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Abstract  

 The study aims to find the optimum conditions for pineapple juice containing probiotic (Lactofit®, 
CA) beads by reverse spherification, which calcium-lactate concentration (0.5 and 1.0g/100g) and gelation time 
(5 and 10 mins) were evaluated. Results showed that the optimum condition was 0.5g/100g of calcium-lactate 
solution and 10 mins gelation time. The average diameter of beads was ranged at 4.70–5.17 mm. However, 
effect of gelling temperature (10 and 25˚C) by alginate solutions were also studied. Utilization of sodium 
alginate solution at 10˚C rendered the bead with greater physical properties of the lowest in bead swelling (p 
≤ 0.05) than other treatments. At the optimum condition, the probiotic survival rates in beads during storage 
at 10°C for four weeks were tested. Results of stability test of probiotic showed the survival rate was 97.62% 
(6.65 x 106 CFU per bead) and probiotic cell were not found in pineapple juice. 
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บทคัดย่อ  
 การผลิตน ้าสับปะรดผสมกับโปรไบโอติกเป็นการเพิ่มคณุค่าต่อผู้บรโิภค งานวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการท้าเม็ดบีดสส์ับปะรดผสมโปรไบโอติกส์ (Lactofit®, CA) ด้วยเทคนิครีเวิรส์สเฟียริฟเิคชั่น โดยการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการท้าเม็ดบีดส ์ที่สารละลายแคลเซยีมแลคเตทเข้มข้น 0.5 และ 1.0 กรมั/100 มิลลิลติร เวลา 5 และ 10 นาที พบว่า
สภาวะทีเ่หมาะสม คือ ความเข้มข้น 0.5 กรัม/100 มลิลลิิตร เวลา 10 นาที ท้าให้เม็ดบีดสม์ีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 
4.70-5.17 มิลลิเมตร และในการศึกษาอุณหภูมิในการแช่สารละลายโซเดียมแอลจิเนตทีเ่หมาะสม พบว่า ที่อุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส ท้าให้เมด็บีดส์มลีักษณะทางกายภาพดีที่สดุ (p ≤ 0.05) และ และเมื่อน้าเม็ดบีดส์ไปแช่ในน ้าสับปะรด ตั งไว้ที่อุณหภูมิ 10 
องศาเซลเซยีส 1 เดือน พบว่ามีอตัราการอดชีวิตของโปรไบโอติก 97.62 เปอร์เซ็นต์ (6.65 x 107 CFU ต่อเม็ดบีดส์) และไม่มีโปร
ไบโอติกหลุดออกมาในน ้าสับปะรดตลอดการเก็บรักษา 
ค้าส้าคัญ: น ้าสับปะรด โปรไบโอติก รีเวิรส์สเฟียริฟิเคช่ัน 
  

ค้าน้า  
จังหวัดอุตรดติถ์ มีการปลูกผลไมเ้ป็นจ้านวนมาก เนื่องจากเป็นพื นท่ีเขา เหมาะส้าหรับการท้าสวนผลไม้ โดยเฉพาะ

ลองกอง อ้าเภอลับแล และสับปะรด อ้าเภอน ้าปาด ที่มีการอัตราการล้นตลาด ราคาตกต่้าอย่างต่อเนื่อง ท้าให้มีผู้ประกอบการใน
จังหวัดอุตรดติถ์ไม่น้อยกว่า 20 ราย มีแนวคิดในการผลิตเครื่องดื่มน ้าผลไม้ แต่ไม่สามารถสร้างมลูคา่ได้ เนื่องจากผู้บรโิภคมองว่า
บริโภคเครื่องดืม่น ้าผลไม้จากแหลง่ใด ก็ได้รับสรรพคุณจากผลไมเ้หมือนกัน และผลไม้บางชนิดที่มผีลต่อการท้าลายเชื อจุลินทรีย์ที่
เป็นประโยชน์ในระบบทางเดินอาหาร ท้าให้ผู้บริโภคไดร้ับสรรพคณุของเครื่องดื่มไม่เต็มประสิทธิภาพ และเปลี่ยนไปบริโภคอาหาร
เสรมิอื่นแทน ดังนั นวิธีการแก้ปัญหา คือ การเพิ่มสรรพคุณให้กับเครื่องดื่มน ้าผลไม้ โดยการส่งเสรมิกิจกรรมทางจลุินทรีย์ในระบบ
ทางเดินอาหาร เพื่อให้รา่งกายไดร้ับสารส้าคญัจากผลไมไ้ด้ง่าย และเป็นรูปแบบใหม่ท่ีสร้างมุมมองใหม่ให้ผู้บริโภค ในการพัฒนา
ต้นแบบการเติมจลุินทรียโ์ปรไบโอติคซึ่งสวนใหญอยใูนกลมุแบคทีเรยีกรดแลคติค เชน่ Lactobacillus spp. และ Streptococcus 
spp. ด้วยวิธีรีเวริ์สสเฟียริฟิเคชัน (reverse spherification) (Pawar และ Edgar, 2012) โดยการเตมิจุลินทรียโ์ปรไบโอติคด้วยวิธีนี  
ท้าให้จุลินทรียส์ามารถรอดชีวิตและสร้างกิจกรรมตา่ง ๆ ในระบบทางเดินอาหารได้ มีผลไปยับยั งการเจริญและการสร้างสารพิษของ
แบคทีเรียที่ก่อโรค  (กานต์ และรุ่งนภา, 2558)      

