เสีย ใหมกลาวคือ “โปรไบโอติกคือจุลินทรียที่มีชีวิตที่เสริมในอาหาร
สัตวเพื่อกอใหเกิดประโยชนตอสัตวนั้นๆ โดยปรับปรุงสมดุลยของจุลินทรียในลําไส” สวน 
Havennaar และคณะ (1992) ก็ไดนิยามคําวาโปรไบโอติกไวเชนกัน โดยกลาวไววา “โปรไบโอ
ติกคือจุลินทรียเดี่ยวหรือผสมก็ไดที่มีชีวิต ที่เมื่อเสริมใหคนหรือสัตวแลวกอใหเกิดประโยชนตอ
คนหรือสัตวโดยปรับปรุงคุณสมบัติของจุลินทรียเจาถ่ิน” หลังจากนั้นก็มีผูปรับปรุงนิยาม
เพิ่มเติมเรื่อยมา แตอยางไรก็ตามโดยรวมแลวอาจกลาวไดวา โปรไบโอติกคือจุลินทรียที่
กอใหเกิดประโยชนตอสุขภาพของคนและสัตวนั้นเอง ตัวอยางของจุลินทรียโปรไบโอติกแสดง
ดังตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 ตัวอยางของจุลินทรียที่ไดรับการยอมรับวาเปนโปรไบโอติก 

Lactobacillus sp. Bifidobacterium 
sp. 

Other lactic acid bacteria Non-lactic acid 
bacteria 

L. acidophilus 
L. amylovorus 
L. casei 
L. delbrueckii 
L. paracasei 
L. plantarum 
L. rhamnosus 

B. adolescentis 
B. animalis 
B. bifidum 
B. breve 
B. infantis 
B. lactis 
B. longum 

Enterococcus feacalis 1 
Enterococcus feacium 
Lactococcus lactis 
Leuconostoc mesenteroides 
Pediococcus acidilactici 
Streptococcus thermophilus 

Bacillus subtilis1 
Saccharomyces 
cerevisiae 1 

Escherichia coli   
strain nissle 

หมายเหตุ: 1 สวนใหญใชเสริมในสัตว 
ที่มา: Holzapfel et al., 2001.  
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ภาพที่ 1 แสดงประโยชนของ Bifidobacteria ที่มีตอผูบริโภค 
ที่มา: Rastall et al., 2000. 
 
  ประโยชนของการใชโปรไบโอติกตอคนและสัตวมีมากมาย นอกเหนือจากการยับยั้ง
การเจริญ เติบโตของจุลินทรียกอโรค (pathogens) ในทางเดินอาหารอันเปนสาเหตุของอาหาร
ทองรวงแลว ยังชวยลดระดับของลิปดในซีรัมอีกดวย เชน L. acidophilus สามารถลดระดับ
โคเลสเตอรอลและลดอัตราการดูดซึม cholesterol micelles ในลําไส (Mazza, 1998) โปรไบโอ
ติกบางสายพันธุยังชวยกําจัดสารกอมะเร็งและ secondary bile salt ซ่ึงจะกอใหเกิดมะเร็งใน
ลําไสได (Marteau et al., 2001) Rastall และคณะ (2000) ก็รายงานอีกวาโปรไบโอติกชวย
กระตุนระบบภูมิคุมกันชนิดไมจําเพาะเจาะจงใหกับรางกายดวย และที่เห็นไดชัดที่สุดอีก
ประการหนึ่งคือโปรไบโอติกจะชวยกําจัดน้ําตาลแลคโตสในน้ํานมที่ทําใหบางคนเกิดอาการแพ
น้ํานม (Wongputtisin, 2003) 
 
  1.2 พรีไบโอติก (Prebiotics) 

คําๆ นี้ไดถูกเสนอขึ้นมาเปนครั้งแรกโดย Gibson และ Roberfroid (1995) โดยใหนิยาม
วา “พรีไบโอติกคือสวนประกอบของอาหารที่ไมสามารถถูกยอยสลายโดยทางเดินอาหารของ
คนและสัตวแตใหคุณประโยชนแกคนและสัตวโดยการกระตุนการเจริญของจุลินทรียโปรไบโอ
ติกในทางเดินอาหารอยางเฉพาะเจาะจง” ดังนั้นคุณสมบัติของสารพรีไบโอติกจึงควรมี
ดังตอไปนี้ 
  - ไมถูกยอยหรือดูดซึมในทางเดินอาหาร 
  - เปนสารอาหารที่กระตุนการเจริญเติบโตของโปรไบโอติกที่เฉพาะเจาะจง 
  - สามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของจุลินทรียอันจะกอใหเกิดสุขภาพที่ดี 

Bifidobacterium 

Production of 

antimicrobial  agents

Immuno-modulation 

Production of anti- 
adhesive protein and 

glycan 

Production of SCFAs 

Competition for 
receptors: various 

glycolipids 
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  พรีไบโอติกสามารถเปนไดทั้งเปปไทดสายสั้นๆ โปรตีน คารโบไฮเดรตหรือแมกระทั้ง
ลิปด แตสารกลุมที่ไดรับความนิยมและมีการศึกษามากที่สุดคือ โอลิโกแซคคาไรดที่ยอยไมได 
(non-digestible oligosaccharides; NDOs) (Wongputtisin, 2003) ตัวอยางของสารพรีไบโอติกก
ลุม NDOs ที่มีการผลิตในทางการคาแลวแสดงดังตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 แสดงตัวอยาง NDOs ที่มีการผลิตในทางการคา 

Names Chemical structure Osidic 
bond 

Origins 
(Sources) 

Trade 
name 

FOS, inulin 
 
Neosugar 
 
Galactooligosaccharide (GOS or 
TOS) 
Transgalactooligosaccharide 
 
Isomaltooligosaccharide (IMO) 
 
Sololigosaccharide (SOS) 
 

Glucosyl (fructosyl)n fructose (n=2-
20) 
Glucosyl (fructosyl)n fructose (n=1-
3) 
Glucosyl (galactosyl)n  
galactose (n=1-3) 
(galactosyl)n  galactose 
 (n=2) 
(glucosyl)n   glucose 
 (n=2-7) 
Raffinose+stachyose (n=3-4) 

β1→2 
 

β1→2 
 

β1→6 
 

α1→6 
 

α1→4 
    
 - 
 

Plant 
 
Enzymatic 
 
Enzymatic 
 
Enzymatic 
 
Enzymatic 
 
Enzymatic 

Raftiline  
Fibrulin 
Neosugar 
Actilight 
Oligomate 
 
Cup-oligo 
 
Isomalto 
 
Soya-Oligo 

ที่มา: Roberfroid, 1999. 
 
    มีรายงานวาการเสริม NDOs ในอาหารคนจะชวยกอใหเกิดประโยชนตอสุขภาพคือ 
ชวยกระตุนการเจริญของโปรไบโอติกในลําไส เชน การเสริม fructooligosaccharides (FOS) ใน
อาหารจะชวยใหการเจริญของ Bifidobacterium sp. ดีข้ึนสงผลใหชวยยับยั้งการเจริญของเชื้อกอ
โรค เชน Clostridium sp. (La Blay et al., 1999; Kullen et al., 1998; Bouhnik et al., 1998; 
Campbell et al., 1996) น้ําตาล FOS และอนุพันธของซูโครสไมกอใหเกิดฟนผุ ชวยเพิ่มระดับ
ของ short chain fatty acid (SCFA) เพิ่มการยืด-หดตัวของลําไส (peristalsis) (Mazza, 1998) 
NDOs ยังชวยลดระดับไขมันในเลือดจึงชวยลดโอกาสเกิดโรคหัวใจ ดังเชนจากการศึกษาในชาย 
12 คนที่มีอาการ hyperchlolesterolemia โดยเสริม inulin 20 กรัม ในไอศกรีมใหกินทุกวันเปน
เวลา 3 สัปดาห พบวาระดับของไตรกลีเซอไรดและคอเรสเตอรอลลดลงอยางมีนัยสําคัญ 
(Causey et al., 2000)   
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1.3 ซินไบโอติก (Synbiotics) 
  ซินไบโอติกคือผลิตภัณฑที่เปนสวนผสมของทั้งโปรไบโอติกและพรีไบโอติกเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการทํางานในรางกายคนและสัตว แตทั้งนี้ทั้งนั้นพรีไบโอติกที่ใชจะตองกระตุน
การเจริญของโปรไบโอติกที่ใชอยางเฉพาะเจาะจง (Wongputtisin, 2003) ยกตัวอยางเชน 
สวนผสมของ FOS และ Bifidobacterium เปนตน  
  Bilecka และคณะ (2002) รายงานวาหนูที่ไดรับการเสริม Bifidobacterium รวมกับ FOS 
หรือ fructans ก็จะชวยเพิ่มจํานวน Bifidobacterium ในลําไสไดอยางมีประสิทธิภาพในขณะที่
ชวยลดจุลินทรียกลุมโคลิฟอรม ในป 2002 Rastall และ Maitin รายงานโดยอางจากงานวิจัยอ่ืนๆ 
วา FOS ยังชวยให Bifidobacterium มีความทนทานตอ bile salt ไดมากขึ้นดวย ทั้งยังไดเสนอ
ซินไบโอติกอีกหนึ่งระบบคือ Lactobacillus reuteri ผสมกับ soygerm powder ซ่ึงเปนแหลงของ 
soybeanoligosaccharide (SOS) ซ่ึงยังชวยใหไดรับคุณประโยชนจากสาร isoflavone อีกดวย 

สวนหนูที่ไดรับ Bifidobacterium breve (108 cfu/day/rat) รวมกับ GOS (2-50 μg/day/rat) ก็
พบวาชวยลดจํานวน Salmonella entirica serovar Typhimurium ได 
            
2. โอลิโกแซคคาไรดกลุมราฟฟโนส (Raffinose family oligosaccharides; RFOs) ในพืชตระกูลถั่ว 
และคุณสมบัตพิรีไบโอติก 

