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บทคัดย่อ 
 งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษาปัจจยัที่เหมาะสมตอ่การผลิตกรดอินทรีย์จากน า้หมกัผลตะลงิปลิง หมกัด้วย  
Zygosaccharomyces rouxii TISTR 5044  โดยการออกแบบสตูรด้วยวธีิ two–level factorial design และ การตอบสนอง
แบบพืน้ผิว โดยมีปัจจยั 4 ปัจจยั ที่ระดบัความเข้มข้นต ่าสดุและสงูสดุ จากนัน้น าน า้หมกัมาใช้เป็นสารจบัตวัส าหรับท ายาง
ก้อนถ้วย ผลการศึกษาพบว่า สตูรน า้หมกัประกอบด้วย ผลตะลิงปลิง : น า้ : กากน า้ตาล : Zygosaccharomyces rouxii 
TISTR 5044  ที่มีอตัราสว่น  25 : 13 : 13 : 7  หมกัในถงัพลาสติกขนาด 25 ลติร ที่ระยะการหมกั  10 วนั บม่ที่อณุหภมูิห้อง 
ให้กรดอินทรีย์สงูสดุ 23.40 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสงูกว่าสตูรเร่ิมต้น 1.4 เท่า ผลการท านายด้วยวิธีตอบสนองแบบพืน้ผิว สตูรน า้
หมกัที่ประกอบด้วย ผลตะลงิปลงิ : น า้ : กากน า้ตาล : Zygosaccharomyces rouxii TISTR 5044 อตัราสว่น  25 : 13 : 13 
: 7   ผลติกรดอินทรีย์สงูสดุ 22.78 เปอร์เซ็นต์   องค์ประกอบของกรดอินทรีย์เมื่อน ามาวิเคราะห์ด้วย High Performance 
Liquid Chromatography พบว่ ามี  L–malic acid, succinic acid, lactic acid และ  acetic acid  ป ริมาณ 507.140, 
2,827.442, 2064.356 และ 1325.335 พีพีเอ็ม    ส่วนการจับตวัของน า้ยางพบว่าน า้หมกัผลตะลิงปลิงและกรดชีวภาพ         
ทางการค้า ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท าให้น า้ยางปริมาตร 300 มิลลิลิตร จับตวัเป็นก้อนใช้เวลา 4 นาที  ส่วนกรดฟอร์มิก             
ใช้เวลานานสุด 24 นาที ลักษณะทางกายภาพของยางก้อนถ้วยที่เติมน า้หมักชีวภาพผลตะลิงปลิงจะมีสีคล า้กว่า               
การใช้กรดชีวภาพทางการค้าและกรดฟอร์มิก  
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          ABSTRACT 

 The study investigated on medium optimization for production of organic acid from Bilimbi (Averrhoa 
bilimbi L.) fruit by Zygosaccharomyces rouxii TISTR 5044 through fermentation, using the two–level factorial 
design and response surface method. The two–level factorial experiment was designed by setting four 
parameters at the lowest and highest of concentrations. The organic acid produced by fermentation of Bilimbi 
fruit was used as natural rubber coagulant. The results of the two–level factorial design revealed that the organic 
acid production with the ratio of Bilimbi fruit : water : molasse : Zygosaccharomyces rouxii TISTR 5044 
fermented in 25L plastic bucket for 10 days at room temperature yielded 23.40 percent of organic acid, which 
was 1.4 times higher than that obtained in the original medium. The yield of organic acid in medium containing 
Bilimbi fruit : water:molasse : Zygosaccharomyces rouxii TISTR 5044 at the ratio of 25:13:13: 7 which predicted 
by response surface methodology was 22.78 percent. The organic acids from this fermentation analyzed by 
High Performance Liquid Chromatography consisted of L–malic acid, succinic acid, lactic acid and acetic acid 
at 507.140, 2,827.442, 2,064.356 and 1,325.335 ppm respectively. The suitable amount of organic acid from 
Bilimbi fruit and commercial organic acid for 300 ml of natural rubber latex are 30 ml. The cure time of natural 
rubber coagulant was 4 min. whereas the formic acid was 24 min. The color of natural rubber cured by organic 
acid from Bilimbi fruit was darker than that of commercially available organic acid and formic acid.  
 

Keywords :  experimental design, Bilimbi (Averrhoa bilimbi L.) , organic acid,  natural rubber coagulant,    
     Zygosaccharomyces rouxii TISTR 5044   

 
บทน า 

เกษตรกรชาวสวนยางสว่นใหญ่มีการใช้กรดที่ได้จากการสงัเคราะห์ เช่น กรดฟอร์มิก (formic acid) กรดอะซิติก 
(acetic acid) หรือกรดซัลฟูริก (sulfuric acid) เพื่อเป็นสารจับตัวในน า้ยาง ท าให้น า้ยางเป็นก้อนเร็วขึน้ (Baimark 

Niamsa, 2009 ; John et al., 2011) อย่างไรก็ตามการใช้กรดมีข้อเสียก่อให้เกิดมลพิษในน า้ ดินและอากาศ (Tekasakul 
Tekasakul, 2006) และยังมีผลกระทบต่อมนุษย์ เป็นอันตรายต่อระบบทางเดินหายใจ เกิดอาการแพ้  มีผ่ืนแดง 
(Fernando DineshKaluarachchi, 2012) การใช้กรดอินทรีย์ธรรมชาติเพื่อแปรรูปน า้ยางสดเป็นยางก้อนถ้วยหรือยาง
แผ่น จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่มีความปลอดภยัและไม่ก่อให้เกิดปัญหามลพิษต่อสิ่งแวดล้อม การหมกักรดอินทรีย์ท าได้
โดยน าเศษพืช ผกั ผลไม้ มาหมกักบัน า้ตาลตามระยะเวลาที่เหมาะสม โดยมีจลุนิทรีย์ใช้สารอาหารผลติกรดออ่น สามารถ
น าไปใช้เป็นสารจับตวัในน า้ยางสด แทนการใช้กรดที่เป็นสารเคมีได้ การใช้สารชีวภาพจากวสัดุเหลือใช้ช่วยลดต้นทนุ          
การผลิตจึงเป็นทางเลือกใหม่ จากการรายงานของ Phetphaisit et al. (2012) ได้น ามะนาว มะกรูด สบัปะรดและส้ม               
มาท าน า้หมกัเพื่อท ายางแผ่น พบว่าคุณสมบตัิทางกายภาพ และเชิงกลไม่มีความแตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบกับกรด           
ฟอร์มิก   