ในการศึกษาครั งนี มีวัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการท้าเม็ดบดีสส์ับปะรดผสมโปรไบโอติกส์ (Lactofit®, 
CA) ด้วยเทคนิครเีวิร์สสเฟียริฟิเคช่ัน และการศึกษาการอยู่รอดของจุลินทรีย์ในเมด็บีดส์ ในน ้าสับปะรดพลาสเจอไรซ์ ที่มีรูปแบบ
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การผลิตไม่ยาก สามารถสร้างมูลค่าเพิ่มสินคา้เกษตรที่ส้าคญัในเชิงเศรษฐกิจจังหวัดอตุรดติถ์  โดยใช้ผลไม้อตัลักษณ์ ได้แก่ น ้า
สับปะรด ในการพัฒนาเป็นเครื่องดื่มผสม เมด็บีดส์จุลินทรียืโปรไบโอติค ส้าหรับเป็นทางเลือกใหมส่้าหรับผบูริโภค และการเพิ่ม
มูลค่าใหผ้ลไม้ท้องถิ่นต่อไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ  

1. การเตรียมเม็ดบีดส์โดยวิธี reverse spherification   
 1.1 การเตรยีมสารละลายภายใน ดัดแปลงมาจาก Sultana และคณะ (2000) โดยการเตรียมความเข้มข้นของ
เชื อจุลินทรีย์โปรไบโอติกส์ (Lactofit®, CA) ที่ความเข้มข้น 7 x107 CFU ต่อน ้าสับปะรด 1 มิลลติร น้าไปบม่ที่อุณหภูมิ 30-40 
องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที เตมิแคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 2 โดยน ้าหนัก น้าสารละลายทีไ่ด้แช่ตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา1 ช่ัวโมง ก่อนน้าไปหยดในสารละลายโซเดียมอัลจเินต 
 1.2 การเตรียมส่วนห่อหุ้ม น้าโซเดียมอัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 0.25, 0.5 และ 0.75 (w/v) น้าไปตีปั่นให้เป็นเนื อ
เดียวกัน 5 นาที น้าสารละลายโซเดียมอัลจิเนตไปแช่ตู้เย็นที่อุณหภมู ิ10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   
 
2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการขึ นรูปเม็ดบดีส ์
 น้าไซริงคด์ูดสารละลายจลุินทรีย์โปรไบโอติกส์จากข้อ 1.1 น้ามาหยดใส่ในสารละลายโซเดียมอัลจเินตจากข้อ 1.2 ที่
ความเข้มข้นต่างๆ ทีละหยดและกวนส่วนผสมที่ 120 rpm เป็นเวลา 5 นาที จะเกิดเม็ดบีดส์ จากนั นกรองเม็ดบีดส์ด้วยตระแกรง
และลา้งด้วยน ้าสะอาด 3 ครั งท้า Reverse Spherification โดยแช่แคลเซียมเลคแตทที่ความเขม้ขน้ 0.5 และ 1.0 กรัม/100 
มิลลลิิตร เวลา 5 และ 10 นาที เม็ดบีดส์จลุินทรีย์โปรไบโอติกที่ได้จากทุกทรีทเมนต์ น้ามาท้าการวิเคราะหล์ักษณะของเม็ดบดีส ์
และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อหาสภาวะทีด่ีที่สุดในการวิเคราะห์อตัราการรอดชีวิตของจลุินทรีย์ต่อไป 
 
