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บทคัดย่อ 
ศึกษาการประยุกต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์เพื่อสกัดสารจากจุลสาหร่าย Chlorella vulgaris  TISTR8580 โดยน า

สาหร่ายความเข้มข้น 25 กรัมเซลล์สดต่อลิตร อุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียสมาสกัดด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่ความเข้มของ
สนามไฟฟ้าเท่ากับ 5 กิโลโวลต์ต่อเซนติเมตร และแปรผันจ านวนพัลส์ดังนี ้1,500 2,500 3,500 และ 4,500 พัลส์ ตรวจวัด
อณุหภมูิ พีเอช และค่าการน าไฟฟ้าทัง้ก่อนและหลงัการทดลอง ตรวจหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมดในสารสกดั
หยาบโดยวิธี Phenol-sulfuric และ Bradford และตรวจสอบชนิดของคาร์โบไฮเดรตโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง 
พร้อมทัง้ตรวจสอบสณัฐานวิทยาของเซลล์ที่ผา่นการสกดัด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง และตรวจสอบความสามารถในการ
อยู่รอดของเซลล์สาหร่ายด้วยการน าไปทดลองเลีย้งซ า้ พบว่าเมื่อใช้จ านวนพลัส์ในการสกัดเพิ่มขึน้ อุณหภูมิและค่าการน า
ไฟฟ้าของตวัอยา่งมีคา่เพิ่มขึน้ โดยที่จ านวนพลัส์เทา่กบั 2,500 พลัส์สามารถสกดัคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมดได้มากที่สดุ
เทา่กบั 23.19 ± 1.47 มิลลกิรัมตอ่ลติร และ 144.48 ± 1.41 ไมโครกรัมตอ่ลติร ตามล าดบั คาร์โบไฮเดรตที่สกดัได้สว่นใหญ่เป็น
กลุม่ไดแซ็กคาไรด์และโอลิโกแซ็กคาไรด์ นอกจากนีย้งัพบว่าเซลล์สาหร่ายที่ผา่นการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์มีสีจางลง 
และไม่ปรากฎเซลล์แตก โดยเมื่อน าสาหร่ายไปสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์จ านวน 2,500 พลัส์ขึน้ไป ท าให้เซลล์สาหร่าย
เสือ่มสภาพและไมส่ามารถเจริญเติบโตตอ่ไปได้ จากการทดลองแสดงให้เห็นวา่สนามไฟฟ้าแบบพลัส์สามารถประยกุต์ใช้สกดั
คาร์โบไฮเดรตและโปรตีนจากสาหร่ายได้ อย่างไรก็ตามสารที่สกดัได้ยงัมีปริมาณน้อย ฉะนัน้จึงควรมีการศึกษาถึงปัจจยัอื่นๆ             
ที่ช่วยเพิ่มประสทิธิภาพการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในสาหร่ายเพิ่มเติมตอ่ไป 
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Abstract 
This study aimed to apply Pulsed Electric Field (PEF) for Chlorella vulgaris TISTR8580 intracellular 

extraction.  Twenty-five g/L of algal cell samples were treated with PEF at 5 kV/cm under different pulses (1,500 
2,500 3,500 and 4,500 pulses) with the initial temperature of 7 degree Celsius. Temperature, pH and conductivity 
were measured before and after treatments. Total carbohydrate and protein contents in the crude extracts were 
determined by the Phenol sulfuric acid method and the Bradford assay, respectively. Subsequently, carbohydrate 
composition was analyzed by Thin Layer Chromatography (TLC). In addition, the morphology of PEF-treated cells 
was observed under light microscope and cell survival was examined by re-culture in BG-11. The results showed 
an increased number of PEF pulses raised the temperature and conductivity of the algal extract. The highest total 
carbohydrate (23.19 ± 1.47 mg/L) and protein (144.48 ± 1.41 g/L) contents were obtained from the crude extract 
treated with 2,500 pulses. TLC revealed that disaccharides and oligosaccharides were the major carbohydrate 
composition in the extract. PEF-treated algal cells exhibited color fading without any cell lysis. However, PEF 
treatment at 2,500 pulses led to cell death. This study clearly suggested that PEF is a potential technology for             
C. vulgaris TISTR8580 carbohydrate and protein extraction. Further optimization to enhance PEF extraction 
efficiency are still needed to achieve high yield of algal intracellular extract. 
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บทน า  

