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การสกัด ลักษณะ และสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของไบโอพอลิเมอร์
จากสาหร่าย Nostoc commune ทีส่กัดด้วยน�า้ร้อนและน�า้ร้อนร่วมกบัคล่ืนเสียงความถีสู่ง

สาหร่าย Nostoc commune Vaucher หรอืสาหร่ายเหด็ลาบ เป็นสาหร่ายในกลุม่
ไซยาโนแบคทีเรีย หรือสาหร่ายสีเขียวแกมน�้าเงิน ที่อุดมไปด้วยสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ โดยเฉพาะไบโอพอลิเมอร์ (พอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีน) งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะที่ดีที่สุดในการสกัดสารจากสาหร่าย N. commune 
ด้วยน�้าร้อน และน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง ในแง่ของสมบัติด้าน
กายภาพและเคมี น�้าหนักโมเลกุล และพฤติกรรมการไหลของไบโอพอลิเมอร์ที่ได้ 
ผลการศึกษา พบว่า สภาวะที่ดีที่สุด ทั้งด้านกายภาพและเคมี ในการสกัดไบโอพอ
ลิเมอร์ด้วยน�้าร้อน ได้แก่ สัดส่วนตัวอย่างต่อน�้า 1:60 (w/v) เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส โดยสกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง ขณะที่สภาวะที่ดี
ที่สุดในการสกัดไบโอพอลิเมอร์ด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง ได้แก่ 
สัดส่วนตัวอย่างต่อน�้า 1:60 (w/v) ก�าลังไฟฟ้า 400 วัตต์ เป็นเวลา 30 นาที โดย
สกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง ไบโอพอลิเมอร์ที่ได้จากการสกัดด้วยน�้าร้อนและน�้า
ร้อนร่วมกบัคลืน่เสยีงความถีส่งูทีส่ภาวะทีด่ทีีส่ดุมนี�า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 4.49x106 
และ 2.32x106 ดาลตัน และมีประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS.+ 

เท่ากับร้อยละ 92.03 และ 95.35 ส่วนประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH. เท่ากับร้อยละ 39.13 และ 42 ตามล�าดับ ไบโอพอลิเมอร์ที่ได้จากการสกัด
ท้ัง 2 สภาวะที่ดีที่สุดมีพฤติกรรมการไหลแบบซูโดพลาสติก และสามารถเกิดเจล
ชนิดอ่อนที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 (w/v)
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Extraction, Characterization and Antioxidant Capacity of Biopolymers 
from Nostoc commune using Hot Water and Combined Hot Water and 
Ultrasound-Assisted Extraction

Nostoc commune Vaucher, commonly known as “HedLarb,” is a 
species of cyanobacteria (blue-green algae), composing of various 
bioactive compounds, especially biopolymers (polysaccharides and 
proteins). The aim of this research was to study the best extraction 
conditions, in terms of physicochemical properties, molecular weight 
and rheological behavior, of biopolymers from N. commune; hot 
water extraction and combined hot-water and ultrasound-assisted 
extraction (UAE) were tested. The best condition for hot-water extrac-
tion was four times of extraction, at a ratio of solid to liquid of 1:60 
(w/v) and temperature of 90 °C for 3 h. On the other hand, the best 
condition for combined hot-water and ultrasound-assisted extraction 
was four times of extraction, at a ratio of solid to liquid of 1:60 (w/v), 
ultrasonic power of 400 W at 80 °C for 30 min. The biopolymers from 
the best conditions of both hot water and combined hot-water and 
ultrasound-assisted extraction exhibited Mw of 4.49x106 and 2.32x106 
Da, respectively. The extracted biopolymers via hot-water extraction 
and combined hot-water and ultrasound-assisted extraction showed 
ABTS.+ antioxidant capacity of 92.03% and 95.35%, and DPPH. antioxi-
dant capacity of 39.13% and 42%, respectively. Rheological behaviors 
of the extracted biopolymers were pseudoplastic, with weak gel  
property at a concentration of 0.8% (w/v).
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1. บทน�า
ไซยาโนแบคทเีรยี (Cyanobacteria) เป็นสาหร่ายใน

กลุ่ม Prokaryotic cells ไม่มีเยื่อหุ้มออร์แกเนลล์ มีสาร
พันธุกรรมและรงควัตถุที่ใช้ในการสังเคราะห์แสง เช่น คลอ
โรฟิลล์เอ (chlorophyll a) ไฟโคไซยานิน (phycocyanin) 
ไฟโคอิริทริน (phycoerythrin) และอัลโลไฟโคไซยานิน  
(allophycocyanin) [1] ประโยชน์ของไซยาโนแบคทีเรียมี
หลากหลาย เช่น ด้านการเกษตร ด้านอุตสาหกรรมและยา 
รวมถึงผลิตภัณฑ์ทางด้านเครื่องส�าอาง [2]

สาหร่าย Nostoc commune Vaucher เป็นสาหร่าย
สเีขยีวแกมน�า้เงนิจดัอยูใ่นกลุม่ไซยาโนแบคทเีรยี พบกระจาย
บนดินตามทีช่ืน้แฉะหรอืแหล่งน�า้ เป็นสาหร่ายทีป่ระกอบขึน้
จากเส้นใย (filaments) จ�านวนมาก เส้นใยของสาหร่ายรวม
ตัวเป็นกลุ่มขนาดใหญ่และสร้างเมือกท่ีเป็นสารประกอบ
ประเภทพอลแิซก็คาไรด์ล้อมรอบ [3] ในประเทศไทยคนนยิม
บริโภคสาหร่าย N. commune ในแถบภาคตะวันออกเฉียง
เหนอื โดยเฉพาะบรเิวณจงัหวดัมหาสารคาม ซึง่เป็นทีรู่จ้กักนั
ในท้องถิ่นนั้นในนามของสาหร่ายเห็ดลาบ [4] องค์ประกอบ
ส่วนใหญ่ ได้แก่ โปรตีน 25-27% ของน�้าหนักแห้ง และ
คาร์โบไฮเดรต 51.12% [5] ซ่ึงประกอบด้วยน�้าตาล เช่น 
กาแล็กโทส กลูโคส ทรีฮาโลส ฟรุกโทส ไซโลส โพลิไฮดริก
แอลกอฮอล์ แลคโตส และกรดยูโรนิก [6] ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
ปริมาณสารอาหารและสภาวะแวดล้อมของสาหร่ายใน
ระหว่างการเจริญ [7]

พอลิแซ็กคาไรด์เป็นกลุ่มของพอลิเมอร์เชิงซ้อนที่
ประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิลและองค์ประกอบอื่น ๆ ได้แก่ 
กรดอะมิโน โปรตีน ไขมัน หรือเม็ดสี จึงมีสมบัติในการเป็น
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
พบในแบคทีเรีย เชื้อรา และสาหร่ายชนิดต่าง ๆ ได้แก่
สาหร่ายสีเขียว สาหร่ายสีแดง และสาหร่ายสีน�้าตาล[8] โดย
มีรายงานว่าพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่าย N. commune ซึ่ง
อยู่ในกลุ่มสาหร่ายสีเขียวแกมน�้าเงินมีความสามารถในการ
เป็นสารต้านการอักเสบ ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย [9] สามารถดูด
ซับความช้ืนและกักเก็บความช้ืนได้ดีกว่าไคโตแซน (chito-
san) และยูเรีย สามารถเกิดเจลอ่อน (weak gel) [10] และ
มคีวามสามารถในการต้านอนุมลูอสิระได้ดทีัง้ซูเปอร์ออกไซด์
แอนไอออน (superoxide anion) และไฮดรอกซลิแรดดเิคลิ 

(hydroxyl radical) [11] ซึ่งเหมาะสมส�าหรับการน�าไป
พฒันาผลติภณัฑ์เครือ่งส�าอางและอาหาร อย่างไรกต็ามการน�า 
พอลิแซ็กคาไรด์มาใช้ในผลิตภัณฑ์เพื่อใช้เป็นสารออกฤทธ์ิ
ทางชวีภาพขึน้กับสมบติัของพอลิแซก็คาไรด์ ได้แก่ โครงสร้าง 
ขนาดและน�้าหนักโมเลกุล ความมีขั้ว สมบัติการละลายน�้า  
โดยประสิทธิภาพในการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์ให้ได้สาร 
ชีวโมเลกุลทั้งที่มีต่อสมบัติและปริมาณมีปัจจัยที่เกี่ยวข้อง 
ได้แก่ อายุหรือวัยของวัตถุดิบ วิธีการสกัด สภาวะการสกัด
และการท�าบริสุทธิ์ [12]

โดยทั่วไป วิธีการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์นิยมใช้น�้าใน
การสกดัทีอุ่ณหภมูปิระมาณ 80-90 องศาเซลเซยีส ได้ปรมิาณ
พอลิแซ็กคาไรด์ในปรมิาณร้อยละ 8-29 ของน�า้หนกัแห้ง [13] 
ถงึแม้พอลิแซก็คาไรด์ของสาหร่าย N. commune มีโครงสร้าง
พื้นฐานประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิลจ�านวนมาก แต่สาหร่าย
นี้มีโครงสร้างผนังเซลล์หนาประกอบด้วยเมือกชั้นนอก เยื่อ
หุม้ชัน้นอกและเยือ่หุม้ชัน้ใน โดยมอีงค์ประกอบของพอลแิซก็
คาไรด์ โปรตีน และเม็ดสี [14] การใช้น�้าร้อนในการสกัดอาจ
ต้องใช้อุณหภมูสูิงและเวลาการสกดันาน ปัจจบุนัมกีารพฒันา
กระบวนการสกัดเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดพอลิแซ็ก 
คาไรด์และเพ่ิมประสิทธภิาพการเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ด้วยเทคโนโลยีสะอาด (green technology) เช่น การใช้
เอนไซม์ หรือวิธีทางกายภาพ เช่น การสกัดด้วยคลื่นเสียง
ความถี่สูง (ultrasound-assisted extraction; UAE) ร่วม
กับน�้าร้อน โดยคล่ืนเสียงความถี่สูงท�าให้เกิดฟองอากาศ 
(bubble) ส่งผลต่อการท�าลายผนังเซลล์ทั้งพันธะภายนอก
และภายในโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์จึงส่งผลต่อการแพร่
ของตวัท�าละลาย เวลาในการสกดั และขนาดโมเลกลุของพอ
ลแิซ็กคาไรด์ทีไ่ด้ ซ่ึงช่วยเพิม่ประสทิธภิาพในการเป็นสารต้าน
อนมุลูอสิระ [15] โดยมรีายงานการสกดัพอลแิซก็คาไรด์ด้วย
วธิดีงักล่าวกบัพชืหลายชนดิ เช่น ซลัเฟตพอลิแซก็คาไรด์จาก
สาหร่ายทะเล [15] และพอลิแซ็กคาไรด์ที่จาก Enteromor-
pha linza [16] เป็นต้น

