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บุญชัย เตชะอ านาจ, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร.อดิสร เตือนตรานนท์, 52 หน้า. 

วิทยานิพนธ์นี้ศึกษาการเกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์พืชภายใต้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ที่ถูก
ควบคุมโดยศึกษาลักษณะการเบรกดาวน์ของเซลล์พืชในระดับเซลล์เดี่ยว . ผู้วิจัยทดลองโดยน าระบบ
ของไหลขนาดไมโครซึ่งภายในช่องทางเดินสารมีก าแพงฉนวนและช่องเปิดที่ช่วยควบคุมสนามไฟฟ้า . 
การทดลองท าโดยป้อนแรงดันรูปคลื่นไซน์ขนาด 10 VP,  พัลส์ไฟฟ้าความถี่ต่ า (fL) = 10, 20, 33, 50, 
100 และ 200 kHz, เวลาคงอยู่ของพัลส์ความถี่ต่ า (tL) = 1, 3, 5, 10 และ 100 ms โดยมีสภาพน า
ของสารละลายภายนอกเซลล์อยู่ในช่วง 45-150 mS/m. ผู้วิจัยใช้โพรโทพลาสต์ที่สกัดจากล าต้นไควา
เระและกลีบดอกอัญชัน. ผลการทดลองพบว่า ที่เวลาคงอยู่ของพัลส์ความถี่ต่ า = 10 ms การป้อน
พัลส์ไฟฟ้าความถี่ต่ าเท่ากับความถี่วิกฤต (fC) ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ถึง 78% 
ในขณะที่การป้อนพัลส์ไฟฟ้าความถี่ต่ าที่ 5 เท่าของความถี่วิกฤตไม่เกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้ม
เซลล์. เมื่อป้อนพัลส์ด้วยความถี่น้อยกว่าความถี่วิกฤตท าให้อัตราการเกิดเบรกดาวน์ของทั้งเยื่อหุ้ม
เซลล์เพ่ิมสูงถึง 91.7% และมีโอกาสเบรกดาวน์จนถึงเยื่อหุ้มแวคิวโอลส าหรับโพรโทพลาสต์ที่สกัดจาก
ดอกอัญชัน. นอกจากนี้ยังพบว่า ที่เวลาคงอยู่ของพัลส์ความถี่ต่ าที่ 1 ms อัตราการเกิดเบรกดาวน์
เหลือ 20% และ 0% ส าหรับพัลส์ความถี่ต่ าท่ี 100 และ 200 kHz ตามล าดับ. 
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This thesis studies the membrane breakdown of plant cells under constricted 
pulsed electric field by studying membrane breakdown of plant single cell. The author 
did the experiments by using a microfluidic system with insulating walls and orifices 
which can constrict the electric field. The author applied 10 VP of sinusoidal wave, 
pulses of low frequency (fL) = 10, 20, 33, 50, 100 and 200 kHz for the duration (tL) of 
low frequency pulses = 1, 3, 5, 10 and 100 ms. The extracellular conductivity 
of solution is between 45-150 mS/m. The author used two kinds of protoplasts which 
are extracted from Kaiware and Butterfly pea. The experiment results showed that 
for low frequency pulse equal to the critical frequency and tL = 10 ms, breakdown 
probability was 78%. For low frequency pulse equal to 5 times of the critical frequency 
(tL = 10 ms), cell membrane breakdown did not occur. For pulse frequency lower than 
the critical frequency, probability of cell membrane breakdown was 91.7% and 
vacuole membrane breakdown might occur for protoplasts extracted from Butterfly 
pea. Moreover, when tL = 1 ms, the probabilties were 20% and 0% for fL = 100 and 200 
kHz, respectively.   
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

ในปัจจุบันโลกมีความต้องการทางด้านอาหารสูงขึ้นเนื่องจากจ านวนประชากรที่เพ่ิมขึ้น  จึงมี
ความจ าเป็นที่ต้องเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตสินค้าทางการเกษตร เพ่ือตอบสนองต่อความ
ต้องการของผู้บริโภค. ไทยเป็นหนึ่งในประเทศท่ีมีผลผลิตหลักเป็นสินค้าทางด้านเกษตรและผลิตภัณฑ์
แปรรูปทางการเกษตรจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องพัฒนาประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตและแปรรูป
สินค้าเกษตรให้ทันความต้องการของตลาด และสามารถแข่งขันกับนานาชาติได้.  การวิจัยเพ่ือพัฒนา
ประสิทธิภาพกระบวนการผลิตและคุณภาพของผลิตภัณฑ์มีวิธีหนึ่งที่น่าสนใจคือ การใช้สนามไฟฟ้า
แบบพัลส์ (Pulsed Electric Field, PEF).  

 PEF คือ กระบวนการที่ป้อนไฟฟ้าแบบพัลส์ในช่วงเวลาสั้นๆ (อยู่ระหว่างไมโครวินาที จนถึง 
มิลลิวินาที) ให้กับสารที่อยู่ระหว่างขั้วอิเล็กโทรด . แรงดันไฟฟ้าท าให้เกิดสนามไฟฟ้าระหว่างขั้ว
อิเล็กโทรด โดยสารที่อยู่ภายใต้สนามไฟฟ้าเป็นเซลล์สิ่งมีชีวิต เช่น เซลล์พืชหรือแบคทีเรีย . 
สนามไฟฟ้าที่มีขนาดสูงเพียงพอจะท าให้สภาพซึมผ่านได้  (permeability) ของเยื่อหุ้มเซลล์
เปลี่ยนแปลง ท าให้สารที่อยู่ภายในเซลล์สามารถผ่านออกมาสู่ภายนอกหรือสารภายนอกสามารถซึม
เข้าสู่ภายในเซลล์ [1]. จากหลักการที่กล่าวมา จึงมีนักวิจัยหลายท่านได้ศึกษาถึงความเป็นไปได้ในการ
ประยุกต์ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์กับอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับการเกษตร โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหาร
ไม่ว่าจะเป็นกระบวนการผลิต เช่น การท าน้ าผลไม้ การสกัดสาร การควบคุมและรักษาคุณภาพของ
สินค้า เช่น การฆ่าเชื้อแบคทีเรีย เป็นต้น. 

 

1.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 N. Grimi, F. Mamouni, N. Lebovka, E. Vorobiev แ ล ะ  J. Vaxelaire ไ ด้ ท ด ล อ ง
เปรียบเทียบลักษณะเฉพาะของน้ าแอปเปิลที่ได้จากการผลิตด้วยกรรมวิธีปกติ กับน้ าแอปเปิลที่ได้จาก
การใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ช่วยในการผลิต. การทดลองท าโดยป้อนสนามไฟฟ้าความเข้ม 400 V/cm 
และให้ความดัน 3 bar แก่ตัวอย่าง 3 ชนิด คือ น้ าแอปเปิลที่ได้จากกรรมวิธีปกติ น้ าแอปเปิลที่ได้จาก
การป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ให้กับผลแอปเปิลก่อนที่จะน าผลแอปเปิลไปฝานและน้ าแอปเปิลที่ได้
จากการป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ให้กับผลแอปเปิลถูกฝานแล้ว . ผลที่ได้พบว่า กรรมวิธีปกติให้น้ า
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แอปเปิล 44 กรัมต่อเนื้อแอปเปิล 100 กรัม ในขณะที่วิธีป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ให้ผลแอปเปิล
ก่อนที่จะน าไปฝานให้น้ าแอปเปิล 58 กรัมต่อเนื้อแอปเปิล 100 กรัม และผลที่ได้จากการฝานผล
แอปเปิลก่อนป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์คือ 64 กรัมต่อเนื้อแอปเปิล 100 กรัม [2].  

 T. Gachovska, D. Cassada, S. Jeyamkondam, M. Hanna, H. Thippareddi และ  D. 
Snow ได้เปรียบเทียบผลการสกัดสารแอนโทไซยานิน (anthocyanin) จากกะหล่ าปลีสีแดงด้วยวิธีที่
ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ กับผลที่ได้จากวิธีที่ไม่ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์.  คณะผู้วิจัยใช้สนามไฟฟ้าแบบ
พัลส์ขนาด 2.5 kV/cm ที่มคีวามกว้างของพัลส์ 15 µs จ านวน 50 พัลส์. พลังงานจ าเพาะที่ใช้ต่อมวล 
(specific energy)เท่ากับ 15.63 J/g . ผลการทดลองพบว่าสารแอนโทไซยานินที่สกัดด้วยวิธีที่ใช้
สนามไฟฟ้าแบบพัลส์มีมากกว่าแบบที่ไม่ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ถึง 2.15 เท่า [3]. 