RFOs เปนโอลิโกแซคคาไรดที่ประกอบขึ้นมาจากโมเลกุลน้ําตาลกาแลคโตสตออยูกับ

น้ําตาลซูโครส โดยเกิดพันธะ α(1→6) กับน้ําตาลกลูโคสของซูโครส อาจกลาวไดวาโอลิโกแซค
คาไรดเหลานี้เปนอนุพันธของน้ําตาลซูโครส จํานวนหนวยของกาแลคโตสที่เขาตอกับซูโครสนั้น
อาจมีตั้งแต 1 ไปจนถึง 9 โมเลกุล (Kadlec et al., 2000) ดังแสดงในภาพที่ 2 จนเราอาจเรียกโอลิโก
แซคคาไรดกลุมนี้วา galacto-oligosaccharide (GOS) ไดเชนกัน (Karr-Lilienthal et al., 2005) ช่ือใน
ระบบ IUPAC ของ RFOs แตละชนิดมีดังตอไปนี ้
 

Raffinose:  α-D-galactopyranosyl-(1→6)-α-D-glucopyranosyl-(1→2)-β-D- 
  fructofuranoside 

Stachyose:  α-D-galactopyranosyl-(1→6)−α-D-galactopyranosyl-(1→6)-α- 

  D-glucopyranosyl-(1→2)-β-D-fructofuranoside 

Verbascose: α-D-galactopyranosyl-(1→6) -  [α-D-galactopyranosyl-(1→6)-]2- 

  α-D-glucopyranosyl-(1→2)-β-D-fructofuranoside 

Ajugose: α-D-galactopyranosyl-(1→6)−[α−D-galactopyranosyl-(1→6)-]3- 

  α-D-glucopyranosyl-(1→2)-β-D-fructofuranoside 



9 

              

                   
ภาพที่ 2 โครงสรางทางเคมีของ RFOs บางชนิด 
ที่มา: Kadlec et al., 2000. 
 

ในเมล็ดพืชตระกูลถ่ัว (legume seeds) พบวามีคารโบไฮเดรตหลายๆ รูปแบบเปน
องคประกอบอยู และแนนอนคือพบวามี RFOs เปนองคประกอบอยูเชนกัน ดังแสดงในตารางที่ 3  
 
ตารางที่ 3 แสดงองคประกอบของคารโบไฮเดรตชนิดตางๆ ในเมล็ดพชืตระกูลถ่ัว 

พืช ปริมาณในเมลด็ (%) 
คารโบไฮเครต
ท้ังหมด 

แปง ซูโครส ราฟฟโนส สตาชิโอส เวอบาสโคส เสนใย 

Soybean 32.5 1.5 6.2 0.9 4.3 0.1 20 
Lupin 36.7 0.4 2.5 0.7 6.8 0.6 26 
Chickpea 65.2 44.4 2.0 1.5 5.5 3.0 9 
Mung bean 60.0 45.0 1.1 1.7 2.0 3.0 7 
Pigeon pea 64.9 44.3 2.5 1.0 3.0 4.0 10 
Jack bean 47.8 35.0 1.5 0.7 1.5 0.1 9 
Common bean 61.3 41.5 5.0 0.3 4.1 0.1 10 
Faba bean 59.8 41.0 3.3 0.2 0.7 2.5 12 
Lentil 64.4 46.0 2.9 0.5 2.4 0.9 12 
pea 65.5 45.0 2.1 0.9 2.4 3.2 12 
ที่มา: Kadlec et al., 2000. 
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 ในป 2006 Espinosa-Martos และ Rupérez ไดรายงานปรมิาณ GOS ชนดิตางๆ ในเมลด็ถ่ัว
เหลือง 4 สายพันธุ และพบวาโอลิโกแซคคาไรดหลักไดแก stachyose, raffinose และ sucrose 
นอกจากนี้ความอายุของเมล็ดมีผลตอปริมาณน้ําตาลชนดิตางในเมล็ด โดยเมล็ดที่สุกจะพบ GOS สูง
กวาเมล็ดทีย่ังไมสุก 47-53% ดังแสดงในตารางที่ 4 
ตารางที่ 4 ปริมาณน้ําตาลทีม่ีมวลโมเลกุลขนาดเล็กชนดิตางๆในถั่วเหลือง4สายพันธุ(g/100gdry wt) 
สายพันธุ monosaccharide sucrose GOS total 

stachyose raffinose 
YSBC 0.72+0.23 6.09+0.24 1.06+0.11 0.89+0.07 9.75+0.55 
YSIC 0.84+0.07 6.16+0.12 0.94+0.08 0.90+0.15 9.44+0.47 
GSBC 0.84+0.24 0.85+0.10 1.43+0.39 Trace 3.87+0.27 
GSIC 1.10+0.20 0.78+0.07 1.61+0.07 Trace 3.62+0.22 

ที่มา: Espinosa-Martos and Rupérez, 2006.  
 คุณสมบัติพรีไบโอติกของน้ําตาลกลุม RFOs นั้นเปนทีย่อมรับกันอยางกวางขวาง (Xiaoli 
et al., 2008; Espinosa-Martos and Rupérez, 2006) Rycroft และคณะ (2001) รายงานโดยอางจาก
งานวิจยักอนหนานี้วาน้ําตาลราฟฟโนส และสตาชิโอสจากถั่วเหลืองสามารถกระตุนการ
เจริญเติบโตของ Bifidobacterium infantis ไดแตไมกระตุนการเจริญของ E. coli, Streptococcus 
faecalis และ L. acidophilus นอกจากนี้น้ําตาลทั้งสองที่สกัดไดมาจากถั่วเหลืองนั้นเมื่อทําให
บริสุทธิ์โดยใช activated charcoal chromatography แลวจะไดสตาชิโอส 71% ราฟฟโนส 20% และ
น้ําตาลอื่นๆ อีก 2 % เมื่อนําไปทดสอบกพ็บวาทําใหการเจริญของ Bifidobacteria เจริญไดสูงขึ้น
มาก เมื่อเทียบกับการทดสอบในเชื้อชนดิอื่นๆ การทดสอบในคนกไ็ดมีการวิจยัแลวเชนกัน ดังแสดง
ในตารางที่ 5 
 ตารางที่ 5 แสดงการทดสอบการใช RFOs ในคน 

subjects substrate dose duration results 
7 adults raffinose 15 g/d 4 weeks Significant increase in bifidobacteria, significant 

decrease in bacteroides and clostridia 
6 adults Soybean 

oligosaccharide 
10 g/d 3 weeks Significant increase in bifidobacteria and 

lactobacillus, large decrease in clostridia and 
peptostreptococcus 

7 adults Soybean 
oligosaccharide 

10.6 g/d 3 weeks Significant increase in bifidobacteria, slight decrease 

in bacteroides, significant decrease in NH3 and β-
glucosidase, large decrease in indole, skatole, phenol, 
and p-cresol 

ที่มา: Rycroft et al., 2001. 



11 

3 งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับอาหารเสริมพรีไบโอติก โปรไบโอติก และซินไบโอติก 
 Martines-Villaluenga และ Gomez (2007) ไดทําการผลิตนมหมักซินไบโอติกทีใ่ชเชื้อ 
Bifidobaacteria เปนหัวเชื้อ จากนั้นมกีารเติม RFOs ที่สกัดจากถัว่ lupin ลงไปในปริมาณ0.1-2 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ผลการทดลองพบวาทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth 

rate; μ), generation time (Tg), ปริมาณกรด และกจิกรรมของเอนไซมดีขึ้น 
 โยเกิรตซินไบโอติกที่ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus casei และเติมพรีไบโอติกชนิด FOS ที่มี
ความยาวของสายโอลิโกแซคคาไรดขนาดตางๆ ในปริมาณ 1.5 g/ 100g ไดถูกผลิตขึ้นโดย Aryana 
และ McGrew (2007) แลวจากนั้นทําการวเิคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี ตลอดจนลักษณะทาง
ประสาทสัมผัส ผลการทดลองพบวา FOS ทุกขนาดไมไดสงผลตอสีของโยเกิรต โยเกิรตที่เติม FOS 
สายส้ันทําให pH ต่ํากวากลุมที่ไมมี FOS ตลอดจนกลิ่นกด็ีกวาดวย 
 Basyigit และคณะ (2006) ไดศึกษาการผลิตไอศกรีมโปรไบโอติกที่เติม Lactobacillus 
acidophilus, L. agilis และ L. rhamnosus นอกจากนี้มกีารเติมน้ําตาลซูโครสหรือ aspartame เปน
สารใหความหวานและยังชวยเปนสาร cryoprotectant อีกดวย จากนัน้ทําการวิเคราะหอัตราการรอด
ชีวิตของเชื้อเมือ่เก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน ผลการทดลองพบวาเชื้อยังคงมีชีวิตรอดไดไมแตกตาง
จากกลุมควบคุม นอกจากนีคุ้ณสมบัติของไอศกรีมก็ไมเปลี่ยนแปลง 
 Aragon-Alego และคณะ (2007) ผลิตช็อกโกแลตมสูซินไบโอติกที่มสีวนประกอบของ L. 
paracasei subp. Paracasei LBC82 และ inulin ทําใหไดอาหารสุขภาพชนิดใหมที่เปนแหลงของ
โปรไบโอติกและพรีไบโอติก หลังจากเกบ็มูสไวที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วันแลว 
พบวาโปรไบโอติกยังมีการรอดชีวิตอยู ในขณะที่ไมพบการปนเปอนโดยยีสตและเชื้อรา นอกจากนี้
โปร-และพรีไบโอติกที่เติมลงไปนั้นไมมีผลกระทบตอลักษณะทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ 