กระบวนการและขัน้ตอนการผลติกรดอินทรีย์ วตัถดุิบที่ใช้สว่นใหญ่ยงัขาดคณุภาพ ท าให้ผลิตภณัฑ์กรดอินทรีย์ 
ที่ได้มีคณุภาพไม่แน่นอนเนื่องจากต้องอาศยัจุลินทรีย์จากธรรมชาติ    ซึ่งสว่นใหญ่มีการปนเปือ้นของยีสต์และจุลินทรีย์
ชนิดอื่นๆ เนื่องจากไมผ่า่นกระบวนการก าจดัเชือ้ปนเปือ้น กระบวนการหมกัด้วยเทคนิคปลอดเชือ้และการใช้หวัเชือ้บริสทุธ์ิ
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เพื่อเปลี่ยนสารอินทรีย์ในวตัถุดิบเกิดเป็นสารต่างๆ เช่น กลิ่น เอทิลแอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ และคาร์บอนไดออกไซด์               
จะท าให้ได้ผลติภณัฑ์ที่มีคณุภาพ เนืองจากกล้าเชือ้บริสทุธ์ิมีความแข็งแรง ขยายพนัธ์ุตอ่ได้รวดเร็ว และอยูใ่นระยะท่ีก าลงั
เจริญอยา่งรวดเร็ว (log phase) สามารถให้ผลผลติที่ต้องการได้ในปริมาณมาก (Holzapfel, 2002) มีรายงานการวิจยัการ
ใช้แบคทีเรียผลติกรดอินทรีย์ชนิดกรดซกัซินิก (succinic acid) โดย Actinobacillus succinogenes, Anaerobiospirillum 
succiniciproducens และ  Mannheimia succiniciproducens ( SongLee, 2006) ก รดแลคติ ก  (lactic) ผลิต โดย 
Lactobacillus sp. (PatelParikh ,2016)  เชือ้รา Aspergillus terreus และ A. oryzae ผลิตกรดอิทาโคนิก (itaconic 
acid) และ กรดฟูมาริก (fumaric acid) (Jiménez–Quero et al., 2017)  ส าหรับยีสต์ที่ผลิตกรดอินทรีย์มีงานวิจัย             
คอ่นข้างน้อยสว่นใหญ่มกัน ามาผลติเอทานอล แตก่ารใช้เชือ้ยีสต์ในกระบวนการหมกัใช้ได้ดใีนอตุสาหกรรม เนื่องจากยีสต์
มีความทนต่อความเข้มข้นของน า้ตาลและไมไ่หวต่อโลหะหนกั โดยเฉพาะ Z. rouxii สามารถหมกัวตัถดุิบที่เป็นผลไม้และ
เจริญเติบโตได้ดีในสภาวะแวดล้อมที่ไมเ่หมาะสม (Janine et al., 2003 ; Pribylova et al., 2007)  

การออกแบบการทดลอง (experimental design) โดยใช้เทคนิคทางสถิติขัน้สูงเพื่อปรับค่าสภาวะของ
กระบวนการให้ได้ผลตอบสนองเป็นไปตามที่เราต้องการ ซึ่งแตกต่างจากการทดลองแบบเดิมที่มักลองผิดลองถูก             
หรือใช้การทดลองปรับตัง้ค่ากระบวนการทีละค่า (one–factor–at–a–time) เป็นวิธีที่ง่ายแต่ไม่สามารถหาความสมัพนัธ์
ระหว่างตัวแปรได้ ในทางกลับกันการออกแบบการทดลอง เช่น แฟกทอเรียล (factorial design ) หรือการออกแบบ
สว่นผสม (mixture design) เป็นการศึกษาปัจจยัการทดลองหลายปัจจยัและศกึษาถึงผลร่วมที่เกิดขึน้จากปัจจยัเหลา่นัน้  
ซึ่งมีข้อดีคือเป็นการใช้หน่วยทดลองทัง้หมดเพื่อตรวจสอบอิทธิพลของทรีทเมนต์  (treatment) หลายทรีทเมนต์พร้อมกนั
และสามารถตรวจสอบอิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยัได้ จึงเป็นการประหยดัและใช้เวลาน้อยลงกวา่การทดลองครัง้ละ 1 ปัจจยั 
แต่อาจมีข้อจ ากัดคือหน่วยทดลองมากขึน้ท าให้เสียค่าใช้จ่ายสงู การใช้สถิติเพื่อการออกแบบการวิจัย เป็นที่นิยมจาก
นักวิจัยหลายท่าน เช่น การผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพจาก Halobacterium sp. SM5 (Lungmann et al., 2007) การผลิต          
ลแีวนจาก Zymomonas mobilis (Melo et al., 2007)   การผลติพอลไิฮดรอกซีอลัคาโนเอตจาก Comamonas sp. EB172 
(Johar et al., 2012) และการผลิตกรดแลคติกจาก Lactobacillus bulgaricus (OmayGuvenilir, 2012) เ ป็นต้น 
คณะผู้ วิจัยจึงศึกษาวิธีพืน้ผิวตอบสนอง (response surface methodology, RSM) ซึ่งเป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์และ
สถิติที่สร้างแบบจ าลองและวิเคราะห์ปัญหาซึง่แสดงผลตอบสนองตอ่ผลจากตวัแปรตา่งๆเพื่อหาความเหมาะสมตอ่ผลนัน้ 
โดยศกึษาสภาวะที่เหมาะสมตอ่การหมกักรดอินทรีย์และแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่เหมาะสมเพื่อท านายการผลิตกรด
อินทรีย์จากผลตะลิงปลิง ซึ่งตะลิงปลิงเป็นพืชที่ให้ผลตลอดปี พบได้แถบทุกครัวเรือนตามชนบท แต่มีการใช้ประโยชน์
คอ่นข้างน้อยเว้นแตน่ ามาประกอบอาหาร   
 
วิธีการด าเนินวิจัย 
        1.  การศึกษาสูตรปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดอนิทรีย์ 
            1.1 การเตรียมวัตถุดบิส าหรับท าน า้หมักชีวภาพ 

        1.1.1 ผลตะลงิปลงิ 
                             น าผลตะลิงปลิงมาท าความสะอาด หั่นให้มีขนาดเล็ก บดให้ละเอียดและกรองด้วยผ้าขาวบาง                
เอาเฉพาะน า้มาฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมากบัผลตะลิงปลิง โดยต้มให้เดือดที่อณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา             
1 นาที  
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        1.1.2  กล้าเชือ้จลุนิทรีย์ 

