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• ข้อความและบทความในวารสารวจิยัรามค าแหงเป็นแนวคดิของผู้เขียน การตีพิมพ์บทความซ ้าเป็นความรบัผดิชอบของผู้เขยีน   

ไม่ใช่ความคดิเหน็และความรบัผดิชอบของคณะผูจ้ดัท า บรรณาธกิาร กองบรรณาธกิารและมหาวทิยาลยัรามค าแหง 
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บทบรรณาธิการ 
  

วารสารวจิยัรามค าแหง ฉบบันี้ เป็นวารสารวจิยัของมหาวิทยาลยัรามค าแหง โดยสถาบนัวิจยัและพฒันา  
ซึ่งได้ก้าวเข้าสู่ปีที่ 24 ฉบับที่ 1 มกราคม – มิถุนายน 2564 ซึ่งผ่านการประเมินคุณภาพวารสารวิชาการที่อยู่ 
ในฐานขอ้มลู TCI  

การเปลี่ยนผ่านเข้าสู่ยุคดิจิตอล ที่เทคโนโลยีเข้ามามีผลกระทบต่อสังคมมนุษย์อย่างมาก และรวดเร็ว
โดยเฉพาะสงัคมไทยที่มีความซับซ้อนทัง้เรื่องอายุ ทัศนคติ ช่องว่างของระดบัรายได้และความเหลื่อมล ้าในสงัคม  
การน าเสนอบทความทางวิชาการ อาจเป็นช่องทางหนึ่งในการสื่อสารอย่างพินิจพิเคราะห์ ให้เห็นถึงปัญหาต่างๆ  
เพื่อน าไปสู่วถิทีางในแกไ้ข คลีค่ลายปมปัญหาต่างๆ ของสงัคมไทยไดอ้ย่างค่อยเป็นค่อยไป ในช่วงเวลาแห่งการเปลีย่น
ผ่านน้ี 

กองบรรณาธกิารและฝ่ายจดัท าขอขอบพระคุณ ศูนย์ดชันีการอ้างอิงวารสารไทย (TCI) กบัความพยายาม
ในการรกัษามาตรฐานวารสารในประเทศไทยใหค้งอยู่ในระดบันานาชาต ิอนัเป็นความกา้วหน้าทางวชิาการทีส่ าคญัของ
ประเทศไทย และขอขอบคุณนักวชิาการ ผู้ทรงคุณวุฒ ินักวจิยั ที่ให้เกียรติ ให้ความสนใจน าบทความอนัทรงคุณค่า
ของท่านตพีมิพใ์นวารสารวจิยัรามค าแหง และหวงัเป็นอย่างยิง่ว่าจะไดร้บัความไวว้างใจเช่นนี้ตลอดไป 
 
       
       
                                                                                 ขอขอบพระคุณ  
                                                                                   บรรณาธกิาร 
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เครื่องจกัรเชิงน่าจะเป็นส าหรบัเรียนรู้ส่วนเพ่ิมเพ่ือการจ าแนกล าดบัสญัลกัษณ์ 
Incremental Learning Probabilistic State Machine for Symbolic Sequences 
Classification 

จติรกร พลูโพธิท์อง1 

บทคดัย่อ 
การจ าแนกล าดบัสญัลกัษณ์สามารถน าไปใช้ประโยชน์ไดห้ลากหลาย เช่น การวเิคราะห์ดเีอ็นเอ การตรวจจบั 

การบุกรุก  การวเิคราะห์คลื่นไฟฟ้าหวัใจ  ปัจจุบนัมีวธิกีารมาตรฐานที่ประยุกต์ใช้ได้กบัเรื่องนี้   ได้แก่ แบบจ าลอง 
ภาษาเชงิน่าจะเป็น แบบจ าลองโครงข่ายประสาทเทยีม เครื่องจกัรเวกเตอร์สนับสนุน เป็นต้น อย่างไรกต็าม ในกรณีที ่
ข้อมูลอินพุตส าหรบัเรียนรู้เป็นสายอักขระที่มีความยาวมากและไม่มีการแบ่งค า  เช่น สายอักขระดีเอ็นเอ เป็นต้น  
การน าขอ้มูลเหล่านี้ไปเรยีนรู้ จะต้องแบ่งค าสมมติที่มคีวามยาวจ ากดั ซึ่งท าให้ความน่าจะเป็นและต าแหน่งของค าที่
ถูกต้องบิดเบือนไปจากข้อมูลต้นฉบับ  ผลที่ตามมาคือ การน าไปประยุกต์ใช้จะได้ผลลพัธ์ไม่ตรงเท่าที่ควร อีกทัง้ 
จะท าให้การเรยีนรู้ส่วนเพิม่ดว้ยขอ้มูลใหม่เพิม่เติมจะได้ผลลพัธ์ที่คลาดเคลื่อนเช่นกนั  งานวจิยันี้จงึเสนอแบบจ าลอง 
การเรยีนรูส้ายอกัขระแบบใหม่ ทีส่ามารถเรยีนรูส่้วนเพิม่ไดไ้ม่จ ากดั และไม่ตอ้งแบ่งค าสมมติ แต่ยงัคงขอ้มลูสถติขิอง 
สายอกัขระย่อยทีถู่กต้องใหไ้ดม้ากทีสุ่ด  ในขณะทีม่ติขิอ้มูลอยู่ในขอบเขตทีส่ามารถจดัการได้ โดยจะใชว้ธิกีารแบ่งค า 
อตัโนมตัิด้วยสายอักขระเอกลกัษณ์และสายอกัขระเกิดซ ้า   เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบบจ าลองในงานวิจัย  
เราได้ทดลองจ าแนกสายอกัขระดีเอ็นเอของแบคทีเรีย อี.โคไล (E. Coli) 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่เป็นตัวสนับสนุน และ 
กลุ่มทีไ่ม่เป็น  ผลการทดลองพบว่ามคีวามแม่นย าในการจ าแนกกลุ่มถูกต้องรอ้ยละ 96.23 ซึ่งถอืว่ามคีวามแม่นย าสูง 
เมื่อเทยีบกบัวธิกีารมาตรฐานอื่น 

ค าส าคญั: การจ าแนกล าดบัสญัลกัษณ์ ภาษาเชงิน่าจะเป็น สายอกัขระไมแ่บ่งส่วน ออโตมาตาเชงิน่าจะเป็น เอน็แกรม 

ABSTRACT 
Symbolic sequence classification can be used in a variety of applications such as DNA sequences 

analysis, intrusion detection, electrocardiography (ECG) analysis. The convention methods which can be 
applied to this field are for example, probabilistic language model, support vector machine, and artificial 
neural network. However, sometime the list of words in very long sequences such as DNA sequences are 
unknown. The fix size of imitation words are used for this case. Consequently, the probability and position of 
original unknown words are distorted which can lead to incorrect results in long term. Moreover, the update 
learning may cause difficulty. This research proposes a novel probabilistic language model that can learn 
infinitely increments and do not have to fix the size of imitation words, but still retain the statistical information 
of substring accurately as possible while the size of model is tractable. The experiment of classification is 

1 ผูช้่วยศาสตราจารย ์สาขาวศิวกรรมคอมพวิเตอร์ คณะวศิวกรรมศาสตร ์มหาวทิยาลยัรามค าแหง 
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applied to DNA sequences of promoter and non-promoter bacteria E. Coli. The accuracy of classification is 
96.23 % which is highly accurate compared to the other standard methods. 
 
Keyword:  symbolic sequence classification, probabilistic language, unsegmented string, probabilistic finite      
               automata,  n-gram  
 
บทน ำ 

การจ าแนกล าดบัสญัลกัษณ์ (symbolic sequence 
classification) เป็นวิธีการจ าแนกกลุ่มของข้อมูลประเภท 
สายอกัขระหรอืล าดบัสญัลกัษณ์  ซึ่งสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ได้หลากหลาย เช่น การวิเคราะห์ดีเอ็นเอ  
การตรวจจบั การบุกรุก การวเิคราะห์คลื่นไฟฟ้าหวัใจ 
(Xing et al., 2010) วิ ธี ก า รม าต รฐาน ที่ ส าม ารถ
ประยุกต์ใช้ได้กบัเรื่องนี้  ได้แก่ แบบจ าลองภาษาเชิง
น่ าจะเป็ น (Vidal et al., 2005) เช่ น เอ็นแกรม (n-gram) 
(Cavnar and Trenkle 1994)  แบบจ าลองมาร์คอฟ 
แบบซ่อน (hidden Markov model) (Rabiner, 1989) 
(Khreich et al., 2012) แ ล ะ เค รื่ อ ง จั ก ร เว ก เต อ ร์
สนั บ ส นุน  (support vector machine) (Lodhi et al., 
2002) (Leslie et al., 2002) เป็นต้น แต่เน่ืองจากขอ้มูล
สายอักขระใน ปัจจุบัน มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างมาก 
ข้อมูลบางประเภทเป็นสายอักขระที่มีความยาวมาก 
และไม่มีการแบ่งค าใน สายอกัขระ เช่น สายอกัขระดี
เอน็เอ เป็นตน้ ท าใหเ้กดิปัญหาในการวเิคราะห ์เช่น ค า
ที่มีผลต่อการวิเคราะห์ข้อมูล มีอะไรบ้าง และควรมี
ความยาวเท่าไรจงึจะเหมาะสม ซึ่งหากวเิคราะห์สถิติ
การปรากฏของสายอกัขระย่อยทัง้หมด เพื่อหาตวัแปร
ส าคัญ  จะท าให้มิติของข้อมูลเพิ่มขึ้นจนไม่สามารถ
จดัการได ้โดยปัจจุบนัการวเิคราะหส์ายอกัขระ มกัจะใช้
วิธีแบบจ าลองภาษา เช่น เคเมอร์ (k-mer) โดยทัว่ไป
เรียกว่าเอ็นแกรม (n-gram) ซึ่งเป็นวิธีการเลือก สาย
อกัขระย่อยความยาวจ ากดั แทนทีจ่ะวเิคราะห์สถติขิอง
สายอกัขระย่อยทัง้หมด ถงึกระนัน้ยงัพบปัญหาคอื สาย
อกัขระดีเอ็นเอหรือข้อมูลลกัษณะเดียวกันนี้ อาจจะมี
สายอักขระส าคัญ  ที่มีความยาวหลากหลาย การใช้  
สายอกัขระความยาวจ ากัดบางส่วน จะท าให้บิดเบอืน
สถิติของการเกิดค า และต าแหน่งของค าที่ถูกต้อง ซึ่ง
ส่งผลให้ การน าไปใช้งานมีความคลาดเคลื่อน การ
แก้ปัญหานี้จึงใช้ค ามคีวามยาวเหมาะสมต่อข้อมูล ซึ่ง
งานวจิยัทีผ่่านมาจะ ใชว้ธิกีารหาค่า k (ค่า n ส าหรบั n-

gram) ที่ดีที่สุด เช่น  ค่า k ที่ท าให้เกิดความแตกต่าง
ของค ามากทีสุ่ด  (Rayan and Paul, 2014) หรอื หาค่า 
k ที่แปรผนัได้ โดยหาจากสถิติของค าความยาว k ที่มี
นัยส าคัญ  (Ron et al., 1996), (Galata et al., 2001) 
อย่างไรกต็ามความเหน็ของผูว้จิยั การประมาณค่า k ที่
เหมาะสมตามงานวจิยัก่อนหน้านัน้จะใช ้ความยาวคงที ่
ซึ่ ง ยั ง ค ง ให้ ผ ล ส ถิ ติ ข อ งข้ อ มู ล ที่ มี ค ว าม ย า ว
นอกเหนือจากที่ก าหนดคลาดเคลื่อนไปได้ นอกจากนี้ 
การน าแบบจ าลองไปเรยีนรูข้อ้มูลส่วนเพิม่กอ็าจจะเกิด
ความคลาดเคลื่อน เพราะความยาวเหมาะสมทีเ่ลอืกใช้
อาจจะ เปลี่ยนไปตามสภาพของข้อมูล ดูรายละเอียด
เรื่องการเรียนรู้ส่วนเพิ่มจาก (Ade and Deshmukh, 
2013), (Geppert and Hammer, 2016)  

งานวจิยันี้จงึสนใจการสรา้งแบบจ าลองภาษาเชงิ
น่าจะเป็นแบบใหม่ที่สามารถเก็บสถิติของสายอกัขระ
ย่อยให้  คงความถู กต้องให้ ได้ม ากที่ สุด  โดยไม่
จ าเป็นตอ้งแบ่งค าหรอืจ ากดัความยาวของค าทีใ่ชเ้รยีนรู ้
และสามารถเรียนรู้ ส่วนเพิ่มได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
ในขณะที่มติิของขอ้มูลที่เพิม่ขึ้นในขณะเรยีนรูจ้ะยงัคง
สามารถจดัการได ้โดยม ีแนวคดิว่า การวเิคราะห์สถิติ
ของสายอกัขระย่อย ควรพิจารณาจากสายเอกลกัษณ์
และอกัขระเกิดซ ้าทุกความยาวที่มเีพื่อเกบ็สถิติให้ตรง
มากทีสุ่ด และเพื่อรองรบัสถติขิองขอ้มลูใหม่ทีจ่ะเกดิขึน้
ได้โดยไม่ต้องท าการเรียนรู้ใหม่ทัง้หมด  โดยตัดสาย
อกัขระย่อยที่ไม่เกิดประโยชน์เพื่อลดทอนขนาดของ
ข้อมูลที่ได้จากการเรียนรู้ จากงานวจิยั (Ilie, 2011) พบว่า 
สายอักขระทุกสายจะมีคุณสมบัติสายอักขระย่อย
เอกลกัษณ์สัน้สุด (minimum unique substring) และจะ
เกิ ดขึ้ น คู่ กัน กับ สายอัก ข ระย่ อย เกิ ดซ ้ าย าว สุด 
(maximum repeated substring) เสมอ ซึง่หลกัการนี้จะ
เป็นแนวทางที่ช่วยในการตดัสายอกัขระเอกลกัษณให้
สัน้ลง ในขณะที่่ ย ังคงความน่าจะเป็นที่ถูกต้องได ้ 
งานวิจยันี้จึงได้ค้นคว้าวิจยัเพื่อสร้างแบบจ าลองแบบ
ใหม่ โดย ใช้ชื่ อว่ า ออโตมาตาเชิ งน่ าจะเป็ นของ 
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สายอักขระเอกลักษณ์ที่ เหมาะสม  (proper unique 
substring finite automata: PUSFA) ซึ่งเป็นแบบจ าลองที่
ใช้เก็บสาย อกัขระย่อยเอกลกัษณ์ที่เหมาะสมและสาย
อักขระย่อยเกิดซ ้า รวมถึงความถี่ของสายอักขระ
เหล่านั ้น โดยสามารถ ประยุกต์ใช้ค านวณหาความ
น่าจะเป็นของสายอกัขระใดๆ เพื่อจ าแนกข้อมูล หรือ
เพื่อท านายข้อมูล รวมถึงเพื่อวิเคราะห์ สายอกัขระที่
เกิดขึ้นเชงิสถิติ โดยสามารถเรยีนรู้จากสายอกัขระไม่
จ ากดัความยาวไดโ้ดยไม่ตอ้งท าการแบ่งค า เราไดเ้สนอ
ขัน้ตอนวธิใีนการสร้างแบบจ าลอง และท าการทดลอง
น าแบบจ าลองไปประยุกต์ใช้จ าแนกกลุ่มข้อมูล เพื่อ
ทดสอบว่ามคีวามแม่นย ามากน้อยเพยีงใดเมื่อเทยีบกบั
วิธีการมาตรฐานอื่น และท าการทดสอบว่าขนาดของ 
แบบจ าลองจะเตบิโตอย่างไร และเวลาที่ใชป้ระมวลผล
นั ้นเติบโตอย่างไร เมื่อเทียบกับความยาวของสาย
อักขระ ที่น ามาเรียนรู้ เพื่อที่จะรับรองได้ว่า เมื่อน า
แบบจ าลองไปใช้งานแล้ว แบบจ าลองจะยงัคงสามารถ
จดัการได้จริง ในทางปฏิบัติ เนื้อหาในบทความนี้จะ
ประกอบไปด้วย วธิกีารด าเนินการวจิยั ซึ่งจะกล่าวถึง
ทฤษฎีและนิยามที่เกี่ยวขอ้ง รายละเอยีดแบบจ าลองที่
น าเสนอ วธิกีารสรา้งแบบจ าลอง วธิกีารน าแบบจ าลอง
ไปใช้งาน การทดลองที่เกี่ยวขอ้ง ตามด้วยผลการวจิยั 
และสรุปและวจิารณ์ผล 
 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