 I. Aguilo-Aguayo, M. Montero-Calderon, R. Soliva-Fortuny และ O. Martin-Belloso 
ได้เปรียบเทียบคุณภาพของน้ าแตงโมระหว่างวิธีที่ใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ความเข้มสูง (HIPEF) ในการ
ฆ่าเชื้อ กับการใช้ความร้อน 90 oC เป็นเวลา 30 หรือ 90 วินาที. ในการทดลองนี้ คณะผู้วิจัยได้
เปรียบเทียบจากปริมาณสารประกอบที่มีผลต่อกลิ่นหอมของน้ าแตงโมที่คงเหลือภายหลังจากการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 56 วัน. ผลที่ได้รับแสดงว่าน้ าแตงโมที่ฆ่าเชื้อด้วยวิธีที่ใช้สนามไฟฟ้า
แบบพัลส์ความเข้มสูงมีปริมาณความเข้มข้นของ hexanal, (E)-2-nonenal,  nonanal, 6-methyl-
5-hepten-2-one และ geranylacetone ซึ่งมีผลต่อกลิ่นหอมของน้ าแตงโม มากกว่าน้ าแตงโมที่ฆ่า
เชื้อด้วยวิธีการใช้ความร้อน. นอกจากที่กล่าวมาแล้วยังพบว่า ในระหว่างฆ่าเชื้อ การใช้สนามไฟฟ้า
แบบพัลส์ความเข้มสูงลดการระเหยของน้ าแตงโม และสารประกอบในระหว่างกระบวนการมากกว่า
การฆ่าเชื้อด้วยการใช้ความร้อน [4].  

 K. V. Loginova, M. V. Shynkaryk, N. I. Lebovka และ E. Vorobiev ได้ศึกษาผลกระทบ
ต่อประสิทธิภาพในการสกัดสารที่ได้จากเนื้อเยื่อของต้น chicory ที่ได้จากการใช้ความร้อนและ
สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ โดยใช้ความสนามไฟฟ้าที่มีความเข้มตั้งแต่ 100–600 V/cm ในช่วงเวลา 1 
ms–50 s อุณหภูมิ 20–80 oC. ผลการศึกษาแสดงว่า การใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์มีผลท าให้ปริมาณ
สารที่ได้จากเนื้อเยื่อของต้น chicory มีปริมาณเพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับสารที่สกัดด้วยวิธีที่ไม่ใช้
สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ที่ใช้อุณหภูมิเดียวกัน. ผลการทดลองยังแสดงให้เห็นว่า การใช้สนามไฟฟ้าแบบ
พัลส์ท าให้อัตราการแพร่ของสารภายในเนื้อเยื่อต้น chicory ออกมาภายนอกเซลล์มีมากข้ึนท าให้สกัด
สารได้มากขึ้นแม้ว่าจะอยู่ในอุณหภูมิเพียง 20–40 oC. นอกจากนี้ คณะผู้วิจัยพบว่าการใช้สนามไฟฟ้า
แบบพัลส์ช่วยในการสกัดสารสามารถลดพลังงานที่ใช้ในการกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาได้เมื่อเทียบการใช้
พลังงานความร้อนในการสกัดเพียงอย่างเดียว [5]. 
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 K. V. Loginova, N. I. Lebovka และE. Vorobiev ได้ศึกษาการสกัดสีจากบีทสีแดง (red 
beet) ด้วยวิธีการใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์และวิธีแบบแบบทั่วไป โดยป้อนพัลส์แบบรูปคลื่นสี่เหลี่ยม
ขั้วเดียว (monopolar rectangular) ที่มีความกว้างพัลส์ 100 µs และมีความเข้มสนามไฟฟ้าตั้งแต่ 
375–1500 V/cm เป็นเวลา 0–0.2 วินาที ที่อุณหภูมิ 30–80 oC. ผลที่ได้แสดงว่าสนามไฟฟ้าแบบ
พัลส์มีผลกระทบต่ออัตราเร่งของการสกัด betalains ท าให้เวลาที่ใช้ในการสกัดสารดังกล่าวลดลง [6].  

 งานวิจัยที่ได้กล่าวมาแสดงให้เห็นว่า เมื่อน าสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ไปใช้ในการผลิต จะมี
ประโยชน์ต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพของการสกัดสารต่างๆจากพืช และต่อการรักษาคุณภาพของ
ผลิตภัณฑ์ ท าให้ประสิทธิภาพของการผลิตสูงขึ้นและผลิตภัณฑ์ที่ได้มีคุณภาพดีขึ้น. 

ในการใช้งานสนามไฟฟ้าแบบพัลส์กับกระบวนการจัดการผลิตภัณฑ์อาหารจากพืช เราต้อง
เข้าใจถึงตัวแปรที่มีผลกระทบต่อเซลล์ที่อยู่ภายใต้สนามไฟฟ้า . G. Saulis ได้อธิบายกระบวนการที่
เกิดข้ึนต่อเซลล์เมื่อได้รับสนามไฟฟ้าจากภายนอก โดยแบ่งออกได้เป็น 4 ขั้นตอน [1] คือ 

1) เกิดศักยไ์ฟฟ้าตกคร่อมเยื่อหุ้มเซลล์ 

 2) เกิดช่องเปิด (pore) หรือรูขึ้นที่เยื่อหุ้มเซลล์ 

 3) จ านวนของรูเล็กและขนาดของรูเพิ่มขึ้น ในระหว่างการป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ 

 4) หลังจากหยุดป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ เซลล์จะกลับคืนสู่สภาพเดิมในกรณีที่การเกิดช่อง
เปิดไม่ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์เบรกดาวน์โดยสมบูรณ์.  

 จากกระบวนการข้างต้นจะพบว่า สิ่งที่ส าคัญในที่ควบคุมการเกิดเบรกดาวน์ของเซลล์คือการ
ควบคุมสภาพซึมผ่านได้  (permeability) ของเยื่อหุ้มเซลล์  จึงมีงานวิจัยหลายชิ้นได้ค้นคว้า
ความสัมพันธ์และเงื่อนไขต่างๆ เพ่ืออธิบายตัวแปรที่มีผลต่อสภาพซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ภายใต้
สนามไฟฟ้าแบบพัลส์.  

 S. Ersus และ D. M. Barrett ได้ศึกษาผลของความเข้มของสนามไฟฟ้าและจ านวนของพัลส์
ต่อเซลล์ของเนื้อเยื่อหอมหัวใหญ่ เพ่ือท าความเข้าใจการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อพืชหลังจากได้รับ
สนามไฟฟ้าแบบพัลส์. คณะผู้วิจัยได้ป้อนสนามไฟฟ้าที่มีค่าความเข้มของสนามคงที่ 2 ค่า (167 และ 
333 V/cm) ความกว้างพัลส์ 100 µs ความถี่ 1 Hz และใช้จ านวนพัลส์ตั้งแต่ 1–100 พัลส์ ให้แก่
หอมหัวใหญ่ชนิด sabroso ที่ฝานเป็นแผ่นกลมเส้นผ่าศูนย์กลาง 20 mm หนา 4 mm แล้ววัดผลการ
ทดลองจากการรั่วไหลของไอออนและการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ (สังเกตความเปลี่ยนแปลงด้วยการ
ย้อมสีแดง). ผลการทดลองพบว่า เมื่อป้อนสนามไฟฟ้าความเข้ม 167 V/m การรั่วไหลของไอออนมี
เพ่ิมมากขึ้น และจากการส่องกล้องจุลทรรศน์พบว่าเซลล์ยังไม่เกิดการรั่ว แต่ช่องว่างอากาศระหว่าง
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แต่ละเซลล์ได้หายไปเนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์. คณะผู้วิจัยพบว่าการ
ป้อนสนามไฟฟ้าความเข้ม 333 V/cm ท าให้เซลล์เกิดการรั่วและไม่สามารถกลับคืนสภาพเดิมได้ และ
เมื่อเพ่ิมจ านวนของพัลส์ท าให้จ านวนของเซลล์ที่รั่วเพ่ิมมากขึ้นจนมีจ านวนถึง 92.2+5.9% ของเซลล์
ทั้งหมดเม่ือจ านวนพัลส์ที่ป้อนมีจ านวน 100 พัลส์ [7].  

 S. Asavasanti, W. Ristenpart, P. Stroeve, และ D. M. Barrett ได้ศึกษาผลกระทบจาก
ความถี่ของพัลส์ต่อความสมบูรณ์เนื้อเยื่อหัวหอม โดยใช้ปริมาณการเปลี่ยนแปลงของลักษณะเฉพาะ
ทางไฟฟ้า การรั่วไหลของไอออน ตัวแปรของเนื้อสาร และเปอร์เซ็นต์ของการสูญเสียน้ าหนักเป็น
ตัวชี้วัด. ในการทดลองนี้คณะผู้วิจัยได้ป้อนสนามไฟฟ้าที่มีค่าความเข้มของสนามและจ านวนของพัลส์
เป็นค่าคงตัวแล้วทดลองปรับค่าความถี่ของสนามไฟฟ้าตั้งแต่ 1–5000 Hz. ผลการทดลองพบว่าการ
ป้อนสนามไฟฟ้าความถี่ต่ า (น้อยกว่า 1 Hz) มีผลท าให้ความสมบูรณ์ของเนื้อเยื่อหัวหอมลดลงมากกว่า
การป้อนสนามไฟฟ้าความถี่สูง [8]. 