ปัจจุบนัจุลสาหร่าย (Microalgae) ถกูน ามาใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวาง เช่น อาหารเสริม โภชนเภสชั องค์ประกอบ
ในเคร่ืองส าอาง และเชือ้เพลิงชีวภาพ เป็นต้น (Batista et al., 2013; Vanthoor-Koopmans et al., 2013) Chorella sp. เป็น
จลุสาหร่ายสีเขียวที่รู้จกักนัโดยทัว่ไป สามารถพบได้ในแหลง่น า้จืดทกุประเภท และนิยมน าไปใช้ประโยชน์ เนื่องจาก Chorella 
vulgaris ประกอบด้วย โปรตีนร้อยละ 51 – 58 คาร์โบไฮเดรตร้อยละ 12-17 และไขมนัร้อยละ 14-22 จึงเหมาะสมในการใช้เป็น
อาหารเสริม (Becker, 2007) นอกจากนีย้งัมีแคโรทีนอยด์ซึง่มีฤทธ์ิในการต้านอนมุลูอิสระ (Gouveia et al., 1998) และมีลทูีน
เป็นองค์ประกอบซึง่ช่วยในการบ ารุงสมองอีกด้วย (Luengo et al., 2015) การน าสารต่างๆ จากเซลล์สาหร่ายมาใช้ประโยชน์
ต้องผ่านกรรมวิธีสกดั ซึ่งมีทัง้วิธีเชิงกลและเชิงเคมี โดยแตล่ะวิธีสกดัมีความซบัซ้อนและมีข้อดีและข้อเสยีแตกต่างกนั ในการ
สกดัสารจากเซลล์ C. vulgaris นัน้นิยมใช้วิธีบดด้วยเม็ดบีดที่เรียกว่า บีดมิลล์ (Bead mill) และวิธีแช่แข็งละลาย (Freezing 
and thawing) การสกดัทัง้สองวิธีนีเ้ป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสงู สามารถท าให้เซลล์แตกและปลอ่ยสารท่ีอยู่ภายในเซลล์ออกมา
ได้ อย่างไรก็ตามทัง้สองวิธีนีป้ระสบปัญหาในขัน้ตอนการเก็บเก่ียวองค์ประกอบของสารสกัดหยาบที่สกดัได้ เนื่องจากต้องมี
การแยกเศษเซลล์ที่แขวนลอยอยูอ่อกจากสารสกดัหยาบ รวมทัง้ต้องมีการน าสารสกดัหยาบไปผา่นกระบวนการท าให้บริสทุธ์ิ
ท าให้ใช้ระยะเวลานานและใช้พลงังานสงูในกระบวนการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑ์ (Postma et al., 2015) ฉะนัน้การหาวิธีสกดัอื่น            
ที่ช่วยลดปัญหาที่กลา่วมาแล้วข้างต้น นอกจากจะช่วยลดระยะเวลาและความซ า้ซ้อนในการเก็บเก่ียวสารแล้ว ยงัช่วยลดต้นทนุ
ในกระบวนการผลติได้อีกด้วย 
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การสกัดสารโดยใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ (Pulsed Electric Field : PEF) เป็นเทคนิคที่ให้สนามไฟฟ้าความเข้ม
สนามไฟฟ้าสูงผ่านตัวกลางและไปกระทบกับผนงัเซลล์ ส่งผลให้ชัน้ฟอสโฟลิพิดซึ่งเป็นโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์เกิดการ
จดัเรียงตวัใหม่ ท าให้เกิดรูพรุนของเยื่อหุ้มเซลล์ (Electroporation) ท าให้สารที่เป็นองค์ประกอบภายในเซลล์ถกูปลอ่ยออกมา
ภายนอกทางรู (Goettel et al., 2013) และหากความเข้มสนามไฟฟ้ามีคา่สงูมากพออาจท าให้เซลล์แตก (Disintegration) และ
ปลอ่ยสารตา่งๆ ออกนอกเซลล์ได้ (‘t Lam et al., 2017) ปัจจบุนัสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ถกูน าไปประยกุต์ใช้อยา่งแพร่หลาย เช่น 
ใช้ในขัน้ตอนการฆา่เชือ้แบคทีเรียในอตุสาหกรรมอาหาร ใช้ในการรักษาทางการแพทย์ และใช้ในการสกดัสารจากสิง่มชีีวติ เป็น
ต้น   โดยการใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ที่ความแรงสูงสามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในอาหารที่มีลกัษณะเป็น
ของเหลว เช่น น า้ผลไม้ โดยน า้ผลไม้ที่ผา่นกระบวนการการให้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ยงัมีคณุสมบตัิใกล้เคียงกบัน า้ผลไม้คัน้สด 
และยงัคงคุณค่าทางโภชนาการได้อีกด้วย (Kungsadan, 2011)  สนามไฟฟ้าแบบพลัส์จึงสามารถประยกุต์ใช้ในการยืดอายุ
ผลิตภณัฑ์อาหารได้ การทดลองใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์เพื่อก าจดัเชือ้จุลินทรีย์ในน า้นม พบว่าการให้สนามไฟฟ้าแรงดนั 30 
KV ที่ความถ่ี 10 KHz กับน า้นมที่ล าเลียงผ่านห้องฆ่าเชือ้ด้วยอัตราการไหล 2 ลิตรต่อนาที เป็นระยะเวลา 30 นาที  ท าให้
ปริมาณเชือ้ Escherichia coli  มีจ านวนลดลงจากเร่ิมต้น 3.28 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เหลือ 1.09 x 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
และน า้นมมีอุณหภูมิสูงขึน้ 2-3 องศาเซลเซียส (Panyamuangjai et al., 2012) นอกจากนีก้ารทดลองใช้สนามไฟฟ้า             
แบบพัลส์ร่วมกับอุณหภูมิในการยับยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ Salmonella Panama, Escherichia coli, Listeria 
monocytogenes และ Saccharomyces cerevisiae ในน า้แอบเปิ้ล น า้ส้ม และน า้แตงโม พบว่าประสิทธิภาพในการยบัยัง้
เชือ้จลุินทรีย์ในน า้ผลไม้ขึน้อยู่กบัคา่พีเอช ชนิดของจลุินทรีย์ และอณุหภมูิของน า้ผลไม้ รวมทัง้พบวา่อณุหภมูิและสนามไฟฟ้า
แบบพลัส์มีความสมัพนัธ์กนัในการยบัยัง้เชือ้จุลินทรีย์ โดยเมื่ออณุหภมูิสูงขึน้พลงังานที่ใช้ในการให้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์จะ
น้อยลง (Timmermans et al., 2014) จะเห็นได้ว่าสนามไฟฟ้าแบบพัลส์นิยมน ามาใช้ในการยับยัง้จุลินทรีย์ในอุตสาหกรรม
อาหารอยา่งแพร่หลาย 