     น าเชือ้บริสทุธ์ิ Z. rouxii TISTR 5044 เลีย้งในอาหาร  Yeast Malt Broth บ่มที่อณุหภมูิ 37 C  เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าไปวดัความขุน่ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลืน่ 660  นาโนเมตร ให้ได้ความขุน่
เทา่กบั  0.5  ใช้เป็นหวัเชือ้ในการหมกักรดอินทรีย์ 
  1.2. การออกแบบสูตรน า้หมักตะลิงปลิง 
        สว่นผสมของวตัถดุิบส าหรับท าน า้หมกักรดอินทรีย์  ดดัแปลงจากสตูรของกรมพฒันาที่ดิน อ าเภอบ้านส้อง 
จงัหวดัสรุาษฎร์ธานี  โดยใช้วตัถดุิบ : น า้ : กากน า้ตาล อตัราสว่น 30:10:10 ปริมาณหวัเชือ้ 10% น ามาออกแบบสตูรน า้
หมกักรดอินทรีย์ด้วยวิธี     two–level factorial design  ที่ระดบัความเข้มข้นของปัจจัย 2 ระดบั จากระดบัความเข้มข้น
เดิมคือ ระดบัความเข้มข้นต ่าสดุ (lower level) ก าหนดสญัลกัษณ์ –1 และระดบัความเข้มข้นสงูสดุ (upper level) ก าหนด
สญัลกัษณ์ +1 (แสดงในตารางที่ 1) จากนัน้น าข้อมูลจากตารางที่ 1  เข้าโปรแกรม Design Expert 8.0.7.1 software 
(Informer Technologies, Inc., 2017) ได้สตูรน า้หมกักรดอินทรีย์ทัง้หมด 16 สตูร  
 
ตารางที่  1   การออกแบบสตูรน า้หมกักรดอินทรีย์จากผลตะลงิปลงิ โดยวิธี two–level factorial design  ที่ระดบัความ 

      เข้มข้นต ่าสดุและสงูสดุ 
ตวัแปร (variables) 

 
สญัลกัษณ์ของปัจจยั 
(codes level, factors) 

ปัจจยัในรูปของ I 
(factors in terms of I) 

 I –1 +1  

A =  ผลตะลงิปลงิ 1 25 35         A = (1 –30)/5 
B =  น า้ 2 7 13         B = (2 – 10)/3 
C =  กากน า้ตาล 3 7 13         C = (3 – 10)/3 
D =  Zygosaccharomyces  
      rouxii TISTR 5044 

4 7 13         D = (4 – 10)/3 

หมายเหต ุ: I คือ ความเข้มข้นของปัจจยัที่ระดบัต า่สดุและระดบัสงูสดุ  ใช้สญัลกัษณ์  –1 และ  +1  
  

 1.3. กระบวนการหมกั 
         เตรียมภาชนะส าหรับหมักวัตถุดิบโดยผ่านการฆ่าเชือ้ด้วยความร้อน จากนัน้น าวัตถุดิบปริมาณต่างๆ             
ของแต่ละสตูรทัง้ 16 สตูร และชุดควบคมุ (น า้คัน้ตะลิงปลิง) บรรจุลงในถงัพลาสติกขนาด 25 ลิตร บ่มไว้ที่อณุหภมูิห้อง
เป็นเวลา 40 วนั  เก็บตวัอย่างน า้หมกัทุก 10 วนั ของการบ่ม มาวิเคราะห์ปริมาณกรดทัง้หมดโดยวิธีการไตเตรทพีเอช 
เชือ้จลุนิทรีย์ เช่น รา แบคทเีรียทัง้หมด แบคทีเรียแลคติก ตามวิธี AOAC. (2000)   
          2. ชนิดกรดอินทรีย์   
    การวิเคราะห์ปริมาณกรดอินทรีย์ (กรดมาลกิ กรดซกัซินิก กรดแลคติกและกรดอะซิติก) ในน า้หมกัอินทรีย์จาก
ผลตะลิงปลิง โดยส่งตัวอย่างวิเคราะห์ ณ หน่วยวิจัยพฤกษเคมี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน 
วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง high performance liquid chromatography (HPLC) ชนิด 2998 photodiode array detector (PDA) 
โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนไอออน (ion–exchange chromatography) ขนาด 210 นาโนเมตร คอลมัน์ชนิด Rezex 
Organic acid (H+) (8%) (phenomenex) ขนาด 300 x 7.8 มิลลิเมตร โดยใช้เฟสเคลื่อนที่  (mobile phase) 0.006 N 
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H2SO4 ในสภาวะการทดสอบที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความดนั 474 psi  อตัราการไหล (flow rate) 0.6 มิลลิลิตร/
นาที  
         3. การศึกษาน า้หมกัผลตะลิงปลิงต่อการจับตวัของน า้ยางเพื่อใช้ท ายางก้อนถ้วย 

  เก็บรวบรวมน า้ยางจากต้นยางพนัธุ์  600 อายุ 14 ปี กรองให้สะอาด น าถ้วยรองน า้ยางที่สะอาดวางเรียงบน
พืน้ท่ีเรียบสม ่าเสมอ เทน า้ยางที่ผา่นการกรองลงในถ้วยรองน า้ยาง ถ้วยละ 300 มิลลลิติร เติมน า้หมกัอินทรีย์ในสตูรที่ผลิต
กรดอินทรีย์สงูสดุ ปริมาตร 5, 10, 15, 20, 25, 30 และ 35 มิลลิลิตร ต่อ 1 ถ้วย เปรียบเทียบกับการใช้กรดชีวภาพทาง
การค้าและกรดฟอร์มิกในปริมาตรเท่ากับน า้หมกัอินทรีย์  กวนให้เข้ากันดี  จากนัน้จับเวลาการแข็งตวัของน า้ยางและ
ลกัษณะทางกายภาพของยางก้อนถ้วย 
         4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ
  การวิเคราะห์ผลการทดลองใช้โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ Design expert 8 software โดย 1) ศึกษาวิธีพืน้ผิว
ตอบสนอง (RSM) เพื่อท านายสตูรที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดอินทรีย์ 2) การวิเคราะห์ค่าสมัประสิทธ์ิของการตดัสินใจ 
(R–Square: R–Sq) เพื่อวิเคราะห์ว่าการออกแบบที่ใช้ในการทดลองมีความเหมาะสมหรือไม่ 3) การวิเคราะห์ความ
แปรปรวน (ANOVA) เป็นการตรวจสอบแหล่งผันแปรของแบบจ าลองโดยพิจารณาจากค่า P–value ของเทอมต่างๆ              
ที่วิเคราะห์ความแปรปรวนได้เปรียบเทียบกับค่านัยส าคญัทางสถิติที่ก าหนด 4) การสร้างสมการท านายปริมาณกรด
อินทรีย์ที่ได้จากการหมักผลตะลิงปลิงโดยน าค่าของปัจจัยที่ได้จากการวิเคราะ ห์สมัประสิทธ์ิของสมการถดถอยของ
ปริมาณกรดอินทรีย์ที่หมกัได้จากผลตะลงิปลงิมาเขียนในรูปสมการที่ 1   
 

ii0i
XY                            (1) 

 
เมื่อ Yi    แทนตวัแปรตาม (dependent variable); Xi แทนตวัแปรอิสระ (independent variable);  
     

0
  แทนระยะตดัแกน y (y – intercept);  แทนความชนัของเส้นถดถอย (slope) 