Homayouni และคณะ (2008) ทําการผลิตไอศกรีมซินไบโอติกที่ประกอบไปดวยเชื้อ L. 
casei (Lc-01) และ B. lactis (Bb-12) รวมกับ resistant starch โดยเชือ้แบคทีเรียโปรไบโอติกดังก
ลาวไดถูกหอหุมดวยแคลเซยีมแอลจิเนต ซ่ึงก็พบวาเชื้อโปรไบโอติกสามารถรอดชีวิตอยูในระดับ
ประมาณ 4.2x106 – 1.1x107 cfu/ ml ในผลิตภัณฑดังกลาวภายหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 180 วันโดยเชื้อที่ถูกหอหุมไวจะมีอัตราการรอดชีวิตที่สูงกวาเชื้ออิสระ  

Pinto และคณะ (2012) ไดรายงานวาไอศกรีมโยเกิรต (Frozen yogurt) ที่เติม microcapsules 
ของเชื้อ Bifidobacterium BB-12 ที่ถูกผลิตจากนมผงคนืรูปพรองมันเนย (reconstituted skim milk) 
และอินนูลิน (inulin) โดยวิธีการทําแหงแบบพนฝอยนั้นมีปริมาณเชื้อรอดชีวิตคงที่และมีคามากกวา 
6 log CFU/g ตลอดชวงระยะเวลาหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสเปนเวลา 90 วนั  
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคมุคือ ไอศกรีมโยเกิรตที่เตมิเชื้ออิสระที่มีปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตลดลง 
3.88 log CFU/g ในระหวาง 30 วันแรกที่มกีารเก็บรักษา และลดลงมาอีก 0.25 log CFU/g หลังจาก
การเก็บรักษา 60 วัน  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

1. อุปกรณ 
1.1 วัตถุดิบ จุลินทรีย และสารเคมี 

- เมล็ดถ่ัวเหลือง สายพันธุเชยีงใหม 60 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยพืชไร 
เชียงใหม 

 - เมล็ดถ่ัวเขยีวผิวมัน สายพนัธุชัยนาท 36 ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจยัพืชไร 
ชัยนาท 

 - แบคทีเรียโปรไบโอติก Lactobacillus lactis  
 - นมโคสดพาสเจอไรส  
 - ครีมผง (U-WippTM) 
 - ผงเวย สําหรับทําไอศกรีม 
 - น้ําตาลทราย 

- อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Nutrient broth, Nutrient agar, MRS agar, EMB agar และ SS 
agar 

 - เอทานอล 
 - น้ําตาลมาตรฐาน ไดแก กลูโคส (Glucose) ซูโครส (Sucrose) แลกโตส (Lactose) ราฟ

ฟโนส (Raffinose) สตาชิโอส (Stachyose) และเวอบาสโคส (Verbascose)  
 - สารละลาย DNS (3,5 dinitrosalicylic acid) 
 - Acetronitrile (HPLC grade) 

1.2 อุปกรณและเครื่องมือวิทยาศาสตร 
- เครื่องแกว ไดแก หลอดทดลอง จานเพาะเชื้อ ขวดเลี้ยงเชื้อ เปนตน 

 - ตูเขี่ยเชื้อ (Biocyt®) 
 - เครื่องเขยาชนิดควบคุมอณุหภูมิ (Thomo forma®) 
 - ตูบมเชื้อ (Memmert ®) 
 - ตูอบลมรอน (BINDER ®) 
 - เครื่องปนเหวี่ยงชนดิควบคุมอุณหภูมิ (Hettich ®) 
 - เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectronic genesys 5; Thermo ®) 
 - อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (Memmert ®) 
 - เครื่องระเหยแบบสุญญากาศ (Buchi ®) 
 - เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (Alltech®) 
 - เครื่องทําไอศกรีม ยี่หอ Homemate®  
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2. ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 
 2.1 ไอศกรีมซินไบโอติกในงานวิจยัช้ินนี้เปนไอศกรีมทีใ่ชนมโคเปนวตัถุดิบ 
 2.2 สารพรีไบโอติกที่ใชในงานวิจยัช้ินนี้คือน้ําตาลโอลิโกแซคคาไรดกลุมราฟฟโนสที่
สกัดไดจากเมล็ดถ่ัวเหลืองพนัธุเชียงใหม60 และเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมันพนัธุชัยนาท36 
 2.3 จุลินทรียโปรไบโอติกที่ใชในงานวจิัยช้ินนี้เปน แบคทีเรีย L. lactis 
 
3. วิธีการวิจัย  

3.1 การเตรียมน้ําตาล RFOs 
3.1.1 การสกัด RFOs 
นําเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุเชียงใหม 60 และถ่ัวเขียวผิวมันพันธุชัยนาท 72 มาชั่ง

น้ําหนักปริมาณ 250 กรัม ทําการบดตัวอยางใหละเอียดเปนผงและรอนผงตัวอยางผาน
ตะแกรงรอน  จากนั้นเติมเอทานอลความเขมขน 70% ลงไปใหปริมาตรสุดทายเทากับ 1 
ลิตร ไปนําไปวางบนเครื่องกวนสารและคนดวยแทง Magnetic bar เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ปด
ปากบีกเกอรดวยฟรอยดเพื่อลดการระเหยของเอทานอล  ตั้งทิ้งไว 1 คืนที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเพื่อใหสารโมเลกุลใหญตกตะกอน จากนั้นทําการกรองดวยชุดเครื่องกรอง
สุญญากาศ (Buchner funnel) ทําการกรองซ้ํา 2 รอบ  

  3.1.2 การกําจัดเอทานอลและลดปริมาตร 
ทําการกําจัดเอทานอลออกจากตัวอยางสารละลายดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ 

ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และระเหยน้ําบางสวนออกไปจนกระทั่งไดสารละลายน้ําตาล
เขมขนในปริมาตรที่นอยที่สุดเก็บไวในขวดสีชาและอุณหภูมิต่ํา 

3.1.3 การกําจัดไขมัน 
โดยใชเฮกเซนผสมกับสารละลายน้ําตาลเขมขนในอัตราสวน 1:1 เขยาเพื่อสกัด

ไขมันออกไป แลวตั้งทิ้งไวเพื่อแยกเฮกเซน จากนั้นสกัดเฮกเซนที่หลงเหลืออยูดวยการ
นําไประเหยในในเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ  

  3.1.4 การวิเคราะหน้ําตาลในสารละลายน้ําตาลเขมขน 
ทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric acid น้ําตาลรีดิวซ

ดวยวิธี DNS method คํานวณขนาดโมเลกลุเฉลี่ย (Degree of polymerization; DP) ของ
น้ําตาลที่ละลายไดจากสูตร 

DP =  ปริมาณ total sugar / ปริมาณ reducing sugar  
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วิเคราะหชนิดและปริมาณน้ําตาล RFOs ดวยเครื่อง HPLC ที่ประกอบไปดวย
คอลัมน Previal Amino (Alltech®) ELSD2000 Detector (Alltech®) ใช Acetonitrile และ
น้ําปราศจากไอออนเปน Mobile phase ที่อัตราการไหล 1.0 ml/min. อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในการนี้ใชน้ําตาลกลูโครส ซูโครส แลคโตส ราฟฟโนส สตาชิโอส และเวอ
บาสโคส เปนน้ําตาลมาตรฐาน  

 

3.2 การเตรียมมวลเซลล Lactobacillus lactis 
3.2.1 การเตรียมหัวเชื้อ 
ถายเชื้อ L. lactis ลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
3.2.2 การผลิตมวลเซลล 
ถายหัวเชื้อลงไปในอาหาร MRS broth  ปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร  เมื่อทําการ

เล้ียงเชื้อ L. lactis ครบ 24 ช่ัวโมงจึงนําเซลลไปปนเหวี่ยงที่ 4500 rpm เปนเวลา 10นาที  
เพื่อแยกเซลลออกจากอาหาร หลังจากนั้นจึงทําการลางเซลล 3 คร้ังดวยสารละลาย 0.85% 
โซเดียมคลอไรดกอนเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ทําการนับจํานวนเซลล
เร่ิมตนบนอาหาร MRS agar กอนนํามาใชทดลอง 

3.2.3 การนับจํานวนเชื้อ L. lactis 
ทําการเจือจางเซลลใหมีความเขนขนที่เหมาะสมในสารละลายโซเดียมคลอไรด

เขมขน 0.85% โดยทําการเจือจางแบบ Ten fold dilution จากนั้นทําการ Pour plate บน
อาหารแข็ง MRS agar ที่มี Bromocresol purple เปนอินดิเคเตอร บมเชื้อที่ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  

 
3.3 การผลิตไอศกรีมซินไบโอติก 

 ทําการเตรียมไอศกรีมที่มีสวนผสมของ RFOs และเชื้อ L. lactis โดยแบงการทดลอง
ออกเปน 5 ทรีตเมนต แตละทรีตเมนตมีสวนประกอบดังตอไปนี้ 
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ตารางที่ 6 แสดงสวนผสมของไอศกรีมซินไบโอติกในแตละชุดการทดลอง 
สูตรไอศกรีม นมสด 

250 ml 
นมผง 
30 g 

ครีมผง 
120 g 

น้ําตาลทราย 
70 g 

1% RFOs 
(ถั่วเหลือง) 

1% RFOs 
(ถั่วเขียว) 

สูตรที่ 1 (ชุดการทดลองที่ 1) / / / /   
สูตรที่ 2 (ชุดการทดลองที่ 2) / / / / /  
สูตรที่ 3 (ชุดการทดลองที่ 3) / / / /  / 
สูตรที่ 4 (ชุดการทดลองที่ 4) / / /  /  
สูตรที่ 5 (ชุดการทดลองที่ 5) / / /   / 

  
ในไอศกรีมทกุชุดการทดลองจะมีการเตมิเชื้อ L. lactis 108 cfu/g และทําการผลิตไอศกรีม

โดยใชเครื่องปนขนาดเล็กยีห่อ Homemate เปนเวลา 40 นาทีหลังจากนั้นจึงแบงเกบ็ไวในถวยเกบ็
ตัวอยางและเกบ็รักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.4 การวิเคราะหคุณสมบัตบิางประการของไอศกรีมซินไบโอติก 
3.4.1 การวัดน้าํตาลรีดิวซและน้ําตาลทั้งหมด 
นําตัวอยางไอศกรีมทั้ง 5 ชุดการทดลองที่ถูกเก็บไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส มาทําการละลายโดยนําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง จากนั้นทําการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS method และปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric method 