ถึงแม้ว่าสาหร่าย N. commune มีปริมาณพอลิแซ็ก
คาไรด์และสารชีวภาพที่ส�าคัญ แต่ยังมีรายงานการวิจัยการ
สกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่ายน้ีน้อยมาก รวมทั้งยังไม่มี
การน�า UAE มาใช้ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดพอลิแซ็ก
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คาไรด์ ดงันัน้งานวจิยันีศ้กึษาการสกดัและการแยกพอลแิซก็
คาไรด์จาก N. commune ด้วยน�้าร้อนเปรียบเทียบกับการ
ใช้น�า้ร่วมกบัการใช้ UAE และศกึษาสมบตัเิชงิหน้าที ่การเป็น
สารต้านอนุมูลอิสระ และพฤติกรรมการไหล เพื่อเป็นแนวทาง
ในการพัฒนาผลิตภัณฑใ์นอุตสาหกรรมต่อไป

2. อุปกรณ์และวิธีการวิจัย
2.1 การเตรียมตัวอย่าง
น�าสาหร่าย N. commune จากสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) ท่ีเพาะ
เลี้ยงอายุ 1 เดือน ล้างท�าความสะอาด และท�าแห้งด้วยตู้อบ
ลมร้อน (ศูนย์เตาอบ กล้วยน�้าไท, ประเทศไทย) ที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 12-15 ชัว่โมง (ความชืน้ตวัอย่าง
ประมาณ 8-10%) บดและร่อนตัวอย่างผ่านตะแกรงขนาด 
80 เมช จากนั้นวิเคราะห์องค์ประกอบเคมีเบื้องต้น ได้แก่  
ไขมัน โปรตีน กากใยหยาบ เถ้า และคาร์โบไฮเดรต ตามวิธี
ของ Association of Official Analytical Chemists 
(AOAC) [17]

2.2 การสกดัไบโอพอลเิมอร์จากสาหร่าย N. com-
mune ด้วยน�้าร้อน (hot water extraction) ต่อสมบัติ
ทางกายภาพ-เคม ีและประสทิธภิาพการเป็นสารต้านอนมุลู
อิสระ

2.2.1 การศึกษาสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า
น�าสาหร่ายที่เตรียมไว้มาสกัดด้วยน�้าที่อุณหภูมิ 

90 องศาเซลเซยีส โดยแปรสดัส่วนตวัอย่างต่อน�า้ 1:40, 1:60 
และ 1:80 (w/v) สกัดเวลา 5 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน�ามาสกัด
ซ�้าเช่นเดิม 4 ครั้ง จากนั้นน�าสารละลายทั้งหมดที่ได้ไปท�าให้
เข้มข้นด้วยเครือ่งระเหยแบบสญุญากาศ และน�ามาตกตะกอน
ด้วยเอทานอล 95% ในปริมาตร 3 เท่า ของปริมาสารละลาย 
จากนั้นน�าไบโอพอลิเมอร์ที่ได้ไปท�าแห้งด้วยการท�าแห้ง
เยือกแข็งแบบสุญญากาศ (รุ่น bulk tray dryer, ประเทศ
ออสเตรเลีย) และน�ามาวิเคราะห์สมบัติกายภาพ-เคมี และ
ประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระของไบโอพอลิเมอร์
ดังข้อ 2.4

2.2.2 การศึกษาเวลาที่ใช้ในการสกัด
น�าสาหร่ายที่เตรียมไว้มาสกัดด้วยน�้าที่อุณหภูมิ 

90 องศาเซลเซยีส โดยใช้สัดส่วนสาหร่ายและน�า้ทีด่ทีีสุ่ดจาก
ข้อ 2.2.1 โดยแปรเวลาที่ใช้ในการสกัด 1, 3, และ 5 ชั่วโมง 
เมื่อครบเวลาน�ามาสกัดซ�้าเช่นเดิม 4 ครั้ง หลังจากนั้นน�ามา
ท�าขั้นตอนเช่นเดียวกับข้อ 2.2.1

2.2.3 การศึกษาอุณหภูมิในการสกัด
น�าสาหร่ายที่เตรียมไว้จากข้อ 2.1 มาสกัดด้วย

น�้าร้อน โดยแปรอุณหภูมิในการสกัด 70, 80 และ 90 องศา
เซลเซียส ที่สัดส่วนสาหร่ายและน�้าที่ดีที่สุดจากข้อ 2.2.1 
และเวลาในการสกัดที่ดีที่สุดในข้อ 2.2.2 เมื่อครบเวลาน�ามา
สกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง หลังจากนั้นน�ามาท�าขั้นตอน
เช่นเดียวกับข้อ 2.2.1

2.3 การสกัดไบโอพอลิเมอร์จากสาหร่าย N. 
commune ด้วยน�า้ร้อนร่วมกบัการใช้คลืน่เสยีงความถีสู่ง 
(UAE) ต่อสมบัติทางกายภาพ-เคมี และประสิทธิภาพ 
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

2.3.1 การศึกษาสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า
น�าสาหร่ายทีเ่ตรยีมจากข้อ 2.1 มาสกัดด้วยน�า้ร้อน

ร่วมกับการใช้คล่ืนเสียงความถี่สูง (รุ ่น GT SONIC-P20 
ประเทศจีน) โดยแปรสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าที่ 1:40, 1:60 
และ 1:80 (w/v) อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ก�าลังไฟฟ้า 
400 วัตต์ เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน�ามาสกัดซ�้าเช่น
เดิม 4 ครัง้ หลงัจากนัน้น�ามาท�าขัน้ตอนเช่นเดยีวกบัข้อ 2.2.1

2.3.2 การศึกษาก�าลังไฟฟ้าที่ใช้ในการสกัด
น�าสาหร่ายทีเ่ตรยีมจากข้อ 2.1 มาสกดัด้วยน�า้ร้อน

ร่วมกบัการใช้คลืน่เสยีงความถีส่งู โดยแปรก�าลงัไฟฟ้าในการ
สกัด 200, 300 และ 400 วัตต์ ที่สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าที่ดี
ที่สุดจากข้อ 2.3.1 อุณหภูมิในการสกัด 80 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน�ามาสกัดซ�้าเช่นเดิม 4 ครั้ง 
หลังจากนั้นน�ามาท�าขั้นตอนเช่นเดียวกับข้อ 2.2.1

2.3.3 การศึกษาเวลาในการสกัด
น�าสาหร่ายทีเ่ตรยีมจากข้อ 2.1 มาสกดัด้วยน�า้ร้อน

ร่วมกับการใช้คล่ืนเสียงความถี่สูง โดยแปรเวลาในการสกัด 
10, 20 และ 30 นาที ที่สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าที่ดีที่สุดจากข้อ 
2.3.1 และก�าลังไฟฟ้าในการสกัดที่ดีที่สุดจากข้อ 2.3.2 สกัด
ทีอ่ณุหภูม ิ80 องศาเซลเซยีส เมือ่ครบเวลาน�ามาสกัดเช่นเดมิ 
4 ครั้ง หลังจากนั้นน�ามาท�าขั้นตอนเช่นเดียวกับข้อ 2.2.1
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2.3.4 การศึกษาจ�านวนครั้งในการสกัด
น�าสาหร่ายทีเ่ตรยีมจากข้อ 2.1 มาสกัดด้วยน�า้ร้อน

ร่วมกับการใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสูง (รุ ่น GT SONIC-P20 
ประเทศจีน) ที่สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าที่ดีที่สุดจากข้อ 2.3.1 
ก�าลังไฟฟ้าในการสกัดที่ดีที่สุดจากข้อ 2.3.2 และเวลาใน
การสกัดที่ดีที่สุดจากข้อ 2.3.3 ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  
โดยแปรจ�านวนครั้งการสกัด 1, 2, 3 และ 4 ครั้ง เมื่อครบ
เวลาน�ามาท�าขั้นตอนเช่นเดียวกับข้อ 2.2.1

2.4 การวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ-เคมี
2.4.1 การวิเคราะห์ปริมาณร้อยละของผลผลิต 

(Yield)
วเิคราะห์ปรมิาณร้อยละผลผลติตามวธิขีอง Wang 

และคณะ [18] น�าสารท่ีสกัดได้จากข้อ 2.2 และ 2.3 มา
ค�านวณปริมาณร้อยละผลผลิต ดังสมการที่ 1

2.4.2 ค่าสี
วัดการเปลี่ยนแปลงสีในระบบ L*, a*, b* ของ 

ไบโอพอลิเมอร์ที่ได้จากการกระบวนการสกัดทั้ง 2 วิธี ด้วย
เครือ่ง Colorimeter (รุน่ MiniScanEZ, United Kingdom) 
โดยค่า L* คือ ค่าความสว่าง a* คือค่าสีเขียว (-) และค่าสี
แดง (+) และค่า b* คือ ค่าสีน�้าเงิน (-) และค่าสีเหลือง (+) 
ด้วยการวดัแบบสุม่จ�านวน 3 ครัง้ต่อ 1 ตวัอย่าง และวเิคราะห์
ค่าความเข้มสี (Chroma) และค่าเฉดสี (h°)

2.4.3 การวเิคราะห์ปรมิาณพอลแิซก็คาไรด์ในรปู
น�้าตาลทั้งหมด

การวิเคราะห์ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ตามวิธีของ 
Agrawal และคณะ [19] โดยเตรียมสารละลายกลูโคส
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ความเข้มข้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 
1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายฟีนอลความ
เข้มข้น 5% (w/v) ปรมิาณ 1 มลิลิลติร เขยา่และตัง้ทิง้ไว ้2-3 
นาที หลงัจากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้นปริมาตร 5 มิลลลิิตร 
วางไว้ในอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 20 นาท ีและวเิคราะห์ค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร เทียบกับกราฟสารละลาย
มาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

2.4.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry 

และคณะ [19] โดยเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน  
Bovine Serum Albumin (BSA) ความเข้มข้น 0-2,000 
ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่างหรอื
สารละลายมาตรฐาน BSA ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่หลอด
ทดลองและเติมสารละลาย Lowry reagent ปริมาตร 0.7 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่า น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ
ห้องเป็นเวลา 20 นาที และเติมสาร Folin phenol reagent 
0.1 มิลลิลิตร ในแต่ละหลอดทดลองผสมให้เข้ากัน และบ่มที่
อุณหภูมิห้อง 30 นาที จากนั้นน�ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 750 นาโนเมตร เทยีบกบักราฟมาตรฐาน BSA