 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

1. ปริมาณกรดอนิทรีย์ที่ได้จากการหมกัผลตะลิงปลิง  
    การผลิตกรดอินทรีย์จากผลตะลิงปลิงโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูปในการออกแบบสตูรปัจจยัด้วยวิธี two–level 

factorial design ซึ่งมี 4 ปัจจยั ผลที่ได้แสดงในตารางที่ 2  จากตารางที่ 2 น า้หมกักรดอินทรีย์จากผลตะลิงปลิงในวนัที่ 0 
ของการหมัก พบแบคทีเรียแลคติกและเชือ้รามากกว่า 300 CFU/ml ยกเว้น สูตรที่ 13 และ 14 พบเชือ้ราน้อยกว่า 30  
CFU/ml พีเอชอยู่ระหวา่ง 2.33–3.95 ปริมาณกรดอินทรีย์อยู่ในช่วง 5.85–7.42 เปอร์เซ็นต์ และที่เวลาการหมกั 40 วนั ใน
สตูรที่ 8  10  12  และ 16  พบแบคทีเรียทัง้หมด แบคทีเรียแลคติก และเชือ้รา น้อยกว่า 30 CFU/ml กรดอินทรีย์อยูใ่นช่วง 
4.5–20.7 เปอร์เซ็นต์  ส่วนสูตรปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดอินทรีย์ คือสูตรที่ 7 ประกอบด้วยอัตราส่วนของผล
ตะลิงปลิง : น า้ : กากน า้ตาล : หวัเชือ้ เท่ากบั 25 : 13 : 13 : 7 หมกัเป็นเวลา 10 วนั ให้กรดอินทรีย์สงูสดุ 23.4 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อพิจารณาปัจจยัที่มีอิทธิพลตอ่การผลติกรดอินทรีย์ ที่เวลาการหมกั 10 วนั พบวา่ตวัแปรผลตะลงิปลงิที่อตัราสว่นระดบั
ต ่าสดุ (low level) เทา่กบั 25 เปอร์เซ็นต์ เป็นสตูรปัจจยัที่มีกรดอินทรีย์มากกวา่ 15 เปอร์เซ็นต์   พบได้ในสตูรที่ 1  3  5   7   
9   13  และ 15  โดยกรดอินทรีย์มีคา่เทา่กบั 17.55, 17.1, 19.35, 23.4, 16.65, 15.075   และ 17.1 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั 
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กรดอินทรีย์พบได้ในผักและผลไม้ มีความส าคญัในวฎัจักรการสร้างพลงังานของสิ่งมีชีวิต จากงานวิจัยของ 
Liawruangrath et al. (2015) กรดอินทรีย์ที่หมกัโดยใช้ผล    อะโวคาโด (avocado) หมกัโดย Lactobacillus casei spp.  
ใน 7 วันแรกของการหมักให้กรดมาลิก กรดซิตริก และกรดทาร์ทาริก 0.65, 0.21 และ 0.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร              
เมื่อหมกัไว้ 5 สปัดาห์มีปริมาณ 0.43, 1.28 และ 0.05 มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร ตามล าดบั จลุนิทรีย์ เช่น แบคทีเรียและเชือ้รา 
มีบทบาทส าคญัในการยอ่ยสลายวสัดอุินทรีย์ และเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมี ในการผลติกรดอินทรีย์ เช่น กลุม่แบคทีเรียผลติ
กรดแลคติก สามารถสร้างกรดแลคติก กรดฟอร์มิค เอทานอล และคาร์บอนไดออกไซด์ ในสภาพท่ีไมม่ีออกซิเจนและสภาพ
ที่มีออกซิเจนเกิดการออกซิไดซ์สารประกอบอินทรีย์ท าให้ผลิตกรดอินทรีย์ (SundbergJonsson, 2005) ส่วนเชือ้รา 
Aspergillus niger ผลติกรดอินทรีย์ชนิดกรดซิตริก โดยใช้ซูโครสเป็นสบัสเตรทในกระบวนการการหมกั (KishoreReddy, 
2012)   
 
ตารางที่ 2 ปริมาณกรดอินทรีย์ พีเอช และเชือ้จลุนิทรีย์ ที่ได้จากการหมกัผลตะลงิปลงิของแตล่ะหนว่ยการทดลอง 

สตูร
ปัจจยั 

ตวัแปร    ระยะเวลาการหมกัน า้หมกัชีวภาพ  0  วนั   ระยะเวลาการหมกัน า้หมกัชีวภาพ  10  วนั 

A B C D กรด
อินทรีย์ 
(%) 

pH แบคทีเรีย
ทัง้หมด 
(CFU/ml) 

แบคทีเรีย 
แลคติก 
(CFU/ml) 

เชือ้รา 
(CFU/ml) 

กรด
อินทรีย์ 
(%) 

pH แบคทีเรีย
ทัง้หมด 
(CFU/ml) 

แบคทีเรีย 
แลคติก 
(CFU/ml) 

เชือ้รา 
(CFU/
ml) 

1 25 7 7 7 5.85 3.53 >300 >300 >300 17.55 3.70     N N N 
2 35 7 7 7 5.85 3.43 202 >300 >300 14.85 3.58     N N N 
3 25 13 7 7 6.75 3.77 >300 >300 >300 17.1 3.65     N N N 
4 35 13 7 7 6.3 3.61 138 >300 >300 14.85 3.56     N N N 
5 25 7 13 7 6.75 3.95 >300 >300 >300 19.35 3.88     N N N 
6 35 7 13 7 7.2 3.87 >300 >300 >300 17.55 3.80     N N N 
7 25 13 13 7 6.97 4.08 >300 >300 >300 23.4 4.04     N N N 
8 35 13 13 7 6.75 3.79 >300 >300 >300 18.9 3.84     N N N 
9 25 7 7 13 5.85 3.22 20 >300 >300 16.65 3.65     N N N 
10 35 7 7 13 5.85 3.84 >300 >300 >300 13.05 3.62     N N N 
11 25 13 7 13 6.3 2.81 10 >300 >300 14.85 3.61     N N N 
12 35 13 7 13 7.2 2.33 >300 >300 >300 11.025 3.59     N N N 
13 25 7 13 13 7.2 3.11 >300 >300 44 15.075 3.65     N N N 
14 35 7 13 13 7.2 2.94 >300 >300 31 13.725 3.71     N N N 
15 25 13 13 13 6.75 2.81 >300 >300 >300 17.1 3.75     N N N 
16 35 13 13 13 7.42 2.45 >300 >300 >300 13.275 3.62     N N N 

เร่ิมต้น 30 10 10 10 5.85 3.83 >300 >300 >300 16.65 3.72     N N N 
ชดุ

ควบคมุ 
    6.075 2.16 N N N 4.5 2.07     N N N 

หมายเหต ุ: A คือ ผลตะลงิปลงิ ;  B คือ น า้ ;  C คือ  กากน า้ตาล ;  D คือ ปริมาณหวัเชือ้ ; N คือไมไ่ด้วิเคราะห์ ;  
                  ชดุควบคมุ คือน า้คัน้ตะลงิปลงิ   
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ตารางที่ 2 ปริมาณกรดอินทรีย์ พีเอช และเชือ้จลุนิทรีย์ ท่ีได้จากการหมกัผลตะลงิปลงิของแตล่ะหนว่ยการทดลอง (ตอ่) 
สตูร
ปัจจยั 