 E. Puertolas, N. Lopez, G. Saldana, I. Alvarez และ J. Raso ได้ศึกษาความเป็นไปได้ใน
การน าสนามไฟฟ้าแบบพัลส์แบบต่อเนื่องมาใช้ในการปรับปรุงกระบวนการสกัดสารแอนโทไซยานิน  
(anthocyanin) และฟีนอล (phenol) จากกระบวนการหมักไวน์ . ในการทดลองนี้คณะผู้วิจัยได้
ทดลองในห้องปฏิบัติการโดยทดลองป้อนสนามไฟฟ้าต่อเนื่องที่มีความเข้ม 2, 5 และ 7 kV/cm 
ตามล าดับ ให้กับห้องฆ่าเชื้อแบบ colinear  และใช้องุ่นแดงจ านวน 3 สายพันธุ์ (cabernet 
sauvignon, syrah และ merlot) เพ่ือศึกษาผลของการสกัดสาร.  ผลการทดลองพบว่า การเพิ่มความ
เข้มของสนามไฟฟ้าตั้งแต่ 2–7 kV/cm ท าให้อัตราการสกัดสารแอนโทไซยานิน และฟีนอลที่ได้จาก
การป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ให้กับองุ่นแดงทั้ง 3 สายพันธุ์มีค่าเพ่ิมขึ้น. นอกจากนั้นคณะผู้วิจัยยังพบ
อีกว่าหลังจากการป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ให้กับองุ่นแดงทั้ง 3 สายพันธุ์ องุ่นแดงพันธุ์ cabernet 
sauvignon มีผลการสกัดสารแอนโทไซยานินและฟีนอลสูงกว่าองุ่นแดงพันธุ์ syrah และ merlot [9]. 

 F. Sampedro, A. Rivas, D. Rodrigo, A. Martinez และ M. Rodrigo ได้ศึกษาผลกระทบ
ของความเข้มของสนามไฟฟ้า ระยะเวลาในการป้อนสนามไฟฟ้า อุณหภูมิที่ใช้ในกระบวนการและ
ความกว้างของพัลส์ ที่มีต่อการใช้สนามไฟฟ้าแบบพัลส์ในการยับยั้งแบคทีเรียสายพันธุ์ lactobacillus 
plantarum ที่มีอยู่ในนมรสส้ม. การวิจัยได้ป้อนสนามไฟฟ้าความเข้ม 35×105 V/m และ 40×105 
V/m. เวลาในการป้อนสนามไฟฟ้าคือ 40–130 µs และอุณหภูมิอยู่ในช่วง 35–55 oC. ผลการศึกษา
พบว่าการป้อนสนามไฟฟ้าที่มีความเข้มสูงมีผลในการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียมากกว่าการป้อน
สนามไฟฟ้าที่มีความเข้มต่ า โดยค่าที่ยับยั้งแบคทีเรียสูงที่สุดคือ ที่สนามไฟฟ้าความเข้ม 40×105 V/m 
เวลาในการป้อน 130 µs และอุณหภูมิน้อยกว่า 55 oC. นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังพบว่าการเพ่ิม
อุณหภูมิที่ใช้ในกระบวนการ (ใช้อุณหภูมิตั้งแต่ 35–55 oC) มีผลยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียมากขึ้น 
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ท าให้ลดการใช้พลังงานลง แต่การเพิ่มความกว้างของพัลส์จาก 2.5 µs เป็น 4 µs ไม่พบว่ามีผลต่อการ
ยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรีย [10].  

 งานวิจัยที่กล่าวมาพบว่า ในการป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ให้กับเซลล์  ความเข้มของ
สนามไฟฟ้าที่ป้อน ระยะเวลาในการป้อนสนามไฟฟ้า จ านวนของพัลส์ที่ใช้และความถี่ของสนามไฟฟ้า
ที่ป้อนมีผลต่อผลการทดลองที่ได้รับ แต่ยังไม่สามารถระบุความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยที่มีต่อผลการ
ทดลองได้อย่างชัดเจน. นอกจากนี้งานวิจัยแต่ละงานมีรูปแบบใช้ในการทดลองกับเซลล์แตกต่างกัน
รวมทั้งชนิดของเซลล์ที่ใช้ก็แตกต่างกัน ท าให้เงื่อนไขที่ใช้จึงแตกต่างกัน และงานวิจัยส่วนใหญ่เป็น
การศึกษาในภาพรวมเป็นหลัก โดยเน้นไปที่ผลการทดลองที่ได้รับเมื่อป้อนค่าพารามิเตอร์ต่างๆให้กับ
เซลล์ที่ท าการทดลองแต่ไม่ได้เจาะลึกถึงระดับเซลล์เดี่ยว. อีกทั้งการศึกษาในภาพรวมท าให้
แรงดันไฟฟ้าที่ป้อนจึงมีค่ามากตามไปด้วย. วิทยานิพนธ์นี้จะทดลองป้อนสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ให้กับ
เซลล์พืชในระดับเซลล์เดี่ยวผ่านช่องทางการไหลของเซลล์ขนาดไมโครที่ภายในแชนเนลถูกออกแบบ
ให้เป็นฉนวนไฟฟ้าเพ่ือควบคุมสนามไฟฟ้าที่เกิดขึ้นภายในแชนเนล . สนามไฟฟ้าที่เกิดขึ้นภายใน
แชนเนลจะช่วยควบคุมต าแหน่งในการเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้สามารถแรงดันไฟฟ้าที่มีค่า
น้อย [11, 12]. หลังจากนั้น สังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลล์พืชภายใต้เงื่อนไขต่างๆของพัลส์
สนามไฟฟ้า.  

 

1.3 วัตถุประสงค์ 

เพ่ือศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่างๆในการป้อนสนามไฟฟ้าต่อการเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์
ในระดับเซลล์เดี่ยว โดยอาศัยเทคนิคทางการผลิตขนาดไมโครสร้างรูปแบบของการกระจาย
สนามไฟฟ้าที่เหมาะสมในช่องทางการไหลของเซลล์ขนาดไมโคร เพ่ือเป็นพื้นฐานส าหรับการใช้งานวิธี 
PEF ในระดับมหภาคต่อไป. 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 พัฒนาแพลตฟอร์มส าหรับการศึกษาผลของสนามไฟฟ้าในระดับเซลล์เดี่ยว. 

 1.4.2 ได้องค์ความรู้พ้ืนฐานที่ส าคัญเกี่ยวกับการเกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์. 
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1.5. ระเบียบวิธีวิจัย 

1.5.1 ศึกษาพ้ืนฐานเกี่ยวกับโครงสร้างของเซลล์และบทความวิจัยที่เกี่ยวข้องกับเทคนิค
สนามไฟฟ้าแบบพัลส์. 

 1.5.2 ศึกษาทฤษฎีเกี่ยวกับการเกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง. 

 1.5.3 ศึกษาเทคนิคการผลิตชิ้นงานแบบไมโคร จัดท าไมโครแชนเนลส าหรับสารละลายเซลล์
ที่จะใช้ในการทดลอง และสร้างอิเล็กโทรดที่มีลักษณะรูปร่างเหมาะสม. 

 1.5.4 ท าการทดลองบนแพลตฟอร์มที่ผลิตขึ้นโดยใช้โพรโทพลาสต์ที่แยกมาจากพืชและ
วิเคราะห์ผลที่ได้เมื่อแปรค่าพารามิเตอร์ทางไฟฟ้า เช่น ความถี่ เวลาคงอยู่ของพัลส์ จ านวนพัลส์ เป็น
ต้น. 

 1.5.5 สรุปผลงานวิจัย 

 

1.6. ขอบเขตของการวิจัย 

 วิทยานิพนธ์นี้มีขอบเขตงานวิจัยเกี่ยวกับการเกิดเบรกดาวน์ของเซลล์พืชซึ่งมีขนาดซึ่งมีขนาด
ปกติตั้งแต่ 20 µm ขึ้นไป และจ ากัดการศึกษาในระดับเซลล์เดี่ยวเป็นหลัก. 
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บทที่ 2 
ทฤษฏีที่เกี่ยวข้อง 

2.1 โครงสร้างพ้ืนฐานของเซลล์พืช 

เซลล์ คือ หน่วยย่อยที่เล็กที่สุดของสิ่งมีชีวิต. สิ่งมีชีวิตทุกชนิดไม่ว่าจะเป็นพืชหรือสัตว์ล้วน
ประกอบขึ้นจากเซลล์. เซลล์สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด [13] คือ 

  1) เซลล์ที่ไม่มีนิวเคลียส (Prokaryotic cells) เซลล์ชนิดนี้จะมีขนาดเล็ก โดยทั่วไปได้แก่ 
เซลล์พืชชั้นต่ า เซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน เซลล์แบคทีเรีย เป็นต้น. 