3. การวิเคราะห์จ้านวนเซลล์ที่รอดชีวิตในเม็ดบีดส์โปรไบโอติก 
 3.1 การนับจ้านวนแบคทีเรียแลกติกที่ไม่ผ่านการห่อหุ้มเซลล์น้าแบคทีเรียแลกศึกมาท้าการเจือจางแบบ serial 
ten-fold (dilution ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.35 เปอร์เซ็นต์น ้าหนักต่อปริมาตรโดยแบคทีเรียที่ผ่านกรดพีเอช 2.0 เป็น
เวลา 3 ช่ัวโมงให้เจือจางจนได้ระดับความเข้มข้น 102 ถึง 104 และแบคทีเรียที่ไม่ผา่นกรดให้เจือจางจนได้ระดับความเข้มข้น 106 ถึง 
108 นับจ้านวนเซลล์ที่รอดชีวิตโดยเทคนิคการ pour plate ด้วยอาหาร NIRS agar หลอมเหลวเที่มีการเติม bromocresol 
purple 0.004 เปอร์เซ็นต์ รอจนอาหารแข็งตัวแล้วน้าจานเพาะเช่ือไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (นับ
จ้านวนโคโลนีที่เปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีม่วงเป็นสีเหลือง) รายงานผลเป็น log CFU ต่อมิลลิลิตร (Annan และคณะ, 
2008)  
 3.2 การนับจ้านวนแบคทีเรียแลกติกท่ีผ่านการห่อหุ้มเซลล์ซึ่งเม็ดเจล 1 กรัมเพิ่มสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 3.0 
ปริมาตร 9 มิลลิลิตรนาไปเขย่าบนเครื่อง Vortex ที่ระดับความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 10 นาทีจนกระทั่งมีการละลายของเม็ดเจลทั ง
หมดแล้วเจือจาง Suspension ของเซลล์ที่ได้แบบ serial ten-fold dilution ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์
น ้าหนักต่อปริมาตรเจือจางจนได้ระดับความเข้มข้นท่ีเหมาะสม นับจ้านวนเซลล์ในเม็ดเจลโดยเทคนิคการ pour plate ด้วยอาหาร 
MRS agar หลอมเหลวที่มีการเติม bromocresol purple 0.004 เปอร์เซ็นต์ รอจนอาหารแข็งตัวแล้วน้าจานเพาะเช่ือไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (นับจ้านวนโคโลนีท่ีเปลี่ยนสีอาหาร MRS agar จากสีม่วงเป็นสีเหลือง) รายงานผล
เป็น log CFU ต่อมิลลิลิตร (Annan และคณะ, 2008) 
 