ตวัแปร    ระยะเวลาการหมกัน า้หมกัชีวภาพ  20  วนั   ระยะเวลาการหมกัน า้หมกัชีวภาพ  40  วนั 

A B C D กรด
อินทรีย์ 
(%) 

pH แบคทีเรีย
ทัง้หมด 
(CFU/ml) 

แบคทีเรีย 
แลคติก 
(CFU/ml) 

เชือ้รา 
(CFU/ml) 

กรด
อินทรีย์ 
(%) 

pH แบคทีเรีย
ทัง้หมด 
(CFU/ml) 

แบคทีเรีย 
แลคติก 
(CFU/ml) 

เชือ้รา 
(CFU/
ml) 

1 25 7 7 7 16.65 3.98 2 1 1 6.75 4.26 >300 >300 >300 
2 35 7 7 7 11.25 3.98 >300 >300 >300 4.5 4.80 >300 >300 >300 
3 25 13 7 7 12.6 4.01 240 230 208 5.4 4.41 >300 >300 >300 
4 35 13 7 7 11.475 3.84 61 106 150 6.75 4.22 <30 >300 >300 
5 25 7 13 7 17.325 4.06 8 10 3 20.25 3.98 <30 <30 >300 
6 35 7 13 7 19.35 4.06 51 42 94 18.675 4.03 >300 >300 288 
7 25 13 13 7 18.45 4.15 1 1 1 20.025 3.99 80 66 42 
8 35 13 13 7 17.55 4.01 20 3 10 21.6 4.00 <30 <30 <30 
9 25 7 7 13 12.15 3.92 >300 >300 >300 8.1 4.76 >300 >300 >300 
10 35 7 7 13 13.275 3.78 >300 >300 >300 8.1 3.82 <30 <30 <30 
11 25 13 7 13 14.175 3.87 >300 >300 >300 7.2 4.10 >300 >300 >300 
12 35 13 7 13 13.05 3.59 >300 >300 >300 9.45 3.62 <30 <30 <30 
13 25 7 13 13 17.1 3.89 >300 >300 >300 14.625 3.00 >300 >300 >300 
14 35 7 13 13 17.1 3.75 50 64 49 17.55 3.75 >300 >300 >300 
15 25 13 13 13 18 3.86 111 166 132 16.875 3.96 >300 >300 >300 
16 35 13 13 13 15.3 3.68 >300 >300 >300 20.7 3.68 <30 <30 <30 

เร่ิมต้น 30 10 10 10 14.85 3.96 >300 >300 >300 6.75 4.58 >300 >300 >300 
ชดุ

ควบคมุ 
    2.25 3.06 >300 >300 >300 4.5 4.36 >300 >300 >300 

หมายเหต ุ: A คือ ผลตะลงิปลงิ ;  B คือ น า้ ;  C คือ  กากน า้ตาล ;  D คือ ปริมาณหวัเชือ้ ; N คือไมไ่ด้วิเคราะห์ ;  
                   ชดุควบคมุ คือน า้คัน้ตะลงิปลงิ   
  

2. ผลการวิเคราะห์ทางสถติ ิ
    2.1 การตรวจสอบความถกูต้องของแบบจ าลอง  
         เมื่อท าการหมักกรดอินทรีย์ทัง้ 16 หน่วยทดลอง (ไม่รวมสูตรเร่ิมต้น)  แล้วน าผลการทดลองที่ได้มา

ตรวจสอบคุณภาพของข้อมูลว่าเหมาะสมหรือไม่ด้วยการวิเคราะห์ความถูกต้องของแบบจ าลอง หากข้อมูลมีความ
เหมาะสมจึงน ามาวิเคราะห์คา่สมัประสทิธ์ิของการตดัสนิใจ (R–Square: R–Sq) และ วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) 
การตรวจสอบคณุภาพข้อมลูซึง่มี 3 ขัน้ตอนคือ 1) การตรวจสอบการกระจายแบบแจกแจงปกติ ซึง่เป็นการตรวจสอบสว่น
ตกค้างของข้อมลูว่ามีการกระจายของค่าสว่นตกค้าง (ภาพที่ 1) พบว่ามีการกระจายตวัตามแนวเส้นตรง แสดงให้เห็นวา่
สว่นตกค้างจากการทดลองของปริมาณกรดอินทรีย์ที่ได้จากการหมกัผลตะลิงปลิงไมแ่สดงสิ่งผิดปกติให้เห็น จึงสรุปไ ด้วา่
ค่าส่วนตกค้างมีการแจกแจงปกติ 2) การตรวจสอบความเป็นอิสระของข้อมูล (ภาพที่ 2) พบว่าส่วนตกค้างของผลการ
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ทดลองปริมาณกรดอินทรีย์จากผลตะลิงปลิงไม่มีรูปแบบที่แน่นอนหรือไม่สามารถประมาณรูปแบบที่แน่นอนได้ มีการ
กระจายอยา่งสม ่าเสมอแสดงวา่ข้อมลูมีความเป็นอิสระ 3) การตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน โดยใช้แผนภมูิ
กระจายของสว่นตกค้างในแตล่ะระดบัของปัจจยั (ภาพที่ 3) พบว่าสว่นตกค้างของผลการทดลองของปริมาณกรดอินทรีย์     
มีการกระจายอยา่งสม ่าเสมอทัง้ทางบวกและทางลบ แสดงวา่ข้อมลูมีความเสถียรของความแปรปรวน  

        จากการตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบการทดลองทัง้ 3 ขัน้ตอนแสดงให้เห็นว่าข้อมูลที่ได้จากการ
ทดลองชุดนีม้ีความถูกต้องและเหมาะสมส าหรับน าไปวิเคราะห์ค่าสมัประสิทธ์ิของการตัดสินใจและวิเคราะห์ความ
แปรปรวน  

  

ภาพที่ 1   กราฟความนา่จะเป็นแบบปกติของสว่นตกค้าง 
 

 
 

ภาพที่ 2  แผนภมูิการกระจายของสว่นตกค้างกบัล าดบัของข้อมลู 
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ภาพที่ 3   แผนภมูิการกระจายสว่นตกค้างในแตล่ะระดบัของปัจจยั 

 
   2.2 ค่าสัมประสิทธ์ิของการตัดสนิใจ (coefficient of determination) 
        ค่าสมัประสิทธ์ิของการตดัสินใจ  (R–Square: R–Sq) เป็นค่าที่ใช้บอกร้อยละการเปลี่ยนแปลงของตวัแปร