2.5 การวิเคราะห์การเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีว
ภาพของไบโอพอลิเมอร์

2.5.1 การวิเคราะห์การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ
ด้วย 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH

.
)

การวิเคราะห์ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH 
scavenging activity assay ดัดแปลงจากวิธีของ Senthil 
Kumar และคณะ [8] โดยละลายตัวอย่างในน�้าที่ความ 
เข้มข้น 0.5-2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน�าตัวอย่าง 
ในแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมกับ 150 
ไมโครลิตร 0.1 มิลลิโมลาร์ DPPH

. 
ใน 95% เอทานอล  

ทิ้งในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน�าไปปั่นเหวี่ยงเพื่อ
แยกตะกอนออกที่ 5,000 xg เป็นเวลา 10 นาที น�าส่วนใส
ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร จากนั้นค�านวณ
หาร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ ดังสมการที่ 2

ปริมาณร้อยละผลผลิต (น�้าหนักแห้ง)  =
 น�้าหนักไบโอพอลิเมอร์หลังท�าแห้ง   

x 100       (1)
                        น�้าหนักสาหร่ายก่อนการสกัด

DPPH radical scavenging activity (%) =  
1-(As-Ac) x 100       (2)

                            A
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โดยที่ A
s 

คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง
 A

c
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของเอทานอล

 A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH
.
 และเอทานอล

2.5.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์ในการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระด้วย 2, 2-azobis (3-ethylbenzothialzo-
line-6-sulfonic acid) (ABTS

.+)
การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย ABTS 

scavenging activity assay ดัดแปลงจากวธิขีอง Shang และ
คณะ [21] โดยการผสมสารละลาย 5 มิลลิลิตร ของ ABTS

.+ 

7 มิลลิโมลาร์ กับ 1 มิลลิลิตร ของ K
2
S

2
O

8
 15 มิลลิโมลาร์  

ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 12 ชั่วโมง และน�าไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ 734 นาโนเมตร ให้อยู่ในช่วง 0.7±0.02 จากนั้นปิเปต
ตัวอย่าง 150 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 1.5, 2 และ 
2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย ABTS

.+ 150 
ไมโครลิตร ทิ้งไว้ในที่มืด 15 นาที น�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร จากนั้นค�านวณหาร้อยละ
การต้านอนุมูลอิสระดังสมการที่ 3

โดยที่ A
0
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างควบคุม

       (สารละลาย ABTS
.+และน�้า)

 A
1
 คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง

 A
2
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารในปฏิกิริยา

       ยกเว้นสารละลาย ABTS
.+

2.6 การศกึษาน�า้หนกัโมเลกลุและพฤตกิรรมการ
ไหลของไบโอพอลิเมอร์

น�าไบโอพอลิเมอร์จากสภาวะที่ดีที่สุดที่ได้จากการ
สกัดทั้ง 2 วิธี (จากข้อ 2.2 และ 2.3) มาวิเคราะห์น�้าหนัก
โมเลกุลและสมบัติทางรีโอโลยี

2.6.1 การวิเคราะห์น�้าหนักโมเลกุล
เตรียมตัวอย่างไบโอพอลิเมอร์ (พอลิแซ็กคาไรด์

และโปรตีน) ความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่ง
ตวัอย่างไบโอพอลเิมอร์ทีส่กดัได้จากสาหร่าย N. commune 

25 มิลลิกรัม จากนั้นเติม 90 มิลลิโมลาร์ NaNO
3
 ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส กวนด้วย mag-
netic stirrer จนกระทัง่ตวัอย่างละลาย จากนัน้ท�าให้เป็นเนือ้
เดียวกันด้วย Vortex mixer และกรองผ่าน syringe mem-
brane filter 1.2 ไมโครเมตร ลงใน vial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร

วิเคราะห์น�้าหนักโมเลกุลของไบโอพอลิเมอร์ด้วย
เทคนิค Gel permeation chromatography (GPC)  
(Shimadzu, Japan) ประกอบด้วย Binary pump, DGU-
20A On-line Degassing Unit, SIL-20 Auto sampler, 
CTO-20A Column Oven, RID-20A Refractive Index 
Detector และ SPD-M20A Photo-diode Array detector 
ในปริมาตร 100 ไมโครลิตร อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส น�า
มาผ่านคอลัมน์ Aqueous SEC (GFC) Columns 3 คอลัมน์ 
ได้แก่ OHpak SB-G 6B (guard column) ต่อกับ OHpak 
SB-806M HQ 2 คอลัมน์ (Shodex, Polyhydroxymeth-
acrylate, column size 8x300 mm, M

w
 range 500-

2,000,000 ดาลตัน (เทียบกับสารมาตรฐาน Dextran), 
Showa Denko Singapore (Pte) Ltd, ประเทศสิงคโปร์)  

ทีอ่ณุหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส ด้วยอตัราการไหล 0.5 มลิลิลิตร
ต่อนาที เป็นระยะเวลา 50 นาที โดยใช้ 0.1 โมลาร์ NaNO

3
 

เป็นเฟสเคลื่อนที่
2.6.2 การวิเคราะห์สมบัติเชิงรีโอโลยี 
สมบัติเชิงรีโอโลยีดัดแปลงจากวิธีของ Hao และ

คณะ [22] ด้วยเครือ่งวดักระแสการไหล (Rheometer) ยีห้่อ 
Thermo Scientific รุ่น HAAKE VT iQ Air ประเทศ
สหรฐัอเมรกิา การวเิคราะห์พฤตกิรรมการไหลแบบแรงเฉอืน
คงตัว (steady shear) ภายใต้แรงเฉือนในช่วง 0.01-300 s-1 
โดยใช้ความเข้มข้นของตัวอย่างที่ 0.8, 1 และ 1.2% (w/v) 
ทีอ่ณุหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส โดยประเมนิพฤตกิรรมการไหล
ด้วย Shear rate curve ส่วนการวดัค่าพารามเิตอร์ของสมบตัิ
วิสโคอิลาสติก ได้แก่ ค่ามอดูลัสกักเก็บ (storage modulus; 
G´) และค่ามอดูลัสสูญเสีย (loss modulus; G´´) ด้วยการ
ทดสอบแบบ Frequency sweep (ω) ในช่วงความถี่ตั้งแต่ 

ABTS radical scavenging activity (%) =  
(A0-A1-A2)   x 100       (3)

                             A0
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0.1 ถงึ 50 เฮร์ิท ที ่Strain sweep (γ) เท่ากับ 2% ทีอ่ณุหภมูิ 
25 องศาเซลเซียส

2.7 การประเมินผลทางสถิติ
วางแผนการทดลองแบบ Completely Random-

ized Design (CRD) ทดลอง 3 ซ�้า วิเคราะห์ความแปรปรวน 
(analysis of variance: ANOVA) และวิเคราะห์ความแตก
ต่างทางสถิติด้วยวิธี Least Significant Difference (LSD) 
ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) โดยใช้โปรแกรม 
SPSS เวอร์ชั่น 16.0

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล
 3.1 ผลการสกัดไบโอพอลิเมอร์จาก N. com-
mune ด้วยน�้าร้อนต่อสมบัติทางกายภาพ-เคมี และ
ประสิทธิภาพการเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
 3.1.1 ผลของสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า
 จากการศึกษาสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าในการสกัดที่ 
1:40, 1:60 และ 1:80 (w/v) ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 
เวลาการสกัด 5 ช่ัวโมง โดยท�าการสกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 
4 ครัง้ พบว่าสดัส่วนน�า้ทีใ่ช้ในการสกดัส่งผลต่อปรมิาณร้อยละ
ผลผลิต ค่าความสว่าง และฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี DPPH และ ABTS radical scavenging (p≤0.05)  
เมื่อเพิ่มปริมาณน�้าที่ 40, 60 และ 80 มิลลิลิตร ปริมาณร้อยละ

ผลผลิตเพิ่มขึ้นมีค่าเท่ากับ 15.11±0.04, 20.15±0.68 และ 
20.28±0.62 ตามล�าดับ ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณพอลิแซ็ก
คาไรด์ (ตารางที่ 1) เนื่องจากการเพิ่มปริมาณน�้าในการสกัด
ส่งผลต่อการแพร่กระจายมวลของพอลิแซก็คาไรด์ [5] รวมถงึ
องค์ประกอบ อื่น ๆ ที่อยู่ภายในผนังเซลล์ เช่น โปรตีน และ
เม็ดสี เช่น คลอโรฟิลล์ เอ และ scytonemin ที่มีสีเหลือง
เขียว [14] ซึ่งสอดคล้องกับค่า a* และ b* และค่าเฉดสี (h°)  
ที่วิเคราะห์ได้ โดยมีค่าอยู่ในช่วงสีเหลือง-เขียว และจากรูป 
ที่ 1 ข โปรตีนที่วิเคราะห์ได้ไม่แตกต่างกันทางสถิติ เมื่อเพิ่ม
สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าจาก 1:60 เป็น 1:80 (w/v) ซึ่งให้ผล

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Cao และคณะ [23] เนื่องจากถึง
จุดอิ่มตัวของตัวท�าละลายและสารสกัด และสอดคล้องกับ
ปริมาณร้อยละผลผลิตที่ได้ ขณะที่การต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี DPPH

. และ ABTS
.+ (รูปที่ 1 ค-ง) พบว่าการเพิ่มสัดส่วน

น�า้ท่ีใช้ในสกดัส่งผลต่อค่าการต้านอนมุลูอสิระทีไ่ด้ (p≤0.05) 
เนื่องจากปริมาณน�้าส่งผลต่อประสิทธิภาพในการแพร่จึงพา
สารมขีัว้ท่ีมคีวามสามารถในการให้อเิลก็ตรอนกบัอนมูุลอสิระ 
เช่น พอลิแซก็คาไรด์หรือโปรตนี [24] โดยมค่ีาการต้านอนมุลู
อสิระสงูทีส่ดุในกระบวนการต้านอนมุลูอสิระด้วยวธีิ ABTS

.+ 
และ DPPH

.
 ที่ความเข้มข้นสารละลาย 2.5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร มีค่าเท่ากับร้อยละ 92.76 และ 48 ตามล�าดับ

ตารางที่ 1 ปริมาณร้อยละผลผลิตและค่าสีของไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนท่ีแปรสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าที่ 1:40,  
 1:60 และ 1:80 (w/v)

สัดส่วนสาหร่าย

ต่อน�้า (มิลลิลิตร

ต่อกรัม)

ปริมาณร้อยละ

ผลผลิต (%)