ส่วนการประยุกต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์เพื่อสกัดสารที่เป็นองค์ประกอบภายในเซลล์ของจุลสาหร่ายนัน้ยงัมีอยู่
คอ่นข้างน้อย โดยมีรายงานการประยกุต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์เพื่อสกดัไขมนัจาก Auxenochlorella protothecoides พบว่า
สามารถสกัดไขมนัได้ร้อยละ 20 (Goettel et al., 2013) การใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ร่วมกับอุณหภูมิในช่วง 10 – 40 องศา
เซลเซียสเพื่อสกัดลทูีนจาก C. vulgaris พบว่าความเข้มสนามไฟฟ้าเท่ากับ 25 กิโลโวลต์ต่อเซนติเมตรสง่ผลให้อณุหภมูิของ
สารสกัดเพิ่มขึน้ 10 องศาเซลเซียส และสามารถสกัดลูทีนได้เพิ่มขึน้ร้อยละ 35 (Luengo et al., 2015) นอกจากนีก้ารใช้
สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ร่วมกบัอณุหภมูิในการสกดัสารจาก C. vulgaris พบว่าอณุหภมูิในช่วง 25 – 55 องศาเซลเซียสร่วมกับ
การใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ ส่งผลให้สารละลายมีค่าการน าไฟฟ้าเพิ่มขึน้ร้อยละ 70 และสามารถสกัดคาร์โบไฮเดรตและ
โปรตีนได้ร้อยละ 25 – 39 และ 3 – 5  ตามล าดับ อย่างไรก็ตามปริมาณสารที่สกัดได้จากการใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ยงัมี
ปริมาณน้อยกว่าการสกดัโดยวิธีบีดมิลล์ (Postma et al., 2016) จากรายงานการประยกุต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในการสกดั
สารต่างๆ จากจุลสาหร่าย พบว่าสนามไฟฟ้าแบบพลัส์มีศกัยภาพในการสกดัสารจากสาหร่าย และจากสมมติฐานที่กล่าวว่า
สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ท าให้ชัน้ฟอสโฟลพิิดมีการจดัเรียงตวัใหมแ่ละท าให้เกิดรูพรุนที่เยือ่หุ้มเซลล์ ฉะนัน้เมื่อหยดุให้สนามไฟฟ้า
ฟอสโฟลิพิดของเยื่อหุ้มเซลล์อาจมีการกลบัมาจัดเรียงตวัตามปกติ ท าให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตและแบ่งเซลล์ต่อไปได้ 
งานวิจยันีจ้ึงสนใจศกึษาการประยกุต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในการสกดัสารจากจลุสาหร่าย C. vulgaris TISTR8580 ซึ่งเป็น
สาหร่ายที่นิยมน าไปใช้งานทางเทคโนโลยีชีวภาพอย่างแพร่หลาย โดยหาสภาวะที่เหมาะสมที่สามารถสกดัคาร์โบไฮเดรตและ
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โปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของเซลล์ออกมาได้มากที่สุด พร้อมทัง้ยังตรวจสอบสัณฐานวิทยาของเซลล์ทัง้ก่อน                   
และหลังการสกัด รวมทัง้ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ C. vulgaris TISTR8580 หลังสกัดโดยการน าไปทดลองเลีย้งซ า้             
เพื่อดกูารเจริญเติบโต 
 
วิธีด าเนินการวิจัย  
1. สายพันธ์ุจุลสาหร่าย 
 จลุสาหร่าย Chlorella vulgaris TISTR8580 ที่ใช้ในการทดลองนีโ้ดยได้รับความอนเุคราะห์จากสถาบนัวจิยั
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย 
2. การเพาะเลีย้งและเตรียมเซลล์ C. vulgaris TISTR8580 