การวิเคราะห์สายอักขระ S ใดๆ เพื่อหาสถิติ
ของค าที่เกิดขึ้นให้ได้ความถูกต้องสูงสุดนั ้น  จะต้อง
พจิารณาจาก สายอกัขระย่อยทีเ่ป็นไปไดท้ัง้หมดของ S 
หากสมมตใิห ้S = x1 x2 x3...xl  สายอกัขระย่อยของ S ที่
เป็นไปไดท้ัง้หมดนัน้ไดแ้ก่ สายอกัขระย่อยความยาว 1, 
2, 3... ไปจนถึงความยาว l ซึ่งจะต้องพิจารณาค า

ทัง้หมด 1+2+3+...+ l หรือ  ประมาณ (l2 + l )/2 แต่
เนื่องจากในกรณีที่ความยาวของ S ยาวมาก จ านวน
ของค าที่จะต้องพิจารณา จะมีจ านวนมาก เกินกว่าจะ
จดัการได ้การตดัทอนสายอกัขระย่อยบางส่วนออกไป
จะท าให้ลดมิติของข้อมูลไปได้ ขณะเดียวกันจะต้อง
ยังคง ความน่าจะเป็นที่ถูกต้องของสายอักขระย่อย
เอาไว้ให้ได้ด้วย ซึ่งจากการสงัเกตพบว่าสายอักขระ
ย่อยยิ่งยาวมากขึ้นโอกาสจะเป็นสายอักขระเกิดครัง้
เดียวก็มากขึ้น ซึ่งมีจ านวนมากที่สุด การลดทอนใน
งานวจิยันี้จงึตัดเฉพาะสายอกัขระเอกลกัษณ์ ให้เหลือ
เพียงสายอกัขระเอกลกัษณ์ที่เพียงพอต่อการค านวณ
ความ น่ าจ ะเป็ น เท่ ากับ  1 ยกตัว อย่ า ง  ให้  S = 
CACGTGCGA เห็นได้ว่า GC เกิดขึ้นครัง้เดียว ดงันัน้
ความน่าจะเป็น P(G|GC) คือ 1 และ P(G|TGC) = 
P(G|GTGC) = P(G|CGTGC) = 1 ดงันัน้ค าที่เพียงพอ
ต่อการหาความน่าจะเป็น จะใช้เพียง GC ก็พอ ค าที่
ยาวกว่านัน้จะตดัทิง้ไป แต่ในกรณี CG เป็น สายอกัขระ
ทีป่รากฎซ ้า 2 ครัง้ ดงันัน้ P(T|CG) = 1/2 แต่ P(T|ACG) = 
1 และ P(A|CG) = 1/2 แต่ P(A|GCG) = 1 การใช้ CG 
เป็นเงื่อนไขค านวณความน่าจะเป็นจะไม่เพียงพอ 
ดงันัน้การหาความน่าจะเป็นตามเงือ่นไขทีค่รบจงึต้องมี
สถติขิอง ค าทีม่ ีCG เป็นค าเตมิทา้ยทีย่าวกว่าเดมิ ซึง่ก็
คือ ACG และGCG ด้วย ค าเหล่านี้ เราได้นิยามไว้ใน
ด้านล่าง และแบบจ าลองเพื่อหาความน่าจะเป็น จะ
พจิารณาจากค าเหล่านี้ ดูตวัอย่างการสรา้งแบบจ าลอง
ขึน้ดว้ย S = CACGTGCGA ตามรปูที ่1 ซึ่งเราไดเ้สนอ
ขัน้ตอนวิธีการสร้างแบบจ าลองนี้ ด้วยขัน้ตอนวิธี
ออนไลน์ เพื่อทีจ่ะสามารถรบัขอ้มลู มาทลีะตวัแลว้สรา้ง 
เพื่อรองรับการเรียนรู้ส่วนเพิ่มเพื่อรองรบัการเรียนรู้
แบบไม่จ ากัด รายละเอียดอยู่ในเนื้อหา  ส่วนถัดไป
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รปูท่ี 1 ตวัอย่างแบบจ าลองเกบ็สายอกัขระเกดิซ ้าและสายอกัขระเอกลกัษณ์ 

 
นิยำมท่ีเก่ียวข้อง 

สายอักขระ S สามารถแทนได้ด้วย S = x1 x2 
x3...xl  ความยาวของ S เขียนแทนได้ด้วย |S| มีค่า
เท่ากับ l  สายอกัขระย่อยของ S แทนด้วย Si..j = xi xi+1 
xi+2...xj   เมื่อ i, j ∈ I+  ความยาวของสายอักขระย่อย
แทนดว้ย | Si..j | สามารถค านวณไดจ้าก (j – i ) + 1 เช่น  
| Si..j | มคี่าเท่ากบั 3 ค ำเตมิทำ้ย (suffix) ของ S แทนได้
ดว้ย Si..l เป็นสายอกัขระย่อยของ S ทีเ่ริม่จากต าแหน่ง i 
ไปจนถึง l เช่น ถ้า S = TGCGA แล้ว ค าเติมท้ายของ 
S ที่เป็นไปได้ทัง้หมดได้แก่ { , A, GA, CGA, GCGA, 
TGCGA} และ เซตของค าเติมท้ายแท้ (proper suffix) 
ของ S  หมายถงึค าเติมท้ายทุกตวัยกเว้น S ได้แก่ { , 
A, GA, CGA, GCGA } ค ำน ำห น้ ำ  (prefix) ของ S 
แทนได้ด้วย S1..j เป็นสายอกัขระย่อยของ S ที่เริม่จาก
ต าแหน่ง 1 ไปจนถึง j เช่น ถ้า S = TGCGA แล้ว ค า
น าหน้าของ S ที่เป็นไปได้ทัง้หมดได้แก่ { , T, TG, 
TGC, TGCG, TGCGA} และเซตของค าน าห น้าแท ้
(proper prefix) ของ S หมายถงึค าน าหน้าทุกตวัยกเวน้ S 

ได้แก่  { , T, TG, TGC, TGCG} สำยอักขระเกิดซ ้ ำ 
(repeating substring) หมายถึง สายอักขระย่อย Si..j 
ใดๆ ที่ปรากฏขึ้นมากกกว่า 1 ครัง้บนสายอักขระ S 
ตัวอย่างเช่น S = CACGTGCGA แล้วสายอักขระเกิด
ซ ้าไดแ้ก่ { , A, C, G, T, CG} เพื่อความสะดวกในการ
พจิารณา ก าหนดใหส้ายอกัขระทีม่คีวามยาวน้อยกว่า 2 
ตวัอกัษรเป็นสายอกัขระเกดิซ ้าทัง้หมด ไม่ว่าจะปรากฎ
กี่ครัง้ก็ตามสำยอกัขระเอกลกัษณ์ (unique substring) 
หมายถงึ สายอกัขระย่อย Si..j ใดๆ ทีป่รากฏขึน้เพยีง 1 
ครัง้บนสายอกัขระ S ตวัอย่างเช่น S = CACGTGCGA 
แล้วสายอักขระเอกลักษณ์ได้แก่ AC, CA, GA, GC, 
GT, ACG, GCG, CGT, GTG, TGC,...เป็ นต้ น สายอักขระ
เอ ก ลั ก ษ ณ์ สั ้น สุ ด  (minimum unique substring) 
หมายถึง สายอกัขระเอกลกัษณ์ทีส่ัน้ทีสุ่ดเท่าที่ เป็นไป
ได้ ซึ่งหากพิจารณาสายอักขระย่อยที่สัน้กว่านัน้จะ
กลายเป็นสายอักขระเกิดซ ้า กล่าวได้ว่าหากมีสาย
อกัขระ เอกลกัษณ์สัน้สุด Si..j แล้วจะมี Si+1..j และ Si..j-1 
เป็นสายอักขระเกิดซ ้า ยกตัวอย่างเช่น S = CACGTGCGA 



 
วารสารวจิยัรามค าแหง (วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย)ี ปีที ่24  ฉบบัที ่1 มกราคม – มถิุนายน  2564 

 

5 
 

 สายอักขระเอกลกัษณ์สัน้สุดที่เป็นไปได้ทัง้หมด คือ 
AC, CA, GA, GC, GT, TG สังเกตได้ว่า สายอักขระ
ย่อย ของค าเหล่านี้ที่สัน้กว่า 1 ตัวอักษรจะเป็นสาย
อกัขระเกดิซ ้าสำยอกัขระเอกลกัษณ์ทีเ่หมำะสม (proper 
unique substring) หมายถงึ สายอกัขระเอกลกัษณ์ที่มี
ค า น าหน้าเป็นสายอกัขระเอกลกัษณ์สัน้สุดและไม่มคี า
เติมท้ายแท้เป็นสายอกัขระเอกลกัษณ์สัน้สุดตัวอื่นอีก 
ยกตวัอย่าง S = CACGTGCGA สายอกัขระเอกลกัษณ์
ที่เหมาะสมที่เป็นไปได้ทัง้หมดได้แก่  AC, CA, GA, 
GC, GT, TG, ACG, GCG แต่ GTG ไม่เป็นเพราะ ม ี
TG เป็นค าเตมิทา้ย  ขอ้สงัเกตคอื สายอกัขระสัน้สุดทุก
ตวัเป็นสายอกัขระเอกลกัษณ์ ทีเ่หมาะสม  
แบบจ ำลองท่ีน ำเสนอ 

แบบจ าลองทีน่ าเสนอในงานวจิยันี้ เรยีกว่า ออโต-
มำตำจ ำกัดเชิงน่ำจะเป็นของสำยอักขระเอกลักษณ์
เหมำะสม (proper unique substrings finite automata: 
PUSFA) ซึ่งเรียกโดยย่อว่า พัสฟา มีองค์ประกอบ 7 
องค์ประกอบ ได้แก่ M = (Q, R, U, 𝝨, 𝛿, 𝜏, 𝜌)  โดย
มรีายละเอียดดงันี้  Q คือ เซตของสถานะ (state) โดย
แต่ละสถานะจะมีฉลากชื่อก ากับไว้ ซึ่งจะใช้แทนสาย
อกัขระขอ้มูลทีไ่ด ้จากการเรยีนรู ้ประกอบไปดว้ย สาย
อกัขระเกิดซ ้า สายอกัขระเอกลกัษณ์เหมาะสม R คือ 
เซตของสถานะที่ เป็นสายอักขระเกิดซ ้า (repeated 
substrings) และ R ⊂ Q U คือ เซตของสถานะที่เป็น
สายอักขระเอกลักษณ์ที่ เหมาะสม (proper unique 
substrings) แ ล ะ  U ⊂ Q 𝝨 คื อ  เซ ต จ า กั ด ข อ ง
สัญลักษณ์ อินพุต (input alphabet) 𝛿 คือ ฟังก์ชัน
เปลี่ยนสถานะ (transition function) ซึ่ งโดยเปลี่ยน
สถานะและอนิพุตไปเป็นสถานะปลายทาง แสดงไดด้ว้ย
ความสมัพนัธ์ 𝛿: (Q, 𝝨) ⇒ Q 𝜏 คอื ฟังก์ชนัความถี ่
(frequency function) จะเป็น ฟั งก์ชันที่ เปลี่ ยนจาก
สถานะและอินพุตไปเป็นจ านวนเต็ม แสดงได้ด้วย
ความสัมพันธ์ 𝜏: (Q, 𝝨) ⇒ I+ 𝜌 คือ ฟังก์ชันสาย
อกัขระเอกลกัษณ์เหมาะสมก่อนหน้า (previous proper 
unique substring function) ท า ห น้ า ที่ คื น ส ถ าน ะ
เอกลกัษณ์เหมาะสมทีม่คีวามยาวมากทีสุ่ด ทีม่เีสน้ทาง
มาถึงสถานะเอกลักษณ์สัน้ สุดที่สนใจ แสดงด้วย
ความสมัพันธ์ 𝜌(U) ⇒ U ∪ { } จากรูปที่ 1 สถานะ 

GT จะมีสถานะเอกลักษณ์เหมาะสมก่อนหน้า ที่ยาว
ที่ สุดที่มี เส้นทางมาถึง คือ ACG ตัวอย่ างอื่น เช่น  
𝜌(GC) ⇒ TG แบบจ าลองนี้ สามารถแทนได้ด้วย
ตารางตามตวัอย่างในรปูที ่1  
ขัน้ตอนวิธีสร้ำงแบบจ ำลอง 

ก าหนดให้ S คือข้อมูลที่น ามาเรียนรู้เพื่อสร้าง
แบ บ จ าลอ ง  แ ล ะสมมติ ให้  S = x1 x2 x3...xl  แล้ ว 
หลกัการสรา้งแบบจ าลองอธบิายโดยครา่ว คอื อ่านสาย
อกัขระอินพุตแต่ละตวัจาก x1 จนถึง xl ในขณะที่อ่าน xi 