4.  การพัฒนาน ้าสับปะรด ที่ผสมเม็ดบีดส์จุลินทรีย์โปรไบโอติก 
 คั นน ้าสับปะรดห้วยมุ่น น้ามาใส่ขวดแก้วปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติมเม็ดบีดส์จุลินทรีย์โปรไบโอติก ในอัตราส่วน เม็ด
บีดส์ต่อน ้าสับปะรด  10 : 90, 20:80 และ 30:70 (w/v) ตามล้าดับ น้าน ้าสับปะรดผสมเม็ดบีดส์จุลินทรีย์โปรไบโอติก พลาสเจอ
ไรซ์ที่อุณหภูมิ 70 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วน้ามาใส่น ้าแข็งทันที แล้วน้าผลิตภัณฑ์เก็บที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส
เพื่อท้าการตรวจวิเคราะห์จ้านวนเซลล์ที่รอดชีวิตในเม็ดบีดส์ และในน ้าสับปะรดระหว่างการเก็บรักษาทุก 7 วันเป็นเวลา 1 เดือน 
ตามวิธีข้อ 3 
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5.  การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยผลการวิจัยจากการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายทุกขั นตอนที่ท้าการทดลอง 3 ซ ้า  ด้วยการ
วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี Duncan’s new multiple range test และวิเคราะห์ความแปรปรวนด้วย analysis of 
variance (ANOVA) ทีร่ะดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95  
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง** 
1.  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการขึ นรูปเม็ดบีดส์  
 1.1 ความเข้มข้นของโซเดียมอลัจเินตที่เหมาะสมส้าหรับการขึ นรูปเม็ดบีดส์ ท้าโดยการเตรียมเม็ดบดีส์จุลินทรีย์โปรไบโอ
ติก ใช้ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตร้อยละ 0.25, 0.50 และ 0.75 วัดคุณลักษณะทางกายภาพ ได้แก่ ขนาด ผิวด้านนอกของ
เม็ดบีดส์ พบว่าเมด็บีดส์จุลินทรียโ์ปรไบโอติกทุกความเข้มข้นของโซเดียมอลัจิเนตมีขนาด 5 มิลลเิมตร ผิวเม็ดบดีส์ที่ความเข้มข้น
โซเดียมอัลจเินตร้อยละ 0.75 และ0.50 มีลักษณะผิวเรียบ ตึง และไม่เหีย่ว โดยที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.75 จะเปลือกแข็งและหนา
กว่า 0.50  ในขณะที่เม็ดบดีส์ที่ความเข้มข้นโซเดียมอัลจเินตร้อยละ 0.25  มีลักษณะผิวย่น แตไ่มต่ึง และเหีย่ว  
 1.2 ความเข้มข้นของแคลเซียมแลกเตทที่เหมาะสมส้าหรับการขึ นรปูเม็ดบดีส์ในขั นตอนการ Reverse Spherification 
พบว่าสภาวะที่เหมาะสม คือ ความเข้มข้น 0.5 กรัม/100 มิลลลิิตร เวลา 10 นาที ท้าให้เมด็บีดสม์ีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 
4.70-5.17 มิลลิเมตร โดยที่การแช่ที่ 5 นาที ท้าให้เม็ดบีดส์มผีนังบางและแตกง่ายกว่าการแช่ที่ 10 นาที โดยใหผ้ลในลักษณะ
เดียวกันกับการใช้แคลเซียมแลกเตทท่ีความเข้มข้น 1.0 กรัม/100 มิลลลิิตร  แต่ที่ความเข้มข้น 1.0 กรัม/100 มิลลิลติร จะท้าให้
เม็ดบีดส์มีขนาดใหญ่ ผนังหนา และเหนยีว ซึ่งไม่น่ารับประทาน โดยทั่วไปขนาดของเม็ดบดีส์ขึ นอยูก่ับหลายปัจจัย ไม่ว่าจะเป็น
ขนาดของหัวเข็มที่ใช้ในการหยด และความหนืดของสารละลาย (Wichchukit และคณะ, 2013) หรือสภาวะที่มีประจุบวกของ
สารละลายที่ใช้แช่ เชน่ การแช่ในสารละลายแคลเซียมและการแช่ในสารละลายที่มี pH ต่้า ซึ่งขนาดของเม็ดบีดส์ขึ นอยูก่ับความ
หนาของผิวเม็ดบดีส์ (Messaoud และคณะ, 2015) 
 
2. ผลการศึกษาจ้านวนเซลล์ที่รอดชีวิตในเม็ดบีดส์โปรไบโอติก 
 เม็ดบีดส์จุลินทรีย์โปรไบโอติกที่ขึ นรูปด้วย โซเดียมอัลจิเนต ร้อยละ 0.5 และความเข้มข้นแคลเซียมแลกเตทที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.5 แช่ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส น้ามาใช้ในการศึกษาจ้านวนเซลล์ที่รอดชีวิต เปรียบเทียบกับจุลินทรีย์อิสระที่อยู่
ในน ้ากลั่นท่ีผ่านการฆ่าเชื อ พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 24 ช่ัวโมง จ้านวนเซลล์ที่อยู่ในเม็ดบีดส์มีจ้านวนมากกว่า จุลินทรีย์อิสระ อย่างมี
นัยส้าคัญที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 ซึ่งสรุปได้ว่ากระบวนการ Reverse Spherification เป็นรูปแบบการตรึงเซลล์วิธีหนึ่งที่
สามารถรักษาอัตราการอยู่รอดของเซลล์ได้นานขึ น ซึ่งเกิดจากในเม็ดบีดส์มีสารอาหารส้าหรับการด้ารงชีวิตของจุลินทรีย์ได้ โดยน ้า
สับปะรดที่ใช้ร่วมกับการผลิตเม็ดบีดส์มีสารอาหารที่จ้ากัดแต่ก็สามารถท้าให้เชื อจุลินทรีย์ด้ารงชีวิตได้มากกว่า 48 ช่ัวโมง (Ding 
และ Shah, 2008) ในขณะที่การตรึงเซลล์โปรไบโอติก เป็นจุลินทรีย์ผสมซึ่งหลายชนิดมีผลในการผลิตเอนไซม์ในการใช้สารอาหาร
และท้าให้สารอาหารมีจ้านวนมากขึ นเพื่อประโยชน์ต่อจุลินทรีย์กรดแลกติกอื่นๆในเม็ดบีดส์อีกด้วย (กานต์ และรุ่งนภา, 2558)      
 