3.4.2 การวัดปริมาณน้ําตาล RFOs ดวยเคร่ือง HPLC 
นําตัวอยางไอศกรีมทั้ง 5 ชุดการทดลองที่ถูกเก็บไวที่ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียสมาทําการละลายโดยนําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง  จากนั้นทําการเตรียมตัวอยางโดย ดูดตัวอยาง 1000 μl ลงหลอดเซนตริฟวจขนาด 
15 ml และทําการเติมแอลกอฮอล 70% ปริมาตร 2.8 ml ทําการผสมใหเขากัน  จากนั้นจึง
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4500 rpm เปนเวลา 30 นาที  ทําการดูดสวนใสใสลงในขวด
ระเหยขนาด 25 ml  ระเหยจนตัวอยางแหง หลังจากนั้นจึงทําการเติมน้ําปราศจากไอออน 1 
ml ผสมใหเขากัน เก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อรอศึกษาตอไป  

การวิเคราะหน้ําตาล RFOs ดวยเครื่อง HPLC นั้น ใชเครื่อง HPLC ที่ประกอบไป
ดวยคอลัมน Previal Amino (Alltech®) ELSD2000 Detector (Alltech®) ใช Acetonitrile 
และน้ําปราศจากไอออนเปน Mobile phase ที่อัตราการไหล 1.0 ml/min. ในการนี้ใชน้ําตา
ลกลูโครส ซูโครส แลคโตส ราฟฟโนส สตาชิโอส และเวอบาสโคส เปนน้ําตาลมาตรฐาน 
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3.4.3 คาความเปนกรด - ดาง 
นําตัวอยางไอศกรีมทั้ง 5 ชุดการทดลองที่ถูกเก็บไวที่ตูแชแช็งอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส มาทําการละลายโดยนําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง   แลววัดคาความเปนกรด-ดางดวยเครื่อง pH meter 
3.4.4 อัตราการรอดชีวิตของเชื้อ 

นําตัวอยางไอศกรีมทั้ง 5 ชุดการทดลองที่ถูกเก็บไวที่ตูแชแช็งอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส มาทําการละลายโดยนําไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
ช่ัวโมง   ทําการวิเคราะหทุกสัปดาหเปนเวลา 8 สัปดาห ตัวอยางจะถูกนํามาเจือจางแบบ ten 
fold dilution และทําการ Pour plate บนอาหาร MRS agar  ดวยอัตราการเจือจางที่เหมาะสม
แลวทําการนับเชื้อเพื่อนํามาใชในการคํานวณเปอรเซ็นตการรอดชีวิต 
3.4.5 คาโอเวอรรัน (Overrun) 

เมื่อปนไอศกรมีเสร็จแลว ตกัไอศกรีมใสในหลอดทดลองขนาด 15 ml จนเต็ม
หลอดพรอมปดฝาหลอดทดลอง แลวนําไปแชไวที่ -20 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนํา
ไอศกรีมที่อยูในหลอดทดลองไปกํากดัอากาศออกโดย การเปดฝาหลอดทดลองและตั้งไว
นําในเครื่อง Sonicator เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแลวนําหลอดทดลองออกจากเครื่อง
ทันทีและวัดปริมาณสารละลายที่เหลืออยูดานลาง พรอมบันทึกผลและนําไปคํานวณตาม
สูตร ดังนี้ 

  Overrun (เปอรเซ็นต) = (น้ําหนักไอศกรีมเหลว – น้ําหนกัไอศกรีม) ×100 
                       น้ําหนักไอศกรีม 

3.4.6 คาการละลายของไอศกรีมซินไบโอติก 
คาการละลายจนเกิดหยดแรก (First dripping) และเวลาที่ใชในการละลายจนหมด 

(complete melting time) ของไอศกรีมซินไบโอติกไดถูกวิเคราะหดวยวิธีที่อางอิงจาก 
Ranadheera และคณะ (2013) โดยเมื่อปนไอศกรีมเสร็จแลว ตักไอศกรมีใสในถวย
พลาสติกขนาด 15 ml ช่ังน้าํหนักไอศกรมีใหได 15.04 g ปดฝาถวยแลวนําไปแชไวที ่ -20 
°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปวดัอัตราการละลายที่ 22 °C โดยนําตะแกรงที่มีชอง
ขนาด 0.2×0.2 cm มาวางไวบนบีกเกอรขนาด 250 ml แลวนําถวยพลาสติกที่บรรจุไอศกรีม
มาคว่ําไวบนตะแกรง จากนั้นเริ่มบันทกึเวลา โดยบันทึกเวลาของหยดไอศกรีมที่ตกหยด
เปนจนแรก และบันทึกเวลาที่ไอศกรีมละลายจนหมด 

 
3.5 การวิเคราะหทางสถิติ 
 แตละการทดลองจะถูกทําสามซ้ํา จากนั้นเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยโปรแกรมทางสถิติ
สําเร็จรูป STATISTIX©  
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ผลการวิจัย 
 

1. การเตรียมน้ําตาล RFOs จากถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 และชัยนาท 36 
 ภายหลังการสกัดน้ําตาลโมเลกุลเล็กที่ละลายไดจากเมล็ดถ่ัวทั้ง 2 สายพันธุ ดวยเอทานอล
ความเขมขน 50 เปอรเซ็นตและสกัดไขมันทิ้งดวยเฮกเซนแลว จะทําใหไดสารละลายน้ําตาลที่มี
ลักษณะใส โดยน้ําตาลที่สกัดจากเมล็ดถ่ัวเหลืองจะมีสีเหลืองเล็กนอย สวนที่สกัดจากเมล็ดถ่ัวเขียว
จะมีสีเขียว สารละลายน้ําตาลที่เตรียมไดดังกลาวพบวามีปริมาณน้ําตาลแตละกลุมดังแสดงในตาราง
ที่ 7 และ 8 ซ่ึงวิเคราะหดวยวิธี Phenol sulfuric acid, DNS method และ HPLC ซ่ึงจะเห็นไดวาใน
การทดลองนี้สามารถเตรียมน้ําตาลกลุม RFOs จากเมล็ดถ่ัวเหลืองไดในปริมาณมากกวาเมล็ดถั่ว
เขียว 
 
ตารางที่ 7 แสดงปริมาณน้ําตาลที่ละลายได (Soluble sugar content) ในสารละลายน้ําตาลที่เตรียม 

   ขึ้นจากเมล็ดถ่ัวเหลืองและถ่ัวเขียว 
เมล็ดถั่ว ปริมาณน้าํตาลที่ละลายได  

(Soluble sugar content; มก./ กรัม นน.แหง)  
ปริมาณน้าํตาล
ท้ังหมดที่ผลิตได 

(กรัม) 
(เทียบจากถั่ว 1 กก.) 

น้ําตาลทัง้หมด 
(Total sugar) 

น้ําตาลรดีิวซ 
(Reducing 

sugar) 

Degree of 
polymerization 

(DP) 
ถ่ัวเหลือง 
(เชียงใหม60) 

55  11.9 4.6 85 

ถ่ัวเขียว 
(ชัยนาท36) 

32.9  5.4 6.0 65 

 
ตารางที่ 8 แสดงปริมาณน้ําตาลโมเลกุลเล็กและโอลิโกแซคคาไรดกลุม Raffinose family of  
                oligosaccharide ในสารละลายน้าํตาลที่เตรียมขึ้นจากเมล็ดถ่ัวเหลืองและถ่ัวเขียว 
ตัวอยางถั่ว ปริมาณน้าํตาล (มิลลิกรัม/ กรัม นน. แหง) + SD 

glucose sucrose raffinose stachyose verbascose 
เชียงใหม60 10.73+1.35 13.28+2.16 6.74+1.62 145.32+18.74 1.60+0.52 
ชัยนาท36 trace 4.55+0.53 2.18+0.11 46.09+4.86 17.56+1.67 
หมายเหต:ุ แตละตัวอยางวิเคราะห 3 ซํ้า 
 



2. การผลิตไอ
 สูตร
พาสเจอรไรซ
RFOs และเซ
ไอศกรีมขนา
เกิดเปนเนื้อไ
ผสมน้ําตาล R
น้ําตาลที่เตรี
แตกตางจากไ
อุณหภูมิประ
คุณสมบัติทา

ภาพที่ 3 ลักษ
จากถ

 
 
 
 
 
 
 
 

อศกรีมซินไบ
รการทําไอศก ี
ซผสมกับกับค
ซลลแบคทีเรีย
าดครอบครัว 
ไอศกรีมขึ้น โ
RFOs จากถั่ว
ยมไดนั่นเอง
ไอศกรีมนมส
ะมาณ -20 องศ
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3. การเปล่ียนแปลงทางชีวภาพและเคมีของไอศกรีมซินไบโอติกในระหวางการเก็บรักษา 