ตามที่สามารถอธิบายได้ด้วยตวัแปรอิสระในสมการถดถอย ผลการวิเคราะห์แสดงในตารางที่ 3 ค่า R–Square เท่ากบั 98 
เปอร์เซ็นต์ แสดงวา่แบบจ าลองสามารถน าไปสร้างสมการท านายเพื่อหาคา่ผลตอบสนองได้อยา่งถกูต้องและเหมาะสม   
           
                  ตารางที่ 3   การวิเคราะห์การถดถอยของพืน้ผิวตอบสนอง 
 

Source df Sum of  
square 

Mean of 
square 

F–values Prob>F 

Model  
A=ผลตะลงิปลงิ 
B=น า้ 
C=กากน า้ตาล 
D= Z. rouxii  TISTR 5044 
AB 
AC 
AD 
BC 
BD 
CD 
Residual 
Corrected Total  

10 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
5 
15 

129.88 
35.55 
0.46 
21.28 
51.84 
1.53 
0.051 
0.11 
7.91 
3.24 
7.91 
2.77 
132.59 

12.99 
35.55 
0.46 
21.28 
51.84 
1.53 
0.051 
0.11 
7.91 
3.24 
7.91 
5 
15 

23.98 
65.63 
0.84 
39.28 
95.70 
2.83 
0.093 
0.21 
14.60 
5.98 
14.60 

0.0013 
0.0005 
0.4011 
0.0015 
0.0002 
0.1535 
0.7721 
0.6658 
0.0124 
0.0582 
0.0124 

หมายเหต ุ: df=degree of freedom ; R Squared=0.98 (Adjusted R Squared=0.94) 

Design-Expertฎ Software
organic acid

Color points by value of
organic acid:

23.4

11.025

Predicted

In
te

rn
a

lly
 S

tu
d

e
n

tiz
e

d
 R

e
si

d
u

a
ls

Residuals vs. Predicted

-3.00

-2.00

-1.00

0.00

1.00

2.00

3.00

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00



บทความวิจยั 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2560 590 
 

จากตารางที่ 3 ตวัแบบอนัดบัท่ี 1 (first–order models) ส าหรับแผนการทดลองแบบ two–level factorial design 
พบว่าตวัแบบเชิงเส้น (linear model) ใช้ในการศึกษาปัจจยัและการตอบสนองแบบพืน้ผิวดีที่สดุ เพื่อเป็นการยืนยนัการ
วิเคราะห์ความแปรปรวนโดยใช้ linear model จะมีการพิจารณาสมัประสทิธ์ิการตดัสนิใจเทา่กบั 0.98 หรือ 98% สมการมี
ค่า R2 ยิ่งสงูเท่าใดความแม่นย าของการน าสมการไปใช้เพื่อท านายหรือคาดคะเน ผลลพัธ์ย่อมมีสงูมากยิ่งขึน้ โดยทัว่ไป
สมการท่ีมกัน าไปใช้ ควรมีคา่ R2 อยา่งน้อย 0.75 (Haaland, 1989 ; Hu, 1999) หากสงูกวา่ 0.9 ถือวา่ดีมาก ในการวิจยันี ้
ค่า R2 อธิบายได้ว่าผลผลิต (Yield; Y) ที่ได้เป็นผลหรืออิทธิพลจากตวัแปร (ผลตะลิงปลิง กากน า้ตาลและหวัเชือ้) 98% 
ส่วนที่เหลืออีก 2% เป็นผลจากตัวแปรหรือปัจจัยอื่นที่ไม่ทราบได้หัวเชือ้ถือว่าเป็นปัจจัยที่ส าคญัที่สุดในการผลิตกรด
อินทรีย์ โดย Z. rouxii TISTR 5044 รองลงมาได้แก่ ผลตะลิงปลิง กากน า้ตาล และ น า้  ตามล าดับ เช่นเดียวกับ
ความสมัพนัธ์ระหวา่ง 2 ปัจจยั (two–variables interaction) ระหวา่งน า้กบักากน า้ตาล  น า้กบัหวัเชือ้ และ กากน า้ตาลกบั
หวัเชือ้ พบว่ามีความส าคญัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเช่ือมัน่ 95%(P<0.05) สว่นความสมัพนัธ์ระหว่าง 2 ปัจจยั
อื่นๆไมม่ีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเช่ือมัน่ 95%  

   2.3  การวิเคราะห์ความแปรปรวน 
          การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) เป็นการตรวจสอบแหล่งผันแปรของแบบจ าลอง จากการ

วิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณกรดอินทรีย์จากการหมกัผลตะลิงปลิงที่ระดบันยัส าคญัทางสถิติ 0.05 ในตารางที่ 3 
พบวา่คา่ P–value  ของปัจจยัหลกั (main effects) น้อยกวา่ 0.05  ได้แก่ ผลตะลงิปลงิ กากน า้ตาลและหวัเชือ้ มีผลตอ่การ
ผลติกรดอินทรีย์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ความเช่ือมัน่ 95%  

   2.4  การสร้างสมการท านายปริมาณกรดอนิทรีย์จากการหมักผลตะลิงปลิง 
           การสร้างสมการท านายปริมาณกรดอินทรีย์โดยน าคา่ปัจจยัที่ได้จากการวิเคราะห์สมัประสทิธ์ิของสมการ

ถดถอยของปริมาณกรดอินทรีย์จากการหมักผลตะลิงปลิง ผลการวิเคราะห์แสดงในตารางที่  4 สมการถดถอย 
(regression) สามารถสร้างสมการตวัแบบอนัดบัท่ีหนึง่  ใน รูปของ codes factor ได้ดงัสมการท่ี 2 โดย Y คือ กรดอินทรีย์  
สว่นฟังก์ชนัอื่นๆใช้สญัลกัษณ์  A คือ ผลตะลงิปลงิ  B คือ น า้ C คือ กากน า้ตาล  D คือ หวัเชือ้ 

 
Y = 16.14 –1.49A + 0.17B + 1.15C –1.80D –0.31AB +0.056AC –0.084AD +0.70 BC – 
       0.45BD – 0.70CD                                                                                                      (2) 
  
ค่าความคลาดเคลื่อนของสมัประสิทธ์ิ (coefficient estimate) ของปัจจัยแต่ละชนิด ในช่วงต ่าสุดและสูงสดุ        