แต่ละตวัจะมีสถานะ Qj  หลายตัวที่ต้องพิจารณาอยู่ใน
ควิซึ่งเป็นเซตของค าเตมิทา้ยของตวัทีย่าวทีสุ่ดเรยีงควิ
ตามล าดับน้อยไปมาก เริ่มต้นให้ Qj มีตัวเดียวคือ  
หากมเีสน้ทางจาก Qj ไปด้วย xi อยู่แล้วให้เพิม่ความถี ่
แต่หากยงัไม่มเีส้นทาง ให้สร้างสถานะใหม่ โดยใช้ชื่อ
ใหม่ดว้ย Qj  ต่อกนักบั xi แล้วตัง้เป็นสถานะปลายทาง
ร่วมเพื่อสรา้งเสน้ทางของ Qj ตวัทีย่าวกว่าทีเ่หลอืในควิ 
ชีเ้สน้ทางมายงัสถานะปลายทางร่วมน้ี ซึง่ทุกครัง้ทีส่รา้ง
สถานะใหม่ นัน้หมายความว่ามีสายอกัขระเอกลกัษณ์ 
ปรากฎขึน้ เนื่องจากยงัไม่มเีสน้ทางมาก่อน สายอกัขระ
เอกลกัษณ์นัน้จะเป็นสายอกัขระเอกลกัษณ์สัน้สุด สาย
อักขระ เอกลักษ ณ์ สั ้น สุดจะมีข้อมูลสายอักขระ
เอกลักษณ์ก่อนหน้าเก็บไว้ด้วยฟังก์ชัน 𝜌 เพื่อใช้
ปรบัเปลี่ยน ในกรณีที่ สายอกัขระเอกลกัษณ์สัน้สุดนัน้
เปลี่ยนเป็นสายอกัขระเกิดซ ้า ดูรายละเอียดในขัน้ตอน
วธิทีี ่1 ในกรณีทีม่เีสน้ทางปรากฎอยู่แลว้และปลายทาง
เป็นสถานะเอกลักษณ์มาก่อน หากเพิ่มความถี่แล้ว 
จะต้อง พิจารณาปรบัเปลี่ยนปลายทางให้เป็นสถานะ
เกิดซ ้าด้วย และเมื่อปรับสถานะบางตัวในคิวให้เป็น
สถานะเกิดซ ้ าแล้ว เส้นทางของสถานะอื่นที่ เคยมี
เสน้ทางมาทีส่ถานะตวันี้ร่วมกนัจะใชเ้ป็นปลายทางร่วม
ไม่ไดอ้กีต่อไป เพราะถูกเปลี่ยน เป็นสายอกัขระเกดิซ ้า
แล้ว จงึต้องขยายสถานะอื่นๆเหล่านัน้ยาวออกไป โดย
จะต้องเปลี่ยนเส้นทางใหม่ดว้ยการสร้าง สถานะขึ้นมา
ใหม่ แล้วให้ตัวใหม่นี้จะถูกพิจารณาให้เป็นสถานะ
ปลายทางร่วมส าหรับตัวอื่นๆที่ยาวกว่าต่อไป ซึ่งมี 
รายละเอียดค่อนข้างมากและซับซ้อน ดูรายละเอียด
ขัน้ตอนวิธีในขัน้ตอนวิธีที่ 1 และฟังก์ชันแตกสถานะ
เพิม่ใน ขัน้ตอนวธิทีี ่2 
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————————————————————————————————————————————————— 
ขัน้ตอนวิธี 1 การสรา้ง PUSFA 
————————————————————————————————————————————————— 

Input: input string S  Output: Probabilistic Unique Substring Finite Automata  
for xi in S  
{        for Qj in activeQueue  
        {        if (𝜏 (Qj, xi) == 0) 
    {        if target == null 
             {        newQ  = Qj + xi ,  𝜏 (Qj, xi) = 1, 𝛿(Qj, xi) = newQ 

                                 if (|newQ| >= 2) 

                       target = newQ, add  newQ to U 
          add newQ to nextActiveQueue } 
  else 
  {        if 𝜌(target) is a suffix of Qj then 
           {        𝜏 (Qj, xi) = 1, 𝛿(Qj, xi) = target, 𝜌(target) = Qj } 
                        else 
            {        newQ  = Qj + xi , add  newQ to U, 𝜏 (Qj, xi) = 1, 𝛿(Qj, xi) = newQ 

           splitNode (target, Qj , xi )   
         target = newQ } 
                                      add target to nextActiveQueue  } } 
    else 
    { nextState = 𝛿(Qj, xi), 𝜏 (nextState, xi) +=1 
  if nextState ∈ U  and 𝜌(nextState) ≠ NULL 
          target = nextState   
  if 𝜏 (nextState, xi) > 1  
               nextState ∈ R  
  add nextState to nextActiveQueue }} 
 copy nextActiveQueue to activeQueue }} 
————————————————————————————————————————————————— 
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————————————————————————————————————————————————— 
ขัน้ตอนวิธี 2 ฟังกช์นัแตกสถานะเพิม่ (Split Node) 
————————————————————————————————————————————————— 
function splitNode(splitState, activeState, xi )  
{        newTarget = NULL, splitState ∈ R, add splitState to nextActiveQueue 
         previousState =  𝜌(splitState) 
        for each Qk  where Qk  is a suffix of previousState 
        {        if |Qk | >= | splitState |  
    {        if newTarget == NULL 
             {        newNode = Qk + xi , 𝛿(Qk, xi) = newNode, newNode ∈ U 
              if Qk  is a suffix of activeState  
          {        add newNode to nextActiveQueue,  newNode ∈ R  } 
          if  |Qk | == |activeState|  
          {    newTarget = newNode   }  
                                   for c in 𝝨 
          {        if 𝜏 (splitState, xi) > 0 
      { nextOfSplitState = 𝛿(splitState, c), 𝜏 (newNode, c)  = 𝜏 (splitState, c),   
                                                      𝜌(nextSplitState) = newNode 
                                                     𝛿(newNode, c) = nextOfSplitState  } } 
               else 
   { 𝛿(Qk, xi) = newTarget, newTarget ∈ U 
                             𝜌 (newTarget) = Qk } } } } 
—————————————————————————————————————————————————
 
กำรประยุกต์ใช้จ ำแนกข้อมูล 

การจ าแนกขอ้มูลในที่นี้หมายถึง ปัญหาที่ว่า มี
กลุ่มขอ้มลู 2 กลุ่ม สมมตเิป็น กลุ่ม A และ กลุ่ม B แล้ว 
สายอกัขระอินพุต S ที่สนใจนัน้น่าจะเป็นสมาชิกของ
กลุ่มข้อมูลใดมากกว่ากัน เราเลือกใช้วิธีตัวจ าแนก
ประเภท แบบเบย์อย่างง่าย (Naive Bayes Classifier) 
ซึ่งใช้กันอย่างแพร่หลายและมีประสิทธิภาพดีในการ
จ าแนกภาษา  (Rish, 2001) (Ting et al., 2011) ตัว
จ าแนกจะตดัสนิใจว่าเมื่อใชแ้บบจ าลอง M เรยีนรูข้อ้มูล 
A และ B แล้ว S จะอยู่ในกลุ่มใด โดยค านวณ S จาก
แบบจ าลอง เราประยุกต์วธิกีารดงักล่าวกบัแบบจ าลอง
จากงานวจิยันี้ด้วยการสรา้งแบบจ าลองพสัฟาขึ้นมา 2 
ตวั ตวัแรกสรา้งขึน้จากขอ้มลูกลุ่ม A สมมตแิทนไดด้ว้ย 
MA และอีกตวัหนึ่งสร้างขึน้จากขอ้มูลกลุ่ม B แทนด้วย 
MB จากนัน้จะใช้ MA อ่านอินพุต S เพื่อค านวณหา

ความน่าจะเป็นของการเกิดสายอักขระ S แทนด้วย 
P(S | MA) และใช้ MB อ่านอินพุต S เพื่อค านวณความ
น่าจะเป็นของการเกิดสายอักขระ S แทนด้วย P(S | 
MB) ตามหลกัการในการ จ าแนกสายอกัขระใดๆเราจะ
พิจารณาว่า S อยู่ในกลุ่ม A หรอื B โดยพิจารณาจาก
สมมติฐานที่มีความน่าจะเป็น มากที่สุด (Maximum a 
posteriori hypothesis) ซึง่ไดส้มการในการจ าแนกดงันี้ 

                          
                                           

(1) 
จากสมการที่ (1) lmax หมายถึงกลุ่มขอ้มูลที่เป็นค าตอบ
อาจจะเป็น A หรือ B ซึ่งจะได้มาจากการเลือกค่า MA 
หรอื MB ทีท่ าใหไ้ดค้่าความน่าจะเป็นตามสมการทีม่คี่า
มากทีสุ่ด กจ็ะเป็นค าตอบว่า S ควรอยู่ในกลุ่มใด ปัญหา
ต่อมา คอื จะมวีธิกีารค านวณ P(S | M) ไดอ้ย่างไร  
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วิธีกำรค ำนวณควำมน่ำจะเป็น  
ก าหนดให้สายอกัขระย่อยของ S ที่ต้องการหา

ความน่าจะเป็นคือ x1...i = x1 x2 x3...xi แล้ว  อักขระ
ต าแหน่งที่ i แทนด้วย xi และความน่าจะเป็นของการ
เกิด xi คอื P(xi | x1, x2, x3,...,xi-2, xi-1) สามารถค านวณ
ได้ตามหลกัการของ ลูกโซ่มาร์คอฟ แต่เนื่องจากการ
พจิารณาความน่าจะเป็น ดว้ยเงื่อนไขจาก xi-1 ยอ้นกลบั
ไปถงึ x1 ส าหรบัขอ้มูลทีม่ ีขนาดยาวมากนัน้จะท าใหไ้ม่
สามารถจดัการได ้ การค านวณในงานวจิยันี้จงึพจิารณา
ด้วยเงื่อนไขเพียง xi-1 ไปถึง xi-k เมื่อ  xi-1...i-k เป็นสาย
อกัขระเอกลกัษณ์ที่ปรากฎบนสถานะของแบบจ าลอง 
ซึ่งเพียงพอต่อการค านวณความน่าจะเป็น ที่ถูกต้อง
ดงัทีไ่ดอ้ธบิายเหตุผลก่อนหน้า ดงันัน้ความน่าจะเป็นใน
การเกดิ xi  คอื P(xi | Y) เมื่อ Y คอืป้ายชื่อของ สถานะ
ปลายทางที่ได้จากฟังก์ชันการใช้  𝛿 เพื่อหาสถานะ
ป ล า ย ท า ง จ า ก อิ น พุ ต   x1, x2, x3,...,xi-2, xi-1  ไ ป
ตามล าดบั และ P(xi | Y) ค านวณไดจ้าก    

                                                      
(2) 

จากสมการที่ (2) 𝜏(Y, c) คือ ฟังก์ชันความถี่
ของการเปลี่ยนสถานะด้วยอกัขระ c ที่สถานะ  เช่น 
จากรูปที่ 1 𝜏(CG, T) จะมีค่าเท่ากับ 1 เป็นต้น และ
ผลรวมของความน่าจะเป็นทุกตวัอกัษรคอื 𝜏(CG, T)+ 
𝜏(CG, A) = 2 ดงันัน้ P(A|CG) = 1/2. และความน่าจะ
เป็นของการเกดิสายอกัขระ x1...i = x1 x2 x3...xi  สามารถ
หาไดจ้ากกฎลูกโซ่  

                    (3) 
ตวัอย่างการค านวณความน่าจะเป็นของ S = CGTGC 
จากเครื่องจักรในรูปที่ 1 จะได้ว่า P(CGTGC | M) = 
P(C | 𝜺)∙P( G | C) ∙P( T | CG)∙P( G | GT)∙P( C | 
TG) = 3/9∙2/3∙1/2∙1∙1 = 1/9 อ ย่ า ง ไ รก็ ดี  ใน ก า ร
ค า น วณ ค ว าม น่ า จ ะ เป็ น บ า ง ค รั ้ง  𝜏(Y,xi) = 0 
ยกตัวอย่าง 𝜏(TG, T) ในรูปที่  1 ซึ่ งจะ ท าให้การ
ค านวณ P(S | M) มคี่าเป็น 0 วธิกีารแก้ปัญหานี้วธิหีนึ่ง
ที่ง่าย เหมาะส าหรับแบบจ าลองภาษา คือ การปรับ
เรียบแบบแบคออฟ  (back off smoothing) (Chen, 
1999) โดยมีหลักการว่า ถ้ ามองเหตุย้อนกลับไป 
ไกลเกิน ก็มองกลบัไปให้สัน้ลง ดงันัน้เมื่อมองเงื่อนไข
สัน้ลงในเส้นทางเดมิก็จะท าให้ได้ความน่าจะเป็นที่ไม่

เป็น 0 เราประยุกต์ใช้ เทคนิคเดียวกับการแบคออฟ 
(back off) โดยใช้ค าเติมท้ายที่สัน้ลงของค าที่มีปัญหา
ซึง่สามารถให ้ความน่าจะเป็นทีด่ทีีสุ่ด เป็นเงือ่นไขแทน
ค าเดิม ดังนัน้ในกรณีที่เป็น 𝜏(Y, xi) = 0 จะสามารถ
ค านวณความน่าจะเป็นใหม่ได้จาก สถานะ Z ซึ่งเป็น 
ค าเตมิทา้ยทีย่าวทีสุ่ดของ Y ทีท่ าให ้ 𝜏(Y, xi) ≠ 0 ซึ่ง
จะใชส้มการที ่(4) แทนสมการที ่(2) ไดด้งันี้  

                                                
(4) 

ตวัอย่างการค านวณความน่าจะเป็นของสายอกัขระ S 
ด้วยสมการที่  4 เช่น ให้  S = ACGCTG แล้วจะได ้
P(ACGCTG | M) = P( A | 𝜺)∙P( C | A) ∙P( G | AC) 
∙P( C | G) ∙P( T | 𝜺)∙P( G | T) = 2/9∙1 1∙1/3∙1/9∙1 = 
2/243 โดยพจน์ที่ขีดเส้นใต้คือ การค านวณโดยใช้ค า
เตมิทา้ยดว้ยสมการที ่(4)   
กำรทดลอง 