          2) เซลล์ทีมี่นิวเคลียส (Eukaryotic cells) เซลล์ชนดินี้จะมีขนาดใหญ่กว่าเซลล์ในชนิดแรก 
ได้แก่ เห็ด รา เซลล์ของพืชและสัตว์ทั่วไป. 

 
รูปที่ 1 โครงสร้างพื้นฐานของเซลล์พืช [14]. 

 

 เซลล์พืชประกอบด้วยโครงสร้างส าคัญ 4 อย่างได้แก่ 

1) ผนังเซลล์ (Cell Wall) เป็นส่วนที่อยู่ภายนอกสุดของเซลล์พืชโดยท าหน้าที่ห่อหุ้มเซลล์พืช
ไว้. โครงสร้างของผนังเซลล์ประกอบขึ้นมาจากเซลลูโลส เพกทิน ลิกนิน ที่เชื่อมต่อกันเป็นโครงข่าย.  
ผนังเซลล์จะพบเฉพาะในเซลล์พืช แบคทีเรีย สาหร่ายและรา. 

  2) เยื่อหุ้มเซลล์ (Cell membrane) เป็นส่วนที่ส าคัญต่อการคงอยู่ของเซลล์ .  เยื่อหุ้มเซลล์
ท าหน้าที่ก าหนดขอบเขตของเซลล์ท าให้เซลล์คงรูปอยู่ได้และรักษาสภาพความแตกต่างระหว่าง
ภายในเซลล์กับภายนอกเซลล์.  เยื่อหุ้มเซลล์มีลักษณะเป็นเยื่อหุ้มบางประกอบด้วยชั้นไขมันและ
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โปรตีน. เยื่อหุ้มเซลล์มีรูเล็กๆ ท าให้สามารถจ ากัดขนาดของโมเลกุลของสารที่จะผ่าน. เยื่อหุ้มเซลล์จึง
มีสมบัติเป็นเยื่อเลือกผ่าน (Semipermeable membrane).  

3) ไซโทพลาสซึม (Cytoplasm) ประกอบด้วยส่วนที่เป็นของเหลว (Cytosol) และส่วนที่เป็น
อวัยวะเซลล์ (Organelles) ลอยอยู่ภายใน. ส่วนที่เป็นของเหลว (Cytosol) เป็นแหล่งสังเคราะห์และ
ย่อยสลายโปรตีนและเป็นศูนย์กลางการเกิดเมแทบอลิซึม.  ส่วนที่เป็นอวัยวะเซลล์หรือออร์แกเนลล์ที่
ลอยอยู่ภายในของเหลวประกอบด้วย 

3.1) ร่างแหเอนโดพลาสซึม (Endoplasmic reticulum) เป็นแหล่งสังเคราะห์ไขมันและ
โปรตีนแล้วส่งต่อไปยังกอลไจแอปพาราตัส (Golgi apparatus). 

 3.2) กอลไจแอปพาราตัส (Golgi apparatus) เป็นแหล่งสะสมโปรตีนและไขมันที่รับมาจาก
ร่างแหเอนโดพลาสซึมและส่งออกไปยังภายนอกเซลล์. 

 3.3) ไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) เป็นแหล่งสร้างพลังงานให้แก่เซลล์. 

 3.4) พลาสทิด (Plastid) เป็นอวัยวะเซลล์ที่พบเฉพาะในพืช. พลาสทิดที่ส าคัญชนิดหนึ่งคือ
คลอโรพลาสต์ (Chloroplast) ที่ช่วยในกระบวนการสังเคราะห์แสงของพืช. 

 3.5) ไลโซโซม (Lysosomes) เป็นแหล่งสะสมเอนไซม์ที่ช่วยในการย่อยสลายอวัยวะเซลล์ที่
เสื่อมสภาพ. 

 3.6) เพอร์ออกซิโซม (Peroxisomes) เป็นแหล่งสะสมเอนไซม์ที่ช่วยในการย่อยสลาย H2O2 
ที่เกิดจากกระบวนการออกซิเดชัน (Oxidation). 

 3.7) แวคิวโอล (Vacuole) พบในพืชและเชื้อรา.  แวคิวโอลมีลักษณะเป็นถุงมีของเหลวอยู่
ภายในประกอบไปด้วยเอนไซม์หลายชนิด. ในเซลล์พืชแวคิวโอลจะท าหน้าที่หลายอย่าง เช่น เป็น
แหล่งสะสมสารอาหารที่ส าคัญและของเสียที่เกิดขึ้น เป็นแหล่งก าจัดส่วนที่เสื่อมสภาพของเซลล์ 
ควบคุมการเพิ่มขนาดของเซลล์และควบคุมแรงดันออสโมติค.  

          4) นิวเคลียส (Nucleus) เป็นแหล่งสะสม DNA และสารพันธุกรรม. นิวเคลียสถูกห่อหุ้มด้วย
เยื่อหุ้มนิวเคลียสซึ่งมี 2 ชั้นและมีลักษณะเป็นรูพรุน . ส าหรับเซลล์ทั่วไป นิวเคลียสจะมีปริมาตร
ประมาณ 10% ของปริมาตรเซลล์ทั้งหมด. 
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2.2 เบรกดาวน์ทางไฟฟ้าของเยื่อหุ้มเซลล์ 

เมื่ออยู่ภายใต้สนามไฟฟ้า เซลล์สิ่งมีชีวิตจะเกิดศักย์ไฟฟ้าตกคร่อมเยื่อหุ้มเซลล์ เนื่องจากการ
อัดประจุที่ด้านทั้งสองของเยื่อหุ้มเซลล์ซึ่งมีสภาพน าไฟฟ้าต่ ากว่าตัวกลางด้านในและด้านนอกมาก. ใน
สภาวะคงตัวภายใต้สนามไฟฟ้าสม่ าเสมอแบบกระแสตรง E จะได้ความสัมพันธ์ของแรงดันตกคร่อม
เยื่อหุ้มเซลล์ VM เป็น [15] 

       cos5.1 rEV
M
                                             (1) 

โดยที่ r คือ รัศมีของเซลล์ และ α คือ มุมที่รัศมีของเซลล์กระท าต่อทิศทางของสนามไฟฟ้า อ้างอิง
ตามรูปที่ 2. 

สมการที่ (1) แสดงว่า VM มีขนาดสูงสุดที่บริเวณข้ัวด้านบนและขั้วด้านล่าง (α = 0 หรือ π ) 
โดยสมการที่ (1) สมมติให้เซลล์มีลักษณะเป็นทรงกลมและละเลยสภาพน าของเยื่อหุ้มเซลล์ .  เมื่อ
แรงดันไฟฟ้า VM สูงกว่าค่าวิกฤติค่าหนึ่ง จะเกิดการเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์ขึ้น . การเบรกดาวน์
อาจเป็นแบบชั่วครู่ซึ่งเยื่อหุ้มเซลล์สามารถคืนสภาพฉนวนไฟฟ้าได้หลังจากตัดสนามไฟฟ้าออกไปแล้ว 
หรือเป็นการเบรกดาวน์แบบถาวรซึ่งท าให้เซลล์ตายได้ (Cell lysis). 

 การเบรกดาวน์แบบชั่วครู่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในทางการเชื่อมเซลล์ด้วยไฟฟ้า 
(Electrofusion) หรือการฉีดสารเข้าสู่เซลล์ด้วยไฟฟ้า (Electroinjection) . การเบรกดาวน์แบบถาวร
สามารถน าไปใช้งานในด้านการยับยั้งการเติบโตของเซลล์แบคทีเรีย (Inactivation) การสกัดสาร 
(Extraction)  การขจัดน้ า (Dehydration). 

 
รูปที่ 2 แบบจ าลองของเซลล์เมื่ออยู่ภายใต้สนามไฟฟ้า. 
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ในกรณีที่สนามไฟฟ้าที่ป้อนให้กับเซลล์เป็นแบบกระแสสลับรูปคลื่นไซน์มีความถี่เชิงมุม  

แรงดันตกคร่อมเยื่อหุ้มเซลล์ที่เกิดข้ึนจะมีค่าตามความสัมพันธ์ [15] 

2)(1

cos5.1








rE
V

M
                                                  (2) 

โดยที่      คือ ค่าคงตัวเวลาของการอัดประจุเซลล์ (Relaxation time). 