เร่ิมต้นด้วยการเพาะเลีย้ง C. vulgaris TISTR8580 ด้วยอาหารเหลว BG-11 ปริมาตร 30 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 
125 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และให้แสง 12 ชัว่โมงต่อวนั เป็น
เวลา 15 วนั จากนัน้น าไปขยายระดับการเพาะเลีย้งด้วยระบบเพาะเลีย้งสาหร่ายขนาดเล็ก (Chittapun et al.,  2017) โดย
เพาะเลีย้งในอาหาร BG-11 ปริมาตร 15 ลิตร ภายใต้สภาวะธรรมชาติเป็นเวลา 15 วนั จากนัน้เก็บเก่ียวเซลล์โดยน าไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที และล้างเซลล์ที่ได้ด้วยน า้กลัน่ 2 ครัง้ เตรียมตัวอย่างเพื่อใช้ใน
การศึกษาโดยปรับความเข้มข้นของเซลล์ C. vulgaris TISTR8580 ด้วยน า้กลัน่ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 25 กรัมเซลล์
สดตอ่ลติร และปรับอณุหภมูิเร่ิมต้นให้เทา่กบั 7 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปทดลองสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ตอ่ไป 
3. การสกัดด้วยสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ 
 เติมตวัอย่างที่เตรียมไว้ข้างต้นปริมาตร 500 มิลลิลิตรลงไปในห้องสกัด (Chamber) ซึ่งมีขนาด 6.5 x 13.3 x 12.5 
เซนติเมตร (ภาพที่ 1) สกดัโดยใช้ความเข้มสนามไฟฟ้าเทา่กบั 5 กิโลโวลต์ต่อเซนติเมตร ความถ่ี 2 เฮิรตซ์ และแปรผนัจ านวน
พัลส์ดังนี ้1,500 2,500 3,500 และ 4,500 พัลส์ ตามล าดับ (ตารางที่ 1) โดยมีน า้กลัน่ที่ผ่านการให้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์
จ านวนตา่งๆ เป็นชดุควบคมุ ท าการทดลองทรีทเมนต์ละ 2 ซ า้ และด าเนินการทดลองทัง้สิน้ 3 ครัง้ 
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ภาพที่ 1  วงจรสนามไฟฟ้าแบบพลัส์และห้องสกดัส าหรับ 
               เติมตวัอยา่งปริมาตร 500 มิลลลิติร  
               a  แทนขัว้ไฟฟ้า (Electrodes)  

 b  แทนระยะหา่งของขัว้ไฟฟ้า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                        ตารางที่ 1   ทรีทเมนต์การสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทรีทเมนต์ ตวัอยา่ง 
(ปริมาตร 500 มิลลลิติร) 

ความเข้มสนามไฟฟ้า 
(กิโลโวลต์/เซนตเิมตร) 

จ านวนพลัส์ 
(พลัส์) 

ควบคมุ 1 น า้กลัน่ 5 1,500 
ควบคมุ 2 น า้กลัน่ 5 2,500 
ควบคมุ 3 น า้กลัน่ 5 3,500 
ควบคมุ 4 น า้กลัน่ 5 4,500 

1 C. vulgaris TISTR8580 5 1,500 
2 C. vulgaris TISTR8580 5 2,500 
3 C. vulgaris TISTR8580 5 3,500 
4 C. vulgaris TISTR8580 5 4,500 

 



บทความวจิยั 

 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  23  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2561 1258 
 

4. การตรวจวัดและวิเคราะห์ตวัอย่างที่ผ่านการสกัดด้วยสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ 
 4.1 พารามิเตอร์ที่ตรวจวดั 
 ตรวจวดัพารามิเตอร์ตา่งๆ ทัง้ก่อนและหลงัการสกดัดงันี ้วดัคา่พีเอชโดยใช้ pH meter (BECKMAN Φ50 pH Meter) 
วดัอุณหภูมิด้วยเทอร์โมมิเตอร์ และวดัค่าการน าไฟฟ้าด้วยเคร่ือง Conductivity  meter (CON 6/TDS 6 Conductivity/TDS 
meter) จากนัน้น าตัวอย่างที่ผ่านการสกัดทุกทรีทเมนต์มาป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที           
น าตะกอนเซลล์ที่ได้ไปตรวจสอบสณัฐานวิทยาโดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (OLYMPUS CX31) ส่วนใสของสารสกัด
หยาบน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 200 ถึง 800 นาโนเมตรด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟทอมิเตอร์ 
(Spectrophotometer Biochrom Product Libra S21, S22) และน าไปวิเคราะห์หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมด 
 4.2 การหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตทัง้หมด  
 วิเคราะห์ปริมาณของคาร์โบไฮเดรตทัง้หมดที่สกัดได้ด้วยวิธี Phenol-sulfuric acid (Dubois et al., 1956) โดยใช้
สารละลายกลโูคสเป็นสารมาตรฐาน จากนัน้ค านวณปริมาณคาร์โบไฮเดรตทัง้หมดดงัสมการท่ี  1 
 
    ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทัง้หมด (มิลลกิรัมตอ่ลติร)  = (อตัราการเจือจาง x คา่การดดูกลนืแสง)           (1) 

         ความเข้มข้นของกราฟมาตรฐาน 
  

4.3 การตรวจสอบชนิดของคาร์โบไฮเดรตที่สกดัได้ 
 ตรวจสอบชนิดของคาร์โบไฮเดรตในสารสกัดหยาบโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง (Thin layer 
chromatography, TLC) และใช้กลโูคส ซูโครส และแมนโนไบโอสเป็นสารมาตรฐาน โดยหยดสารมาตรฐานและสารสกดัหยาบ
ปริมาตรอยา่งละ 2 ไมโครลิตรลงบนแผ่น Aluminium silica gel 60 จากนัน้จุ่มลงในแท็งก์ที่มีวฏัภาคเคลือ่นที่ซึ่งประกอบด้วย 
N-butanol: Isopropanol: Ethanol: น า้กลั่น อัตราส่วน 2:3:3:2 และย้อมสีด้วยสารละลายซึ่งประกอบด้วย 0.2% (w/v)               
ออร์ซินอล(Orcinol) ใน 10% (v/v) กรดซลัฟิวริก (ดดัแปลงจากวิธีของ  Akiyama et al. (1996)) จากนัน้ค านวณคา่ Rf ซึง่หาได้
จากอตัราสว่นระหวา่งระยะทางที่สารเคลือ่นท่ีกบัระยะทางที่ตวัท าละลายเคลือ่นท่ี ดงัสมการท่ี  2 
 