3. ผลของการพัฒนาน ้าสับปะรด ที่ผสมเม็ดบีดส์จุลนิทรีย์โปรไบโอติก 
 3.1 ลักษณะทางกายภาพ พบว่า เมื่อเก็บน ้าสับปะรดผสมเม็ดบดีส์ ในตู้เย็น 10 องศาเซลเซียส พบวา่ตลอดระยะเวลา 7 
วัน ไม่มีการเปลีย่นแปลง ทั งสี กลิ่น และความขุ่นของน ้าสับปะรด เนื่องจากผลิตภัณฑ์ผ่านกระบวนการพาสเจอไรเซชั่นแล้ว และ
เก็บที่อุณหภมูิเย็น  
 3.2 อัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย์โปรไบโอติก พบว่า มีอัตราการรอดชีวิตลดลงในเมด็บีดส์ ตั งแต่สปัดาห์ที่ 3 ของการ
เก็บ แต่ไม่มผีลแสดงการเจรญิของเชื อในน ้าสับปะรด ซึ่งแสดงว่าเชื อไม่หลดุออกจากเมด็บีดส์ ตลอดระยะเวลาการเก็บ โดยอตัรา
การรอดชีวิตของจุลินทรีย์เมื่อเก็บที่เวลา 7 วัน ยังคงมีอัตราการรอดชีวิตที่ร้อยละ 100 ในขณะที่มีการเก็บผลติภณัฑ์ 1 เดือน พบว่า
มีอัตราการอดชีวิตของโปรไบโอตกิที ่ 97.62 เปอร์เซ็นต์ (6.65 x 107 CFU ต่อเม็ดบดีส์) ซึ่งอยู่ในระดับที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย 
(กานต์ และรุ่งนภา, 2558)      
 

สรุปผล  
 การท้าเมด็บีดส์สับปะรดผสมโปรไบโอติกส์ (Lactofit®, CA) ด้วยเทคนิครีเวริ์สสเฟียริฟิเคชั่น โดยการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการท้าเม็ดบีดส ์ที่สารละลายแคลเซยีมแลคเตทเข้มข้น 0.5 กรัม/100 มลิลลิิตร เวลา 10 นาที ท้าให้เม็ดบีดส์มีขนาด
เส้นผา่นศูนย์กลางเฉลี่ย 4.70-5.17 มิลลเิมตร และในการศึกษาอณุหภูมิในการแช่สารละลายโซเดียมแอลจิเนตที่เหมาะสม พบว่า ที่
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อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซยีส ท้าให้เม็ดบดีสม์ีลักษณะทางกายภาพดีที่สุด (p ≤ 0.05) และ และเมื่อน้าเม็ดบดีสไ์ปแช่ในน ้าสับปะรด 
ตั งไว้ที่อุณหภมูิ 10 องศาเซลเซียส 1 เดือน พบว่ามีอัตราการอดชีวิตของโปรไบโอติก 97.62 เปอร์เซ็นต์ (6.65 x 107 CFU ต่อเม็ด
บีดส์) และไมม่ีโปรไบโอติกหลดุออกมาในน ้าสับปะรดตลอดการเกบ็รักษา ซึ่งอยู่ในระดับท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกาย 
  

ค้าขอบคุณ  
นักวิจัยขอขอบคุณส้านักงานคณะกรรมการส่งเสรมิวิทยาศาสตร์ วิจยัและนวัตกรรม (สกสว.) และส้านักงานวิจัยแห่งชาติ 

(วช.) ที่สนับสนุนงบประมาณในการด้าเนินงานวิจยัประจ้าปี 2564 และขอขอบคุณมหาวิทยาลยัราชภัฏอุตรดิตถ์ ที่เอื อเฟื้อสถานท่ี
ในการท้าวิจัย 
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