ค่าสี

L* a* ns b* ns Chroma ns hº ns

1:40 15.11±0.04b 48.69±1.39b -0.24±0.01 5.85±1.21 6.30±1.16 92.68±1.04

1:60 20.15±0.68a 49.95±1.66ab -0.25±0.07 6.18±1.31 5.24±0.59 92.05±0.63

1:80 20.28±0.62a 52.39±0.51a -0.27±0.16 6.35±0.40 6.19±1.48 92.53±2.36

หมายเหตุ : a,b,c…ท่ีก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 ns ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง ไม่แตกต่างกันทางสถิติ
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 ดงันัน้สภาวะทีด่ทีีส่ดุในการสกดัด้วยน�า้ร้อนทีแ่ปร
สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าคือ 1:60 (w/v) มีสมบัติทางกายภาพ-
เคมี และประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS

.+ 

และ DPPH
.
 ดีที่สุด จึงได้น�าสภาวะนี้ไปใช้ในการศึกษาใน

สภาวะต่อไป

รูปที่ 1 ก) ปรมิาณพอลแิซก็คาไรด์ ข) ปรมิาณโปรตนีทัง้หมด ค) ฤทธิก์ารตา้นอนมุลูอสิระดว้ยวธิี DPPH
.
 และ ง) ABTS

.+  
 ของไบโอพอลเิมอรท์ีส่กดัดว้ยน�า้รอ้นทีใ่ชส้ดัสว่นสาหรา่ยตอ่น�า้แตกตา่งกนั

 3.1.2 ผลของเวลาในการสกัด
จากการศกึษาเวลาในการสกัดที ่1, 3 และ 5 ชัว่โมง 

ที่สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า 1:60 (w/v) อุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียส โดยท�าการสกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง พบว่า
การเพ่ิมเวลาในการสกัดท�าให้ปริมาณร้อยละผลผลิต ค่าสี 
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ ปริมาณโปรตีน และประสิทธิภาพ
การเป็นสารต้านอนมุลูอสิระด้วยวธิ ีDPPH

.
 และ ABTS

.+ ของ
ไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดได้เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 
ดังตารางที่ 2 โดยการเพิ่มเวลาในการสกัดจาก 1 ชั่วโมง เป็น 
3 และ 5 ชั่วโมง ท�าให้ปริมาณร้อยละผลผลิตเพิ่มขึ้นจาก 
15.13±0.32 เป็น 20.16±0.18 และ 20.38±0.22 ตามล�าดบั 
(ตารางที่ 2) เนื่องจากเวลาในการสกัดส่งผลต่อการแพร่เข้า-
ออกของตัวท�าละลายเข้าสู่เมมเบรนและผนังเซลล์ไปยังไซโต

พลาสซึมของตัวอย่าง [5] และพาองค์ประกอบต่าง ๆ เช่น  
พอลิแซ็กคาไรด์ โปรตีนและเม็ดสีออกมานอกเซลล์ ซ่ึง
สอดคล้องกับปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ ปริมาณโปรตีน (รูปที่ 2 
ก-ข) ค่าส ีและประสิทธภิาพการตา้นอนมูุลอสิระดว้ยวิธี DPPH

. 

และ ABTS
.+ ที่วิเคราะห์ได้ โดยค่าสีของไบโอพอลิเมอร์มีค่า 

a* และ b* เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มเวลาในการสกัดซึ่งเป็นผลมาจาก
เวลาในการแพร่เข้า-ออกของตวัท�าละลายในเมมเบรนและมี
ค่าเฉดสีอยู่ในช่วง 90-100° ซึ่งมีแนวโน้มอยู่ในช่วงสีเหลือง
เขยีว สอดคล้องกบัเม็ดสทีีพ่บในสาหร่าย N. commune [14] 
เช่นเดียวกับฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ 
ABTS radical scavenging (รปูที ่2 ค-ง) ทีพ่บว่าเวลาในการ
สกดัเป็นพารามเิตอร์ส�าคญัทีส่มัพนัธ์กบัประสทิธภิาพในการ
สกดั เนือ่งจากส่งผลต่อการแพร่เข้าและออกของตวัท�าละลาย

(ก) (ข)

(ค) (ง)
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ท�าให้สกัดสารไบโอพอลิเมอร์ได้เพ่ิมข้ึน ประกอบกับค่าการ
ต้านอนมุลูอสิระมค่ีาเพิม่ขึน้เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัด 
ซึ่งมีคา่การตา้นอนุมูลอิสระสูงที่สุดทั้งวิธี ABTS

.+ (87.05)  
และ DPPH

. (40.95) ทีค่วามเขม้ขน้ 2.5 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร 
แตม่ีประสิทธิภาพการตา้นอนุมูลอิสระต�่ากวา่สารมาตรฐาน 
แอสคอรบ์กิในทกุระดบัความเขม้ขน้ สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ 
Lyu และคณะ [25] อยา่งไรกต็ามปรมิาณรอ้ยละผลผลติ คา่สี 

ปรมิาณพอลิแซก็คาไรด ์ปรมิาณโปรตนี และฤทธิก์ารตา้นอนมุลู
อสิระของเวลาในการสกดัที่ 3 และ 5 ชัว่โมง ไมแ่ตกตา่งกนัทาง
สถติเินือ่งจากถงึจดุอิม่ตวัระหวา่งตวัท�าละลายและสารสกดั [23]

ดงันัน้สภาวะทีด่ทีีส่ดุในการสกดัดว้ยน�า้รอ้นทีแ่ปร
เวลาในการสกดัคอื 3 ชัว่โมง โดยมสีมบตัทิางกายภาพ-เคม ีและ
ประสทิธภิาพการตา้นอนมุลูอสิระดว้ยวธิี ABTS

.+ และ DPPH
. 

ดทีีส่ดุ จงึไดน้�าสภาวะนีไ้ปใช ้ในการศกึษาในสภาวะตอ่ไป

ตารางที่ 2 ปริมาณร้อยละผลผลิตและค่าสีของไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนที่แปรเวลาในการสกัดที ่1, 3 และ 
 5 ชั่วโมง

หมายเหตุ : a,b,c… ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05)

 

รูปที่ 2 ก) ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ ข) ปริมาณโปรตีนทั้งหมด ค) ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH
.
 และ ง) ABTS

.+  
 ของไบโอพอลิเมอรท์ี่สกัดด้วยน�้าร้อนที่ใช้เวลาการสกัดแตกต่างกัน

เวลาการสกัด 

(ชั่วโมง)

ปริมาณร้อยละ

ผลผลิต (%)

ค่าสี

L* a* b* Chroma hº

1 15.13±0.32b 49.64±1.30ab -0.92±0.03c 4.34±0.17b 4.44±0.15b 102.05±0.80a

3 20.16±0.18a 52.02±1.53a -0.67±0.09b 8.82±1.18a 8.31±1.16a 94.69±1.19b

5 20.38±0.22a 46.79±3.12b -0.13±0.03a 6.58±1.58ab 6.58±1.58ab 90.76±1.26c

(ก)

(ค)

(ข)

(ง)
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3.1.3 ผลของอุณหภูมิในการสกัด
จากการศึกษาอุณหภูมิในการสกัดที่ 70, 80 และ 

90 องศาเซลเซียส ที่สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า 1:60 (w/v) เวลา
ในการสกัด 3 ชั่วโมง โดยท�าการสกัดซ�้าเช่นเดิมท้ังหมด  
4 ครั้ง พบว่าอุณหภูมิในการสกัดส่งผลต่อปริมาณร้อยละ
ผลผลิต ค่าสี ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ และประสิทธิภาพ 
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

. และ ABTS
.+ ของ

ไบโอพอลเิมอร์ทีส่กดัได้อย่างมีนัยส�าคญัทางสถติ ิโดยการเพิม่
อุณหภูมิในการสกัดจาก 70 เป็น 80 และ 90 องศาเซลเซียส 
ท�าให้ปริมาณร้อยละผลผลิตเพิ่มขึ้นจาก 8.88±0.07 เป็น 
14.12±0.29 และ 19.93±0.75 ตามล�าดับ เช่นเดียวกับ
ปรมิาณพอลแิซก็คาไรด์ (รูปที ่3 ก) เน่ืองจากการเพ่ิมอุณหภมิู
ในการสกัดท�าให้ความหนืดของสารละลายลดลง จึงท�าให้ค่า
การต้านทานการไหลลดลง [26] จึงสกดัไบโอพอลิเมอร์รวมถงึ
องค์ประกอบอื่น ๆ ได้ง่ายขึ้น ส่วนค่าสี (ตารางที่ 3) พบว่าค่า 
a* และ b* มีแนวโน้มไปทางบวกเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการสกัด
เนือ่งจากอณุหภมิูส่งผลต่อการแพร่เข้า-ออกของตวัท�าละลาย
จึงพาเม็ดสีที่พบในสาหร่าย N. commune เช่น คลอโรฟิลล์ เอ 
(สีเขียว), scytonemin (สีเหลือง-น�้าตาล) และแคโรทีนอยด์ 
(สส้ีม) เป็นต้น [27] สอดคล้องกับค่าเฉดสท่ีีอยูใ่นช่วง 80-100° 
ซึ่งแสดงความเป็นสีเหลืองเขียว ขณะที่ปริมาณโปรตีนที ่
แปรอุณภูมิในการสกัดไม่แตกต่างกันทางสถิติ (รูปที่ 3 ข) เช่น
เดียวกับงานวิจัยของ Connor และคณะ [28] รายงานว่า
อุณหภูมิในการสกัดที่ 70-90 องศาเซลเซียส ส่งผลต่อการ 

เสียสภาพทางธรรมชาติของโปรตีนเพียงเล็กน้อย แต่ถ้า
อุณหภูมิในการสกัดมากกว่า 200 องศาเซลเซียส ส่งผลต่อ 
การละลายและโครงสร้างของโปรตีน เช่น การเปล่ียนจาก  
L-amino acid เป็น D-amino acid อย่างไรก็ตามการต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS radical scavenging 
ลดลง เมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการสกัด (รูปที่ 3 ค-ง) ซึ่งเป็นผลมา
จากความร้อนต่อโครงสร้างและน�า้หนกัโมเลกลุของพอลแิซก็-
คาไรด์ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Khoa และคณะ [5] พบว่า 
การเพ่ิมอุณหภูมิในการสกัดท�าให้ปริมาณร้อยผลผลิตและ
น�า้หนกัโมเลกลุของพอลิแซก็คาไรด์ทีไ่ด้มค่ีาเพิม่ขึน้ ซึง่ส่งผล
ต่อการต้านอนมูุลอสิระทีล่ดลงเนือ่งจากความยาวของสายโซ่
ของพอลแิซก็คาไรด์ไม่เอือ้ต่อการออกฤทธิใ์นการต้านอนมูุล
อิสระ โดยมีค่าการต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดในกระบวนการ
ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS

.+ และ DPPH
. 
ที่ความเข้มข้น

สารละลาย 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเท่ากับร้อยละ 
90.03 และ 39.13 ตามล�าดับ

 ดงันัน้สภาวะทีด่ทีีส่ดุในการสกดัด้วยน�า้ร้อนทีแ่ปร
อุณหภูมิในการสกัดคือ 90 องศาเซลเซียส โดยได้ค่าคุณภาพ
ทางกายภาพ-เคมีดีที่สุด และมีประสิทธิภาพการต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี ABTS

.+ และ DPPH
. ดังนั้นสภาวะที่ดีที่สุดใน 

การสกัดด้วยน�้าร้อนคือสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า 1:60 (w/v) 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส โดยท�าการ
สกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง

ตารางที่ 3 ปริมาณร้อยละผลผลิตและค่าสีของไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนที่แปรอุณหภูมิการสกัดที่ 70, 80 และ  
 90 องศาเซลเซียส

 

อุณหภูมิการสกัด 

(องศาเซลเซียส)

ปริมาณร้อยละ

ผลผลิต (%)

ค่าสี

L* a* b* Chroma hº

70 8.89±0.07c 48.69±1.39b -0.92±0.03b 4.34±0.17a 4.44±0.16a 102.05±0.81a

80 14.12±0.29b 49.95±1.66b 0.17±0.30a 1.92±0.29c 1.94±0.32c 85.58±7.83b

90 19.93±0.75a 52.39±0.57a 0.02±0.04a 3.19±0.40b 3.19±0.30b 86.46±0.68b

หมายเหตุ : a,b,c… ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05)
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รูปที่ 3 ก) ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ ข) ปริมาณโปรตีนทั้งหมด ค) ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

. และ ง) ABTS
.+  

 ของไบโอพอลิเมอรท์ี่สกัดด้วยน�้าร้อนที่ใช้อุณหภูมิการสกัดแตกต่างกัน

 3.2 ผลการสกัดไบโอพอลิเมอร์จาก N. com-
mune ด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงต่อ
สมบตัทิางกายภาพ-เคม ีและประสิทธภิาพการเป็นสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ
 3.2.1 ผลของสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า
 จากการศึกษาสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าในการสกัดที่ 
1:40, 1:60 และ 1:80 (w/v) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
ก�าลังไฟฟ้า 400 วัตต์ เวลาในการสกัด 30 นาที โดยท�าการ
สกดัซ�า้เช่นเดมิทัง้หมด 4 ครัง้ พบว่าสัดส่วนน�า้ทีใ่ช้ในการสกัด
ส่งผลต่อปริมาณร้อยละผลผลิต ค่าสี ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ 
ปริมาณโปรตีน และฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

. 

และ ABTS
.+ ของไบโอพอลเิมอร์ทีส่กดัได้อย่างมนียัส�าคัญทาง

สถติ ิโดยปริมาณร้อยละผลผลติมค่ีาเพิม่ขึน้เมือ่เพ่ิมสดัส่วนน�า้
ที่ใช้ในการสกัดที่ 40, 60 และ 80 มิลลิลิตร มีค่าเท่ากับ 
7.86±0.35, 9.89±0.10 และ 9.92±0.15 ตามล�าดับ (ตาราง
ที ่4) เนือ่งจากปรมิาณน�า้ย่ิงสูงย่ิงเอ้ือต่อการแพร่มวลขององค์
ประกอบภายในผนงัเซลล์ออกสูต่วัท�าละลาย [29] รวมถงึการ
ใช้คลืน่เสยีงความถีส่งูในการสกดัช่วยเพิม่ประสทิธภิาพในการ

สกัด โดยสร้างฟองอากาศรอบ ๆ เซลล์จึงเกิดพลังงานในการ
ท�าลายผนังเซลล์ท�าให้สกัดองค์ประกอบต่าง ๆ ได้มากขึ้น 
อย่างไรกต็ามปรมิาณร้อยละผลผลติของพอลิแซก็คาไรด์ท่ีสกดั
ด้วยน�้าในปริมาตร 60 และ 80 มิลลิลิตร ไม่แตกต่างกันทาง
สถิติ เนื่องจากถึงจุดอิ่มตัวระหว่างตัวท�าละลายและสารสกัด 
[23] เช่นเดียวกับปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีนทั้งหมด
ที่วิเคราะห์ได้ (รูปที่ 4 ก-ข) ในส่วนของค่าสี (ตารางที่ 4) ค่า 
a* และ b* มีทศิทางไปทางลบมากขึน้เม่ือเพิม่สดัส่วนสาหร่าย
ต่อน�้าซ่ึงส่งผลต่อการแพร่ขององค์ประกอบภายในผนังเซลล ์
เช่น  เม็ดสี เป็นต้น [27] ส่วนค่าเฉดสี (hº) อยู่ในช่วงสีเหลือง
เขียว ซึง่สอดคล้องกบัเมด็สทีีพ่บในสาหร่าย N. commune [14] 
ซึ่งเป็นผลมาจากการแพร่เข้า-ออกของตัวท�าละลาย ขณะที่
ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

. และ ABTS
.+ (รูปที่ 

4 ค-ง) พบว่าความสามารถในการต้านอนมุลูอสิระเพิม่ขึน้เมือ่
เพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย โดยมีหลายปัจจัยที่ส่งผลต่อ
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ เช่น สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่
เกาะโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์ ความสามารถในการให้
อเิลก็ตรอนของโครงสร้างของพอลแิซก็คาไรด์ [31] และโปรตีน 

(ก)

(ค)

(ข)

(ง)
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เช่น mycosporine-like amino acids (MAAs) ที่มีโมเลกุล
ของกรดอะมิโน เช่น เซอรีน (Ser) ไกลซีน (Gly) เป็นต้น โดย 
Matsui และคณะ [31] รายงานว่า MAAs ที่สกัดด้วยน�้าร้อน
มคีวามสามารถในการต้านอนมุลูอสิระ ซึง่การเพ่ิมสดัส่วนของ
น�้าที่ใช้ท�าให้การต้านอนุมูลอิสระมีค่าสูงขึ้นทั้งการต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH

. และ ABTS
.+ เนื่องจากปริมาณน�้าส่งผล

ต่อการแพร่ของตวัท�าละลายเข้าสู่ตวัอย่าง จงึสกดัสารทีม่ฤีทธิ์
ในการต้านอนมุลูอสิระได้มากขึน้ โดยมค่ีาการต้านอนมูุลอสิระ

สูงที่สุดในกระบวนการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS
.+ และ 

DPPH
. ทีค่วามเขม้ขน้สารละลาย 2.5 มลิลกิรัมต่อมิลลิลิตร  

มีค่าเท่ากับ 96.05 และ 44.12 ตามล�าดับ
 ดังนั้นสภาวะที่ดีที่สุดในการสกัดด้วยน�้าร้อนร่วม
กับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่แปรสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าคือ 
1:60 (w/v) โดยมีสมบัติทางกายภาพ-เคมี และประสิทธิภาพ
การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS

.+ และ DPPH
. ดีที่สุด จึง

ได้น�าสภาวะนี้ไปใช้ในการศึกษาในสภาวะต่อไป

ตารางท่ี 4  ปริมาณร้อยละผลผลิตและค่าสีของไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่แปร
สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าที่ 1:40, 1:60 และ 1:80 (w/v)

สัดส่วนสาหร่าย 
ต่อน�้า (มิลลิลิตร 

ต่อกรัม)

ปริมาณร้อยละ
ผลผลิต (%)

ค่าสี

L* ns a* b* Chroma hº

40 7.86±0.35b 65.76±0.48 -0.44±0.05a 2.57±0.14a 6.63±0.15a 96.53±7.70b

60 9.89±0.10a 66.71±0.32 -0.62±0.04b 1.36±0.04b 5.24±0.59b 102.11±12.91b

80 9.92±0.15a 66.67±0.69 -0.75±0.07c 1.32±0.22b 6.19±1.48b 120.62±0.29a

 
หมายเหตุ :   a,b,c… ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05)

รูปที่ 4 ก) ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ ข) ปริมาณโปรตีนทั้งหมด ค) ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH
. และ ง) ABTS

.+  
 ของไบโอพอลิเมอรท์ี่สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่ใช้สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้าแตกต่างกัน

(ก)

(ค)

(ข)

(ง)
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3.2.2 ผลของก�าลังไฟฟ้าในการสกัด
จากการศึกษาก�าลงัไฟฟ้าในการสกดัที ่200, 300 และ 

400 วตัต์ ทีส่ดัส่วนสาหร่ายต่อน�า้ 1:60 (w/v) อุณหภมู ิ80 องศา
เซลเซียส เวลาในการสกัด 30 นาที โดยท�าการสกัดซ�้าเช่นเดิม
ทั้งหมด 4 ครั้ง พบว่าก�าลังไฟฟ้าในการสกัดไบโอพอลิเมอร์
ส่งผลต่อสมบัติทางด้านกายภาพ-เคมี และการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

.
และ ABTS

.+ (ตารางที่ 5; รูปที่ 5 
ก-ง) โดยการเพิ่มก�าลังไฟฟ้าในการสกัดท�าให้ปริมาณร้อยละ
ผลผลิต ค่าสี ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ ปริมาณโปรตีน และฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระของพอลิแซ็กคาไรด์ที่ได้มีค่าสูงข้ึนอย่างมี
นัยส�าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 5; รูปที่ 5 ก-ง) ปริมาณร้อยละ
ผลผลิตของก�าลังไฟฟ้าในการสกัดที่ 200, 300 และ 400 วัตต์ 
มีค่าเท่ากับ 9.20±0.41, 10.16±0.17 และ 10.69±0.07 ตาม
ล�าดับ (ตารางท่ี 5) สอดคล้องกบัปรมิาณพอลแิซก็คาไรด์ ปรมิาณ
โปรตนีท่ีวเิคราะห์ได้ ดงัรปูที ่5 ก-ข เนือ่งจากการเพิม่ก�าลงัไฟฟ้า
ที่ใช้ในการสกัดช่วยเพิ่มการละลายของสารละลายด้วยการ
ท�าลายพันธะระหว่างโมเลกุลขององค์ประกอบต่าง ๆ จึงเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการเกิดพันธะระหว่างพันธะที่ชอบน�้า (hydro-
philic group) ของสารละลายกับตัวท�าละลาย [9] และก�าลัง
ไฟฟ้ายังช่วยในการเกิดฟองอากาศแรงดันสูงซึ่งส่งผลต่อการ
ท�าลายผนังเซลล์ของตัวอย่าง [32] อย่างไรก็ตามที่ก�าลังไฟฟ้า 
400 วัตต์ ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ทั้งหมดที่วิเคราะห์ได้มี 
ค่าลดลงเลก็น้อย เนือ่งจากการเสยีสภาพของโครงสร้าง เช่นเดยีว
กับงานวิจัยของ Cui และคณะ [32] ในการวิเคราะห์ปริมาณ 
พอลิแซ็กคาไรด์จาก Volvariella volvacea จากการสกัดด้วย