3.1 อัตราการรอดชีวิตของเชื้อ L. lactis ในไอศกรีมซินไบโอติก 
 ภายหลังจากที่ทําการเก็บรักษาไอศกรีมซินไบโอติกไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 8 สัปดาห ซ่ึงระหวางการเก็บรักษานี้ก็จะไดเก็บตัวอยางขึ้นมาวิเคราะหการรอดชีวิตของเชื้อ
โปรไบโอติก ซ่ึงผลการทดลองก็พบวา เชื้อ L. lactis ก็ยังคงสามารถรอดชีวิตในไอศกรีมไดตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษา แตก็มีจํานวนที่ลดลงเรื่อยๆ จนกระทั่งมีคาอยูที่ประมาณ 104-107 cfu/กรัม
ของไอศกรีม ดังแสดงในภาพที่ 4 ทั้งนี้จะเห็นไดวาในชวงสองสัปดาหแรกนั้น จํานวนเชื้อ L. lactis 
ในชุดทดลองที่ 1 ซ่ึงเปนไอศกรีมที่ไมเติมน้ําตาล RFOs (แตมีน้ําตาลทราย) ไดลดลงดวยอัตราที่สูง
กวาชุดการทดลองอื่นๆ ซ่ึงมีสวนผสมของน้ําตาล RFOs รวมดวย อยางไรก็ตามเมื่อส้ินสุดการ
ทดลองที่ 8 สัปดาห พบวาชุดทดลองที่ 2 และ 4 (มีสวนผสมของน้ําตาล RFOs จากถั่วเหลือง) มี
จํานวนเชื้อ L. lactis หลงเหลือในระดับที่สูงกวาชุดการทดลองที่เหลือ 
 
 

 
ภาพที่ 4 แสดงการรอดชีวิตของเชื้อ L. casei ในไอศกรีมซินไบโอติกเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20  

องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ:  
Trt1 = ไอศกรีมสูตรมาตรฐาน (เติม L. casei) 
Trt2 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt3 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเขียว) 
Trt4 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt5 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเขียว) 
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3.2 คาความเปนกรด-ดางของไอศกรีมซินไบโอติก 
 คาความเปนกรด-ดางของไอศกรีมซินไบโอติกแตละสูตรภายหลังการเก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส พบวามีคาใกลเคียงกันตลอดอายุการเก็บรักษา โดยอยูในชวงระหวาง 
6.0-6.5 ดังแสดงในภาพที่ 5 ซ่ึงถือวาอยูในชวงคากรดออน แสดงใหเห็นวาการเติมน้ําตาล RFOs 
จากเมล็ดถ่ัวเหลืองและถ่ัวเขียวทั้งสองสายพันธุนั้น แทบไมสงผลกระทบตอคาความเปนกรด-ดาง
ของไอศกรีม 

     
ภาพที่ 5 การเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางของไอศกรีมซินไบโอติกเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20  

องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ:  
Trt1 = ไอศกรีมสูตรมาตรฐาน (เติม L. casei) 
Trt2 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt3 = ไอศกรีมซินไบโอตกิ (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเขียว) 
Trt4 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt5 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเขียว) 
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3.3 ปริมาณน้ําตาลที่ละลายไดในไอศกรีมซินไบโอติก 
 ปริมาณน้ําตาลที่ละลายได (Soluble sugar) ที่ไดทําการตรวจวิเคราะหในไอศกรีมไบโอติก
ทั้ง 5 สูตรครั้งนี้ไดแก คาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (Total sugar) และน้ําตาลรีดิวซ (Reducing sugar) 
ดังแสดงในภาพที่ 6 และ 7 ตามลําดับ จะเห็นไดวาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่วัดในแตละสัปดาหจะมี
คาที่ไมสม่ําเสมอแตก็ใกลเคียงกันในไอศกรีมแตละสูตร โดยคาที่วัดไดจะอยูในชวงประมาณ 30-60 
มิลลิกรัม/กรัมของไอศกรีม ในขณะที่คาปริมาณน้ําตาลรีดิวซก็พบปญหาในการตรวจวัดโดย
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซคอนขางไมสม่ําเสมอจนกระทั่งไมสามารถวิเคราะหแนวโนมการเปลี่ยนแปลง
ได อยางไรก็พบวาในชวงสองสัปดาหแรกปริมาณน้ําตาลรีดิวซมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นโดยเฉพาะ
อยางยิ่งชุดการทดลองที่ 1 และ 2 ซ่ึงชุดที่ 1 นี้เปนชุดการทดลองที่มีอัตราการตายสูงสุดในชวง 2 
สัปดาหแรก 

 
ภาพที่ 6 การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลที่ละลายไดทั้งหมดของไอศกรีมซินไบโอติกเมื่อเก็บรักษา 

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ:  
Trt1 = ไอศกรีมสูตรมาตรฐาน (เตมิ L. casei) 
Trt2 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt3 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเขียว) 
Trt4 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt5 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเขียว) 
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ภาพที่ 7 การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ละลายไดของไอศกรีมซินไบโอติกเมื่อเก็บรักษาที่ 
   อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ:  
Trt1 = ไอศกรีมสูตรมาตรฐาน (เติม L. casei) 
Trt2 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt3 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเขียว) 
Trt4 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt5 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเขียว) 
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3.4 ปริมาณน้ําตาล RFOs ในไอศกรีมซินไบโอติก 
 ไอศกรีมแตละสูตรที่ผลิตขึ้นไดถูกนําไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลุม RFOs ไดแก ราฟฟ
โนส สตาชิโอส และเวอบาสโคส ดวยเครื่อง HPLC ซ่ึงแมวาในสารละลายน้ําตาล RFOs ที่เตรียม
จากเมล็ดถ่ัวทั้งสองชนิดจะตรวจพบน้ําตาลทั้งสามชนิด แตกลับพบวาไมสามารถตรวจวัดน้ําตาล
ราฟฟโนสและเวอรบาสโคสในไอศกรีม พบเพียงน้ําตาลสตาชิโอสเทานั้น ดังแสดงในภาพที่ 8 โดย
ชุดทดลองที่ 4 และ 5 ซ่ึงมีการผสมน้ําตาล RFOs ลงไปในปริมาณถึง 1 เปอรเซ็นตก็จะพบน้ําตาลส
ตาชิโอสในปริมาณที่สูงกวาชุดทดลองที่ 2 และ 3 ซ่ึงผสมน้ําตาล RFOs ในปริมาณ 0.5 เปอรเซ็นต 
ทั้งนี้ เมื่อทําการเก็บรักษาไอศกรีมซินไบโอติกที่อุณหภูมิ –20องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สัปดาห
แลว ก็ยังคงสามารถตรวจพบน้ําตาลสตาชิโอสในผลิตภัณฑได 

 
ภาพที่ 8 การเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาลสตาชิโอสของไอศกรีมซินไบโอติกเมื่อเก็บรักษาที่ 

อุณหภูมิ    -20 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ:  
Trt1 = ไอศกรีมสูตรมาตรฐาน (เติม L. casei) 
Trt2 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt3 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเขียว) 
Trt4 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt5 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเขียว) 
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3.5 คา Overrun ของไอศกรีมซินไบโอติก 
 คา Overrun เปนหนึ่งในคุณสมบัติทางกายภาพของไอศกรีมที่นิยมทําการวิเคราะห เปน
คาที่บอกถึงสัดสวนของอากาศที่ถูกอัดเขาไปในเนื้อไอศกรีม ซ่ึงจะสงผลตอเนื้อสัมผัสของไอศกรีม
และการยอมรับของผูบริโภคได ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 9 โดยทุกชุดการทดลองมีคา overrun 
ที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงไอศกรีมที่มีคา Overrun สูงที่สุดคือชุดทดลองที่ 
5 และ 3 ตามลําดับ ซ่ึงเปนสูตรที่มีการเติมน้ําตาล RFOs จากเมล็ดถ่ัวเขียว ทั้งนี้ระยะเวลาในการปน
ไอศกรีมนาจะสงผลตอคา Overrun นี้ เพราะความเร็วในการปนของใบพัดเครื่องทําไอศกรีมนั่นมี
คาคงที่ 
 

            
ภาพที่ 9 การเปรียบเทียบคา Overrun ของไอศกรีมซินไบโอติกแตละชุดการทดลอง 
หมายเหตุ:  
Trt1 = ไอศกรีมสูตรมาตรฐาน (เติม L. casei) 
Trt2 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt3 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเขียว) 
Trt4 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt5 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเขียว) 
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3.6 การละลายของไอศกรีมซินไบไอติก 
 การละลายของไอศกรีมซินไบโอติกทั้ง 5 ชุดการทดลองไดถูกวิเคราะหข้ึน ผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวาไอศกรีมในชุดทดลองที่ 1 (ไมมีน้ําตาล RFOs) เกิดการละลายและเกิดเปนหยดแรก
โดยใชเวลาที่ส้ันที่สุดอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในขณะที่ไอศกรีมซินไบโอติกที่ผสมน้ําตาล RFOs 
จากเมล็ดถ่ัวเหลืองและถ่ัวเขียวนั้นใชเวลาในการเกิดหยดแรกที่สูงกวาชุดทดลองที่ 1 อยางชัดเจน 
(p<0.05) อยางไรก็ตามทั้ง 4 ชุดการทดลองที่ผสมน้ําตาล RFOs แมจะใชเวลาการเกิดหยดแรกที่
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญแตก็แตกตางกันเพียงเล็กนอยเทานั้น ดังแสดงในภาพที่ 10  
 แมไอศกรีมในชุดการทดลองที่ 1 (ไมมีน้ําตาล RFOs) จะละลายและเกิดเปนหยดแรกใน
เวลาที่นอยที่สุด แตกลับพบวาใชเวลาในการละลายอยางสมบูรณนานที่สุดอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) คือใชเวลา 87 นาที ดังภาพที่ 10 ในขณะที่ชุดทดลองที่ 3 และ 5 ใชเวลาในการละลายอยาง
สมบูรณนอยที่สุดอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) คือประมาณ 58 นาที 
 
  

 
 