ที่ความเช่ือมัน่ 95% (ตารางที่ 4) พบว่าค่าสมัประสิทธ์ิของผลตะลิงปลิงอยู่ในช่วง–1.96 ถึง –1.02 น า้อยู่ในช่วง –0.30 ถึง 
0.64 กากน า้ตาล อยู่ในช่วง 0.68 ถึง 1.63 และ Z. rouxii TISTR 5044 อยู่ในช่วง –2.27 ถึง –1.33 และพบว่าปัจจยัทัง้ 4 
ตวัแปร เป็นปัจจยัที่มีผลตอ่การผลติกรดอินทรีย์แบบสง่เสริม (positive) และขดัแย้ง (negative) โดยน า้และกากน า้ตาล มี
ผลส่งเสริมการผลิตกรดอินทรีย์ในทิศทางบวก และกากน า้ตาลมีผลต่อการผลิตกรดอินทรีย์อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่
ความเช่ือมั่น 95%  (P<0.05) กล่าวได้ว่าถ้าเพิ่มน า้ และกากน า้ตาล จะท าให้การผลิตกรดอินทรีย์เพิ่มขึน้ ส่วนผล
ตะลงิปลงิและหวัเชือ้ Z. rouxii  TISTR 5044  เป็นปัจจยัส าคญัในทิศทางลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตทิี่ความเช่ือมัน่ 95% 
(P<0.05) 
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               ตารางที่ 4  ความคลาดเคลือ่นของคา่สมัประสทิธ์ิ ส าหรับแสดงสมการถดถอยแบบเส้นตรง 
 

factor coefficient 
estimate 

degree 
of freedom 

standard 
of error 

95%  
CI low  

95%  
CI high 

Intercept 
A=ผลตะลงิปลงิ 
B=น า้ 
C=กากน า้ตาล 
D=หวัเชือ้Z.rouxii TISTR 5044 
AB 
AC 
AD 
BC 
BD 
CD 

16.14 
–1.49 
0.17 
1.15 
–1.80 
–0.31 
0.056 
–0.084 
0.70 
–0.45 
–0.70 
 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
 

0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
0.18 
 

15.67 
–1.96 
–0.30 
0.68 
–2.27 
–0.78 
–0.42 
–0.56 
0.23 
–0.92 
–1.18 

16.62 
–1.02 
0.64 
1.63 
–1.33 
0.16 
0.53 
0.39 
1.18 
0.023 
–0.23 

 
    2.5  การสร้างพืน้ผิวตอบสนองของปริมาณกรดอนิทรีย์ที่ได้จากการหมกัผลตะลิงปลิง 

                      เมื่อได้สมการการท านายปริมาณกรดอินทรีย์ที่ได้จากการหมกัผลตะลิงปลิง จึงน ามาสร้างกราฟพืน้ผิว
ตอบสนอง (response surface methodology : RSM)  โดยพิจารณาจากตวัแปรที่สง่ผลตอ่การผลติกรดอินทรีย์ในน า้หมกั
ตะลิงปลิง ซึ่งท านายจากกราฟเส้นโครงร่างที่สร้างจากโปรแกรมคอมพิวเตอร์ Design Expert DX 8 ของปัจจยั 2 ปัจจยัที่
เกิดการ interaction กนั จากแบบจ าลองที่สร้างขึน้ท านายได้วา่กรดอินทรีย์ที่ผลติได้สงูสดุมีปริมาณ 22.78 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
มีปัจจยัการหมกักรดอินทรีย์ ประกอบด้วยอตัราสว่น ผลตะลงิปลงิ : น า้ : กากน า้ตาล :  Z. rouxii  TISTR 5044 เทา่กบั 25 
: 13 : 13: 7 (ภาพที่ 4) การผลิตกรดอินทรีย์ที่ได้จากการท านายน้อยกว่าการทดลองจริง (23.4)  ซึ่งผลการทดลองจริง
คลาดเคลือ่นจากการท านาย 0.6 เปอร์เซ็นต์ ดงันัน้จึงควรท าการทดลองเพื่อยืนยนัผลอีกครัง้ในสภาวะแวดล้อมของปัจจยั
ดงักลา่ว ในโอกาสตอ่ไป  และจากผลการศกึษาการผลิตกรดอินทรีย์จากผลตะลิงปลิง โดยการออกแบบสตูรปัจจยัด้วยวิธี
ทางสถิติ ท าให้ข้อมลูที่ได้มีแบบแผนการทดลอง สามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการแก้ปัญหาได้อย่างเหมาะสม ตลอดจน
การแปลผลลพัธ์ การวิเคราะห์ข้อมลูด้วยคอมพิวเตอร์ท าให้ทราบวา่การควบคมุตวัแปรในการผลติ ได้แก่ วตัถดุิบของสตูร
ปัจจยัที่ใช้ในการหมกั มีผลตอ่การผลติกรดอินทรีย์ 

3. ชนิดกรดอินทรีย์ในน า้หมกัผลตะลิงปลิง 
    ชนิดกรดอินทรีย์ในน า้หมกัผลตะลิงปลิงที่เวลาการหมกั 20 และ 40 วนั  วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC พบว่า             

ที่เวลาการหมกั 20 วนั พบกรดมาลิก (L–malic acid)  กรดซกัซินิก (succinic acid) กรดแลกติก (lactic acid) และกรด          
อะซิติก (acetic acid)  เทา่กบั 465.864, 2404.44, 2308.712 และ 1067.301 ppm. สว่นท่ีเวลาการหมกั 40 วนั มีปริมาณ                
507.140, 2827.442, 2064.356 และ 1325.335 ppm ตามล าดบั ปริมาณกรดอินทรีย์มีแนวโน้มเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาใน
การหมกั โดย Z. rouxii  TISTR 5044  
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 ภาพที่ 4   พืน้ผิวตอบสนองแสดงผลของการ interaction ระหวา่ง น า้กบัผลตะลงิปลงิตอ่การผลติกรดอินทรีย์   
 