คล่ืนเสยีงความถีสู่ง ส่วนค่าสขีองไบโอพอลเิมอร์ทีส่กดัได้ (ตาราง
ที่ 5) พบว่าค่าความสว่าง L* มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ ส่วน
ค่า a* และ b* มีทิศทางลบเมื่อเพิ่มก�าลังไฟฟ้าในการสกัด 
เนื่องจากผลของก�าลังไฟฟ้าตัวท�าละลายสามารถแทรกซึมและ
พาเม็ดสทีีอ่ยูภ่ายในเซลล์สาหร่ายออกมาได้มากขึน้เม่ือเพิม่ก�าลงั
ไฟฟ้าในการสกดั [32] สอดคล้องกบัค่าเฉดส ี(h°) ของก�าลงัไฟฟ้า 
300 และ 400 วัตต์ ที่มีค่ามากกว่าการสกัดที่ก�าลังไฟฟ้าที่ 200 
วัตต์ เช่นเดียวกับการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH

. และ 
ABTS

.+ (รูปท่ี 5 ค-ง) พบว่าก�าลังไฟฟ้าในการสกัดส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระ โดยก�าลังไฟฟ้าที่ดีที่สุด
ส�าหรับการสกัดไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�า้ร้อนร่วมกับการใช้
คลื่นเสียงสูงที่มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระอยู่ที่ 400 
วัตต์ ทั้งในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH

. (43.42) และ 
ABTS

.+ (96.69) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Wang และคณะ [33] 
ที่พบว่าก�าลังไฟฟ้าที่ดีที่สุดส�าหรับการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จาก 
Ophiopogon japonicas มีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล
อิสระที่ดีที่สุดที่ 400 วัตต์ เนื่องจากการใช้คลื่นเสียงความถี่
สูงท�าให้เกิดฟองอากาศมากขึ้นส่งผลต่อผนังเซลล์ของ
ตวัอย่างจงึพาสารประกอบมีขัว้และไม่มขีัว้ทีม่ฤีทธิใ์นการต้าน
อนุมูลอิสระ เช่น พอลิแซ็กคาไรด์ และโปรตีน เป็นต้น [24]
 ดังนั้นสภาวะที่ดีที่สุดในการสกัดด้วยน�้าร้อนร่วม
กบัการใช้คลืน่เสยีงความถีส่งูทีแ่ปรก�าลงัไฟฟ้าในการสกดัคอื 
400 วัตต์ โดยมีสมบัติทางกายภาพ-เคมี และประสิทธิภาพ
การตา้นอนมุลูอสิระดว้ยวธิี ABTS

.+ และ DPPH
.
ดทีีส่ดุ จงึได้

น�าสภาวะนี้ไปใช้ในการศึกษาในสภาวะต่อไป

ตารางที่ 5 ปริมาณร้อยละผลผลิตและค่าสีของไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่  
 แปรก�าลังไฟฟ้าในการสกัดที่ 200, 300 และ 400 วัตต์
 ก�าลังไฟฟ้าในการสกัดที่ 200, 300 และ 400 วัตต์
ก�าลังไฟฟ้า (วัตต์)

ปริมาณร้อยละ

ผลผลิต (%)

ค่าสี

L* ns a* b* Chroma hº

200 9.20±0.41b 67.34±2.02 0.41±0.07a 2.47±0.08a 2.50±0.08a 99.58±1.33b

300 10.16±0.17a 67.07±0.91 -0.65±0.02b 1.07±0.36b 1.26±0.29b 122.84±9.94a

400 10.69±0.07a 65.95±0.78 -0.81±0.03c 1.23±0.06b 1.48±0.03b 123.40±2.31a

  
หมายเหตุ :   a,b,c...  ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
      ns ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง ไม่แตกต่างกันทางสติถิ
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รูปที่ 5 ก) ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ ข) ปริมาณโปรตีนทั้งหมด ค) ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH
. และ ง) ABTS

.+  
 ของไบโอพอลิเมอรท์ี่สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่ใช้ก�าลังไฟฟ้าแตกต่างกัน

3.2.3 ผลของเวลาในการสกัด
จากการศกึษาเวลาในการสกดัที ่10, 20 และ 30 นาที 

ทีส่ดัส่วนสาหร่ายต่อน�า้ 1:60 (w/v) อณุหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส 
ก�าลังไฟฟ้า 400 วัตต์ โดยท�าการสกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง 
พบว่าเวลาในการสกัดส่งผลต่อสมบัติทางกายภาพ-เคมี และ
ประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS 
radical scavenging อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 6; 
รูปที่ 6 ก-ง) เมื่อเพิ่มเวลาการสกัดจาก 10, 20 และ 30 นาท ี
ปริมาณร้อยละผลผลิตเพิ่มขึ้นเท่ากับ 5.75±0.53, 6.99±0.77 
และ 9.71±0.68 ตามล�าดบั เช่นเดยีวกบัปรมิาณพอลแิซก็คาไรด์
และโปรตีน (รูปที่ 6) ซึ่งพบร้อยละของปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
และโปรตนีมากสดุทีเ่วลาในการสกดั 30 นาท ีมค่ีาเท่ากบั 41.49 
และ 268.62 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ เป็นผลมาจาก
จากระยะเวลาของก�าลังไฟฟ้าที่ใช้ในการสกัดในการช่วยเพิ่ม
ประสทิธิภาพในการท�าลายผนงัเซลล์ [34] จงึถ่ายเทมวลของตวั
ท�าละลายเข้าสู่ตัวอย่างได้มากขึ้น ส่วนค่าสีของไบโอพอลิเมอร์
ที่แปรเวลาในการสกัด (ตารางที่ 6) พบว่าค่าความสว่างไม่แตก
ต่างกันทางสถิติมีค่าอยู่ในช่วง 66-68 ขณะที่ค่า a* และ b* มี
ค่าเป็นลบมากขึน้ เม่ือเพิม่เวลาในการสกัดเนือ่งจากการแพร่ของ
เมด็สอีอกจากเซลล์ ซึง่สอดคล้องค่าเฉดส ี(hº) ทีอ่ยูใ่นช่วง 100-

120º ซึ่งเป็นสีของเม็ดสีที่พบในสาหร่าย N. commune เช่น 
เม็ดสีในกลุ่มไฟโคบิลินโปรตีน (แดง-น�้าเงิน) [1] ที่สกัดได้ด้วย
การใช้คลื่นเสียงความถี่สูง และเม็ดสีชนิดอื่น เช่น คลอโรฟิลล์ 
เอ และ scytonemin เป็นต้น [15] และจากรูปที่ 6 ค-ง พบว่า
เวลาในการสกัดเป็นพารามิเตอร์ส�าคัญที่มีความสัมพันธ์กับ
ประสิทธิภาพในการสกัด เนื่องจากส่งผลการแพร่เข้า-ออกของ
ตัวท�าละลาย ซึ่งส่งผลต่อการสกัดสารประกอบมีขั้วที่มีความ
สามารถในการให้อิเล็กตรอนกับอนุมูลอิสระ เช่น พอลิแซ็ก 
คาไรด์ โปรตนีทีล่ะลายในน�า้และเม็ดส ีเป็นต้น โดยมค่ีาการต้าน
อนุมูลอิสระสูงที่สุดในกระบวนการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
ABTS

.+ (95.35) และ DPPH
. 
(42.12) ทีค่วามเข้มข้นสารละลาย 

2.5 มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร อย่างไรกต็ามประสทิธิภาพในการต้าน
อนมุลูอสิระของพอลแิซก็คาไรด์ทีส่กัดได้จากสาหร่าย N. com-
mune มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระต�่ากว่าสาร
มาตรฐานกรดแอสคอร์บิกในทุกระดับความเข้มข้น
 ดงันัน้สภาวะทีด่ทีีส่ดุในการสกดัด้วยน�า้ร้อนร่วมกบั
การใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่แปรเวลาในการสกัดคือ 30 นาที 
โดยมีสมบัติทางกายภาพ-เคมี และประสิทธิภาพการต้าน 
อนมุลูอสิระดว้ยวธิี ABTS

.+ และ DPPH
. ดทีีส่ดุ จงึไดน้�าสภาวะนี้

ไปใช้ในการศึกษาในสภาวะต่อไป

(ก)

(ค)

(ข)

(ง)
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ตารางที่ 6 ปริมาณร้อยละผลผลิตและค่าสีของไบโอพอลิเมอร์ท่ีสกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คล่ืนเสียงความถี่สูงที่
 แปรเวลาการสกัดที่ 10, 20 และ 30 นาที

เวลาการสกัด 

(นาที)

ปริมาณร้อยละ

ผลผลิต (%)

ค่าสี

L* ns a* b* Chroma hº

10 5.75±0.53c 66.63±0.51 0.46±0.28a 2.54±0.09a 3.59±0.15a 100.64±0.45b

20 6.99±0.77b 66.51±0.79 -0.64±0.02b 1.20±0.18b 1.27±0.33b 118.68±4.01a

30 9.71±0.68a 66.87±0.73 -0.78±0.02c 1.23±0.06b 1.48±0.03b 122.01±2.60a

 
หมายเหตุ : a,b,c... ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05)
 ns ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง ไม่แตกต่างกันทางสถิติ

(ก)

(ค)

(ข)

(ง)

รูปที่ 6 ก) ปรมิาณพอลแิซก็คาไรด ์ ข) ปรมิาณโปรตนีทัง้หมด ค) ฤทธิก์ารตา้นอนุมลูอสิระดว้ยวธิี DPPH
. และ ง) ABTS

.+  
 ของไบโอพอลเิมอรท์ีส่กดัดว้ยน�า้รอ้นรว่มกบัการใชค้ลืน่เสยีงความถีส่งูทีใ่ชเ้วลาการสกดัแตกตา่งกนั