 ส าหรับกรณีที่ละเลยสภาพน าของเยื่อหุ้มเซลล์ ค่าคงตัวเวลาของการอัดประจุเซลล์จะเป็นไป
ตามความสัมพันธ์[15] 











2

e

im
rC


                                    (3) 

โดยที่  Cm คือ ความจุไฟฟ้าจ าเพาะของเยื่อหุ้มเซลล์ (Specific membrane capacitance). 

         i  คือ สภาพต้านทานของตัวกลางภายในเซลล์. 

         e คือ สภาพต้านทานของตัวกลางภายนอกเซลล์. 

ปกติแล้วเยื่อหุ้มเซลล์โดยทั่วไปจะเบรกดาวน์ที่แรงดันประมาณ 1 V [15]. หากพิจารณาเซลล์
ที่มีรัศมี 10 µm สภาพน าของตัวกลางภายในเซลล์มีค่าเป็น 1 S/m [12] สภาพน าของตัวกลาง
ภายนอกเซลล์มีค่าเป็น 50 mS/m ค่าความจุไฟฟ้าจ าเพาะของเยื่อหุ้มเซลล์เป็น 1 µF/cm2 จาก
ความสัมพันธ์ตามสมการที่ (3) จะได้ค่าคงตัวเวลาของการอัดประจุเซลล์  = 1.1 µs. เมื่อใช้แรงดัน
รูปคลื่นความถี่ 1 kHz สร้างสนามไฟฟ้า E จะต้องใช้ค่ายอดของสนามไฟฟ้าเท่ากับ 66.67 kV/m 
เพ่ือให้ได ้VM = 1 V ที่ข้ัวของเซลล์ (α = 0 หรือ π ) ตามสมการที่ (2).  

 

2.3 สนามไฟฟ้าที่ถูกควบคุมการกระจาย 

 เพ่ือที่จะลดแรงดันที่ป้อนให้เซลล์ในการกระตุ้นให้เกิดการเบรกดาวน์ ผู้วิจัยจึงได้น าระบบ
ของไหลขนาดไมโคร (microfluidics) เข้ามาช่วย. ภายในช่องทางของไหลสารละลายเซลล์จะมีก าแพง
ฉนวน (insulating wall) กั้นตรงกลางของช่องทางของไหล และจะมีช่องเปิด (orifice) ที่อยู่ระหว่าง
ก าแพงฉนวนดังแสดงในรูปที่ 3. ช่องเปิดที่อยู่ภายใต้สนามไฟฟ้าจากขั้วอิเล็กโทรดดังแสดงในรูปที่ 3 
ควบคุมทิศทางการไหลของกระแสไฟฟ้าภายในช่องทางเดินสาร ท าให้บริเวณช่องเปิดนี้มีความ
หนาแน่นกระแสสูงมาก และหากเซลล์อยู่ในต าแหน่งดังกล่าว ความหนาแน่นกระแสสูงจะช่วยท าให้
การอัดประจุไฟฟ้าที่เยื่อหุ้มเซลล์เกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว. สนามไฟฟ้าที่ถูกควบคุมนี้ลดแรงดันที่ต้องป้อน
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ให้แก่เซลล์. สังเกตว่า ส าหรับผลของสนามไฟฟ้าที่ถูกควบคุมที่ช่วยการอัดประจุที่เยื่อหุ้มเซลล์  ช่อง
เปิดควรมีขนาดเล็กกว่าเซลล์เพ่ือลดการรั่วไหลของกระแสไฟฟ้าระหว่างเซลล์และก าแพงฉนวน. 

 
รูปที่ 3 สนามไฟฟ้าที่ถูกควบคุมด้วยช่องเปิด (orifice) บนก าแพงฉนวน. 

 

2.4 เทคนิคการผลิตชิ้นงานขนาดไมโครส าหรับทดลอง 

2.4.1 วิธี Soft lithography 

Soft lithography เป็นวิธีที่ใช้ในการผลิตชิ้นงานขนาดไมโคร และมีบทบาทส าคัญในระบบ
ของไหลขนาดไมโคร. Soft lithography สามารถใช้สร้างได้ตั้งแต่แชนเนลรูปแบบพ้ืนฐานอย่างง่ายไป
จนถึงไมโครแชนเนลขนาดเล็กที่ซับซ้อน [16]. Soft lithography เริ่มต้นจากการสร้างแม่พิมพ์บน
แผ่นแก้วหรือซิลิคอนด้วยวิธี photolithography [17] และน าแม่พิมพ์ไปสร้างไมโครแชนเนลด้วยสาร
พอลิเมอร์ต่างๆ เช่น polydimethylsiloxane (PDMS).  ขั้นตอนการท าไมโครแชนเนลในวิทยานิพนธ์
นี้สามารถอธิบายแบบย่อตามรูปที่ 4 ดังนี้. 

 (1) ติดฟิล์มไวแสง (photoresist) กับฐานรอง (substrate) ซึ่งท ามาจากแผ่นแก้วสไลด์. 

 (2) น าฟิล์มไวแสงไปฉายแสง UV โดยควบคุมต าแหน่งของฟิล์มที่ได้รับแสงด้วย photomask 
ซึ่งแสดงรูปร่างของไมโครแชนเนล. 

 (3) ฟิล์มไวแสงส่วนที่ได้รับแสง UV จะเปลี่ยนสภาพในกรณีที่ เป็นฟิล์มไวแสงแบบลบ 
(negative photoresist).   

(4) Develop ฟิล์มที่ผ่านการฉายแสง UV ท าให้เหลือเฉพาะส่วนที่เป็นรูปร่างของแชนเนลที่
จะน าไปท าแม่พิมพ์ต่อไป. 

Electrode gap 

Orifice 

Cell 

Insulating wall 

Field line 

Electrode 

Electrode 
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(5) เท PDMS ซึ่งเป็นยางซิลิโคนชนิดหนึ่งลงใส่แม่พิมพ์ และน าไปอบเพ่ือให้ PDMS แข็งตัว. 

(6) ลอก PDMS ที่แห้งแล้วออกจากแม่พิมพ์ จะได้ไมโครแชนเนล  

 

 
รูปที่ 4 ขั้นตอนการท าไมโครแชนเนลด้วยวิธี Soft lithography. 

 

2.4.2 วิธ ีLift-off 

Lift-off เป็นวิธีหนึ่งส าหรับสร้างชั้นฟิล์มบางของวัสดุที่ต้องการบนเป้าหมาย ซึ่งวิทยานิพนธ์นี้
ใช้สร้างอิเล็กโทรดส าหรับป้อนสนามไฟฟ้าให้กับเซลล์ในไมโครแชนเนล . วิธี lift-off เริ่มจากการสร้าง
รูปแบบของอิเล็กโทรดจากฟิล์มไวแสงตามขั้นตอนที่ (1) ถึง (4) ในหัวข้อ 2.3.1 หลังจากนั้นจึงสร้าง
ชั้นฟิล์มบางของอะลูมิเนียมลงบนฟิล์มไวแสงอีกชั้นหนึ่ง. ขั้นตอนการสร้างอิเล็กโทรดด้วยวิธี lift-off  
สามารถอธิบายได้ตามรูปที่ 5. 

 (1) สร้างรูปร่างของฟิล์มไวแสงให้เหลือเฉพาะส่วนที่เป็นแก็ประหว่างส าหรับอิเล็กโทรดโดย
ใช้ขั้นตอนที่คล้ายคลึงกับในหัวข้อ 2.3.1. 

 (2) น าไปเคลือบฟิล์มโลหะ (Al และ Cr) ด้วยวิธี sputtering ทับลงบนชิ้นงาน. 

 (3) ขจัดฟิล์มไวแสงออกด้วยสารละลายที่เหมาะสม จะได้รูปแบบของอิเล็กโทรดที่ต้องการ. 
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รูปที่ 5 ขั้นตอนการสร้างอิเล็กโทรดด้วยวิธี lift-off. 
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บทที่ 3 
การทดลอง 

3.1 การผลิตแชนเนลขนาดไมโคร 

ผู้ท าวิทยานิพนธ์ได้ผลิตแชนเนลขนาดไมโครโดยใช้ฟิล์มไวแสงชนิดลบ (RY-3315EE, Hitachi 

Chemical) ซึ่งมีความหนา 15 µm ติดกับแผ่นแก้วสะอาดเป็นจ านวน 2 ชั้น แล้วน าไปฉายแสงผ่าน 

photomask ที่มีความกว้างของแชนเนล 650 µm ด้วยแสง UV นาน 10 วินาที. หลังจากนั้นใช้

สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 1% โดยมวลเป็น developer. แม่พิมพ์ส าหรับ

การหล่อไมโครแชนเนลที่ได้แสดงดังรูปที่ 6 โดยบริเวณของช่องตรงกลางของแม่พิมพ์จะเป็นส่วนที่

เป็นก าแพงฉนวน (Insulating wall) และบริเวณรอยต่อของก าแพงฉนวนคือช่องเปิด (Orifice).  

 

รูปที่ 6 รูปของแม่พิมพ์ไมโครแชนเนลที่สร้างจากฟิล์มไวแสง. 
 