    Rf   =          ระยะทางที่สารเคลือ่นท่ี (เซนติเมตร)            (2) 
                                                                           ระยะทางที่ตวัท าละลายเคลือ่นท่ี (เซนติเมตร) 
 

4.4 การหาปริมาณโปรตีนทัง้หมด  
 วิเคราะห์ปริมาณของโปรตีนทัง้หมดที่สกัดได้ด้วยวิธีของ  Bradford (Bradford, 1976) โดยใช้ Bovine Serum 
Albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน จากนัน้ค านวณปริมาณโปรตีนทัง้หมดดงัสมการท่ี 3 
 
 ปริมาณโปรตีนทัง้หมด (ไมโครกรัมตอ่ลติร)   = (อตัราการเจือจาง x คา่การดดูกลนืแสง)           (3) 

         ความเข้มข้นของกราฟมาตรฐาน 
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5. การทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ 
 ทดสอบการมีชีวิตของ C. vulgaris TISTR8580 ที่ผา่นการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่จ านวนพลัส์ตา่งๆ โดยน า
ตะกอนเซลล์ปริมาตร 200 ไมโครลิตรไปทดลองเลีย้งซ า้ในอาหาร  BG-11  ปริมาตร 200 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 500 
มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส และให้แสง 12 ชั่วโมงต่อวนั และศึกษา
การเจริญเติบโต โดยสุม่เก็บตวัอย่างทกุวนัเป็นระยะเวลา 13 วนั วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เพื่อ
ตรวจสอบการเจริญเติบโตของเซลล์  
6. การวิเคราะห์ข้อมูล 

ข้อมลูที่ได้จะน าเสนอในรูปของค่าเฉลี่ย  ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Average  SD) เปรียบเทียบปริมาณ
ของคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมดที่สกัดได้จากทรีทเมนต์ต่างๆ โดยใช้  One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของ
ปริมาณทีส่กดัได้แตล่ะคูโ่ดยใช้ Tukey’s HSD test ที่ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
1. พีเอช อุณหภมิู และค่าการน าไฟฟ้า 
 การประยกุต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในการสกดัมีผลให้ค่าพีเอชมีการเปลี่ยนแปลง (ตารางที่ 2) และท าให้อณุหภมูิ
และค่าการน าไฟฟ้าของสารละลายเพิ่มขึน้ (ตารางที่ 3) และจ านวนพลัส์ที่เพิ่มขึน้ส่งผลให้ทัง้อุณหภูมิและค่าการน าไฟฟ้า
เพิ่มขึน้ตามล าดับ  จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการสกัดสารจาก C. vulgaris TISTR8580 โดยใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์             
ท าให้อุณหภูมิสูงขึน้ ซึ่งต่างจากรายงาน Oleksii et al. (2015) ที่รายงานว่าการใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์โดยให้ความเข้ม
สนามไฟฟ้า 20 กิโลโวลต์ต่อเซนติเมตร ระยะห่างระหวา่งอิเลก็โทรดเท่ากบั 2 เซนติเมตร เพื่อสกดัสารจาก Nannochloropsis 
ท าให้อุณหภูมิเปลี่ยนแปลงจาก 293 เคลวินเป็น 303 เคลวิน และรายงานของ Grimi et al. (2011) ที่รายงานว่าการใช้
สนามไฟฟ้าแบบพลัส์เป็นการสกดัที่ไม่ก่อให้เกิดความร้อน และไม่ส่งผลให้คณุภาพของผลิตภณัฑ์ลดลง แต่งานวิจยันีพ้บว่า
การใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ในการสกัดสารจาก C. vulgaris TISTR8580 มีความร้อนเกิดขึน้ระหว่างกระบวนการ ทัง้นี ้
อณุหภูมิที่สงูขึน้เกิดจากการให้กระแสไฟฟ้าผ่านของเหลวที่มีความต้านทานในห้องสกดั จึงท าให้มีความร้อนเกิดขึน้ เรียกว่า 
โอห์มิก (Ohmic heating) (Lindgren et al., 2002; Bhat et al., 2018) เช่นเดียวกับรายงานของ  Luengo et al. (2015)               
ที่รายงานวา่การใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในการสกดัลทูีนจาก C. vulgaris ท าให้อณุหภมูิของสารสกดัสงูขึน้  นอกจากนีค้า่การ
น าไฟฟ้าที่เพิ่มขึน้หลงัการสกดัแสดงให้เห็นวา่มีองค์ประกอบของสารในสารละลายเพิ่มขึน้ แสดงวา่การประยกุต์ใช้สนามไฟฟ้า
แบบพลัส์สามารถสกดัสารจาก C. vulgaris TISTR8580 ได้ ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Postma et al. (2016) ได้รายงานว่า
การเพิ่มอณุหภมูิระหว่างการสกดัสารจาก C. vulgaris โดยใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์สง่ผลให้ค่าการน าไฟฟ้าของสารท่ีสกดัได้
สงูขึน้ ทัง้นีเ้นื่องจากการให้กระแสไฟฟ้าแบบพลัส์สง่ผลต่อความสามารถในการเป็นเยื่อเลอืกผา่นของเยื่อหุ้มเซลล์สาหร่าย ท า
ให้อิออนขนาดเลก็บางชนิดภายในเซลล์สาหร่ายสามารถเคลือ่นท่ีออกนอกเซลล์ได้ อิออนท่ีออกมานีม้ีผลท าให้คา่การน าไฟฟ้า
ของสารละลายเพิ่มขึน้ ฉะนัน้การน าสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ไปใช้ในการสกดัสารชีวภาพเช่น โปรตีน และเอนไซม์จากสาหร่าย
ต้องระมดัระวงัความร้อนท่ีเกิดขึน้ระหวา่งกระบวนการสกดัด้วย เนื่องจากอณุหภมูิที่สงูขึน้อาจท าให้ผลติภณัฑ์ที่ต้องการในสาร
สกดัหยาบเสือ่มสภาพได้  
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                    ตารางที่ 2 คา่พีเอชของตวัอยา่งก่อนและหลงัการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ตารางที่ 3 อณุหภมูิ และคา่การน าไฟฟ้าของตวัอยา่งก่อนและหลงัการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ 