ภาพที่ 10 การเปรียบเทียบเวลาการเกิดหยดแรกและเวลาในการละลายหมดของไอศกรีมซินไบโอ 

   ติกแตละชุดการทดลอง 
หมายเหตุ:  
Trt1 = ไอศกรีมสตูรมาตรฐาน (เติม L. casei) 
Trt2 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt3 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + sucrose + RFOs จากถั่วเขียว) 
Trt4 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเหลือง)  
Trt5 = ไอศกรีมซินไบโอติก (L. casei + RFOs จากถั่วเขียว) 
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3.7 การทดสอบทางประสาทสัมผัสของไอศกรีมซินไบโอติกโดยอาสาสมัคร 
 การงานวจิัยนีไ้ดรับความอนุเคราะหจากนักศึกษาสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยแมโจ จํานวน 16 คน ผูซ่ึงไมเคยไดรับการฝกฝนในการประเมินการ
ทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยอาสาสมัครทั้ง 16 คน แบงเปนเพศชาย 7 คนและหญิง 9 คน 
แบบทดสอบที่ใชเปนแบบ 9 points hedonic scale ที่ใหคะแนนตั้งแต 1 (ไมชอบมากที่สุด) ไปจนถึง 
9 (ชอบมากที่สุด) ดังมีตัวอยางแสดงในภาคผนวกที่ 3 ผลการประเมนิแสดงดังภาพที่ 11 (ก-ซ) ซ่ึง
แสดงใหเห็นวาอาสาสมัครใหการยอมรับของลักษณะสีและกลิ่น-รสถ่ัวของไอศกรีมทั้ง 5 ชุด
ทดลองไมแตกตางกัน (p<0.05) โดยความชอบในสีไอศกรีมนั้นไดรับคะแนนในชวงชอบเล็กนอย-
ชอบปานกลาง ในเรื่องของความหวานนัน้พบวาอาสาสมัครรับรูและใหการประเมินวาไอศกรีมชุด
การทดลองที่ 1, 3 และ 5 มีความหวานสูงมากกวา (p<0.05) ชุดการทดลองที่ 2 และ 4 ซ่ึงมีการเติม
น้ําตาล RFOs จากถั่วเหลือง คาความหวานของไอศกรีมสูตรที่ 3 และ 4 ไดรับคะแนนความพึงพอใจ
เฉลี่ยคอนขางนอยคือ ไมชอบเล็กนอย-เฉยๆ 
 การประเมินความพึงพอใจในเนื้อสัมผัสที่เรียบเนียนของไอศกรีมก็ไดถูกประเมินโดย
พบวาไอศกรีมที่ไมเติมน้ําตาล RFOs (ชุดการทดลองที่ 1) มีคะแนนคาความเรียบเนยีนนอยที่สุดเมื่อ
เทียบกับไอศกรีมที่ผสมน้ําตาล RFOs อยางไรก็ตามกไ็มมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
เชนเดยีวกับคะแนนความพงึพอใจตอการละลายของไอศกรีมทั้ง 5 ชุดการทดลอง ที่ชุดการทดลอง
ที่ 1 ไดรับคะแนนนอยที่สุด ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหเวลาที่เกดิการละลายหยดแรก อยางไร
ก็ตามเมื่อวเิคราะหการยอมรบัโดยรวมตอไอศกรีมทั้ง 5 ชุดการทดลองแลว ก็จะเห็นวาไดคะแนน
ความพึงพอใจคอนขางใกลเคียงกันยกเวนไอศกรีมชุดการทดลองที่ 4 ซ่ึงมีสวนผสมของน้ําตาล
ทรายและน้ําตาล RFOs จากถ่ัวเหลือง ที่ไดคะแนนนอยที่สุดอยางมนีัยสําคัญ (p<0.05) โดยได
คะแนนเพยีงในระดับไมชอบเล็กนอย-เฉยๆ  
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ก.      ข.  

        
   ค.       ง. 

        
   จ.      ฉ. 

    
   ช.      ซ. 

ภาพที่ 11 การเปรียบเทียบผลการทดสอบความพึงใจของอาสาสมัครที่มีตอไอศกรีมซินไบโอติกแต 
  ละชุดการทดลอง: (ก) สี, (ข) รสหวาน, (ค) ความมัน, (ง) ความเรียบเนียน, (จ) การละลาย 
  ในปาก, (ฉ) ความเหนียวหนืด, (ช) กล่ินรสถั่ว, (ซ) การยอมรับโดยรวม 
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วิจารณผลการวิจัย 
 

น้ําตาลโอลิโกแซคคารไรดกลุมราฟโนส (Raffinose family oligosaccharides) หรือที่เรียก
ส้ันๆ วาน้ําตาล RFOs ไดรับการยอมรับวามีคุณสมบัติเปนสารพรีไบโอติกที่ดีจงึไดถูกคัดเลือก
นํามาใชเปนสวนผสมในการผลิตไอศกรีมเพื่อสุขภาพในงานวิจยัคร้ังนี ้ โดยมีศักยภาพที่สามารถ
กระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโปรไบโอติกหลายชนิดได เชน Bifidobacterium lactis, B. 
longum, L. acidophilus เปนตน (Sumarna, 2008; Martínez-Villaluenga et al., 2005a; Martínez-

Villaluenga et al., 2005b) ทั้งนี้เนื่องจากเชื้อเหลานี้สามารถผลิตเอนไซม α-galactosidase เพื่อใช

ในการสลายน้าํตาลราฟฟโนสและสมาชิกในกลุม RFOs โดยจะทําการยอยพันธะชนิดแอลฟา (α) 
ที่เชื่อมระหวางโมเลกุลของน้ําตาลกาแลกโตสกับน้ําตาลซูโครส นอกจากนี้เชื้อดังกลาวจะตองมี

การผลิตเอนไซม β-galactosidase เพื่อยอยสลายพันธะชนิดเบตาทีพ่บในน้ําตาลซูโครสและแลก

โตสดวย  ความสามารถในการผลิตเอนไซม α-galactosidase นี้พบไดทั่วไปในแบคทีเรียกลุมแลก 
ติกสวนใหญ (Donkor et al., 2007; Sumarna, 2008; LeBlanc et al., 2005; Fredslund et al., 2011) 
ในขณะเชื้อกอโรคเชน S. typhimurium และ E. coli ไมสามารถใชน้ําตาลกลุม RFOs ในการเจริญได 
น้ําตาล RFOs จึงไดถูกผลิตในเชิงการคาเปนที่รูจักกนัในนาม Soybean oligosaccharides หรือช่ือ
ในทางการคาคือ Soya-oligo (Crittenden and Playne, 1996; Mussatto and Mancilha; 2007) อยางไร
ก็ตามไดมีรายงานวาน้ําตาล RFOs เปนน้ําตาลที่กอใหเกิดอาการทองอืดในคนและสัตวเนื่องจาก

รางกายไมสามารถผลิตเอนไซมกลุม α-galactosidase ออกมายอยน้ําตาลดังกลาว จึงเกิดการสะสม
ในลําไสใหญและถูกยอยโดยจุลินทรียในลําไสใหญตอไปจนเกิดแกสทําใหทองอืด (Mulimani et 
al., 1996; Viana et al., 2005) ขอมูลนี้อาจจะสงผลตอการยอมรับของผูบริโภคอาหารที่มีสวนผสม
ของน้ําตาล RFOs ดังเชนไอศกรีมซนิไบโอติกจากงานวิจัยช้ินนี้ได แตผูวิจยัคาดวาน้ําตาล RFOs 
ดังกลาวไมนาจะกอผลเสียดงัรายงาน เนือ่งจากอาหารซินไบโอติกจะมีสวนผสมของแบคทีเรียโปร
ไบโอติกที่จะชวยยอยน้ําตาล RFOs เพื่อใชในการเจรญิเติบโตอยูแลว จึงไมนากังวลในการบริโภค 
ประกอบกับมรีายงานของ Rycroft และคณะ (2001) ที่รายงานโดยอางจากงานวิจัยตางๆ วา
อาสาสมัครที่บริโภคน้ําตาล soybean oligosaccharides 15 กรัมตอวัน เปนระยะเวลาติดตอกนั 4 
สัปดาหจะสงผลดีตอรางกายโดยมีระดับของเชื้อ Bifidobacterium เพิ่มขึ้น ในขณะทีจ่ํานวนเชื้อกลุม 
Bacteroides และ Clostridium ลดลงอยางมีนัยสําคัญ 

ไอศกรีมเปนอาหารที่ไดรับการยอมรับและไดรับความนยิมในผูบริโภคทุกเพศทุกวัยและ
ทุกเชื้อชาต ิ จึงนาจะเปนสื่อกลางที่ดีในการพาเชื้อโปรไบโอติกเขาไปสูรางกายของผูบริโภค 
(Ranadheera et al., 2013) นอกจากนี้ยังพบวาคาความเปนกรด-ดางของไอศกรีมนัน้อยูในชวงกลาง 
ซ่ึงเหมาะสมกบัการอยูรอดของแบคทีเรียโปรไบโอติกได (Homayouni et al., 2008) โดยคาความ
เปนกรด-ดางของไอศกรีมซินไบโอติกทั้ง 5 ชุดการทดลองในงานวจิัยนีก้็อยูในชวงระหวาง 6-7 
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เชนกัน ทั้งนีอ้าหารที่มีสวนประกอบของเชื้อโปรไบโอติกควรมีจํานวนเชื้อที่มีชีวิตอยูในผลิตภณัฑ
ไมนอยกวา 107 cfu/กรัม ซ่ึงเปนตัวเลขที่สมาพันธ International Dairy Federation (IDF) ไดแนะนํา
ไว (Homayouni et al., 2008; Rajam et al., 2012) แตในงานวิจยันีก้ลับพบวาจํานวนเชื้อโปรไบโอ  
ติกที่รอดชีวิตในไอศกรีมซนิไบโอติกกลบัลดลงเปนอยางมากในทกุๆ ชุดการทดลอง แมจะมกีาร
เติมน้ําตาล RFOs ที่เตรียมจากเมล็ดถ่ัวเหลืองและถ่ัวเขยีวลงไปก็ตาม ทั้งนี้อาจจะเนื่องมาจากการ
เติมเชื้อโปรไบโอติกเริ่มตนที่นอย ซ่ึงในงานวิจยัอ่ืนๆ ทีผ่ลิตไอศกรีมซินไบโอติกดวยองคประกอบ
ที่แตกตางจากงานวจิยัช้ินนี้กไ็ดพบวาเชื้อโปรไบโอติกไดมีจํานวนที่ลดลงเชนกันเมือ่ทําการเก็บ
รักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เชนงานวจิัยของ Homayouni และคณะ (2008) ที่ผลิต
ไอศกรีมซินไบโอติกที่มีสวนผสมของเซลลอิสระของ L. casei (Lc-01) และ B. lactis (Bb-12) กับ 
Resistant starch ก็พบวาเชื้อมีจํานวนลดลงไปประมาณ 3 log (cfu/g) เมื่อเก็บไวเปนระยะเวลา 180 
วัน  