ในงานวิจัยนี้สนใจว่าแบบจ าลองจะสามารถ
น าเอาไปใช้งานเพื่อจ าแนกข้อมูลได้แม่นย าขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการมาตรฐานที่ตัดค าสมมติด้วย
ความยาวคงที่หรือไม่ และในการน าแบบจ าลองไป
เรียนรู้ข้อมูลนัน้แบบจ าลอง จะเติบโตอย่างไรและใช้
เวลาในการเรียนรู้เป็นอย่างไรเมื่อเทียบกับความยาว
ขอ้มลู เพื่อท าใหเ้ชื่อมัน่ไดว้่าจะสามารถน าแบบจ าลองนี้
ไปเรียนรู้กับข้อมูลที่มีขนาดใหญ่ได้ เราจึงได้ท าการ
ทดลอง 2 ส่วนคือ 1. ทดสอบความแม่นย าในการ 
จ าแนกขอ้มูล และ 2. ทดสอบการเติบโตและเวลาที่ใช้
ในการเรียนรู้ของแบบจ าลองเมื่อเทียบกับความยาว
ข้อมูล การทดลองเพื่อทดสอบความแม่นย าในการ
จ าแ น กข้ อมู ลนั ้น  จ า เป็ น จ ะต้ อ ง เป รีย บ เที ย บ
ประสทิธภิาพกบังานวจิยัอื่นๆ ภายใต้สถานการณ์และ
ขอ้มูลชุดเดยีวกนั โดยงานวจิยันี้ไดเ้ลอืกใชข้อ้มูลดเีอ็น
เอของ แบคทเีรยี อ.ีโคไล ซึง่เป็นขอ้มลูมาตรฐานในการ
ทดสอบประสิทธิภาพแบบจ าลอง  (Dua and Graff, 
2019) โดยแบ่ งก ลุ่มข้อมูลดี เอ็น เอจากชุดข้อมู ล 
ตัวอย่าง 2 กลุ่ม กลุ่มแรกเป็นข้อมูลดีเอ็นเอที่เป็นตัว
สนับสนุน (promoters) และอีกกลุ่มหนึ่ง เป็นดเีอน็เอที่
ไม่เป็น ตวัสนับสนุน (non-promoters) โดยตวัสนับสนุน
จะเป็นส่วนหนึ่งของดีเอ็นเอ ที่อยู่ ส่วนต้นของยีน  มี
รูปแบบการจัดเรียง นิวคลีโอไทด์เฉพาะตัว ซึ่งถูก
น าไปใชป้ระโยชน์ทางการวเิคราะห์ดเีอน็เอ การทดลอง
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นี้จะน าข้อมูลดีเอ็นเอทัง้สองกลุ่ม มาสร้างแบบจ าลอง 
เพื่อรู้จ าทัง้ส่วนที่เป็นตัวสนับสนุนและส่วนที่ไม่เป็น 
แลว้น าแบบจ าลองทีไ่ดน้ัน้ไปทดสอบ จ าแนกส่วนของดี
เอน็เอทีไ่ม่เคยพบมาก่อนว่าจะเป็นตวัสนับสนุนหรอืไม่ 
ขอ้มูลดเีอน็เอของแบคทเีรยีจะม ี2 กลุ่มคอืกลุ่มตวั  53 
สาย มีความยาวสายละ 57 ตัวอักษร รวม 2 กลุ่มมี
จ านวน 106 สาย การแบ่งขอ้มูลเพื่อใช้ส าหรบัทดสอบ
นัน้ จะใชว้ธิกีารแบ่งขอ้มูลเช่นเดยีวกบัวธิกีารมาตรฐาน
อื่ นที่ ได้ ใช้ข้อมูล เดียวกันนี้ ในการทดสอบ  เพื่ อ
เปรียบเทียบกัน (Towell et al., 1990) (Xing et al., 2008) 
โดยใช้หลกัการเอาออกหนึ่งสาย (leave one out) เพื่อ
น าขอ้มูลออกจากกลุ่ม ทีใ่ชส้รา้งแบบจ าลอง ใหเ้ป็นตวั
ทดสอบที่แบบจ าลองไม่เคยพบมาก่อน เช่น ขอ้มูลตัว
สนบัสนุน 53 สาย เอาออก 1 สายจะเหลอืขอ้มูลทีน่ าไป
สร้างแบบจ าลอง 52 สาย โดยท าซ ้าจ านวน 53 ครัง้ 
และอีกกลุ่มหนึ่งคือชุดที่ไม่เป็น ตัวสนับสนุนก็ท าการ
สร้างแบบจ าลองด้วยขอ้มูล 53 สาย และท าในวิธกีาร
เช่นเดยีวกนันี้ แต่เปลี่ยนชุดที่ดงึออก ท าเช่นนี้จนครบ 
53 สาย ขอ้มูลแต่ละสายที่ดงึออกมาเพยีงสายเดยีวใน
แต่ละครัง้นัน้ จะถูกน ามาทดสอบดว้ย แบบจ าลองว่า มี
ความน่าจะเป็นเท่าไร และมคีวามน่าจะเป็น ในกลุ่มใด
มากกว่ากนั โดยไดผ้ลการทดลองดงันี้  
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลกำรวิจยั  
การทดลองได้ผลลัพธ์จากการดึงข้อมูลออก

จ านวน 106 ตวัแบ่งเป็นกลุ่มตวัสนับสนุน 53 สาย และ
กลุ่มไม่เป็นตวัสนับสนุน 53 สาย พบว่าแบบจ าลองใน 

งานวิจัยนี้ท านายกลุ่มตัวสนับสนุนผิดพลาด
เพียง 4 สายจาก 53 สาย โดยแบบจ าลองได้ท านาย
สายดเีอ็นเอที่เป็นตวัสนับสนุนว่าไม่เป็น ซึ่งถือเป็นผล
ลบลวง (false negative) และกลุ่มทีไ่ม่เป็นตวัสนับสนุน
นัน้แบบจ าลองสามารถจ าแนกกลุ่มไดถู้กตอ้งครบทุกตวั 
คิดเป็นความถูกต้องได้ถึง 102 สายจาก 106 สาย 
ผดิพลาดเพยีง 4 สายจาก 106 สาย ซึ่งถูกต้องแม่นย า
ถงึรอ้ยละ 96.23 หรอืผดิพลาดเพยีงรอ้ยละ 3.77  

นอกจากนี้งานวิจัยนี้ได้น าไปเปรียบเทียบกับ
ผลลพัธ์จากวิจยัอื่นๆ ที่เป็นมาตรฐานซึ่งใช้ข้อมูลชุด
เดียวกันและ วิธีการทดสอบแบบเดียวกันได้แก่  1.
วธิกีารโครงข่ายประสาทเทยีมแบบฐานความรู ้(knowledge 
based neural network) หรือ KBANN (Towell et al., 
1990) 2. วิธีการโครงข่ายประสาทเทียมมาตรฐาน 
(standard neural network) แบบส่งค่ายอ้นกลบั (back 
propagation) หรอื BP (Rumelhart et al., 1986) 3. วธิกีาร
กฎการจ าแนกล าดบั (sequential classification rule:SCR) 
และต้นไม้ตัดสนิใจส าหรบัล าดบัแบบทัว่ไป (generalized 
sequential decision tree: GSDT) (Xing et al., 2008) 
4. วิธีการเฉพาะทางในทางชีวสารสนเทศของโอนีล 
(O’neil, 1989) 5. วธิกีารต้นไม้ตัดสนิใจ (decision tree) 
เรยีกโดยย่อ ID3 (Mingers, 1989) และวิธีการเอ็นแกรม
ขนาด 2, 3, 4, 8 แกรม ซึง่ไดผ้ลดงัตารางที ่1 แสดงให้
เห็นว่า เมื่อใช้การแบ่งค าโดยอัตโนมัติเพื่อค านวณ
ความน่าจะเป็นตามงานวจิยันี้จะมคีวามแม่นย าสูงกว่า
วธิกีารทีใ่ชก้ารแบ่งค าสมมตดิว้ยความยาวคงที ่ 



 
วารสารวจิยัรามค าแหง (วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย)ี ปีที ่24  ฉบบัที ่1 มกราคม – มถิุนายน  2564 

 

10 
 

 
 
ควำมซบัซ้อนเชิงเวลำและหน่วยควำมจ ำในกำร
ท ำงำน 

การทดลองในส่วนที่  2 เพื่อดูว่า ขนาดของ
แบบจ าลองและเวลาที่ใช้ในการสร้างแบบจ าลองนัน้จะ
เติบโตอย่างไร เพื่ อยืนยันว่าเมื่ อน าวิธีการสร้าง
แบบจ าลองนี้ไปใช้งานกับข้อมูลขนาดใหญ่จะยังคง
จดัการได้ในทางปฏิบตั ิโดยเราท าการวเิคราะห์ในทาง
ทฤษฎีไดว้่า การพฒันาโปรแกรมเพื่อสรา้งแบบจ าลอง
ตามขัน้ตอนวธิ ีในงานวจิยันี้ มกีารวนซ ้าเพื่ออ่านสาย
อกัขระเรยีนรูส้มมตใิหม้คีวามยาว n และในขณะทีอ่่าน
อกัขระแต่ละตวั จะต้องพจิารณา แถวคอยขนาดเท่ากบั
สายเอกลกัษณ์เหมาะสมแต่ละค าสมมติใหเ้ป็น m ซึ่งมี
จ านวนตัวแปรผันได้ขึ้นอยู่กับสภาพข้อมูล อย่างไรก็
ตามค่า m จะมีค่าไม่เกิน n ดังนัน้ความซับซ้อนของ
ขัน้ตอนวธิสีามารถค านวณได้ด้วย m n ซึ่งจะได้ O(n2)  
อย่างไรกด็พีบว่าในกรณีทีด่ทีีสุ่ดในกรณี m มคี่าเท่ากบั 
2 และหากค่า m มีค่าไม่เกิน k แล้วจะท าให้กรณีที่ดี
ที่สุดเป็น O(n) ในทางปฏิบัติเนื่องจาก ข้อมูลที่น ามา
เรยีนรูน้ัน้จะมคี่า m ไม่เกนิความยาว 57 ตวัอกัษรตาม
รูปแบบขอ้มูล ดงันัน้ในทางปฏิบตัิแล้ว การเตบิโตของ
เวลาก็ควรเป็น O(n) ส าหรบัขนาดของแบบจ าลองก็ 

 
สามารถประมาณไดโ้ดย หากว่าสายอกัขระเอกลกัษณ์มี
ความยาวรวม n จะมีสายอักขระย่อยที่ เป็นไปได้
ทัง้หมด เท่ากับ  ซึ่งประมาณได้เป็น O(n2) แต่
หากขอ้มูลสายอกัขระเกิดซ ้า มคีวามยาวไม่เกนิ k จะมี
สายอกัขระย่อยประมาณ k2 ตวั โดยจะมจี านวนทัง้หมด
แบ่งเป็น n/k จ านวน ดงันัน้จะมจี านวนสายอกัขระย่อย
ทัง้หมด k2 ∙n/k = kn ซึ่งมีขอบเขตเป็น O(n) ซึ่งค่า k 
ในทางปฏิบัติส าหรบัการทดลองนี้ จะมีค่าเท่ากับ 57 
ตัวอกัษร งานวิจยันี้ได้ท าการทดลอง เพื่อดูว่าในทาง
ปฏบิตัแิลว้จะใชเ้วลา และ หน่วยความจ าทีใ่ชส้อดคลอ้ง
กับทางทฤษฎีหรือไม่  เราใช้เครื่องคอมพิวเตอร์
ระบบปฏบิตักิาร macOS v.10.x หน่วยประมวลผล 1.3 
GHz Dual-Core Intel Core i5 ท าการสรา้งแบบจ าลอง
ดว้ยขอ้มูลเดยีวกนักบัการทดลองแรก แล้ววดัเวลาและ
จ านวนสถานะที่ใช้ในแต่ละช่วงที่อ่านข้อมูลแต่ละตัว 
พบว่ามีการใช้เวลาในการท างานตามรูปที่  2 ซึ่งมี
แนวโน้มการเติบโตของฟังก์ชนัเวลาเป็นเชิงเส้น และ
หน่วยความจ าที่ใชว้ดัจากจ านวนสถานะทีส่รา้งขึน้ตาม
รูปที่ 3 ซึ่งมีแนวโน้มการเติบโตของฟังก์ชนัพื้นที่เป็น
เชงิเสน้เช่นกนัซึ่งตรงกบัทีว่เิคราะห์ทางทฤษฎี ทีม่กีาร
เตบิโตของเวลาและขนาดเป็น O(n) 
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รปูท่ี 2 กราฟแสดงเวลาทีใ่ชใ้นการด าเนินงานเมื่อเทยีบกบัความยาวของอนิพุต 

รปูท่ี 3 กราฟแสดงจ านวนสถานะทีใ่ชใ้นการด าเนินงานเมื่อเทยีบกบัความยาวของอนิพุต  

สรปุและวิจำรณ์ผล 
งานวิจัยนี้ ได้น าเสนอแบบจ าลองภาษาเพื่อ

เรยีนรูส้ายอกัขระหรอืล าดบัสญัลกัษณ์ โดยไม่ต้องแบ่ง
ค าสมมติ ด้วยความยาวคงที่ในกรณีที่สายอักขระมี
ความยาวมาก โดยสามารถเรยีนรูส่้วนเพิ่มได้ไม่จ ากดั
โดยไม่ต้องปรบัขนาดค าสมมติ โดยในงานวจิยันี้จะใช้
การตัดค าด้วยสายอกัขระเอกลกัษณ์ที่เหมาะสม และ
เก็บสายอกัขระเกิดซ ้า ทุกตวัที่เป็นไปได้ เพื่อให้ได้ค่า
ทางสถิติที่ใช้ค านวณความน่าจะเป็นได้แม่นย ายิ่งขึ้น 
งานวจิยันี้ไดเ้สนอวธิกีารน าแบบจ าลองนี้ ไปประยุกตใ์ช้
ในการจ าแนกขอ้มูลทีม่ลีกัษณะความยาวมากและไม่มี

การแบ่งค า เช่น ข้อมูลสายอักขระดีเอ็นเอ เป็นต้น   
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การจ าแนกกลุ่มข้อมูล
แบคทเีรยี อ.ีโคไล ดว้ยแบบจ าลองของงานวจิยันี้ ท าได้
แม่นย ากว่า แบบจ าลองที่แบ่งค าด้วยความยาวคงที่
อื่นๆ แต่เท่ากนักบัวิธกีาร KBANN ซึ่งมกีารใช้ความรู้
เกีย่วกบักฎเกณฑ ์ความเป็นโปรโมเตอรม์าเสรมิท าใหม้ี
ความแม่นย ามากกว่าวธิกีารอื่นๆ ในขณะที่งานวจิยันี้
สามารถท าได ้โดยอตัโนมตั ิปราศจากการใชค้วามรูอ้ื่น
มาเสรมิ การทดลองเพื่อดูอตัราการเตบิโตของเวลาและ
ขนาดของแบบจ าลองในขณะเรยีนรูเ้มื่อเทยีบกบัความ
ยาวขอ้มลูทีใ่ชเ้รยีนรู ้พบว่าเตบิโตแบบเชงิเสน้ แสดงให้

เหน็ว่าแบบจ าลองนี้สามารถประยุกต์ใชก้บัขอ้มูลขนาด
ใหญ่ได ้แบบจ าลองในงานวจิยันี้จงึเหมาะสมกบัขอ้มลูที่
มีลักษณะดังกล่าวมา อย่างไรก็ดี แบบจ าลองนี้ยัง

ตอ้งการทฤษฎีเกี่ยวกบัสายอกัขระเอกลกัษณ์เหมาะสม 
มาอธิบายสนับสนุน เช่น ดีกว่าแบบจ าลอง เอ็นแกรม
ทางทฤษฎีในขอบเขตใดบ้าง อกีทัง้ยงัต้องการขัน้ตอน
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วิธีสร้างแบบจ าลองที่กระชับและง่ายกว่าเดิม เพื่อให ้
สามารถน าไป ใช้งาน  ได้ ง่ายขึ้น  รวมถึงการน า
แบบจ าลองไปประยุกต์ใช้กับการท านายข้อมูลและ
จ าแนกขอ้มลูอื่นๆ ใหม้คีวามแม่นย ายิง่ขึน้ต่อไป  
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การศึกษาสภาวะการเกิดสารก่อมะเรง็เบนซีนในน ้าส้มพาสเจอไรส ์25 %  
ท่ีมีกรดเบนโซอิกและกรดแอสคอรบิ์กเป็นส่วนผสม 
Study on Carcinogenicity Conditions  of  Benzene in 25 % Pasteurized Orange 
Juice Containing Benzoic and Ascorbic Acid as an Ingredient 