 
2. ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดหยาบในช่วง 200 ถงึ 800 นาโนเมตร 

เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดจาก C. vulgaris TISTR8580 ที่ผ่านสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ที่จ านวนพัลส์เท่ากับ 1,500, 
2,500, 3,500 และ 4,500 พลัส์ และที่ไม่ผ่านสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ พบว่าค่าเฉลี่ยการดูดกลืนแสงช่วงความยาวคลื่นที่  256 
400 และ 651 นาโนเมตรของสารสกัดหยาบมีค่าเพิ่มขึน้ โดยค่าเฉลี่ยของการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเท่ากบั 256 นาโน
เมตรเพิ่มขึน้ตามจ านวนพลัส์ที่เพิ่มขึน้ (ภาพที่ 2) ซึ่งต่างจากความยาวคลื่นที่ 400 นาโนเมตร พบว่าสารสกัดหยาบที่ได้จาก
การให้สนามไฟฟ้าที่จ านวนพลัส์เทา่กบั 2,500 พลัส์มีค่าการดดูกลืนแสงที่ช่วงความยาวคลื่นเท่ากบั 400 มากที่สดุ รองลงมา
คือที่สารสกดัหยาบที่สกัดได้จากจ านวนพลัส์เท่ากบั 4,500 และ 3,500 พลัส์ ตามล าดบั จากการสืบค้นเอกสารพบว่าค่าการ

ทรีทเมนต์ 
ตวัอยา่ง 

(500 มิลลลิติร) 
จ านวนพลัส์ 
(พลัส์) 

พีเอช 
ก่อน หลงั 

ควบคมุ 1 น า้กลัน่ 1,500 7.73±0.11 7.77±0.01 
ควบคมุ 2 น า้กลัน่ 2,500 7.70±0.15 7.42±0.16 
ควบคมุ 3 น า้กลัน่ 3,500 7.92±0.09 7.83±0.25 
ควบคมุ 4 น า้กลัน่ 4,500 7.76±0.14 7.56±0.14 

1 C. vulgaris 1,500 7.70±0.15 7.65±0.16 
2 C. vulgaris 2,500 7.70±0.15 7.18±0.53 
3 C. vulgaris 3,500 7.09±0.43 7.56±0.50 
4 C. vulgaris 4,500 7.07±0.47 7.56±0.62 

ทรีทเมนต์ 
ตวัอยา่ง 

(500 มิลลลิติร) 
จ านวนพลัส์ 
(พลัส์) 

อณุหภมูิ 
(องศาเซลเซยีส) 

คา่การน าไฟฟ้า 
(ไมโครซีเมนต์ตอ่เซนตเิมตร) 

ก่อน หลงั ก่อน หลงั 
ควบคมุ 1 น า้กลัน่ 1,500 7.0±0.0 40.1±1.1 17.0±2.3 23.2±2.1 
ควบคมุ 2 น า้กลัน่ 2,500 7.0±0.0 52.3±0.8 21.1±2.2 26.2±2.1 
ควบคมุ 3 น า้กลัน่ 3,500 7.0±0.0 61.8±0.8 15.4±0.9 23.0±1.0 
ควบคมุ 4 น า้กลัน่ 4,500 7.0±0.0 68.0±1.0 14.6±1.0 20.0±1.9 

1 C. vulgaris 1,500 7.0±0.0 39.8±1.4 164.9±9.0 202.2±22.2 
2 C. vulgaris 2,500 7.0±0.0 51.5±1.2 177.8±7.0 249.1±20.6 
3 C. vulgaris 3,500 7.0±0.0 63.3±0.3 183.9±17.2 254.1±31.2 
4 C. vulgaris 4,500 7.0±0.0 67.8±0.3 184.9±16.9 234.5±21.7 
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ดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 400 และ 651 นาโนเมตร นัน้ ใกล้เคียงกบัช่วงคลืน่สนี า้เงิน (A428) และช่วงคลื่นสแีดง (A661) ของ
คลอโรฟิลล์เอ และช่วงคลืน่สนี า้เงิน (A400- A500) ของคลอโรฟิลล์บี และแคโรทีนอยด์ (Lichtenthaler et al., 2001) แสดงให้เห็น
วา่สนามไฟฟ้าแบบพลัส์สามารถสกดัสารจากภายในเซลล์สาหร่ายได้ โดยการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่จ านวน 2,500 
พลัส์สามารถวดัปริมาณรงควตัถไุด้สงูสดุ ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากการให้สนามไฟฟ้าทีจ่ านวนพลัส์มากขึน้ สง่ผลให้เกิดความร้อน
และอาจท าให้รงควตัถุเสื่อมสภาพ จึงท าให้ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่จ านวน 3,500 และ 
4,500 พลัส์มีคา่น้อยกวา่ที่ 2,500 พลัส์ 