กระบวนการผลิตไอศกรีมซึ่งตองอาศัยความเย็นระดับต่ํากวาจดุเยือกแข็งของน้ํานาจะเปน
สาเหตุสําคัญที่ทําใหเชื้อโปรไบโอติกตาย (Homayouni et al., 2008) เนื่องจากผลึกน้ําแข็งที่เกดิขึน้
จะทิ่มแทงผนงัเซลลทําใหเซลลเสียหายและตายได ความไมคงที่ของอุณหภูมิในตูแชแข็งกเ็ปน
สาเหตุทําใหผลึกน้ําแข็งเกดิขึ้นเชนกนั (Ranadheera et al., 2013) ดงันั้นในทางปฏิบัติจึงไดมีการ
เติมสารจําพวก Cryoprotectant ซ่ึงจะชวยลดการเกิดผลึกน้ําแข็งขนาดใหญภายในเซลลได สาร 
cryoprotectant ที่หางายและมีการใชงานกันสําหรับการแชแข็งเซลลแบคทีเรียคือน้ําตาลซูโครส 
(Ying et al., 2013) ซ่ึงในงานวจิัยนี้ก็ไดนํามาใชเปนสวนประกอบในการผลิตไอศกรีมดวย แตก็
พบวายังไมมปีระสิทธิภาพเพียงพอในการลดการตายของเซลลในระหวางการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ
ต่ํา น้ําตาลราฟฟโนสก็จัดไดวาเปนสาร cryoprotectant ที่ใชในงานทางดานจุลชีววิทยาเชนกนั 
(Hubálek, 2003) ผูวิจัยจึงคาดหวังวาการเสริมน้ําตาลกลุม RFOs ลงในไอศกรีมซินไบโอติกควรชวย
ลดการตายของโปรไบโอติกได ซ่ึงผลการทดลองก็ไดแสดงใหเห็นวาในชวง 2 สัปดาหแรกนัน้
จํานวนเซลลที่รอดชีวิตของ L. lactis ในไอศกรีมซินไบโอติกที่มีสวนผสมของน้ําตาล RFOs จะสูง
กวาไอศกรีมชุดการทดลองที ่1 (ไมมีน้ําตาล RFOs) แตหลังจากนั้นอัตราการรอดชีวิตก็ใกลเคยีงกับ
สูตรที่เติมน้ําตาล RFOs จากถั่วเขียว ยังคงเหลือเพียงแตสูตรที่เติมน้ําตาล RFOs จากถั่วเหลืองที่มี
จํานวนเซลลที่รอดชีวิตสูงกวา 

อีกสาเหตุหลักที่ทําใหเซลลแบคทีเรียโปรไบโอติกรอดชีวิตนอยลง นาจะเกิดจากความเปน
พิษของออกซิเจน (Oxygen toxicity) (Ranadheera et al., 2013) เนื่องจากแบคทีเรียโปรไบโอติกที่
เปนแบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria) นี้ไมชอบอากาศในการเจริญเติบโต (Facultative 
anaerobic bacteria) บางชนิดไมตองการอากาศในการเจริญอยางยิ่งยวด (Strictly anaerobic 
bacteria) เชน Bifidobacterium sp. เปนตน ดังนัน้กระบวนการผลิตไอศกรีมซึ่งตองมีการปนอัด
อากาศใหแทรกในน้ํานมจึงเปนสภาวะที่เปนสงผลกระทบตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอ 
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ติกเปนอยางมาก สอดคลองกับผลการวิเคราะหคา Overrun ของไอศกรีมชุดการทดลองที่ 2 และ 4 
ที่ซ่ึงมีอัตราการรอดชีวิตที่สูงกวาชุดการทดลองอื่นๆ และก็พบวามีคา Overrun ที่ต่ํากวาชดุการ
ทดลองอื่นๆ เชนกัน ภาชนะที่ใชบรรจุไอศกรีมซินไบโอติกก็ควรลดการซึมผานของกาซออกซิเจน
จากสิ่งแวดลอมเขาสูผลิตภัณฑดวย  

ในการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลุม RFOs ในผลิตภัณฑไอศกรีมซินไบโอติกแตละสูตร
คร้ังนี้ไดลมเหลว เนื่องจากไมสามารถตรวจพบน้ําตาลราฟฟโนสและเวอรบาสโคสได พบเพียง
น้ําตาลสตาชิโอสในผลิตภัณฑเทานั้นซึ่งโดยทัว่ไปจะพบในปริมาณทีสู่งกวาน้ําตาลราฟฟโนสและ
เวอรบาสโคสอยู สวนสาเหตุที่ตรวจไมพบน้ําตาลอีกสองชนิดนั้น คาดวาอาจจะเนือ่งมาจากเทคนิค
การวิเคราะหน้ําตาลดวยเครือ่ง HPLC ซ่ึงไมเหมาะสมกับตัวอยางที่มอีงคประกอบเปนน้ํานม โดย
ผูวิจัยไมสามารถกรองอนุภาคขนาดเล็กในไอศกรีมเหลว (ทิ้งไวใหละลายอยางสมบูรณ) ดวยแผน
กรองที่ใชอยู ทําใหไมสามารถนําตัวอยางไอศกรีมเหลวฉีดเขาเครื่อง HPLC เพื่อวเิคราะหน้ําตาล 
RFOs ได จึงตองประยกุตเทคนิคดวยการนําไอศกรีมเหลวมาสกัดดวยสารละลายเอทานอลความ
เขมขน 50 เปอรเซ็นต เพือ่ใหไดเฉพาะน้ําตาล RFOs จากนัน้จึงนําตัวอยางดังกลาวฉีดเขาเครื่อง 
HPLC ดังนั้นน้ําตาลที่มีปริมาณนอยอยูแลวอาจจะสุญหายไประหวางกระบวนการสกัดนี้ได 

Ranadheera และคณะ (2013) ไดอธิบายถึงปจจัยที่สงผลกระทบตอเวลาที่ใชในการละลาย
ของไอศกรีมจนเกิดเปนหยดแรกและการละลายจนสมบรูณไววา เกิดจากองคประกอบทางเคมีและ
กายภาพของไอศกรีมเอง โดยไอศกรีมประกอบไปดวยองคประกอบที่เปนโครงสรางหลัก 3 สวน 
ไดแก ชองอากาศ ผลึกน้ําแข็ง และเม็ดไขมัน ซ่ึงความสัมพันธของทั้งสามองคประกอบนี้ แมวายงั
ไมเขาใจแนชัด แตก็สงผลตออัตราการละลายและความแนนเนื้อของไอศกรีมเปนอยางยิ่ง อีกทั้ง
ขนาดของผลึกน้ําแข็งก็สงผลตอการละลายของไอศกรีม เพราะผลึกน้ําแข็งที่มขีนาดเล็กจะมจีุด
หลอมเหลวทีต่่ํากวาผลึกน้ําแข็งขนาดใหญเล็กนอย ทําใหละลายเร็วกวา และสงผลใหเกิดการ
ละลายหยดแรกเร็วขึ้น 

ผลการประเมินความพึงพอใจของผูบริโภค (อาสาสมัคร) ที่มีตอไอศกรีมนมววัโปรไบโอ
ติกที่ผสมเชื้อ L. lactis และไอศกรีมนมววัซินไบโอติกทีผ่สมเชื้อ L. lactis และน้ําตาล RFOs จากถั่ว
เหลืองและถ่ัวเขียว พบวาแทบไมมีความแตกตางกัน ถึงแมจะไดรับคะแนนความพึงพอใจที่
คอนขางนอยก็ตาม ซ่ึงก็อาจเกิดจากสตูรไอศกรีมที่ใชในงานวิจยันีย้ังไมใชสูตรทีพ่ัฒนาจนเปนที่
ยอมรับของผูบริโภค รวมไปถึงการรับรูของอาสาสมัครที่มีตอกล่ินถ่ัว (beany) ก็ไมมีความแตกตาง
กันในแตละชดุการทดลอง ซ่ึงก็หมายความวากลิ่นของไอศกรีมซินไบโอติกทั้ง 4 ชุดการทดลอง
ไมไดแตกตางไปจากไอศกรีมที่ไมมีสวนผสมจากถั่วเลย ซ่ึงก็นาจะสงผลดีตอการยอมรับของ
ผูบริโภคตอไปในอนาคต เนื่องจากมผูีบริโภคจํานวนมากที่ไมนยิมอาหารที่มีกล่ินเหม็นเขยีวของ
เมล็ดถ่ัวปนอยูดวย เชนเดยีวกับกลิ่นสาบของสัตวจําพวกแพะหรอืที่เรียกวากลิ่น ‘goaty’ ก็ไมเปนที่
นิยมของผูบริโภคหลายกลุมเชนกัน  
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โดยรวมแลวผูวิจัยมีความเหน็วาการผลิตไอศกรีมซินไบโอติกที่มีองคประกอบของเชื้อโปร
ไบโอติกและน้ําตาล RFOs ควรไดมีการศึกษาและพัฒนาตอไปเนื่องจากจะเปนประโยชนแก
ผูบริโภคเปนอยางมาก แตมปีระเด็นทีจ่ําเปนตองพัฒนาอีกหลายประการ ยกตัวอยางเชน อัตราการ
รอดชีวิตของเซลลโปรไบโอติกในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา เทคนิคการสกัดและเตรียม
น้ําตาล RFOs จากเมล็ดพืชตระกูลถ่ัวใหมีความเปนไปไดในเชิงพาณิชยมากขึน้ รวมถึงสูตร
ไอศกรีมที่เปนที่พึงพอใจของผูบริโภคทั่วไป 
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สรุปผลการวิจัย 
 