Chulaporn Lertborwornwong1 

บทคดัย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการเกิดเบนซีนที่สภาวะการผลิตและการเก็บรกัษา 
แตกต่างกนัของน ้าส้มพาสเจอไรส์ 25% ซึ่งได้แก่ ปรมิาณโซเดยีมเบนโซเอต และกรดแอสคอร์บิกทัง้ชนิดเดี่ยวและ
แบบผสม  ค่าพีเอช อุณหภูมแิละระยะเวลาการให้ความร้อน  สภาวะการเก็บรกัษา (อุณหภูมิ เวลา และแสงสว่าง) 
โลหะหนัก และ สารจบัโลหะหนัก ผลการวจิยัพบว่าการเตมิโซเดยีมเบนโซเอต และ กรดเบนโซอกิ 200 ppm และ 120 
ppm ตามล าดบั ในผลติภณัฑท์ีม่ ีpH 3.7 ฆ่าเชือ้ทีอุ่ณหภูม ิ100 oซ นาน 10 นาท ีเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ30 oซ นาน 24 
ชัว่โมง ตรวจไม่พบเบนซีน แต่พบเบนซีนปริมาณสูงสุดในผลิตภัณฑ์ที่มี pH เท่ากับ 2  ปรมิาณการพบเบนซีนใน 
ผลติภณัฑ์ เพิม่ขึน้จาก 0 เป็น 5.6 ppb ตามค่า pH ทีศ่กึษาระหว่าง 3.7 - 2 ตามล าดบั การเพิม่อุณหภูมพิาสเจอไรส์ 
จาก 90 - 100 oซ นาน 20 นาทพีบเบนซนี เพิม่ขึน้จาก 0 -  8.82 ppb ตามล าดบั การเพิม่ระยะเวลาการพาสเจอไรส ์
(45 oซ) เร่งการเกดิเบนซนี มากกว่าระยะเวลาเกบ็ แสงสว่างไม่มผีลต่อปรมิาณเบนซนี สารโซเดยีมเบนโซเอตร่วมกบั 
กรดแอสคอร์บิกเร่งการเกิดเบนซีนมากกว่าสารเพียงชนิดเดียว (ที่อุณหภูมิ 45 oซ)  การเติมสารจบัไอออนโลหะ 
(Disodium EDTA และ Sodium hexametaphosphate, SHMP) สามารถช่วยลดการเกดิเบนซนีได ้

ค าส าคญั: กรดแอสคอรบ์กิ  เบนซนี  กรดเบนโซอกิ  น ้าสม้ 

ABSTRACT 

The objective of this experiment was to study the possibility of benzene formation at different 
conditions used in 25% pasteurized orange juice production and storage : benzoate and ascorbic acid alone 
or together, pH, heating temperature and time, storage conditions (temperature, time and light exposure), 
metal ions, and chelating agents. An addition of 200 ppm sodium benzoate and 120 ppm ascorbic acid to 
25% orange juice, pH 3.7, pasteurized at 100 OC 10 min, stored at 30 OC 24 hrs., did not induce benzene 
formation. The amount of benzene increased from 0 - 5.6 ppb at pH 3.7 - 2. Increased pasteurization 
temperature from 90 OC to 100 OC for 20 minutes, found benzene increased from 0 to 8.82 ppb and 
processing time from 10 to 20 minutes at 100 OC, found benzene risen from 5.32 to 8.82 ppb. Higher storage 
temperature (45 oC) caused more benzene formation than storage time. Light exposure did not increase  

1  ผูช้่วยศาสตราจารย ์ ภาควชิาเทคโนโลยอีาหาร  คณะวทิยาศาสตร ์ มหาวทิยาลยัรามค าแหง 
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benzene formation. Benzene formation in product added  only sodium benzoate or ascorbic acid was less 
than sodium benzoate and ascorbic acid together (stored at 45 OC). The addition of chelating agent 
(disodium EDTA and sodium hexametaphosphate, SHMP) can decrease benzene formation.  
 
Keywords: ascorbic acid, benzene, benzoic acid, orange juice 
 
Introduction 

Benzene (C6H6) is recognized by the IARC 
(International Agency for Research on Cancer) 
(2018) as carcinogenic to humans and cause 
damage to germ cells (cell mutagen). Foods or 
Beverages containing high levels of benzene can 
cause vomiting, irritation of the stomach, dizziness, 
sleepiness, convulsions, rapid or irregular 
heartbeat, death. Long-term exposure to benzene 
cause harmful effects on the bone                       
marrow, resulting in anemia and excessive 
bleeding. It can also affect the immune system, 
increasing the chance of infection. Some women 
who breathed high levels of benzene for many 
months had irregular menstrual periods and a 
decrease in the size of their ovaries (ATSDR, 
2018). Its toxicological aspects, occurrence, 
formation mechanisms, mitigation measures and 
analyzes data reporting benzene levels in foods 
has been review by Dos Santos et al. (2015). No 
limits for benzene levels in beverages and food in 
general studies have adopted references for 
drinking water in a range from 1-10 ppb. The 
presence of benzene has been reported in various 
food/beverage substances with soft drinks often 
reported in the literature. Although the analyses 
reported low levels of benzene in most of the 
samples studied, and some exceeded permissible 
limit. The available data on dietary exposure to 
benzene is minimal from the viewpoint of public 
health. Often benzene levels were low as to be 
considered negligible and not a health risk to the 
consumer, but there is still a need for more studies 
for a better understanding of their effects on 

human health through the ingestion of 
contaminated food. Factors that influence the 
formation of benzene in foods have been 
investigated by many scientists. McNeal et al. 
(1993) used aqueous models containing 0.025 % 
ascorbic acid and 0.04 % sodium benzoate the 
same concentrations used in processed beverages 
to study the effect of temperature and U.V. on 
benzene formation. A total of 300 ng / g of 
benzene formed in models solution stored at 45 OC 
or under intense U.V. light (wavelength and light 
intensity not reported) for 20 hours. On the other 
hand, only 4 ng / g of benzene formed in the dark 
and at room temperature. However, after 8 days, 
the benzene concentration had risen to 266 ng / g. 
Chang and Ku (1993) conducted a study similar to 
that of McNeal et al. (1993) using the same 
ascorbic acid and sodium benzoate concentration 
but did not add copper and iron ions to the 
samples. After eight days stored in the dark, the 
solutions had a benzene concentration of 176 ng / g. 
The addition of chelators, such as 0.1mM sodium 
EDTA and diethylene-triaminepentaacetic acid 
(DTPA), prevented benzene formation;100mM 
ethanol solutions decrease benzene formation by 
90% (Chang and Ku, 1993). Nyman et al. (2010) 
investigated the influence of accelerated thermal 
conditions (40 OC or 60 OC for 24 hours or 40 OC 
for 15 days) and U.V. light (known wavelength and 
intensity for 24 hours or 7 days) on liquid models 
containing 0.025 % ascorbic acid and 0.04 % 
sodium benzoate or processed beverage samples 
containing one or more benzene precursors (0.04 % 
sodium benzoate and ascorbic acid are added to 
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cranberry juice). Polyethylene terephthalate (PET) 
bottles stabilized with Tinuvin (U.V. light filter) were 
used to determine how well this U.V light filter 
inhibits benzene formation. Benzene formation was 
more significant in sample heated to 40 OC. than in 
those exposed to U.V. or visible light. However, 
stabilized PET bottles  reduced benzene formation 
in beverages containing orange juice only marginally. 
Among the samples not exposed to U.V. light or 
heat, only those with cranberry juice contained 
benzene (2.6 ng / g) after the storage period, 
possibly because benzoic acid is naturally found in 
cranberries. Casado et al. (2011) studied pickled 
green olive, cucumbers, and caper berries 
containing ascorbic acid and benzoic acid under 
three experimental conditions to determine the 
chemical and sensory changes induced by these 
additives: (0) without additives; (1) sodium benzoate; 
and (2) sodium benzoate and ascorbic acid. The 
samples were stored in plastic bottles at room 
temperature (20 OC – 24 OC) or refrigeration (6 OC - 
9 OC). Benzene only formed in treatment 2 under 
storage at room temperature and plastic pouches. 
For refrigerated or short storage periods 
(<14weeks),benzene concentrations were similar to 
those found by McNeal et al. (1993) for pickled 
vegetables. Green olive stored in plastic bottles 
had 1.5 g / L of benzene at the end of 67-week 
period. Depending on the vegetable matrix and 
packing material, benzene concentration in 
samples stored for more than one year can exceed 
10 g / L, which is the maximum the acceptable 
concentration of benzene in water 
 
Methods 
1. Effect of benzoate and ascorbic acid on 
benzene formation.  

25% orange juice was prepared by using 
the same recipe as practiced in the commercial 
factory (water 83.5%, conc.orange juice 5%, 
fructose syrup 5.4%, sucrose syrup 5.8%, sodium 

benzoate 0.02%, citric acid 0.04 %, orange flavor 
0.15 %, sunset yellow 0.005 %), pasteurized at 
100 oC 10 min., cool to 70 oC then fill in PET. 
bottle and cool to room temperature (30 oC). 
Testing models consisted of sodium benzoate (0, 
200 ppm) and ascorbic acid (0, 60, 120 ppm) was 
added to orange juice before pasteurization. 
Finished products were analyzed for benzene 
(Central Laboratory (Thailand) Co., Ltd, 2010), 
benzoic acid (Techakriengkrai and Surakarnkul, 
2006), ascorbic acid (Kafkas et al., 2006), copper 
and iron (William, 2002) after storage for 24 hours. 
The amount of benzoate and ascorbic acid added 
to orange juice, which forms the highest benzene, 
were chosen to continue in experiment 2.  
2. Effect of pH on benzene formation.  

25% Orange juice was prepared by the 
same method as 1. The amount of sodium 
benzoate and ascorbic acid, which formed the 
highest benzene (result from 1) were added. pH of 
orange juice was adjusted to 2, 3, 3.7 (commercial 
product) and 4 with citric acid. Finished products  
were analyzed for benzene, benzoic acid and 
ascorbic acid after storage for 24 hours. pH, which 
formed the highest benzene, was chosen to 
continue in experiment 3. 
3. Effect of pasteurized conditions on benzene 
formation.   

25% Orange juice was prepared by the 
same method as 1. Sodium benzoate and ascorbic 
acid were added the same amount as 1, pH of 
orange juice was adjusted to the result as 2. Time 
and Temperature of pasteurization was varied from 
100 oC, 10, and 20 min.; 90 oC, 15, 20, and 30 
min. Finished products were analyzed for benzene, 
benzoic and ascorbic acid after storage for 24 
hours. Pasteurized conditions which form the 
highest benzene was chosen to continue in 
experiment 4. 
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4. Effect of storage conditions on benzene 
formation.  

Prepared pasteurized orange juice the same 
method as 1. Sodium benzoate 200 ppm and 
ascorbic acid 120 ppm were added, pH of orange 
juice was adjusted the same as 3, then 
pasteurized at Temperature and time which form 
the highest benzene (result from 3). Products were 
stored at 4 OC, 35 OC, 45 OC. with and without light 
exposure. Benzene were analyzed at 1, 15, 30, 45, 
60, 75, 90 days of storage. 
5. Effect of sodium benzoate and ascorbic acid 
on benzene formation in pasteurized 25 % 
orange juice stored at 45 OC for a different 
period.  

Prepared pasteurized orange juice the same 
method as 1. Sodium benzoate 200 ppm and 120 
ppm of ascorbic acid were added, pH was adjusted 
to 2 (result from 2), pasteurized at 100 OC 20 
minutes (result from 3). Products were stored at 45 

oC with light exposure (result from 4). Benzene, 
benzoic, and ascorbic acid were analyzed at 1, 30, 
60, 90 days of storage. 
6. Effect of metal ions and chelating agents on 
benzene formation.  

Prepared pasteurized orange juice, then 
added with sodium benzoate and ascorbic acid, 
adjusted pH, pasteurized and storage at the  
conditions which formed the highest benzene. 
Chelating agent tests were disodiumethylenedia 
minetetraacetic acid (disodium EDTA) and sodium 
hexametaphosphate (SHMP), each of which varied 
from 75, 150, 500, 1000 ppm of orange juice. 
Metal ions were added in the form copper sulfate 
(CuSO4.5H2O) and ferrous sulfate (FeSO4.7H2O) 
calculated as Cu 5 ppm and Fe 15 ppm of orange 
juice. These two levels were the maximum 
allowance limits of Thai regulation (FDA, 2013). 
Products were stored at 45 OC with light exposure. 

Benzene, benzoic acid, and ascorbic acid in the 
products were analyzed at 1 and 30 days of 
storage. 
7. Statistical analysis 

All experiments were performed in duplicate 
and results are presented as mean ± S.D. Primary 
data and regression analyses were performed 
using Microsoft Office Excel (Microsoft Corp.,USA). 
Comparison of means was carried out using 
Minitab version 14 (Minitab Inc., USA) to determine 
significant differences (P ≤ 0.05) between 
treatment tested.      
 
Results  
1. Effect of benzoate and ascorbic acid 
on benzene formation 

Benzene was not detected in 25% 
pasteurized orange juice added with 200 ppm 
sodium benzoate and ascorbic acid 60 and 120 
ppm (Table 1). The analysis result found benzoic 
acid 165.00 ± 2.00 - 170.00 ± 2.05 ppm in a 
finished product, which was in the range of 97.36 - 
100.31% of original benzoic acid, means that no 
significant loss occurs in pasteurized juice. Benzoic 
acid present in the product was within Thai legal 
limit of beverage in a sealed container (200 ppm) 
(FDA, 2013). Ascorbic acid remained inpasteurized 
juice were 32.00 ± 3.00 - 35.00 ± 2.00 ppm from 
60 ppm added; and 73.00 ± 8.00 - 81.00 ± 9.00 
ppm from 120 ppm added, percent losses were 
25.00 - 45.83. Copper was not detected; only iron 
found but not exceed the legal limit (15 ppm) 
(FDA, 2013).  
2. Effect of pH on benzene formation 

 25 % pasteurized orange juice added with 
200 ppm of  sodium benzoate and 120 ppm of 
ascorbic acid, pH were adjusted to 2, 3, 3.7 and 4. 
pH did not change after pasteurization. Significantly 
(p<0.05) Higher benzene concentration was found at 
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pH 2 (5.6 ± 0.24 ppb) than pH 3 (4.40 ± 0.28 ppb) 
and did not detect at pH 3.7 and 4 (Table 2). It 
showed that pH influence the benzene formation in 
food. Benzoic acid in products did not change by 
pH, but more destruction of ascorbic acid occurred 
at higher pH (Table 2)  
3. Effect of pasteurized conditions on benzene 
formation 

25% pasteurized orange juice was prepared 
as 2, adjusted pH to 2 (highest benzene 
formation), then pasteurized at 100 OC for 10, 20 
minutes and 90 OC for 15, 20, 30 minutes. 
Benzene, benzoic acid, and ascorbic acid was 
analyzed in the finished product. Benzene was 
detected only when pasteurized at 100 OC, found 
5.32 ± 0.16 ppb for 10 minutes and 8.82 ± 0.22 
ppb for 20 minutes, benzene formation was 
significantly (P ≤ 0.05) more significant at the 
longer heating time and higher Temperature (Table 
3). The amount of benzoic and ascorbic acid 
retained in pasteurized juice were not significantly 
different (P ≤ 0.05) (Table 3).  
4. Effect of storage conditions on benzene 
formation 

25% pasteurized orange juice was prepared 
as 3, pasteurized at 100 OC for 20 minutes 
(highest benzene formation), then storage at 4 OC, 
35 OC, 45 OC ; with and without light exposure. 
Benzene were analyzed every 15 days until 90 
days of storage. Benzene in orange juice samples 
stored at 4 OC with and without light exposure 
showed non-significant different (P > 0.05) and did 
not change with the increase of storage time 
(Table 4). Benzene in the samples store at 35 and 
45 OC. with and without light exposure increased 
significantly (P ≤ 0.05) as storage time increased. 
Benzene formed in the samples stored at 45 OC 
was higher than at 35 OC and 4 OC respectively.  