4. กรดอนิทรีย์จากตะลิงปลิงต่อการจับตวัของน า้ยางเพื่อใช้ท ายางก้อนถ้วย 
                 กรดอินทรีย์จากผลตะลงิปลงิหมกัในสตูรที่ 7 ประกอบด้วย ผลตะลงิปลงิ : น า้ : กากน า้ตาล : Z. rouxii TISTR 
5044  ที่มีอตัราสว่น  25 : 13 : 13 : 7  หมกัเป็นเวลา  10 วนั ปริมาตร 30 มิลลลิติรตอ่น า้ยาง 300 มิลลลิติร   ท าให้การจบั
ตัวของน า้ยางเป็นยางก้นถ้วยใช้เวลา 4 นาที ส่วนกรดชีวภาพทางการค้า ใช้เวลาในการแข็งตัว 5 นาที  กรดฟอร์มิก             
ใช้เวลานานที่สดุ 24 นาที (ตารางที่ 5)  ลกัษณะทางกายภาพยางก้อนถ้วยมีสี ความแข็ง เพิ่มขึน้ตามปริมาณของน า้หมกั
ตะลิงปลิง และยางก้อนถ้วยที่ใช้กรดอินทรีย์จากผลตะลิงปลิงมีน า้หนักดีกว่ากรดอินทรีย์ทางการค้าและกรดฟอร์มิก          
การใช้น า้หมกัชีวภาพเป็นสารจบัตวัในน า้ยางมีหลกัการคือ เมื่อเติมกรดอินทรีย์ลงไปในน า้ยาง กรดจะแตกตวัให้อนุมูล
ไฮโดรเจน (H+) สว่นอนมุลูน า้จะท าปฏิกิริยากับอนมุูลลบของคาร์บอกซิเลต (R–COO)–2 ที่อยู่รอบๆ อนภุาคยางเกิดเป็น
กรดไขมนั (fatty acid) ขึน้รอบๆอนุภาคยาง กรดที่ไม่ละลายน า้เมื่อท าปฏิกิริยากับน า้ยาง พลงัยึดรอบๆอนุภาคยางจะ
ลดลงเป็นศนูย์ ชัน้ห่อหุ้มอนภุาคยางแฟบลง โมเลกุลของน า้ที่ห่อหุ้มอนภุาคยางจะเกิดการกระจายตวั น า้ยางจึงจบัเป็น
ก้อนอย่างรวดเร็ว Baimark Niamsa (2009) ได้ศึกษาการจบัตวัน า้ยางธรรมชาติด้วยน า้ส้มควนัไม้เปรียบเทียบกบักรด
ฟอร์มิกหรืออะซิติก พบว่าสารชีวภาพให้ผลดีในการจบัตวัของน า้ยาง ยางที่ได้มีคณุสมบตัิเชิงกลและความหนืดดีกวา่การ
ใช้กรดฟอร์มิกและอะซิติก นอกจากนีน้ า้ส้มควนัไม้สามารถยบัยัง้เชือ้ราบนพืน้ผิวยางได้  Ferreira et al. (2005) ได้ใช้           
กรดควนั (smoke acid) ในการท ายางแผ่น เปรียบเทียบกบักรดฟอร์มิก อะซิติก พบว่ากระบวนการจบัตวัยางธรรมชาติ      
เมื่อวิเคราะห์ทางเคมีและชีวภาพไมแ่ตกตา่งกนั    
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Factor Coding: Actual
organic acid

Design points above predicted value
Design points below predicted value
23.4

11.025

X1 = A: A=fruit 
X2 = B: B=water

Actual Factors
C: C=molass = 13.00
D: D=starter  = 7.00

7.00  
8.00  

9.00  
10.00  

11.00  
12.00  

13.00  

  25.00
  27.00

  29.00
  31.00

  33.00
  35.00

12  

14  

16  

18  

20  

22  

24  

  
o

rg
a

n
ic

 a
c

id
  

  A: A=fruit     B: B=water  



บทความวิจยั 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2560 593 
 

 
                ตารางที่ 5 ระยะเวลาการจบัตวัของน า้ยางและลกัษณะทางกายภาพของยางก้อนถ้วย 
  

ปริมาณ
สาร
ทดสอบ 
(ml) 

กรดอินทรีย์จากผลตะลงิปลงิหมกัด้วย  
Z .rouxii TISTR 5044   

กรดชีวภาพทางการค้า กรดฟอร์มิก 

 เวลา 
(นาที) 

น า้หนกั 
(กรัม) 

สี รูปร่าง ความ 
แข็ง 

เวลา 
(นาที) 

น า้หนกั 
(กรัม) 

สี รูปร่าง ความ 
แข็ง 

เวลา 
(นาที) 

น า้หนกั 
(กรัม) 

สี รูปร่าง ความ 
แข็ง 

5 20 252.18 2 กลม 0.34 33 272.97 1 กลม 0.64 ไม่แขง็ 244.05 1 กลม 0.40 

10 18 265.42 3 กลม 0.6 30 274.01 1 กลม 0.70 ไม่แขง็ 258.02 1 กลม 0.54 
15 13 273.12 3 กลม 0.6 21.3 248.31 1 กลม 0.70 33 266.40 1 กลม 0.60 
20 7 261.56 4 กลม 0.62 11.3 240.35 1 กลม 0.70 38 278.62 1 กลม 0.62 
25 5 258.14 4 กลม 0.64 6 240.54 1 กลม 0.80 40 245.87 1 กลม 0.59 

30 4 249.63 5 กลม 0.68 5 243.14 1 กลม 0.70 24 282.00 1 กลม 0.59 

หมายเหต ุ: 1 คือ สีขาว ; 2 คือ สีขาวขุน่ ; 3 คือ สีขาวอมเหลือง  

 
สรุปผลการวิจัย  

สภาวะการหมักกรดอินทรีย์จากผลตะลิงปลิงที่เหมาะสม  ประกอบด้วย ผลตะลิงปลิง : น า้ : กากน า้ตาล :               
หวัเชือ้ อตัราสว่น 25 : 13 : 13 : 7  หมกัเป็นเวลา  10 วนั ที่อณุหภมูิห้อง ให้กรดอินทรีย์ 23.40 เปอร์เซ็นต์  

ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการผลิตกรดอินทรีย์ ได้แก่ผลตะลิงปลิงและหวัเชือ้ ท่ีอัตราส่วนระดบัสงูสดุ 35 และ 13       
Z .rouxii TISTR 5044  ผลิตกรดอินทรีย์มากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพบได้ในน า้หมกัตะลิงปลิงสตูรที่ 10 12  14  และ 16   
มีปริมาณกรดอินทรีย์เทา่กบั 13.95  30.15  19.35 และ 11.7 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั   

การวิเคราะห์แบบจ าลองถดถอยสามารถสร้างสมการอนัดบัท่ีหนึง่ในรูปของ codes factor ได้สมการ Y = 16.14 
–1.49A + 0.17B + 1.15C –1.80D –0.31AB +0.056AC –0.084AD +0.70 BC –0.45BD – 0.70CD ( Y คือ กรดอินทรีย์ 
สญัลกัษณ์  A คือ ผลตะลงิปลงิ  B คือ น า้ C คือ กากน า้ตาล  D คือ หวัเชือ้)   

การท านายสตูรปัจจยัที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดอินทรีย์จากผลตะลิงปลิง ด้วยวิธีพืน้ผิวตอบสนอง กราฟเส้น
ของปัจจยั 2 ปัจจยั ที่เกิดการ interaction กนั  ท านายได้วา่กรดอินทรีย์สงูสดุมีปริมาณ  22.78 เปอร์เซ็นต์  ในสตูรน า้หมกั
ชีวภาพที่ประกอบด้วยผลตะลิงปลิง : น า้ : กากน า้ตาล : หวัเชือ้ อตัราสว่น 35 : 13 : 7: 13  การผลิตกรดอินทรีย์ที่ได้จาก
การท านายน้อยกวา่การทดลองจริง (23.40)   

น า้หมกัตะลิงปลิงที่หมกัด้วย  Z .rouxii TISTR 5044   และกรดชีวภาพทางการค้า การจบัตวัของน า้ยางใช้เวลา 
5 นาที  กรดฟอร์มิก ใช้เวลานานสดุ 24 นาที ลกัษณะทางกายภาพยางก้อนถ้วยมีสแีละความแข็ง เพิ่มขึน้ตามปริมาณของ
น า้หมกัตะลงิปลงิ กรดชีวภาพและกรดฟอร์มิก  
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