 
ภาพที ่2 คา่เฉลีย่การดดูกลนืแสงที่ช่วงความยาวคลืน่ที ่200 ถึง 800 นาโนเมตรของสารสกดัหยาบที่ผา่นการสกดัด้วย 

สนามไฟฟ้าแบบพลัส์จากแตล่ะทรีทเมนต์ (a คือน า้กลัน่, b คือน า้กลัน่ผสมสาหร่ายที่ไมผ่า่นสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ 
และ c  d  e และ f คือ สารสกดัหยาบที่ผา่นสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ทีจ่ านวน 1,500, 2,500, 3,500 และ 4,500 พลัส์ 
ตามล าดบั)  

 
3. ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมดที่สกัดได้จาก C. vulgaris TISTR8580 ด้วยสนามไฟฟ้าแบบพัลส์  

พบว่าสนามไฟฟ้าแบบพลัส์สามารถประยกุต์ใช้ในการสกดัคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนจาก C. vulgaris TISTR8580 
ได้ โดยจ านวนพัลส์มีผลต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมดที่สกัดได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05) การ
ประยุกต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์โดยให้จ านวนพัลส์เท่ากับ 2,500 พัลส์ในการสกัดสารจาก C. vulgaris TISTR8580 ให้
ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมดสงูสดุเท่ากบั 23.19 ± 1.47 มิลลิกรัมต่อลติร และ 144.48 ± 1.41 ไมโครกรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั รองลงมาได้แก่การให้จ านวนพลัส์เท่ากับ 3,500 4,500 และ 1,500 พลัส์ ตามล าดบั (ตารางที่ 4)  ผลการศึกษา
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แสดงให้เห็นวา่สนามไฟฟ้าแบบพลัส์สามารถประยกุต์ใช้ในการสกดัคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนจาก C. vulgaris TISTR8580 ได้
เช่นเดียวกับ Oleksii et al. (2015) ที่รายงานว่าการใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ร่วมกับการปรับพีเอชสามารถสกัดโปรตีน 
คาร์โบไฮเดรต สารฟีนอลิก และสารสีต่างๆ จาก Nannochloropsis ได้ และ Postma et al. (2016) ได้รายงานว่าการใช้
สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ร่วมกบัอณุหภมูิสามารถสกดัโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตจาก C. vulgaris ได้ 
 
ตารางที่ 4 ปริมาณคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนทัง้หมดที่สกัดได้จาก C. vulgaris TISTR8580 ด้วยสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ที่
จ านวนพลัส์เทา่กบั 1,500 2,500 3,500 และ 4,500 พลัส์ 

จ านวนพลัส์ ปริมาณคาร์โบไฮเดรตทัง้หมด (มิลลกิรัมตอ่ลติร) ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมตอ่ลติร) 

1,500 13.59 ± 0.11C 79.43 ± 4.85b 
2,500 23.19 ± 1.47A 144.48 ± 1.41a 
3,500 21.45 ± 0.11B 118.77 ± 2.76a 
4,500 14.75 ± 1.36B 119.89 ± 5.69b 

หมายเหต ุ  A B และ C หมายถงึ มีความแตกตา่งของปริมาณคาร์โบไฮเดรตทัง้หมด อย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 
                 ร้อยละ 95 และ a b และ c หมายถงึ มีความแตกตา่งของปริมาณโปรตีนอยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

  ร้อยละ 95 
 
4. ชนิดของคาร์โบไฮเดรตที่สกัดได้จาก C. vulgaris TISTR8580 ด้วยสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ 
 จากการน าสารสกัดหยาบของสาหร่ายที่ผ่านการสกัดด้วยสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ที่จ านวนพลัส์ต่างๆ มาวิเคราะห์               
หาชนิดของคาร์โบไฮเดรตด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบผิวบาง โดยใช้กลูโคส ซูโครส และแมนโนไบโอสเป็นตัวแทนของ               
มอโนแซ็กคาไรด์ ไดแซ็กคาไรด์ และโอลโิกแซ็กคาไรด์ ตามล าดบั พบว่าคาร์โบไฮเดรตในสารสกดัหยาบที่ได้จากการทดลองนี ้
ประกอบด้วยไดแซ็กคาไรด์และโอลโิกแซ็กคาไรด์  (ภาพท่ี 3)  
 