1. งานวิจยันี้สามารถผลิตไอศกรีมซินไบโอติกจากนมววัสดไดซ่ึงมีสวนประกอบของ
โปรไบโอติกและพรีไบโอติกคือแบคทีเรีย L. lactis และน้ําตาล RFOs ที่เตรียมมาจาก
เมล็ดถ่ัวเหลืองสายพันธุเชียงใหม60 หรือถ่ัวเขียวสายพนัธุชัยนาท36 

2. เชื้อแบคทีเรียโปรไบโอติก L. lactis ยังคงรอดชีวิตในไอศกรีมซินไบโอติกภายหลัง
จากเก็บรักษาที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สัปดาห แตมีจํานวนลดลง
ประมาณ 50 เปอรเซ็นต 

3. คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของไอศกรมีซินไบโอติกแทบไมมีความแตกตางกันกับ
ไอศกรีมที่เติมเพียงเชื้อ L. lactis ยกเวนน้าํตาลกลุม RFOs บางชนิดที่จะตรวจพบใน
ไอศกรีมซินไบโอติกเทานั้น และยังคงตรวจพบตลอดระยะเวลาการเกบ็รักษา 

4. การยอมรับของผูบริโภคที่มีตอไอศกรีมซินไบโอติกเทยีบกับไอศกรีมที่เติมเพียงเชื้อ L. 
lactis พบวาใกลเคียงกัน แตมีคะแนนในระดับเพยีงเฉยๆ – ชอบเล็กนอย (5-6) เทานัน้ 

5. ประเดน็ทีจ่ําเปนตองพัฒนาเพิ่มเติมสําหรับไอศกรีมซินไบโอติกในงานวิจยันี้คือ การ
เพิ่มอัตราการรอดชีวิตของเซลลโปรไบโอติกในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 
เทคนิคการสกดัและเตรยีมน้าํตาล RFOs จากเมล็ดพืชตระกูลถ่ัวใหมคีวามเปนไปได
ในเชิงพาณิชยมากขึ้น รวมถึงสูตรไอศกรีมที่เปนที่พึงพอใจของผูบริโภคทั่วไป 
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ภาคผนวกที่ 2 
การวัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวช 

 
การเตรียมสารเคมี 
1. สารละลาย DNS  

เตรียมโดยการชั่ง DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) 10 g ในน้ํากลั่น 250 ml เติม NaOH 16 g  
ที่ละลายในน้ํากลั่น 200 ml คนใหละลายเขากันจนหมด นําไปอุนในอางน้ํารอนจนกระทั่งได
สารละลายใส จากนั้นเติม Sodium potassium tartate  ลงไปทีละนอยจนครบ 300 g ปรับปริมาตร
สุดทายใหได 1,000 ml  เก็บรักษาไวในขวดสีชาที่อุณหภมูิหอง 
2. Phenol solution ความเขมขน 5% (w/v)  

ช่ัง Phenol 0.5 g คอยๆ เทสารผสมกับน้ํากลั่น และปรับปริมาตรใหได 100 ml ในตูดดูควัน
แลวใชแทงแกวคนสารใหสารเขากันด ีจากนั้นเก็บสารไวในขวดสีชา 
3. สารละลายมาตรฐานกลูโคส 1500 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร  

ช่ังกลูโคสมา 0.15 g ละลายในน้ํากลั่น และปรับปริมาตรใหได 100 ml โดยใชขวดปรับ
ปริมาตร 100 ml 
 
ขั้นตอนการวัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธีฟนอล-ซัลฟวริก (Phenol-sulfuric method) 
 
1. เตรียมกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส 

1.1 เตรียมหลอดทดลองที่มีสารละลายน้ําตาลกูลโคสความเขมขนตั้งแต 0-1,500 μg/ml  

ปริมาณ 500 μl 
1.2 เติมสารละลายฟนอล 5% ลงไป 500 μl เขยาใหเขากัน 

 1.3 เติมกรดซลัฟวริกเขมขนลงไป 2.5 ml โดยเติมอยางชาๆ แลวเขยาใหเขากัน 
 1.4 ตั้งหลอดทิง้ไว 10 นาที 
 1.5 นําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 nm 
 1.6 สรางกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกูลโคสขึ้น โดยพล็อตระหวางคาการดูดกลืนแสงและ 

ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 
2. วัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 
 2.1 ดูดสารละลายตัวอยาง ปริมาตร 500 μl ใสในหลอดทดลอง แลวเตมิสารละลายฟนอล  

5% ลงไป 500 μl เขยาใหเขากัน 
 2.2 เติมกรดซลัฟวริกเขมขน 2.5 ml ลงไป โดยเติมอยางชาๆ แลวเขยาใหเขากัน 
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 2.3  ตั้งหลอดทิ้งไว 10 นาที 
 2.4 นําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 nm 

2.5 คํานวณคาปริมาณของน้าํตาลทั้งหมด 
 
ตารางที่ 9  คาการดูดกลืนแสงของน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขนตางๆ เมื่อทําการวัดดวยวิธี Phenol- 

   sulfuric acid 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
        
 

 
ภาพที่ 13 กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสเมื่อทําการวิเคราะหดวยวิธี phenol-sulfuric acid 
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ขั้นตอนการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวธีิ DNS method 
 
1. เตรียมกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส 

1.1 เตรียมหลอดทดลองที่มีสารละลายน้ําตาลกูลโคสความเขมขนตั้งแต 0-1,500 μg/ml 

ปริมาณ 500 μl 
1.2 เติมสารละลาย DNS ลงไป 500 μl เขยาใหเขากนั 

 1.3 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาท ี
 1.4 เมื่อหลอดเย็นใหเติมน้ํากลั่นปริมาณ 4 μl เขยาใหเขากัน 
 1.5 นําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm 
 1.6 สรางกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกูลโคสขึ้น โดยพล็อตระหวางคาการดูดกลืนแสงและ
ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 
2. วัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 2.1 ดูดสารละลายตัวอยาง ปริมาตร 500 μl ใสในหลอดทดลอง แลวเติมสารละลาย DNS 
ลงไป 500 μl เขยาใหเขากัน 
 2.2 นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาท ี
 2.3 เมื่อหลอดเย็นใหเติมน้ํากลั่นปริมาณ 4 μl เขยาใหเขากัน 
 2.4 นําไปวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm  

2.5 คํานวณคาปริมาณของน้าํตาลรีดิวซโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
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ตารางที่ 10   คาการดูดกลืนแสงของน้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขนตางๆ เมื่อทําการวัดดวยวิธี DNS 

ปริมาณน้าํตาล (μl ) น้ํากลั่น (μl ) คา A540 
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ภาพที่ 14 กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสเมื่อทําการวิเคราะหดวยวิธี DNS method 
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ภาคผนวกที่ 3 
ตัวอยางแบบทดสอบการยอมรับของผูบริโภคผลติภัณฑไอศกรีม 

 
ชื่อ.................................................................วันท่ี......................................อายุ............................ 
ระดับการศึกษา....................................................... เพศ.............................................................. 
ผลิตภณัฑไอศกรีมนม ตัวอยางที่ ............ 
 
1. กรุณาใหคะแนนในแตละลักษณะของผลิตภัณฑตามความรูสึกของทาน โดยกําหนดระดับการให
คะแนนดังนี ้  9 คือ ชอบมากที่สุด 
   8 คือ ชอบมาก 
   7 คือ ชอบปานกลาง 
   6 คือ ชอบเล็กนอย 
   5 คือ เฉยๆ 
   4 คือ ไมชอบเล็กนอย 
   3 คือ ไมชอบปานกลาง 
   2 คือ ไมชอบมาก 
   1 คือ ไมชอบมากที่สุด 
สีปรากฏ................................ 
รสหวาน................................ 
ความมัน............................... 
ความเรียบเนียน................... 
การละลายในปาก................ 
ความเหนียวหนืด................ 
กล่ินรสถั่ว........................... 
การยอมรับโดยรวม............ 
 
2. ทานยอมรับผลิตภัณฑไอศกรีมนมนี้หรือไม 
 ( ) ยอมรับ     ( ) ไมยอมรับ 
3. ถามีผลิตภัณฑไอศกรีมนมออกจําหนายตามทองตลาดทานจะซื้อหรือไม 
 ( ) ซ้ือ      ( ) ไมซ้ือ 
เพราะ................................................................................................................................................ 
ขอเสนอแนะ...................................................................................................................................... 

หมายเหตุ: 
สีท่ีปรากฏ = ความเข้มหรือความสว่างของสีขาว ถ้าเข้มมากไอศกรีม
จะมีสีเข้มหรือคล้ํา ถ้าอ่อนจะมีสีอ่อนหรือสว่าง 
ความมัน   = ความรู้สึกของความเหนียวร่วมกับการลื่นไหลในปาก
ของไอศกรีมขณะละลาย ค่ามากมีความมันมาก 
ความเรียบเนียน = การสัมผัสของลิ้นกับอนุภาคต่างๆหรือผลึกน้ําแข็ง 
ค่ามากเรียบเนียนมาก ค่าน้อยเรียบเนียนน้อย 
การละลายในปาก = ระยะเวลาของการละลายไอศกรีมในปากค่ามาก
ละลายช้า ค่าน้อยละลายเร็ว 
ความเหนียวหนืด = ความเหนียวหนืดของไอศกรีมในปากค่ามากมี
ความหนืดมาก ค่าน้อยมีความหนืดน้อย



           
 

           
ภาพที่ 15 บร
                ซิน

รรยากาศการป
นไบโอติก 

ประเมินความมพึงพอใจของงอาสาสมัครทีที่มีตอผลิตภัณ
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