 
รูปที่ 7 รูปภายในของไมโครแชนเนลที่ได้. 

 

100 µm 

Insulating wall Orifice Insulating wall 

50 µm 
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งานวิจัยนี้ ใช้  PDMS (KE-106, Shin-Etsu) ที่ผสมกับสารบ่ม (CAT-RG, Shin-Etsu) ใน
อัตราส่วน 10:1 โดยมีอุณหภูมิในการบ่ม 120 oC อย่างน้อย 12 ชั่วโมงเป็นสารซิลิโคนที่ขึ้นรูปเป็นไม
โครแชนเนล. รูปที่ 7 แสดงภาพถ่ายภายในไมโครแชนเนลที่ผลิตได้จริงโดยก าแพงฉนวนกว้าง 60 µm 
ช่องเปิดกว้าง 20 µm และมีความลึก 30 µm. รูปที่ 8 (ก) แสดงภาพร่างมุมมองด้านบนของไมโคร
แชนเนล (ข) แสดงภาพร่างมุมมองด้านข้างของไมโครแชนเนลที่ควรผลิตได้ตามแบบ photomask (ค) 
แสดงภาพร่างมุมมองด้านข้างของไมโครแชนเนลที่ได้จากการผลิต. จะพบว่าช่องเปิดที่ผลิตได้จริงจะมี
ขนาดกว้างกว่าเมื่อเทียบกับ photomask ซึ่งเป็นผลจากการ develop ฟิล์มไวแสงในขั้นตอนการ
สร้างแม่พิมพ์. 

 
รูปที่ 8 ภาพร่างของไมโครแชนเนล. 

(ก) มุมมองด้านบน (ข) มุมมองด้านข้างตาม photomask (ค) มุมมองด้านข้างที่ผลิตได้. 

 

3.2 การผลิตอิเล็กโทรด 

 น าฟิล์มไวแสงชนิดลบ (RY-3315EE, Hitachi Chemical) ที่มีความหนา 15 µm ติดกับแผ่น
แก้วสะอาด แล้วน าไปฉายแสง UV ผ่าน photomask ซึ่งมีรูปร่างของมีอิเล็กโทรดที่มีแก็ป 400 µm 
เป็นเวลานาน 5 วินาที. ใช้สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 1% โดยมวลเป็น 
developer จะได้แผ่นแก้วที่มีรูปร่างตามอิเล็กโทรดที่ต้องการ .  น าแผ่นแก้วดังกล่าวไปเคลือบฟิล์ม
โครเมียมและอะลูมิเนียมด้วยกระบวนการ Sputtering. โดยขั้นตอนการ sputtering เริ่มต้นจากการ
ท าความสะอาดผิวหน้าด้วย plasma ที่ 75 W เป็นเวลา 5 นาที. หลังจากนั้นจึงเคลือบชั้นฟิล์ม
โครเมียมโดยใช้ปรับกระแสเป็น 0.3 A เป็นเวลา 12 นาที แล้วจึงเคลือบชั้นฟิล์มอะลูมิเนียมโดยปรับ
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กระแส 0.2 A เป็นเวลา 5 นาที่ จ านวน 3 รอบ. ในการเคลือบชั้นอะลูมิเนียมแต่ละรอบ เมื่อครบ 5 
นาที จะต้องพักเครื่องไว้อย่างน้อย 5 นาที่เพ่ือป้องกันความร้อนที่เกิดในกระบวนการซึ่งจะท าให้ฟิล์ม
ไวแสงหดตัว. เมื่อเสร็จกระบวนการ sputtering แล้วลอก photoresist ออกด้วยแอซีโทน . 
อิเล็กโทรดที่ผลิตได้จะมีความหนาของชั้นโครเมียมและอะลูมิเนียมทั้งหมดประมาณ 200 nm และมี
ระยะห่างระหว่างขั้วอิเล็กโทรดเป็น 400 µm. รูปที่ 9 แสดงรูปของแผ่นแก้วและอิเล็กโทรดที่ผลิตได้. 
รูปที่ 10 แสดงภาพถ่ายอิเล็กโทรดด้วยกล้องจุลทรรศน์. 

 
รูปที่ 9 อิเล็กโทรดที่ได้จากกระบวนการ lift-off. 

 

 
รูปที่ 10 ภาพถ่ายอิเล็กโทรดจากกล้องจุลทรรศน์.  

 

3.3 การประกอบชิ้นงานส าหรับทดลอง 

ไมโครแชนเนลที่ได้ถูกปรับสภาพพ้ืนผิวด้วยเครื่องโคโรนาดิสชาร์จ (BD-20V, Electro 
Technic) แล้วจึงประกอบเข้าด้วยกันกับอิเล็กโทรด. ในการประกอบนั้น ต้องให้ขั้วอิเล็กโทรดยื่นเข้า
ไปภายในระหว่างช่องทางของไหลดังแสดงในรูปที่ 11 และรอยต่อของไมโครแชนเนลและแผ่นแก้ว
อิเล็กโทรดต้องไม่มีรอยรั่ว. หลังจากประกอบชิ้นงานเข้าด้วยกันแล้วจึงน าไปต่อกับลวดตัวน าด้วย
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อีพ็อกซีน าไฟฟ้า(Circuitworks, Chemtronic). รูปที่ 12 แสดงชิ้นงานจริงเปรียบเทียบกับภาพร่าง
ของชิ้นงานโดยแสดงชิ้นส่วนต่างๆที่ประกอบขึ้นเป็นชิ้นงานทดลอง. 

 
รูปที่ 11 อิเล็กโทรดอยู่ระหว่างช่องทางของไหล. 

 

 
รูปที่ 12 ชิ้นงานทดลอง (ก) ชิ้นงานจริง (ข) ภาพร่างชิ้นงาน. 

 

3.4 การสกัดโพรโทพลาสต์ 

โพรโทพลาสต์ที่ใช้ในการทดลองสกัดได้จากพืช 2 ชนิด ได้แก่ ไควาเระ และดอกอัญชัน โดย
วิธีการสกัดจะแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของพืชที่ใช้. 

3.4.1 การสกัดโพรโทพลาสต์จากต้นไควาเระ 

 ผู้วิจัยได้สกัดโพรโทพลาสต์จากต้นไควาเระโดยน าเฉพาะส่วนล าต้นของไควาเระมาหั่นเป็น
ฝอยขนาดเล็กประมาณ 0.5 mm ด้วยใบมีดโกน แล้วจึงน าส่วนที่หั่นเสร็จแล้วไปแช่ไว้ในสารละลาย
บัฟเฟอร์ MES เป็นเวลา 4 ชั่วโมงเพ่ือย่อยสลายส่วนผนังเซลล์และให้เซลล์หลุดออกมาเป็นเซลล์เดี่ยว. 
สารละลายบัฟเฟอร์ MES ส าหรับสกัดโพรโทพลาสต์จากต้นไควาเระประกอบด้วย Cellulase R-10 
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(Yakult Pharmaceutical) 1.5% โดยมวล, Macerozyme R-10 (Yakult Pharmaceutical) 0.75% 
โดยมวล, Mannitol 0.6 M และ MES 10 mM และมีค่า pH ของสารละลายเท่ากับ 5.7. รูปที่ 14 
แสดงโพรโทพลาสต์ที่หลุดออกมาจากล าต้นของไควาเระภายหลังแช่สารละลายบัฟเฟอร์ MES นาน 4 
ชั่วโมง. หลังจากนั้นน าไปกรองส่วนที่ไม่ต้องการทิ้งด้วยตะแกรงอลูมิเนียมขนาดช่อง 106 และ 63 
µm  ตามล าดับ. กรองชั้นสุดท้ายด้วยตาข่ายไนลอนขนาด 50 µm. โพรโทพลาสต์ที่กรองได้จะถูกแยก
จากสารละลายโดยใช้การปั่นแยกส่วนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (LMC-3000, Biosan) ที่อัตราเร็ว 800 
rpm เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง. โพรโทพลาสต์ที่ถูกแยกออกมาจากสารละลายจะถูกรักษา
สภาพด้วยสารละลาย mannitol ความเข้มข้น 0.6 M ที่มีค่า pH = 5.7. 

 
รูปที่ 13 ต้นไควาเระ. 

 

 

รูปที่ 14 โพรโทพลาสต์ที่หลุดออกมาจากล าต้นไควาเระ. 
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3.4.2 การสกัดโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชัน 

 

 
รูปที่ 15 ดอกอัญชัน. 