 3.2.4 ผลของจ�านวนครั้งในการสกัด
 จากการศึกษาจ�านวนครั้งในการสกัด 1, 2, 3 และ 
4 ครั้ง ที่สัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า 1:60 (w/v) อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส ก�าลังไฟฟ้า 400 วัตต์ เวลาในการสกัด 30 นาที 
พบว่าผลการศกึษาจ�านวนคร้ังในการสกดัพบว่าจ�านวนครัง้ใน
การสกัดส่งผลต่อต่อสมบตัทิางกายภาพ-เคม ีและประสทิธภิาพ
ในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS radical 

scavenging (ตารางที่ 7; รูปที่ 7 ก-ง) เนื่องจากสาหร่าย  
N. commune ประกอบด้วยผนงัเซลล์ทีค่่อนข้างหนา จงึยาก
ต่อการสกัดองค์ประกอบต่าง ๆ ที่อยู่ภายในเซลล์ [15] โดย
จ�านวนครั้งในการสกัดที่ 1, 2, 3 และ 4 ครั้ง มีปริมาณร้อยละ
ผลผลิตเท่ากับ 4.26±0.72, 5.84±0.30, 8.82±0.18 และ 
10.12±0.57 ตามล�าดับ (ตารางที่ 7) สอดคล้องกับปริมาณ
พอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีนที่มีค่าเพิ่มขึ้นเม่ือเพิ่มจ�านวนคร้ัง
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ในการสกัด ดังรูปที่ 7 ก-ข ซึ่งพบว่าการเพิ่มจ�านวนครั้งในการ
สกัดเป็นการเพิ่มเวลาในการสกัดส่งผลต่อการถ่ายเทและการ
แพร่องค์ประกอบต่าง ๆ  ภายในเซลล์ออกมาภายนอเซลล์ [34] 
อกีทัง้ก�าลงัไฟฟ้าทีใ่ช้ในการสกดัส่งผลต่อการท�าลายผนงัเซลล์
ของตัวอย่างจึงเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัด เช่นเดียวกับงาน
วิจัยของ Cui และคณะ [32] โดยมีแนวโน้มเดียวกับค่าสีดัง
ตารางที ่7 พบว่าค่าความสว่าง (L*) ไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถติ ิขณะท่ีค่า a* และ b* มแีนวโน้มไปทางลบเมือ่เพิม่จ�านวน
ครั้งในการสกัด สอดคล้องกับค่าเฉดสี (h°) ของจ�านวนครั้งใน
การสกดัมคีวามแตกต่างกันทางสถติ ิเมือ่เพิม่จ�านวนครัง้ในการ
สกดั โดยมค่ีาอยูใ่นช่วง 70-120° เนือ่งจากการเพิม่จ�านวนคร้ัง
ในการสกัดเป็นการเพิ่มเวลาจึงส่งผลต่อการถ่ายเทและแพร่
องค์ประกอบภายในเซลล์ [34] จึงสกัดเม็ดสีที่เป็นองค์
ประกอบที่พบในสาหร่าย N. commune [27] ส�าหรับการ
ต้านอนมุลูอสิระด้วยวธิ ีDPPH

.
 และ ABTS

.+ มค่ีาเพิม่ขึน้เมือ่
เพิ่มจ�านวนครั้งในการสกัด (รูปที่ 7 ค-ง) ซึ่งสอดคล้องกับ
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีนที่วิเคราะห์ได้เนื่องจาก

องค์ประกอบ เช่น พอลแิซก็คาไรด์ และโปรตนีมคีวามสามารถ
ในการใหอ้เิลก็ตรอนกบัอนมุลูอสิระ [24] เชน่เดยีวกบัการสกดั
พอลแิซก็คาไรด์ใน Ganoderma lucidum [32] ซึง่พบวา่การ
เพิ่มจ�านวนครั้งในการสกัดสง่ผลตอ่ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด  ์
ในสาหรา่ย G. lucidum ทีม่ฤีทธิใ์นการตา้นอนมุลูอสิระจงึท�าให ้
คา่การตา้นอนุมลูอสิระเพิ่มขึน้เมือ่เพิ่มจ�านวนครัง้ในการสกดั 
โดยมคีา่การตา้นอนมุลูอสิระสงูทีส่ดุในการตา้นอนมุลูอสิระดว้ย
วธิ ีABTS

.+ (95.35) และ DPPH
.
 (42) ทีค่วามเขม้ขน้สารละลาย 

2.5 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร
 ดงันัน้สภาวะทีด่ทีีส่ดุในการสกดัด้วยน�า้ร้อนร่วมกบั
การใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่แปรจ�านวนครั้งในการสกัดคือ 4 
ครัง้ โดยมสีมบตัทิางกายภาพ-เคม ีและประสทิธภิาพการต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS

.+ และ DPPH
.
 ดีที่สุด ดังนั้นสภาวะ

ทีด่ทีีส่ดุในการสกดัด้วยน�า้ร้อนร่วมกบัการใช้คลืน่เสยีงความถี่
สูงคือสัดส่วนสาหร่ายต่อน�้า 1:60 (w/v) 30 นาที ก�าลังไฟฟ้า 
400 วัตต์ ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส โดยท�าการสกัดซ�้า 
เช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง

ตารางท่ี 7  ปริมาณร้อยละผลผลิตและค่าสีของไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่แปร
จ�านวนครั้งในการสกัดที่ 1, 2, 3 และ 4 ครั้ง

จ�านวนครั้งการสกัด
ปริมาณร้อยละ

ผลผลิต (%)

ค่าสี

L* a* b* Chroma hº

1 4.26±0.72b 66.66±1.80ab -0.37±0.13a 1.38±1.02ab 1.84±0.41a 78.37±2.02b

2 5.84±0.30b 68.07±0.78a -0.41±0.05a 2.36±0.13a 1.12±0.47b 81.23±3.10b

3 8.82±0.18a 65.85±0.82b -0.65±0.02b 1.07±0.36b 0.88±0.06b 122.84±9.94a

4 10.12±0.57a 66.52±1.01ab -0.81±0.03c 1.23±0.06b 0.88±0.06b 123.40±2.31a 

หมายเหตุ : a,b,c… ที่ก�ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

3.3 การกระจายตัวของน�้าหนักโมเลกุลของ 
ไบโอพอลเิมอร์จากสกดัด้วยน�า้ร้อนและน�า้ร้อนร่วมกบัการใช้
คลื่นเสียงความถี่สูง

การกระจายของน�้าหนักโมเลกุลของไบโอพอลิเมอร์
จากสภาวะที่ดีที่สุดในกระบวนการสกัดด้วยน�้าร้อนและน�้า
ร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงเปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐานเดกซ์แทรน (dextran) พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ทีส่กดั
ด้วยน�า้ร้อนมกีารกระจายตวัของน�า้หนกัโมเลกลุ 3 ช่วง ได้แก่ 
4.49x106, 9829 และ 1478 ดาลตัน ในปริมาณร้อยละ 
96.26, 2.24 และ 1.49 ตามล�าดับ เช่นเดียวกับพอลิแซ็กคา
ไรด์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงที่มี
การกระจายตัวของน�้าหนักโมเลกุล 3 ช่วง ได้แก่ 2.32x106, 
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รูปที่ 7 ก) ปริมาณพอลิแซก็คาไรด ์ ข) ปริมาณโปรตีนทั้งหมด ค) ฤทธิก์ารตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH
. และ ง) ABTS

.+  
 ของไบโอพอลเิมอรท์ีส่กดัดว้ยน�า้รอ้นรว่มกบัการใชค้ลืน่เสยีงความถีส่งูทีใ่ชจ้�านวนครัง้การสกดัแตกตา่งกนั

(ก) (ข)

(ค) (ง)

1169 และ 515 ดาลตนั มปีรมิาณร้อยละเท่ากับ 93.59, 2.29 
และ 3.4 ตามล�าดับ เม่ือเปรียบเทียบน�้าหนักโมเลกุลของ
พอลิแซ็กคาไรด์ที่สกัด 2 วิธี พบว่าการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์
ด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงมีน�้าหนัก
โมเลกุลต�่ากว่าการสกัดด้วยน�้าร้อนเนื่องจากโครงสร้างของ
สายโซ่พอลแิซก็คาไรด์ถกูท�าลายด้วยคลืน่เสยีงความถีส่งูทีใ่ช้
ในการสกัดเช่นเดียวกับงานวิจัยของ Iida และคณะ [35] ซึ่ง
พบว่าน�้าหนักโมเลกุลของแป้งข้าวโพดหลังผ่านการใช้คลื่น
เสียงความถี่สูงลดลงจาก 3x106 ดาลตัน เหลือ 5x105, 3x105 

และ 2x105 ดาลตัน ที่เวลา 30, 60 และ 120 นาที ตามล�าดับ

 3.4 พฤติกรรมการไหลของไบโอพอลิเมอรจ์ากการ
สกดัด้วยน�า้ร้อนและน�า้ร้อนร่วมกบัการใช้คลืน่เสยีงความถีส่งู

จากการศึกษาพฤติกรรมการไหลของไบโอพอลิ- 
เมอรจ์ากสาหร่าย N. commune ที่สภาวะการสกัดที่ดีที่สุด
ทางด้านกายภาพและเคมีของกระบวนการสกัดท้ัง 2 วิธี  
(รูปที่ 8) พบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายท�าให้ค่า
ความหนืดที่ได้มีค่าสูงข้ึน เนื่องจากในสารละลายประกอบ

ด้วยโมเลกุลของตัวถูกละลายจ�านวนมากที่มีพันธะระหว่าง
กนัภายในโมเลกลุจงึเกดิโครงสร้างทีแ่ขง็แรงท�าให้ต้องใช้แรง
จ�านวนมากในการท�าลายพันธะ [22] อย่างไรก็ตามค่าความ
หนืดของไบโอพอลิเมอร์จากกระบวนการสกัดด้วยน�้าร้อนมี
ค่าสูงกว่าการสกดัด้วยน�า้ร้อนร่วมกบัการใช้คล่ืนเสียงความถี่
สูงเนื่องจากวิธีการสกัดส่งผลต่อความยาวสายโซ่ของไบโอ- 
พอลิเมอร์เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Zhang และคณะ [16] 
ในการเปรียบเทียบน�้าหนักโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด์ 
ของ Volvariella volvacea ที่ได้จากการสกัดน�้าร้อนร่วม
กับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงและการสกัดด้วยน�้าร้อน โดย
พบว่าพอลิแซ็กคาไรด์ที่ผ่านการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงมีน�้า
หนักโมเลกุลลดลง ซึ่งส่งผลต่อการท�าพันธะภายในระหว่าง
โมเลกุลจึงท�าให้ค่าความหนืดที่ได้ลดลงในขณะที่พฤติกรรม
การไหลของไบโอพอลเิมอร์จากวธิกีารสกัดทัง้ 2 วธีิ พบว่าการ
เพิ่มอัตราเฉือนท�าให้ค่าความหนืดของไบโอพอลิเมอร์มีค่า
ลดลง เนื่องมาจากการเพิ่มแรงเฉือนส่งผลต่อการท�าลาย
พันธะภายในโมเลกุล [36] ซึ่งจากแนวโน้มดังกล่าวระบุได้ว่า
ไบโอ-พอลิเมอร์จากสาหร่าย N. commune ที่ได้จากการ
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สกัดทั้ง 2 วิธีการมีพฤติกรรมการไหลแบบซูโดพลาสติก 
(pseudoplastic fluids) ซึ่งมีแนวโน้มเดียวกับพอลิแซ็กคา
ไรด์จากสาหร่ายชนดิอืน่ เช่น Anabaena sp. ATCC 33047 
[36]