5. สัณฐานวิทยาและความอยู่รอดของเซลล์ C. vulgaris TISTR8580 ที่ผ่านการสกัดด้วยสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ 
 จากการตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบวา่เซลล์ที่ผ่านการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์มีสีจางลง (ภาพท่ี 4) 
และสงัเกตเห็นบริเวณสีขาวใสภายในเซลล์ ซึ่งสนันิษฐานว่าอาจเกิดจากการปล่อยรงควตัถุ เช่น คลอโรฟิลล์และสารต่างๆ 
ออกมานอกเซลล์ ท าให้สีของเซลล์จางลง โดยพบว่าเซลล์ที่ผ่านการให้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่จ านวนพลัส์เพิ่ มขึน้มีสีจางลง
อย่างชดัเจน และเมื่อให้จ านวนพลัส์เท่ากับ 4,500 พลัส์ เซลล์มีสีน า้ตาลไหม้ ซึ่งอาจเป็นผลของอุณหภูมิที่สงูขึน้จากการให้
สนามไฟฟ้าท าให้รงควตัถแุละสารภายในเซลล์เสยีสภาพ อยา่งไรก็ตามเซลล์ที่ผา่นการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์นัน้ยงัคง
รูปร่างเหมือนเดิมและไม่ปรากฎเศษเซลล์ จึงอาจจะเป็นไปได้ว่า การสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในการทดลองนีส้ง่ผลให้
เยื่อหุ้มเซลล์เกิดรูพรุน สอดคล้องกบัรายงานของ Juan et al. (2017) ที่ใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ ความเข้มสนามไฟฟ้าเท่ากบั 
25 kV/cm สกัดซี-ไฟโคไซยานิน (C-phycocyanin) จากสาหร่าย Artrosphira platensis นัน้ เซลล์ที่ผ่านการสกัดมีลกัษณะ
เหมือนเดิม รูปร่างเป็นทอ่นสัน้ลง และสจีางลง ซึง่แตกตา่งจากการสกดัโดยใช้วิธีบีดมิลล์ที่ท าให้เซลล์แตกอยา่งเห็นได้ชดั   
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เมื่อน าเซลล์ที่ผ่านการสกัดโดยใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่จ านวนต่างกันไปเพาะเลีย้งซ า้ เทียบกับเซลล์ก่อนพัลส์ 
พบวา่เซลล์ที่ผา่นการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่จ านวนพลัส์เทา่กบั 1,500 พลัส์สามารถเจริญเติบโตได้ใกล้เคียงกบัเซลล์
ก่อนพัลส์ ในขณะที่เซลล์ที่ผ่านการสกัดด้วยสนามไฟฟ้าที่จ านวนพัลส์เท่ากับ 2,500 3,500 และ 4,500 พัลส์ ไม่สามารถ
เจริญเติบโตได้ (ภาพที่ 5) ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากการสกัดด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่มากกว่า 1,500 พลัส์สง่ผลให้เซลล์เกิดรู
พรุนและสามารถกลบัคืนสูส่ภาพปกติได้ ในขณะที่การให้จ านวนพลัส์ที่ 2,500 3,500 และ 4,500 พลัส์ นัน้ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์
เกิดรูพรุนและจัดเรียงตวัใหม่ต่างไปจากเดิม หรือท าให้องค์ประกอบภายในเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงจนไม่สามารถท างานได้
ตามปกติ รวมทัง้อณุหภมูิที่สงูขึน้อาจท าให้เอนไซม์ภายในเซลล์เสือ่มสภาพและท าให้เซลล์ตายได้  

 
 

 
ภาพที่ 3  ชนิดของคาร์โบไฮเดรตในสารสกดัหยาบท่ีได้จากการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่จ านวนพลัส์แตกตา่งกนั  
               (a คือ กลโูคส, b  คือ ซูโครส, c คือ แมนโนไบโอส, d e f และ g คือ สารสกดัจากสาหร่ายที่ผา่นการให้สนามไฟฟ้า 
               แบบพลัส์จ านวน 1,500 2,500 3,500 และ 4,500 พลัส์ ตามล าดบั) 
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ภาพที ่4  สณัฐานวิทยาของเซลล์ C. vulgaris TISTR8580 ก่อนและหลงัการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์  
               (a คือ เซลล์ก่อนพลัส์, b c d และ e คือ เซลล์ที่ผา่นการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ที่ 1,500  2,500 3,500  
               และ 4,500 พลัส์ ตามล าดบั และ scale bar = 10 ไมโครเมตร) 
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ภาพที่ 5  การเจริญเติบโตของ C. vulgaris TISTR8580 ที่ผา่นการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์จ านวนตา่งๆ  
 

สรุปผลการวิจัย   
การประยกุต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ ความเข้มสนามไฟฟ้า 5 กิโลโวลต์ตอ่เซนติเมตร ความถ่ี 2 เฮิรตซ์ สามารถสกดั

สารจาก C. vulgaris TISTR8580 ได้ โดยพบว่าที่จ านวนพัลส์เท่ากับ 2,500 พัลส์สามารถสกัดคาร์โบไฮเดรตและโปรตีน 
(23.19 ± 1.47 มิลลิกรัมต่อลิตร, 144.48 ± 1.41 ไมโครกรัมต่อลิตร) ได้มากที่สุด โดยคาร์โบไฮเดรตที่สกัดได้ส่วนใหญ่เป็น
ไดแซ็กคาไรด์และโอลิโกแซ็กคาไรด์ การสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในการทดลองนีท้ าให้เกิดรูพรุนของเยื่อหุ้มเซลล์ และที่
จ านวนพลัส์เทา่กบั 2,500 พลัส์ขึน้ไปมีผลท าให้เซลล์เสือ่มสภาพและไมส่ามารถเจริญเติบโตได้ อยา่งไรก็ตามสารที่สกดัได้จาก
สาหร่ายโดยการประยุกต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ยังมีปริมาณน้อย ฉะนัน้จึงควรมีการศึกษาถึงปัจจัยอื่นๆ ที่ช่ วยเพิ่ม
ประสทิธิภาพการสกดัด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์ในสาหร่ายตอ่ไป 
 
กิตติกรรมประกาศ  
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