5. Effect of sodium benzoate and ascorbic acid 
on benzene formation in pasteurized 25% 
orange juice stored at 45 OC for a different 
period.  
 Benzene formation in the sample contains 
both benzoic, and ascorbic acid was significantly  
(p ≤ 0.05) more than in the sample containing 
only benzoic acid or ascorbic acid. When stored at 
45 oC for 30, 60 and 90 days. (Table 5).  
6. Effect of metal ions and chelating agents on 
benzene formation  

Two chelating agents were used : disodium 
EDTA 75 and 150 ppm, which is the maximum 
allowance in multivitamin solution (https://www.fda.govfood 
/ingredientspackaginglabeling/foodadditivesingredie
nts/ucm091048.htm, 2018) and SHMP 500 and 
1000 ppm, which is the maximum allowance in 
water-based flavored drink by codex alimentarius 
(2017). Metal ions used were CuSO4.5H2O and 
FeSO4.7H2O, calculated as copper 5 ppm and iron 
15 ppm which is the maximum allowance in 
beverages of Thai FDA (2013). Benzene concentration 
in orange juice samples added with iron 15 ppm 
(31.67 ppb) and copper 5 ppm (35.38 ppb) was 
not significant different (p >0.05) but significantly 
much more than (p ≤ 0.05) in the sample without 
metal added (26.64 ppb) (table 6). The conditions 
without metal ions, with or without disodium EDTA 
and SHMP were not influenced on benzene 
formation at 1 day storage, but at 30 days, the 
amount of benzene in the sample added with 
disodium EDTA was higher than SHMP and 
without chelating agents (Table 7). Without the 
addition of metal ion, copper was not detected but 
found iron 1.87 ± 0.01 - 2.19 ± 0.07 ppm (Table 1) 
in orange juice sample. After storage for 30 days, 
the addition of SHMP 500 and 1000 ppm did not 
cause a significant different in  

https://www.fda.gov/food/ingredients
https://www.fda.gov/food/ingredients
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benzene formation. The same result also occurred 
with the addition of disodium EDTA 75 and 150 
ppm, but benzene formation was significantly less 
when added SHMP than without chelating agent 
and when added disodium EDTA 75 and 150 ppm, 
but benzene formation was significantly less when 
added SHMP than without chelating agent and 
when added disodium EDTA respectively (table 8). 
Addition of copper 5 ppm, SHMP 500 and 1000 
ppm did not cause benzene formed significant 

different, the same pattern also occurred with the 
addition of disodium EDTA 75 and 150 ppm, but 
the addition of SHMP at two concentrations caused 
significant less benzene formation than added 
disodium EDTA and without chelating agent, 
respectively. This finding means that disodium 
EDTA can chelate with copper better than iron, but 
SHMP is the good chelating agent for both iron 
and copper.   

 
Table 1 Benzene formation, benzoic  acid, ascorbic acid, Fe and Cu content  in 25 % pasteurized orange   
            juicea added sodium benzoate and ascorbic acid 

Sodium 
benzoate 

added 
(ppm) 

Benzoic acid 
after heating 

(ppm) 

Ascorbic 
acid added 

(ppm) 

Ascorbic 
acid after 
heating 
(ppm) 

Benzene 
(ppb) 

Fe  
(ppm)ns 

Cu  
(ppm) 

0 
200 

(169.48) 
0 
0 

200 
(169.48) 

200 
(169.48) 

Not detected 
168 ± 2 

 
Not detected 
Not detected 

165 ± 2 
 

170 ± 2 

0 
0 
 

60 
120 
60 
 

120 

Not detected 
Not detected 

 
32 ± 3 
73 ± 8 
35 ± 2 

 
81 ± 9 

Not detected 
Not detected 

 
Not detected 
Not detected 
Not detected 

 
Not detected 

1.87 ± 0.01 
1.92 ± 0.02 

 
1.91 ± 0.03 
1.98 ± 0.01 
2.04 ± 0.02 

 
2.19 ± 0.07 

Not detected 
Not detected 

 
Not detected 
Not detected 
Not detected 

 
Not detected 

a pH 3.7, pasteurized at 100 oC 10 min., stored at room temp for 24 hrs. before benzene analysis                                                                                                
  Number in parenthesis calculated as benzoic acid                                                                                                                                                                                                                   
  ns in the same column indicate non significant different (p > 0.05) 
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Table 2 Effect of pH on benzene formation, benzoic  acid, ascorbic acid content  in 25% pasteurized  
           orange juicea 

pH Benzene (ppb) Benzoic acid (ppm)ns Ascorbic acid (ppm) 

2 
3 

3.7  
(commercial practiced) 

4 

5.60a±0.24 
4.40b±0.28 

Not detected 
 

Not detected 

176 ± 4 
171 ± 6 
177 ± 2 

 
177 ± 5 

89a ± 10 
71b ± 6 
65bc ± 6 

 
52c ± 3 

a added 200 ppm sodium benzoate and 120 ppm ascorbic acid, pasteurized at 100 OC 10 min., stored at  
  room temp for 24 hrs. before benzene analysis.                                                                                                  
  ns or same letter under the same column indicate non significant different (p>0.05)  
 
Table 3 Effect of processing conditions on benzene formation, benzoic and ascorbic acid content  in  
           25% pasteurized orange juicea 

Processing conditions Benzene (ppb) Benzoic acid  
(ppm)ns 

Ascorbic acid 
(ppm)ns 

           90 OC 15 min.  
(commercial practiced) 

           90 OC 20 min. 
           90 OC 30 min. 
          100 OC 10 min. 
          100 OC 20 min. 

Not detected 
 

Not detected 
Not detected 
5.32b ±0.16 
8.82a ±0.22 

171 ± 4 
 

176 ± 2 
172 ± 3 
176 ± 2 
169 ± 2 

80 ± 9 
 

75 ± 9 
71 ± 7 
72 ± 10 
65 ± 6 

a added 200 ppm sodium benzoate and 120 ppm ascorbic acid, adjusted pH to 2, stored at room temperature  
  for 24 hrs. before benzene analysis.                                                                                                                               
  ns or same letter under the same column indicate non significant different (p>0.05)  
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Table 4 Effect of storage conditions on benzene formation in 25% pasteurized  orange juicea  

Storage 
time 

Benzene (ppb) 

(day) Stored at 4 OC Stored at 35 OC Stored at 45 OC 
 Darkns Lightns Darkns Lightns Darkns Lightns 

1 
15 
30 
45 
60 
75 
90 

7.31 ± 0.07 
6.13 ± 0.39 
5.95 ± 0.34 
5.53 ± 0.44 
6.82 ± 0.58 
7.29 ± 0.89 
7.23 ± 0.18 

7.31 ± 0.07 
6.87 ± 0.58 
6.53 ± 0.07 
7.17 ± 0.19 
7.43 ± 0.32 
7.55 ± 0.97 
7.84 ± 0.43 

7.31 ± 0.07 
10.56 ± 0.58 
12.23 ± 0.24 
14.66 ± 0.29 
17.96 ± 0.17 
24.62 ± 4.51 
29.15 ± 2.73 

7.31 ± 0.07 
10.28 ± 0.37 
12.52 ± 0.48 
14.98 ± 0.50 
18.4 ± 1.47 
24.78 ± 2.83 
30.17 ± 3.70 

7.31 ± 0.07 
19.46 ± 0.92 
31.89 ± 0.66 
36.16 ± 1.92 
44.31 ± 2.68 
44.54 ± 1.35 
43.16 ± 0.43 

7.31 ± 0.07 
18.89 ± 0.94 
36.01 ± 2.29 
35.48 ± 3.07 
39.14 ± 0.71 
45.65 ± 2.68 
47.17 ± 3.95 

a added 200 ppm sodium benzoate and 120 ppm ascorbic acid, adjusted pH to 2, pasteurized at 100 OC       
  20 min.                                                                                                                                                                                                                                                               
  ns benzene concentration stored at each Temperature was non significant different (p>0.05)  between dark  
  and light exposure condition  
 
Table 5 Effect of sodium benzoate and ascorbic acid on benzene formation in 25% pasteurized orange  
           juicea  stored at 45 OC for different period of time                          

  Additive (ppm) Benzene (ppb) 

Sodium 
benzoate 

Ascorbic 
acid 

1 day  
storage 

30 days 
storage 

60 days  
storage 

90 days  
storage 

0 0 Not detected Not detected Not detected Not detected 

200 0 10.35a ± 0.34 21.82b ± 1.12 37.28b ± 0.01 40.45b± 0.42 

200 120 7.31b ± 0.07 36.01a ± 2.29 39.14a ± 0.71 47.17a ± 3.95 

0 120 Not detected Not detected Not detected Not detected 

a pH 2, pasteurized at 100 OC 20 min.                                                                                                                                                                                                                  
  Same letter under the same column indicate non significant different (p>0.05) 
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Table 6 Effect of metal catalysts on benzene formation in 25% pasteurized  orange juicea 

Iron (ppm) Copper (ppm) Benzene (ppb) 

1 day storagens 30 days storage 

0 0 8.19 ± 1.67 26.64b ± 0.36 

15 0 8.12 ± 0.39 31.67a ± 1.26 

0 5 10.44 ± 0.24 35.38a ± 0.51 

a added 200 ppm sodium benzoate and 120 ppm ascorbic acid, adjusted pH to 2, pasteurized at  100 OC 20  
  min. stored at 45 OC.                                                                                                                                                         
  ns or same letter under the same column indicate no significant different (p>0.05) 
 
Table 7 Effect of chelating agents on benzene formation in  25% pasteurized orange juicea 

Chelating agents (ppm) Benzene (ppb) 

Disodium EDTA SHMP 1 day storagens 30 days storage 
0 0 8.19 ± 1.67 26.64b ± 0.36 

75 0 7.04 ± 0.18 28.77a ± 0.25 

150 0 5.84 ± 0.35 28.39a ± 0.25 

0 500 6.71 ± 0.83 25.35c ± 0.21 

0 1000 6.64 ± 1.26 24.77c ± 0.18 

a added 200 ppm sodium benzoate and 120 ppm ascorbic acid, adjusted pH to 2, pasteurized at  100 OC 20  
  min. stored at 45 O.C.                                                                                                                             
  ns or same letter under the same column indicate no significant different (p>0.05) 
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Table 8 Effect of chelating agents on benzene formation in pasteurized 25% orange juice added with metal  
           catalystsa 

Chelating agent (ppm) Benzene (ppb) at   
1 day storage 

Benzene (ppb) at   
30 days storage 

Disodium 
EDTA 

SHMP Fe 15 ppm Cu 5 ppmns Fe 15 ppm Cu 5 ppm 

0 0 8.12b ± 0.39 10.44 ± 0.24 31.67b ± 1.26 35.38a ± 0.51 

75 0 12.42a ± 
0.16 

9.61 ± 0.94 38.31a ± 0.80 30.45b ± 0.35 

150 0 10.76a ± 
0.42 

8.16 ± 0.5 38.82a ± 0.95 32.36b ± 1.13 

0 500 7.87b ± 1.05 10.13 ± 0.50 25.29c ± 4.05 23.09c ± 0.15 

0 1000 8.44b ± 0.66 7.47 ± 1.91 22.59c ± 0.30 22.45c ± 0.64 

a  added 200 ppm sodium benzoate and 120 ppm ascorbic acid, adjusted pH to 2, pasteurized at 100 OC 20   
   min. stored at 45 O.C.                                                                                                                                                          
   ns or same letter under the same column indicate no significant different (p>0.05)                                                                                                                                                                                   
 

Discussion 
Benzene was not detected in all products 

consisted of sodium benzoate (0, 200 ppm) and 
ascorbic acid (0, 60, 120 ppm), maybe due to a 
short storage time (24 hours) before analysis. 
Sodium benzoate can breaks down into benzoic 
acid in acidic conditions such as fruit juice (Aprea 
et at., 2008); 200 ppm benzoate equivalent to 
169.48 ppm benzoic acid. The analysis result 
found benzoic acid 165.00 ± 2.00 -170.00 ± 2.05 
ppm in the finished product, which within Thai legal 
limit of beverage in a sealed container (200 ppm) 
(FDA, 2013), means that no significant loss occur  
in pasteurized juice which due to the heat stability 
of sodium benzoate (melting point at 249 OC) 
(Aprea et al., 2008). Losses of ascorbic acid 
caused by oxygen, higher pH, and heat in the 

pasteurization process (Cvetkovic and Jokanovic, 
2009). At low acidic condition (high pH), ascorbic 
acid will change to unstable L-dehydroascorbic 
acid, then to diketogulonic acid which has no 
ascorbic acid activity (Lawrence, 2010). Medeiros 
et al. (2011) described benzene formation from the 
decarboxylation of benzoate to be pH - dependent 
and favored at acidic pH. This is why benzene 
formation was lower or not detected at higher pH 
(with a sharp drop from pH 3 - 5). When 
pasteurized samples at 90 OC and 100 OC, 
benzene was detected significantly (P ≤ 0.05) 
more significant at the higher Temperature and 
longer heating time. It showed that more heat  
would accelerate the reaction to form more 
benzene in the product (Gardner and Lawrence, 
1993; Aprea et al., 2008). The samples storage at 
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35 and 45 OC with and without light exposure 
increased significantly (P≤0.05) as storage time 
increased. Benzene formed in the samples stored 
at 45 OC was higher than at 35 OC and 4 OC 
respectively. The same pattern also found by 
Aprea et al. (2008) studied the influence of 
Temperature on benzene formation using aqueous 
models with the same ascorbic acid and sodium 
benzoate concentrations as those found in 
processed beverages. The solutions were stored at 
25 OC and 45 OC for 72 hours. Benzene formation 
remained constant for the first 12 hours (<0.1 µg/L) 
but increased to 0.44 µg/L after 70 hours; in the 
solution stored at 45 OC, 118.5 µg/L of benzene 
formed after 24 hours, increased to 125 µg/L after 
48 hours. In the experiment by Morsi et al. (2012),  
soft drink samples were incubated at 20, 45 and 
90 OC for 21 days before the determination of 
benzene, resulted in a significantincrease in 
samples subjected to Temperature of 45 OC 
(ranging from 5.5 ppb to 7.4 ppb) and 90 OC 
(ranging from 25 ppb to 55.1 ppb) compared to the 
stored samples at 20 OC (ranging from 0.7 ppb to 
1.5 ppb). Nyman et al. (2010) investigated the 
influence of accelerated Temperature (40 OC or 60 
OC for 24 hours or 40 OC for 15 days) and U.V. 
light (known wavelength and intensity for 24 hours 
or 7 days) on liquid models containing 0.025 % 
ascorbic acid and 0.04 % sodium benzoate. 
Benzene formation was greater in samples heated 
to 40 OC than in those exposed to U.V. or visible 
light. Benzoic acid can react with the ascorbic acid 
in a metal catalyzed hydroxyl radical reaction 
(copper and iron) to form benzene (Gardner and 
Lawrence, 1993) or could be formed from benzoic 
acid change directly to benzene or change to 
benzaldehyde first then to benzene later (Lange et 
al., 2002). Disodium EDTA can react with ascorbic 
acid and form benzene (http://www.ehow.com - 