สมบัติวิสโคอิลาสติก (viscoelastic properties) 
เป็นการศกึษาการเปลีย่นแปลงของมอดลูสักกัเกบ็ (storage 
modulus; G´) และมอดูลัสสูญเสีย (loss modulus; G´´) 
ของพอลแิซก็คาไรด์ ถ้าค่า G´´ มีค่ามากกว่า G´ แสดงลกัษณะ
คล้ายของเหลว แต่ถ้า G´´ มค่ีาน้อยกว่า G´ แสดงว่ามลีกัษณะ
คล้ายของแข็ง [37] ซึ่งจากผลการศึกษาพอลิแซ็กคาไรด์จาก 
ทั้ง 2 วิธีการสกัด ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 ถึง 1.2 (w/v) 
ภายใต้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความถี่ 0 ถึง 50 เฮิร์ท  
ณ การสั่นที่ 2% (รูปที่ 9) พบว่าที่ความถี่ต�่าค่า G´´ ของพอ
ลิแซ็กคาไรด์มีค่าสูงกว่า G´ แต่เมื่อความถี่สูงค่า G´ มีค่าสูง
กว่า G´´ บ่งบอกถึงปริมาณและขนาดของ junction zone 
ทีเ่พิม่ขึน้ [38, 39] แสดงถงึการเปลีย่นลกัษณะขอสารละลาย
จากของเหลวเป็นของแขง็ทีม่คีวามยดืหยุน่ จงึเป็นจดุทีแ่สดงถงึ
ความสามารถในการเกิดเจลชนิดอ่อน (weak gel) เมื่อเปรียบ
เทียบสมบัติในการเป็นวิสโคอิลาสติกระหว่างกระบวนการ
สกดัด้วยน�า้ร้อนและน�า้ร้อนร่วมกับคลืน่เสยีงความถีส่งูพบว่า
ไบโอพอลิเมอร์จากการสกัดด้วยคลื่นเสียงความถี่สูงเกิดจุด
ตดัระหว่าง G´ และ G´´ ทีค่วามถีส่งูกว่าไบโอพอลเิมอร์ทีส่กดั
ด้วยน�้าร้อน ซึ่งเป็นผลมาจากน�้าหนักโมเลกุลและโครงสร้าง
ของสายไบโอพอลิเมอร์ที่มีสายโซ่สั้นกว่าไบโอพอลิเมอร์ที่
สกัดด้วยน�้าร้อน เช่นเดียวกับงานวิจัยของ [32] ที่พบว่าการ

ใช้คลืน่เสยีงความถีส่งูในการสกดัท�าให้สมบตักิารยนืหยุน่ลด
ลงและเพิ่มสมบัติการเป็นของเหลวหนืด

3.5 การเปรียบเทียบสภาวะในการสกัดด้วยน�้า
ร้อนและน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง
  เมือ่เปรยีบเทยีบประสิทธภิาพของการสกดัทัง้ 2 วธิี 
พบว่าการสกัดด้วยน�้าร้อนใช้เวลาการสกัดนานและอุณหภูมิ
สูงได้ ปริมาณร้อยละผลผลิตและปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
มากกว่ากระบวนการสกดัด้วยน�า้ร้อนร่วมกบัการใช้คล่ืนเสยีง
ความถี่สูง ส่วนการสกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับคลื่นเสียงความถี่
สูงสามารถลดระยะเวลาในการสกัดได้ ได้ปริมาณโปรตีนสูง
และมีประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH และ ABTS radical scavenging สงูกว่าการสกดัด้วย
น�า้ร้อน ทัง้นีเ้นือ่งจากผลของคลืน่เสียงความถีส่งูและน�า้ร้อน
ที่ช่วยท�าลายพันธะภายนอกและในผนังเซลล์ [32] จึงเกิด
การแพร่ของน�้าผ่านเข้าและพาสารต่าง ๆ  ทั้งไบโอพอลิเมอร์ 
(พอลิแซ็กคาไรด์และโปรตีน) ตลอดจนรงควัตถุ ออกจาก
เซลล์เมมเบรน ซึ่งสารสกัดจากทั้งสองวิธีดังกล่าวในทุก
สภาวะของการสกัดมีประสิทธิภาพการเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี ABTS

.+ สูงกว่าการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH

. เนือ่งจากอนมุลูอสิระ ABTS
.+ สามารถรบัอเิลก็ตรอน

หรอืไฮโดรเจนอะตอมได้ทัง้สารละลายทีม่ขีัว้ (hydrophilic) 
และสารละลายที่ไม่มีขั้ว (lipophilic) ขณะที่อนุมูลอิสระ 
DPPH. สามารถรับโปรตอนหรือถูกรีดิวซ์ได้เพียงสารละลาย
ที่ไม่มีขั้ว [40, 41] ซึ่งสอดคล้องกับสารพอลิแซ็กคาไรด์และ

(ก) (ข)

รูปที่ 8 สมบัติการไหลแบบคงตัว (Steady shear) ของไบโอพอลิเมอร์จากสาหร่าย N. commune ความเข้มข้นร้อยละ 
 0.8-1.2 (w/v) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) สกัดด้วยน�้าร้อน (ข) สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นความถี่สูง
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โปรตนี รวมทัง้รงควัตถทุีเ่ป็นองค์ประกอบทัง้ชนดิท่ีมขีัว้และ
ไม่มีข้ัวที่สกัดได้จากน�้าร้อนและน�้าร้อนร่วมกับการใช้คล่ืน
เสียงความถี่สูงซึ่งสามารถให้โปรตอนและไฮโดรเจนอะตอม
กบัอนมุลูอสิระ ABTS

.+ ไดม้ากกวา่ DPPH
.
และยงัพบวา่สาร 

สกดัไบโอพอลเิมอร์ทีไ่ด้จากการสกดัด้วยน�า้ร้อนและน�า้ร้อน
ร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง มีเฉดสี (h°) อยู่ในช่วงเฉด
เหลือง-เขียว ส่วนน�้าหนักโมเลกุลของไบโอพอลิเมอร์จาก
สภาวะที่ดีที่สุดของการสกัดด้วยน�้าร้อนและน�้าร้อนร่วมกับ
การใช้คลื่นเสียงความถ่ีสูงมีค่าเท่ากับ 4.49x106 และ 
2.32x106 ดาลตนั ตามล�าดบั อกีทัง้มพีฤตกิรรมการไหลแบบ
ซูโดพลาสติกและสามารถเกิดเจลชนิดอ่อนได้ท่ีความเข้มข้น
สารละลาย 0.8% (w/v)

   4. สรุปผลการทดลอง
ก า ร สกัดไบโอพอลิเมอร์ด้วยน�้าร้อนท่ีสัดส่วน

สาหร่ายต่อน�า้ 1:60 (w/v) อุณหภมิูการสกดั 90 องศาเซลเซียส 
เป็ นเวลา 3 ชั่วโมง โดยสกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง ได้

ป ริ มาณร้อยละผลผลิตและพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 19.93 
และ 42.93 ตามล�าดบั ขณะทีป่รมิาณโปรตนีเท่ากบั 104.53 
ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร และมคีวามสามารถในการต้านอนมุลู
อิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS radical scavenging ร้อยละ 
3 9 . 13 และ 92.03 ตามดับ ส่วนการสกัดไบโอพอลิเมอร ์
ด้ ว ยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงด้วยสัดส่วน
สาหร่ายต่อน�้า 1:60 (w/v) ก�าลังไฟฟ้าในการสกัด 400 วัตต์ 
อุณหภูมิการสกัด 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที โดย
สกัดซ�้าเช่นเดิมทั้งหมด 4 ครั้ง ได้ปริมาณร้อยละผลผลิตและ
พอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 10.12 และ 39.53 ตามล�าดบั ปริมาณ
โปรตีนเท่ากับ 264.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีความ
สามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH และ ABTS 

r ad ical scavenging ร้อยละ 42 และ 95.35 ตามล�าดับ 
ขณะที่น�้าหนักโมเลกุลของไบโอพอลิเมอรท์ี่สกัดด้วยน�้าร้อน
แ ล ะ การใช้คลื่นเสียงความถี่สูงมีค่าเท่ากับ 4.49x106 และ 
2.32x106 ดาลตัน ตามล�าดับ และมีพฤติกรรมการไหลแบบ
ซู โ ดพลาสติกและมีความสามารถเกิดเจลชนิดอ่อน อย่างไร
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รูปที่ 9  มอดูลัสกักเก็บ G´ (∆) และมอดูลัสสูญเสีย G´´ (o) ของไบโอพอลิเมอรท์ี่ความเข้มข้นร้อยละ 0.8-1.2 (w/v)  
ณ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ก) ไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อน (ข) ไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับ
การใช้คลื่นเสียงความถี่สูง
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ก็ตามการสกัดด้วยน�้าร้อนร่วมกับการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง
ให้ปริมาณร้อยละผลผลติน้อยกว่าการสกดัด้วยน�า้ร้อนประมาณ
ร้อ ยละ 9 แต่ช่วยลดระยะเวลาในการสกัดถึง 10 ช่ัวโมง  
หรื อคิดเป็น 83% และมีปริมาณโปรตีนและประสิทธิภาพ 
การเป็นสารต้านอนมุลูอสิระด้วยวธิ ีDPPH

.
 และ ABTS

.+ สงูกว่า
การสกดัด้วยน�า้ร้อน แต่ขนาดน�า้หนกัโมเลกลุมขีนาดเลก็กว่า 
ดัง นั้นไบโอพอลิเมอร์ที่สกัดจาก N. commune สกัดด้วย 
น�า้ร้อนสามารถน�าไปใช้ในผลติภณัฑ์อาหาร (ให้ความข้นหนดื) 
ส่วนไบโอพอลเิมอรท์ีส่กดัดว้ยน�า้ร่วมกับคลืน่เสียงความถี่สงู
สามารถน�าไปใช้ในเครื่องส�าอางได้ในอนาคต

5. กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากบริษัทไลอ้อน 

ประเทศไทย จ�ากดั และขอขอบคุณคณุวรายทุธ จนัทร์ปลอด  
จากบริษัทไลอ้อน ประเทศไทย ในการส่งตวัอย่างวิเคราะห์น�า้
หนกัโมเลกลุ และมหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกล้าธนบรุี
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