 

ผู้วิจัยได้สกัดโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชัน (Clitoria ternatea L.) โดยหั่นกลีบดอกอัญชัน
เป็นฝอยขนาดเล็ก และน าไปแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES นาน 4 ชั่วโมงเพ่ือย่อยส่วนผนังเซลล์
และให้เซลล์หลุดออกมาเป็นเซลล์เดี่ยวโดยโพรโทพลาสต์ที่หลุดออกมาแสดงดังรูปที่ 16. สารละลาย
บัฟเฟอร์ MES ส าหรับใช้สกัดโพรโทพลาสต์จากกลีบดอกอัญชันประกอบด้วย Cellulase R-10         
(Yakult Pharmaceutical) 3 % โดยมวล, Macerozyme R-10 (Yakult Pharmaceutical) 0.5 % 
โดยมวล, CaCl2 0.055% , Mannitol 0.4 M และ MES 10 mM และมีค่า pH ของสารละลายเป็น 
5.6. หลังจากนั้นน าสารละลายและโพรโทพลาสต์ที่แช่ไว้ไปกรองด้วยตะแกรงอลูมิเนียมขนาดช่อง 
106 และ 63 µm แล้วกรองด้วยตาข่ายไนลอนขนาด 50 µm. โพรโทพลาสต์ที่กรองเสร็จแล้วจะถูก
แยกออกจากสารละลายโดยการปั่นแยกส่วนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (LMC-3000, Biosan) ด้วยอัตราเร็ว 
1,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง. โพรโทพลาสต์ที่แยกส าเร็จแล้วจะถูกน ามารักษาสภาพ
ในสารละลาย mannitol ความเข้มข้น 0.4 M และ CaCl2 ความเข้มข้น 0.0276 % และมีค่า pH = 
5.6. 

 
รูปที่ 16 โพรโทพลาสต์ที่หลุดออกมาจากกลีบดอกอัญชัน. 
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3.5 การทดลอง 

3.5.1 การเชื่อมต่อระบบของไหล 

การเชื่อมต่อขณะทดลองแสดงดังรูปที่ 17 โดยโพรโทพลาสต์จะถูกป้อนเข้าสู่ไมโครแชนเนล
ด้วยปั๊มกระบอกฉีดยา (NE-1000, New era pump system) ผ่านทางช่องทางเข้า (inlet). เมื่อเซลล์
หรือโพรโทพลาสต์อยู่ภายใต้บริเวณอิเล็กโทรดแล้ว เซลล์จะถูกป้อนแรงดันรูปคลื่นไซน์ด้วยเครื่อง
ก าเนิดสัญญาณ (AFG 3201B, Tektronix). ผู้วิจัยสังเกตและบันทึกผลการเกิดเบรกดาวน์ของเซลล์
ขณะทดลองโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ (E200, Nikon) ที่ต่อเข้ากลับกล้อง CCD (WAT-231S2, Watec) 
เพ่ือบันทึกภาพการทดลอง.รูปที่ 18 แสดงภาพร่างการเชื่อมต่อระหว่างไมโครแชนเนลกับอุปกรณ์ที่ใช้
ทดลอง. 

 
รูปที่ 17 การเชื่อมต่อขณะทดลอง. 

 
รูปที่ 18 ภาพร่างการเชื่อมต่อระหว่างไมโครแชนแนลกับอุปกรณ์ทดลอง 
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3.5.2 รูปคลื่นแรงดันไฟฟ้า 

 
รูปที่ 19 รูปคลื่นในการทดลอง. 

 

ผู้วิจัยใช้คลื่นรูปไซน์ในการทดลองแสดงดังรูปที่ 19 โดยมีค่าพารามิเตอร์ดังต่อไปนี้ 

 U   คือ ขนาดแอมพลิจูดของคลื่นไซน์ที่ใช้ทดลอง 
fH  คือ คลื่นความถี่สูง (ใช้เพื่อดึงดูดเซลล์หรือโพรโทพลาสต์เข้าสู่ orifice) 

fL   คือ คลื่นความถี่ต่ า (ใช้เพื่อกระตุ้นให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดเบรกดาวน์) 

tL   คือ ช่วงเวลาการคงอยู่ของคลื่นความถ่ีต่ า. 

ขั้นตอนในการทดลองจะเริ่มต้นเมื่อเซลล์หรือโพรโทพลาสต์เข้ามาสู่บริเวณภายใต้อิเล็กโทรด. 
ผู้วิจัยได้ป้อนแรงดันรูปคลื่นไซน์ความถี่สูง  fH เพ่ือดึงดูดเซลล์หรือโพรโทพลาสต์เข้ามายังบริเวณ 
orifice ด้วยแรงไดอิเล็กโตรโฟเรติค (dielectrophoretic force). เมื่อเซลล์เข้าสู่  orifice อย่าง
สมบูรณ์ แรงดันรูปคลื่นไซน์ความถี่ต่ า  fL จะถูกป้อนให้กับเซลล์ทดลองด้วยการใช้ sweep mode 
ของเครื่องก าเนิดสัญญาณเพ่ือกระตุ้นให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดการเบรกดาวน์. ในการทดลองแต่ละเซลล์นั้น 
ผู้วิจัยจะป้อนคลื่นความถี่ต่ าจะถูกป้อนให้แต่ละเซลล์สูงสุดเพียง 3 ครั้งต่อเซลล์. การเบรกดาวน์ของ
เยื่อหุ้มเซลล์จะถูกพิจารณาจากการเปลี่ยนแปลงสภาพของเซลล์ที่เห็นได้อย่างชัดเจน เช่น พบเปลือก
ของเยื่อหุ้มเซลล์ลอกออกมาจากเซลล์ หรือ ปริมาตรเซลล์ทดลองมีขนาดลดลงอย่างเห็นได้ชัด เป็น
ต้น.  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การเบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์จากล าต้นไควาเระ 

 ผู้วิจัยได้ป้อนแรงดันไฟฟ้ารูปคลื่นไซน์โดยมีเงื่อนไขคือ ขนาด 10 VP, ความถี่สูง fH = 5 MHz 
และความถี่ต่ า fL = 10, 33, 50, 100 หรือ 200 kHz โดยมีเวลาคงอยู่ tL ของแรงดันความถ่ีต่ า = 10 
ms. สภาพน าไฟฟ้าของสารละลายที่ใช้ทดลองมีค่าอยู่ในช่วง 45–155 mS/m. ผลการทดลองจาก
กลุ่มเซลล์ตัวอย่างพบว่าจากเงื่อนไขการทดลองข้างต้นสามารถกระตุ้นให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดการเบรก
ดาวน์ได.้ ลักษณะของการเบรกดาวน์ที่เกิดข้ึนในการทดลองสามารถอธิบายได้ดังรูปที่ 20. 

 
รูปที่ 20 เซลล์เบรกดาวน์ขณะทดลอง 

(ก) เซลล์ยึดกับช่องเปิด (orifice) (ข) เซลล์ขณะก าลังเกิดเบรกดาวน์ (ค) ภายหลังเกิดการเบรกดาวน์. 
  

เมื่อผู้วิจัยป้อนแรงดันความถี่สูง fH เซลล์จะถูกดึงดูดเข้าสู่ช่องเปิด (orifice) ด้วยแรงไดอิเล็ก
โตรโฟเรติค (dielectrophoretic force) ดังรูปที่ 20(ก). หลังจากนั้น เซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดเบรก
ดาวน์ด้วยแรงดันความถี่ต่ า fL. รูปที่ 20(ข) แสดงภาพขณะที่เยื่อหุ้มเซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดการเบรก
ดาวน์. หากความเข้มของสนามไฟฟ้าในขณะนั้นมีมากพอที่จะท าให้เกิดแรงดันตกคร่อมเยื่อหุ้มเซลล์
มาก เบรกดาวน์ที่เกิดขึ้นจะรุนแรงมากจนเซลล์เสียสภาพอย่างสมบูรณ์ดังรูปที่ 20(ค). ส าหรับการ
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เบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์จากล าต้นไควาเระ ผู้วิจัยสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์
และปริมาตรที่ลดลงของเซลล์ที่พบอย่างชัดเจนเท่านั้น. 

สภาพน าของสารละลาย 150 mS/m 

 รูปที่ 21 แสดงผลของอัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อสารละลายมีสภาพน า 150 mS/m เมื่อ
ป้อนแรงดัน 10 VP, ความถี่ต่ า fL = 10, 50 และ 100 kHz ที่ tL = 10 ms โดยตัวเลขที่อยู่ด้านบน
อัตราการเกิดเบรกดาวน์แสดงถึงจ านวนเซลล์ทดลองทั้งหมดของเบรกดาวน์ที่ถูกแยกตามความถี่ต่ า  

fL และรัศมีเซลล์. รูปที่ 21(ก) แสดงว่าอัตราการเกิดเบรกดาวน์สูงที่สุดที่ความถี่ต่ า fL = 100 kHz. 
รูปที่ 21(ข) แสดงว่าเซลล์ที่มีรัศมีในช่วง 15–20 µm มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์มากกว่าเซลล์ที่มีรัศมี
ในช่วง 10–15 µm.  