/facts5007478-whatdisodium-edta.htmal,2010). After 
storage for 30 days the addition of SHMP 500 and 
1000 ppm and disodium EDTA 75 and 150 ppm 
did not cause a significant difference in benzene 
formation. Disodium EDTA can chelate with copper 
better than iron, but SHMP is an excellent 
chelating agent for iron and copper. This could be 
explained by the stability constant (log K) value of 
copper (18.8) is higher than iron (14.3); metal ion 
with higher stability constant value can form a 
complex with chelating agent better than metal an 
ion with lower stability constant value 
(http://www.georgeebyresearch.com/htm/stability
constants.htm, 2011.,lgoe and Hui, 2001) 
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การตรวจสอบฤทธ์ิต้านแบคทีเรียของสารสกดัหยาบจากเปลอืกผลไมต้ระกลูส้มห้าชนิด 

 Investigation for the Antibacterial Activity of Five Citrus Fruits’ Peel Extracts 

Tuangrat Tunvongvinis1 and Wimon Chanchaem2 

บทคดัย่อ 

โรคตดิเชื้อจากแบคทเีรยีเป็นปัญหาทีส่ําคญัของประชากรโลกทีท่ําใหห้ลายประเทศสิน้เปลอืงงบประมาณเป็น

จํานวนมาก อย่างไรก็ตามในช่วงหลายปีที่ผ่านมาได้มรีายงานการพบสารต้านจุลนิทรยี์ในพชืสมุนไพรรวมทัง้ผลไม้

อย่างต่อเน่ืองและคาดว่าสารดงักล่าวจะมศีกัยภาพในการช่วยบําบดัโรคตดิเชื้อสําคญัๆ ไดม้ากมาย การศกึษาครัง้น้ีมี

วตัถุประสงค์ในการนําเปลอืกผลไมต้ระกูลส้ม 5 ชนิด ที่ไดร้บัความนิยมในการบรโิภคสูง ไดแ้ก่ สม้โอ ส้มเขยีวหวาน 

สม้สายน้ําผึง้ มะกรดู และมะนาว มาศกึษาฤทธิต์า้นแบคทเีรยีชนิดทีส่าํคญั โดยใชว้ธิกีารสกดั 4 วธิ ีไดแ้ก่ การตม้สกดั 

การหมกัด้วยเอทลิแอลกอฮอล์ การปัน่ผงแห้งเปลอืกผลไมใ้นน้ําและการปัน่เปลอืกผลไมส้ด นําสารสกดัหยาบที่ไดม้า

ทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยี 3 ชนิด ไดแ้ก่ Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Pseudomonas aeruginosa 

โดยวิธี agar disk diffusion ผลการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบจากเปลือกส้มทัง้ 5 ชนิด โดยวิธีการหมักด้วย

เอทลิแอลกอฮอลม์ฤีทธิต์้านแบคทเีรยี S. aureus ได ้สารสกดัหยาบจากการสกดัดว้ยวธิกีารปัน่ผงแหง้เปลอืกผลไมใ้น

น้ํามีฤทธิต์้านแบคทีเรยี P. aeruginosa ได้ด ีส่วนสารสกัดหยาบจากการสกดัด้วยวิธกีารต้มสกัดและการปัน่เปลอืก

ผลไมส้ดไม่พบฤทธิต์้านแบคทเีรยีทีนํ่ามาทดสอบ นอกจากน้ียงัพบว่าฤทธิต์า้นแบคทเีรยีของสารสกดัจากเปลอืกผลไม้

ตระกูลส้มขึ้นกับปัจจยัหลายประการ ได้แก่ สารละลายที่ใช้ในการสกัด วธิกีารสกดั และชนิดของแบคทีเรยีที่นํามา

ทดสอบ โดยสารสกดัหยาบจากเปลอืกผลไมต้ระกูลสม้ 5 ชนิดทีนํ่ามาศกึษาน้ีทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 250 mg/200 μL มี

ฤทธิต์้านแบคทีเรยี P. aeruginosa ได้ในระดบัใกล้เคียงยาที่ใช้เป็นตัวควบคุมบวก จงึควรศึกษาต่อไปถึงชนิดและ

ปรมิาณของสารออกฤทธิ ์เพื่อใหไ้ดข้อ้มลูทีช่ดัเจนสาํหรบัการนําเปลอืกสม้เหล่าน้ีไปประยุกตใ์ชเ้ป็นสารตา้นจุลนิทรยีใ์น

ผลติภณัฑต์่าง ๆ ต่อไป 

คาํสาํคญั: ฤทธิต์า้นแบคทเีรยี  โรคตดิเชือ้จากแบคทเีรยี  ผลไมต้ระกูลสม้  สารสกดัหยาบจากเปลอืกผลไม ้

ABSTRACT 

Bacterial infections are very important problems of world population. Many countries have to pay large 

budgets dealing with these diseases. However, there were lots of studies currently reported that fruits and 

folk plants were rich sources of medicinal compounds those have high potential as antimicrobial agents for 

alternative treatments. In this study, fruit peels of five citrus fruits including Citrus maxima, Citrus reticulata 

Blanco, Citrus reticulata Blanco cv. Sainampueng, Citrus hystrix DC and Citrus aurantifolia were extracted by  
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using four methods including boiling, maceration in absolute ethanol, blending of  fruit peels powder in 

water and blending of fresh fruit peels in water. The antibacterial activities of citrus fruits’ peels were 

evaluated using the agar disk diffusion method towards Escherichia coli, Staphylococcus aureus and 

Pseudomonas aeruginosa. The results showed that crude extracts of these five fruits’ peels from ethanolic 

extraction showed antibacterial activity to S. aureus and those using dry powder blending extraction had good 

antibacterial activity to P. aeruginosa. No inhibition zone was found in all five extracts that used boiling 

extraction and fresh peel blending extraction.This study also showed that the activities of those extracts 

depended on many factors such as species of fruits, solvent, and the method of extraction. This preliminary 

study demonstrated that these citrus fruit peels crude extracts at concentration 250 mg/ 200 μL had 

antibacterial activity against P. aeruginosa comparable to that of the positive control. Further study for the 

type and quantity of those important substances should be performed. This will lead to proper applications in 

pharmaceuticals or other antimicrobial products in future. 

 

Keywords: Antibacterial activity, Bacterial infections, Citrus fruits, Peel extracts

  

Introduction 
Infectious diseases are nowadays major 

threats of world population. They caused by a vast 

variety of pathogens with difference virulence 

levels (Ramadan et al., 2017). Those pathogens 

may be bacteria, fungi, protozoa or viruses. For 

bacterial groups there are lots of important 

pathogens such as Staphylococcus aureus, 

Streptococcus sp., Salmonella sp., Shigella sp., 

Escherichia coli, Bacillus cereus and Listeria 

monocytogenes (Ranibar et al., 2018; Barco et al., 

2014; Choi et al., 2014; Bloch et al., 2012; 

Campion et al., 2004). 

 The rapidly emergence of antibiotic resistant 

bacterial pathogens has made infectious diseases 

be more terrible to human and animals than 

previously (Bengtsson-Palme et al., 2018; Sharma 

et al., 2018; WHO, 2014; Levy and Marshall, 2004; 

Anderson, 1999). Chemical drugs have been 

generally used for treatment of infectious diseases 

but adverse side effects in some of them and high 

cost still be problems (Tagel et al., 2018; Tayel et 

al., 2013). So there has been much attempt to 

search for another sources of antimicrobial agents. 

Searching for high  

 

potential but lower problem drugs is a big 

challenge that gives benefit to human. In Thailand, 

a great deal of plants are interesting as new 

candidates for sources of antibacterial agents 

(Ramadan et al., 2018; Van Vuuran and Holl, 

2017; Panda et al., 2016). In this study we aimed 

to investigate for the antibacterial  activity of fruit  

peels of five citrus fruits those were most common 

and widely consumed in Thailand including Citrus 

maxima (Pomelo), Citrus reticulata Branco 

(Mandarin orange), Citrus reticulata Branco cv. 

Sainumpueng (Sainumpueng orange), Citrus hystrix 

DC (Kaffir) and Citrus aurantifolia (Lime). The 

research data will be very useful for efficient uses 

of these fruit peels as antimicrobial agents in future. 

 

Methods 

Bacterial strains 

 Antibacterial activity of five citrus fruits’ 

peels was investigated against three bacterial 

strains including Staphylococcus aureusATCC25923, 

Escherichia coliATCC25922, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC27853. All strains were maintained intrypticase 

soy broth containing 15 percentglycerol at -70°C 

and subcultured onto blood agar before used. 
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Plant materials and preparations 

 Plant materials to be studied were fruit 

peels of five citrus fruits from local markets in 

Bangkok and nearby areas. The species of those 

citrus fruits were Citrus maxima (Pomelo), Citrus 

reticulata Branco (Mandarin orange), Citrus 

reticulata Branco cv. Sainumpueng (Sainumpueng 

orange), Citrus hystrix DC (Kaffir) and Citrus 

aurantifolia (Lime). 

 Those fruit peels were washed in tap water 

and rinsed with distilled water followed by cutting 

into thin pieces with 0.2 cm long. After being dried 

by a hot air oven at 50°C for 8 hrs, then they were 

made to powder by using electrical blender and 

kept at 4°C in sterile airtight bottles.  

Extract preparation 

 In order to compare the biological activity of  

fruit peels using different extraction methods, we 

prepared crude extracts by using four methods 

including boiling in water, maceration in absolute 

ethanol, blending of  fruit peel powder in water and 

blending of fresh fruit peels in water.  

 For boiling method, 40 g of fruit peel 

powder was soaked in 200 mL distilled water for 

20 minutes followed by boiling for 45 minutes then 

evaporated to get the crude extracts. In maceration 

method 40 g of peel powder was soaked 120 mL 

absolute ethanol for 7 days with everyday agitation 

then collected the extracts and evaporated. The 

last two methods also used 40 g of peel materials 

mixed with 200 mL sterile distilled water followed 

by blending for 5 minutes. 

Assay for antibacterial activity of citrus fruits’ 

peel extract 

The antibacterial activity was evaluated 

using agar disk diffusion method (CLSI, 2012). 

Bacterial suspension at the concentration of 

1.5x108 cells/ mL was spread on Mueller Hinton 

agar and allowed to dry for 5 minutes. Sterile 6 

mm diameter paper discs, each containing 25 μL 

of each extract dissolved in dimethyl sulfoxide 

(DMSO) at 250 mg/200 μL, were put on surface of 

the culture. A positive control (Chloramphenicol, 30 

μg) and a negative control (10% DMSO) were 

included. All culture plates were incubated at 37°C 

for 24 hrs then examined for inhibition zone  and 

recorded the zone diameter. 

Statistical analysis 

 All experiments were replicated three times 

and results were repressed as means ± SD 
 
Results 
 Fruit peels’ crude extracts prepared from 

those four methods including boiling in water, 

maceration in absolute ethanol, blending of fruit 

peels powder in water and blending of fresh fruit 

peels in water were assayed for the antibacterial 

activity using chloramphenicol 30 μg and 10% 

DMSO as positive control and negative control, 

respectively. The results summarized in Table 1 

showed that antibacterial activity of citrus fruit 

peels depended on the species of citrus and 

methods of extractions and these factors should 

also be concerned in further applications of citrus 

fruit peels in order to get best activity



 
วารสารวจิยัรามคาํแหง (วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย)ี ปีที ่24 ฉบบัที ่1 มกราคม – มถิุนายน 2564 

 

30 

 

 Table 1 Antibacterial activity as determined by inhibition zone diameter of citrus fruit peels’ crude extracts    

            from different extraction methods against  E. coli, S. aureus and P. aeruginosa 
 

 

Citrus peel 

Samples 

 

 

 

 

 

Inhibition zone diameter (mm) 
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Pomelo - - - - -  9.0±0.0 - - - - 14.3±4.0 - 

Mandarin 

orange 

- - - - - 10.0±0.0 - - - - 16.7±3.5 - 

Sainumpu -  

eng orange 

- - - - - 8.0±0.0 - - - -  8.3±0.6 - 

Kaffir - - - - - 11.0±1.0 - - - - 10.0±0.0 - 

Lime - - - - - 11.3±1.5 - - - - 11.7±2.5 - 

Pos. ctrl. 28.8 28.8 28.8 28.8 27 27 27 27 8.5 8.5 8.5 8.5 

Neg. ctrl. - - - - - - - - - - - - 

  (–): No inhibition zone  

  abs ethanol: Absolute ethanol 

  Pos ctrl: Positive control  

  Neg ctrl: Negative control  

 

The ethanolic extracts of Citrus aurantifolia , 

Citrus hystrix DC and Citrus reticulata Branco 

exhibited antibacterial activity against S. aureus 

with the inhibition zone diameter of 11.3 mm, 11.0 

mm and 10.0 mm respectively. Whereas the 

blending extraction of peels’ powder of Citrus 

reticulata Branco and Citrus maxima showed very 

good antibacterial activity against P. aeruginosa 

with the inhibition zone diameter of 16.7 mm and 

14.3 mm respectively and was higher than the 

positive control. However none of crude extract 

had antibacterial activity against E. col 

 

 

Figure 1 showed the comparison of antibacterial 

activity of different citrus fruits’ peel ethanolic extracts 

(Figure 1A) and blending extracts (Figure 1B) against 

S. aureus, E. coli and P. aeruginosa. Antibacterial 

activity expressed by inhibition zone diameter 

obviously showed that two ethanolic extracts and 

three blending extracts had a good antibacterial 

activity against S. aureus and P. aeruginosa 

respectively. 
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(A)  
   

(B)  
 

Figure 1 Antibacterial activity as determined by inhibition zone of five citrus fruits’ peel ethanolic extracts(A) and blending      

                     extractsof peels’ powder (B) against E. coli, S. aureus and P. aeruginasa 

 
Discussion and Conclusion 

Traditional medicine of Thailand has used 

citrus fruits for some treatments for long time. 

Citrus peels have also been used in many aspects 

such as antimicrobial agents and anti inflammatory  

agents. The extract of  Pamelo’s peels was 

recorded for treatments of some skin infections, 

abscesses and inflammation. Other citruses such 

as lime and kaffir were also recorded for traditional 

uses (Otang and Afolayan, 2016, Suryawanshi, 

2011). Scientific research data is necessary for 

supporting the used of all citruses in future. 

 In this study fruit peel crude extract of  

Citrus reticulata Branco, one citrus species  that 

was used in traditional medicine to treat some skin 

infections,  showed the outstanding antibacterial 

activity to P. aeruginasa which was an important 

skin infectious agents at inhibition zone diameter 

of16.7 mm, higher than the positive control. 

Furthermore it was also found that peel extract of   
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Pamelo, another citrus species that was also used 

in traditional medicine, showed an interesting 

antibacterial activity against P. aeruginasa at 

inhibition zone diameter of 14.3 mm. Ethanolic peel 

extracts of these two citrus fruits also showed 

antibacterial activity to S. aureus, a very important 

skin infectious agent, corresponding to that 

reported by Chen et al. (2018) who reported the 

significant antibacterial effect of Pamelo oil to S. 

aureus. Lime and kaffir are also citrus fruits of 

interest those habor antibacterial activity to both S. 

aureus and P. aeruginosa, consistent with that 

reported by Makni et al. (2018) on the significant 

inhibition of lemon peels against these two 

pathogenic species.  

 However, the level of activities were found 

to depended on species of citrus fruits, method of 

extraction and the species of tested bacteria. Many 

factors revealed to concerned in efficient uses of 

these plants. The consistent of traditional 

applications and bioactivity data will provide more 

confirmation for treatments uses and for the potential 

of citrus fruits’ peels as antimicrobial agent in 

developments of household products, medical 

products and other value added applications.  
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�ล�ก�กณฑ�ล�ร�ป�บบก�ร�งตนฉบ�บบทค��ม�พ���ต�พ�มพ�น 

��ร��ร��จ�ยร�มค����ง  

(Ramkhamhaeng Research Journal) 
 

�ล�ก�กณฑ�นก�รพ�จ�รณ�ต�พ�มพบทค��ม 
1. ผลง�นท�ง��ช�ก�รท���งม��พ���ต�พ�มพต�ง�ม�คยผ�นก�ร�ผย�พรท���ดม�ก�น 

2. ผลง�นท�ง��ช�ก�รท���งม��พ���ต�พ�มพต�ง�ม�ย�ร����งก�รพ�จ�รณ�ข�ง��ร��ร���น 

3. ผลง�นท�ง��ช�ก�รท���งม��พ���ต�พ�มพต�ง�ปนบทค��มท��ม�ค�ณค�ท�ง��ช�ก�ร ค�� �ก�ดข��นจ�กผ��ข�ยน�ดท��ก�รทดล�ง 

�ร�ง�รรค ��ง�คร��� �ร��ม���น�ก��ย�ข�งก�บง�น�ดยตรง �ร���ปนบทค��มท����น�ถ�งค��มค�ด�ร���ล�กก�ร��มท���ปน�ป

�ด�ล�ม�ทฤ�ฎ�ปร�ก�บ�ร���น�บ�น�น�ย�ง�พ�ยงพ� ม�ปร��ยชนต�ก�ร��ก���ล�ก�ร��จ�ย 

4. ผลง�นท�ง��ช�ก�รท���งม��พ���ต�พ�มพต�ง�ม�ดล�ก�ล�ยน�ร��ต�ดท�นม�จ�กผลง�น��จ�ยข�งผ����น�ร��จ�กบทค��ม���น�ดย

�ม�ดร�บ�น�ญ�ต�ร��ปร��จ�กก�ร��ง��งท��ถ�กต�ง 

5. ผ��ข�ยนต�งจ�ด�ตร�ยมตนฉบ�บต�มร�ป�บบต�มข�ก���นด�นก�ร�งตนฉบ�บ�ย�ง�ครงคร�ด 

6. ผ��ข�ยน�ด�ก�ขค��มถ�กต�งข�งบทค��มท���งม�ต�พ�มพต�มข���น��น�ข�งคณ�ผ�ทรงค�ณ��ฒ� (Peer review) �ล� 

7. บทค��มจ�ต�งผ�นก�รตร�จ��บค��มถ�กต�งจ�กก�งบรรณ�ธ�ก�ร�ล��ท�น��น 

ร�ป�บบก�รจ�ด�ตร�ยมตนฉบ�บ 
1. ��พ�มพ�ดย�ชกร�ด�� A4 พ�มพ�น��ด�ย�  

2. จ�ดพ�มพด�ย�ปร�กรม Microsoft Word for Windows   

3. �ชต����ก�ร�บบ Browallia UPC/New  

4. ร�ย���งร����งบรรท�ด�ช Double Space �ดยม�ค��มย���ม�ก�น 30 �น� (ร�ม��ก��ร��ง��ง) 

5. ก�รต��งค��น�กร�ด��  

� ร�ย�ข�บบน (Top margin) 1” �ร�� 2.54 �ซนต��มตร 

� ร�ย�ข�บล�ง ( �Bottom margin) 1” �ร�� 2.54 �ซนต��มตร 

� ร�ย�ข�บซ�ย (Left margin) 1” �ร�� 2.54 �ซนต��มตร 

� ร�ย�ข�บข�� (Right margin) 1” �ร�� 2.54 �ซนต��มตร 

ร�ยล����ยดก�รจ�ด�ตร�ยมตนฉบ�บ 
ช����ร���ง  ต�งม�ท��งภ����ทย �ล�ภ�����งกฤ�  จ�ด���ย�ช�ดซ�ย�น�กร�ด�� ช���ภ�����งกฤ� ข��นตนค����พ�มพด�ยต��พ�มพ

��ญ  �ล����ชต����ก�รขน�ด 18 ต���น�  

ช���ผ��ข�ยน  ���ชต����ก�รขน�ด 12 ต��ปกต� �ล���จ�ดช�ดซ�ยข�ง�น�กร�ด�� �ดย��ก��ก�บ�ม�ย�ลขยกก��ล�ง��ต�ท�ยด�ย  

����ร�บช���ข�ง�น�ยง�น��พ�มพ���น��นข�ง�ช�ง�รรถ (�น�ท�� 1) �ดยพ�มพช����น�ยง�นตน��งก�ด��ตรงก�บต���ลขยกก��ล�งท��ก��ก�บ���น

�น��ด�ย�ก�น 

บทค�ดย� �ล� ABSTRACT  �ชต����ก�รขน�ด 18 ต���น� �ล���จ�ดก��งกล�ง�น�กร�ด�� ����ร�บ�น���ค��ม���ชต����ก�ร

ขน�ด 14 ต��ปกต� จ�ดพ�มพ�ปน 1 ค�ล�มน �ดย�น�����ต�งคร�บคล�มถ�งบทน�� ��ธ�ด���น�นก�ร��จ�ย ผลก�ร��จ�ย �ร�ป�ล���จ�รณผล  �ปน

ล��ด�บ 

ค�����ค�ญ (Keywords) : ท��งภ����ทย �ล�ภ�����งกฤ� ค�ร�ล��กค�����ค�ญท���ก��ย�ข�งก�บบทค��ม ปร�ม�ณ 3 - 5 ค�� �ดย

พ�มพต�จ�ก��น�น�����ข�งบทค�ดย� �ล� Abstract ���ชต����ก�รขน�ด 14 ต��ปกต� �ล���จ�ดช�ดซ�ยข�ง�น�กร�ด�� 

�น�����  ��จ�ดพ�มพ�ปน 1 ค�ล�มน ���ข���ญ �ชต����ก�รขน�ด 16 ต���น�  ���ข�ย�ย �ชต����ก�รขน�ด 14 ต���น� 

จ�ดช�ดซ�ยค�ล�มน �น���ค��ม�ชต����ก�รขน�ด 14 ต��ปกต�  �ดย��บรรท�ด�รกข�งท�กย��น��ย���ง 0.5 น��� ข�งบรรท�ดถ�ด�ป �ดย�ร�ยง

���ข�ต�มล��ด�บด�งน�� บทน�� ��ธ�ด���น�นก�ร��จ�ย ผลก�ร��จ�ย �ร�ป�ล���จ�รณผล ก�ตต�กรรมปร�ก�� �ล���ก��ร��ง��ง 

ร�ปภ�พ  จ�ด��ช�ดซ�ยข�งค�ล�มน  ค��มล����ยดข�งร�ปภ�พ�มน�ยก�� 600x600 dpi ค��บรรย�ยร�ปภ�พ��พ�มพ���ตร�ปภ�พ 

���ชต����ก�รขน�ด 12 ต��ปกต� �ดย���นบ�ฟลร�ปภ�พท��ปร�ก�บ�น�น����ร���งม�ต�ง��ก จ�ก�ฟล��ก��รปกต� 

ต�ร�ง  จ�ด��ช�ดซ�ยข�งค�ล�มน ร�ป�บบข�งต�ร�ง���ช�บบ Table classic I ค��บรรย�ยต�ร�ง��จ�ดพ�มพ��ด�นบนข�ง

���ข�ต�ร�ง �ล��ชต����ก�รขน�ด 12 ต��ปกต�  
�ม�ย��ต�    ตนฉบ�บบทค��มท��น���งจ�ต�งถ�กต�งต�ม�ล�ก�กณฑก�ร�ข�ยนท��ก���นด�ท�น��น จ�งจ��ดร�บก�รพ�จ�รณ�

ด���น�นก�รปร��ม�นบทค��มก�นต�พ�มพ 
 



ก�ร��ง��ง�ล�ก�ร�ข�ยน��ก��ร��ง��ง 

� ก�ร��ง��ง�น�น����ร���ง 

���ง�ล�บช���ผ��ตง (ภ����ทย)  ช����ก�ลผ��ตง (ภ���ต�งปร��ท�)  �ล�ปท��พ�มพข�ง��ก��รท����งถ�ง ต�ท�ยข�ค��มท��ต�งก�ร

��ง ต���ย�ง 

........................................................ (มณ� �ล�คณ�, 2550) �ร�� ........................................... (Archawaranon et al., 2003) 

Archawaranon et al. (2003) ............................................. �ร�� มณ� �ล�คณ� (2550) .......................................................  

� ก�ร��ง��งท�ย�ร���ง 

1. ��ร��ร 

ก. ภ����ทย 

ช���ผ��ข�ยน (���ข�ยนช����ต�ม ต�มด�ยช����ก�ล). ปท��พ�มพ. ช���บทค��ม. ช�����ร��ร (�ชช����ต�ม). ปท�� (ฉบ�บท��): �น�ท��

ปร�กฏบทค��ม. �ชน 

พ�ทธช�ต� �ปธ�บ�ล �ล� ธน�น�นท ตรงด�. 2541. �ถ�น�ข�งภ���ต�ก�บ�นภ���ถ��น. ��ร��ร 

�งขล�นคร�นทร ฉบ�บ��งคม���ตร�ล�มน��ย���ตร. 4(2): 167-187. 

ข. ภ�����งกฤ� 

�ช�ชน�ด�ย�ก�บภ����ทย �ตช���ผ��ข�ยน�ชช����ก�ลข��นก�น, ต�มด�ยต����ก�รย�ข�งช���ตน. �ล���ร��ร�ชช���ต��ย�

ต�ม�กณฑท���ชก�น �ชน  

Archawaranon, M. 2003. The impact of human interference on Hill Mynahs Gracula religiosa  

breeding in Thailand. Bird Conserv. Intl. 13 (2): 139-149. 

2. �น�ง��� 

ช���ผ��ตง. ปท��พ�มพ. ช����น�ง���. คร��งท��พ�มพ. �ถ�นท��พ�มพ. ผ�จ�ดพ�มพ. �ชน 

มณ�  ��ช�ร�นนท. 2549. นกข�นท�ง: ง�น��จ�ย�พ���ก�ร�น�ร�ก�นก�น�ขตร�น. กร�ง�ทพ�. �มร�นทรพร��นต��ง��นดพ�บล�ชช��ง.  

Sharp, W.F. 1985. Investment. 3rd ed. New Jersey. Prentice-Hall.  

3. บทค��ม/�ร���ง/ต�น �น�น�ง���ร�ม�ร���ง�ร��ร�ยง�นปร�จ��ป 

ช���ผ��ตง. ปท��พ�มพ. ช���บทค��ม. �น ช���บรรณ�ธ�ก�ร. ช����ร���ง. (ฉบ�บพ�มพ ถ�ม�), �น�ท��ปร�กฏบทค��ม.  

ผ�จ�ดพ�มพ. �ถ�นท��พ�มพ. �ชน 

��ร�  ล�ล�ล�ย. 2542. ��ร�ฐก�จช�ต�น�ยม�นปร��ท�ก��ล�งพ�ฒน��ล��ถ�นก�รณ�นปร��ท��ทย. �น ณรงค  �พ�ชรปร���ร�ฐ 

(บรรณ�ธ�ก�ร). 1999 จ�ด�ปล��ยน��งย�ค�ม�ย��ม (�น� 90-141). ��นย��ก����ร�ฐ���ตรก�ร�ม��ง คณ�

��ร�ฐ���ตร จ���ลงกรณม����ทย�ล�ย. กร�ง�ทพ�. 

4. ก�ร��ง��งจ�ก��ร��ร��น�ลน 

ช���ผ��ตง. ปท��พ�มพ. ช���บทค��ม. ช�����ร��ร. ปท���ล�ฉบ�บท��พ�มพ:  �น�ท��ปร�กฏบทค��ม. ท��ม�:  

�ถ�นท��ม�ข�ง��ร�น�ท�.  �ชน 

Overby, J.M. 1996. Ozone brings better water. Water Technology [Online]. 19, no. 5:  

        62-64. Abstract from Dialog File: Water Resources Abstract (117) Item: 00798344 

5. ��ทย�น�พนธ 

 ช���ผ��ตง. ปท��พ�มพ. ช�����ทย�น�พนธ. �ถ�นท��พ�มพ. ช����ถ�บ�นก�ร��ก�� 

 พรช�ย �ง����น�. 2543. ก�ร��ก��ช����ทย�ปร�ช�กรข�งนกข�นท�ง�นปร��ท��ทย. ��ทย�น�พนธ 

ปร�ญญ���ทย����ตรม��บ�ณฑ�ต. กร�ง�ทพ�. บ�ณฑ�ต��ทย�ล�ย ม����ทย�ล�ยร�มค����ง. 
ก�ร�งตนฉบ�บ 
 �งตนฉบ�บ จ��น�น 4 ช�ด พร�ม�ผน CD จ��น�น 1 �ผน �ปย�ง ��������������������������������� �ถ�บ�น��จ�ย�ล�

พ�ฒน� ��ค�ร���ขท�ย ช��น 12 ม����ทย�ล�ยร�มค����ง ถนนร�มค����ง �ข�ง����ม�ก �ขตบ�งก�ป กร�ง�ทพ� 10240 �ทร��พท 0-2310-

8696, �ทร��ร 0-2310-8119  Email: ruresearch@ru.ac.th 
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