 
                             (ก)                                                               (ข) 

รูปที่ 21 อัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อสารละลายมีสภาพน า = 150 mS/m  

แยกตาม (ก) ความถ่ีต่ า fL (ข) ขนาดเซลล์. 

 สภาพน าของสารละลาย 98 mS/m 

 รูปที่ 22 แสดงผลของอัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อสารละลายมีสภาพน า 98 mS/m เมื่อ
ป้อนแรงดัน 10 VP, ความถี่ต่ า fL = 10, 50 และ 100 kHz ที่ tL = 10 ms โดยตัวเลขที่อยู่ด้านบน
อัตราการเกิดเบรกดาวน์แสดงถึงจ านวนเซลล์ทดลองทั้งหมดของเบรกดาวน์ที่ถูกแยกตามความถี่ต่ า  

fL และรัศมีเซลล์. รูปที่ 22(ก) แสดงว่าอัตราการเกิดเบรกดาวน์สูงที่สุดที่ความถ่ีต่ า fL = 50 kHz. รูป
ที่ 22(ข) แสดงว่าเซลล์ที่มีรัศมีในช่วง 15–20 µm มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์มากกว่าเซลล์ที่มีรัศมี
ในช่วง 10–15 µm.  
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                                   (ก)                                                             (ข) 

รูปที่ 22 อัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อสารละลายมีสภาพน า = 98 mS/m 
แยกตาม (ก) ความถ่ีต่ า fL (ข) ขนาดเซลล์. 

สภาพน าของสารละลายในช่วง 45–55 mS/m  

 รูปที่ 23 แสดงผลของอัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อสารละลายมีสภาพน าในช่วง 45–55 
mS/m เมื่อป้อนแรงดัน 10 VP, ความถี่ต่ า fL = 10, 33, 50, 100 และ 200 kHz ที่ tL = 10 ms โดย
ตัวเลขที่อยู่ด้านบนอัตราการเกิดเบรกดาวน์แสดงถึงจ านวนเซลล์ทดลองทั้งหมดของเบรกดาวน์ที่ถูก
แยกตามความถี่ต่ า fL และรัศมีเซลล์. รูปที่ 23(ก) แสดงว่าอัตราการเกิดเบรกดาวน์ทุกความถี่ต่ า fL มี
ค่าใกล้เคียงกันโดยอยู่ในช่วง 77.8–84.6%. รูปที่ 23(ข) แสดงว่าเซลล์ที่มีรัศมีในช่วง 25–30 µm มี
อัตราการเกิดเบรกดาวน์สูงที่สุดที่ 87.5%.  

 
                                   (ก)                                                                (ข) 

รูปที่ 23 อัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อสารละลายมีสภาพน าของ = 45–55 mS/m 
แยกตาม (ก) ความถ่ีต่ า fL (ข) ขนาดเซลล์. 
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ผลการทดลองรวมทุกค่าสภาพน า  

รูปที่ 24 แสดงผลการทดลองรวมจากเซลล์ทั้งหมดที่ใช้ทดลองจ านวน 154 เซลล์ โดยไม่แบ่ง
ตามสภาพน าของสารละลายซึ่งตัวเลขที่อยู่ด้านบนอัตราการเกิดเบรกดาวน์แสดงถึงจ านวนเซลล์
ทดลองทั้งหมดของเบรกดาวน์ที่ถูกแยกตามความถ่ีต่ า fL และรัศมีเซลล์. (ก) แสดงว่าทุกความถี่ต่ า fL 
ที่ป้อนมีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ใกล้เคียงกันโดยอยู่ในช่วง 76.9–81.8%. (ข) แสดงว่าช่วงขนาดของ
เซลล์ที่ใช้มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ไม่ต่างกันมากโดยมีค่าอยู่ในช่วง 77.1–86.4%. 

  
                                   (ก)                                                               (ข) 

รูปที่ 24 อัตราการเกิดเบรกดาวน์ที่ทุกสภาพน าของของสารละลาย 
แยกตาม (ก) ความถ่ีต่ า fL (ข) ขนาดเซลล์. 
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4.2 การเบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชัน 

ผู้วิจัยทดลองกับโพรโทพลาสต์ที่สกัดจากกลีบดอกอัญชัน (Clitoria ternatea L.) โดยป้อน
แรงดันขนาด10 VP, ความถี่สูง fH = 5 MHz, ความถี่ต่ า fL = 10, 20, 33, 100 และ 200 kHz โดย 
tL = 1, 10 และ 100 ms. สภาพน าไฟฟ้าของสารละลายที่ใช้ทดลองมีค่าอยู่ในช่วง 45–55 S/m. ผล
การทดลองกับเซลล์พบว่า เงื่อนไขการทดลองข้างต้นสามารถกระตุ้นให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดการเบรก
ดาวน์ได.้ ลักษณะของการเบรกดาวน์ในการทดลองแบ่งออกเป็น 2 ลักษณะคือ เบรกดาวน์เฉพาะเยื่อ
หุ้มเซลล์ และ เบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอล (Tonoplast). รูปที่ 25 แสดงการเกิด
เบรกดาวน์เฉพาะเยื่อหุ้มเซลล์ (ก) เซลล์ถูกยึดกับช่องเปิด (Orifice) (ข) เซลล์ถูกกระตุ้นด้วยความถี่ต่ า 
จนเยื่อหุ้มเซลล์เบรกดาวน์ (ค) สภาพเซลล์ภายหลังเบรกดาวน์. ภายหลังจากเกิดเบรกดาวน์จะพบเยื่อ
หุ้มเซลล์หลุดออกมาอย่างชัดเจน.  

 

 
รูปที่ 25 เบรกดาวน์เฉพาะเยื่อหุ้มเซลล์  

(ก) เซลล์ยึดกับช่องเปิด (orifice) (ข) เซลล์ขณะก าลังเกิดเบรกดาวน์ (ค) ภายหลังเกิดการเบรกดาวน์. 
 

รูปที่ 26 แสดงการเกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอล (ก) เซลล์ยึดติดกับ
ช่องเปิด (Orifice) ด้วยความถี่สูง fH  (ข) เซลล์ถูกกระตุ้นให้เกิดเบรกดาวน์ที่เยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อ

20µm 
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20µm 
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หุ้มแวคิวโอลซึ่งสามารถสังเกตเห็นสารสี (Pigment) หลุดออกมาจากแวคิวโอล (ค) สภาพเซลล์หลัง
เกิดเบรกดาวน์.  

 
รูปที่ 26 เบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอล 

(ก) เซลล์ยึดกับช่องเปิด (orifice) (ข) เซลล์ขณะเกิดเบรกดาวน์ (ค) ภายหลังเกิดการเบรกดาวน์. 
 

ผลการทดลองท่ี fL = 10–200 kHz 

 รูปที่ 27 แสดงผลของอัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อป้อนแรงดันขนาด 10 VP, ความถี่ต่ า fL = 
10, 20, 33, 100 และ 200 kHz ที่ tL = 10 ms โดยตัวเลขที่อยู่ด้านบนอัตราการเกิดเบรกดาวน์แสดง
ถึงจ านวนเซลล์ทดลองทั้งหมดของเบรกดาวน์ที่ถูกแยกตามความถี่ต่ า fL และรัศมีเซลล์. จากจ านวน
เซลล์ทั้งหมด 111 เซลล์ รูปที่ 27(ก) แสดงว่าอัตราการเกิดเบรกดาวน์ที่ fL = 200 kHz มีค่าน้อยท่ีสุด 
ขณะที่ fL = 10–33 kHz มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ 100%. รูปที่ 27(ข) แสดงว่าเซลล์ที่มีรัศมีอยู่
ในช่วง 15–20 µm มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์น้อยที่สุดที่ 71.4%. ผู้วิจัยทดลองโดยใช้แรงดัน 10 VP, 
ความถี่ต่ า fL = 10, 20, 33, 100 และ 200 kHz โดยมี tL = 10 ms. 

 

(ค) 

Orifice 

20µm 

(ก) 

Cell Insulating wall 

20µm 

(ข) 

20µm 

Pigment 
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                                     (ก)                                                               (ข) 

รูปที่ 27 อัตราการเกิดเบรกดาวน์เมื่อสารละลายมีสภาพน า 45-55 mS/m  
แยกตาม (ก) ความถ่ีต่ า fL (ข) ขนาดเซลล์. 

 

รูปที่ 28 แบ่งการเกิดเบรกดาวน์ตามลักษณะการเกิดเบรกดาวน์. เบรกดาวน์ที่เกิดขึ้น
ส่วนมากเป็นเบรกดาวน์ของทั้งเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอล. จากรูปแสดงว่าความถี่ต่ า fL = 
200 kHz มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ของทั้งเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอลน้อยที่สุดที่ 30.4% เมื่อ
เทียบกับ fL ค่าอ่ืน.  

 
รูปที่ 28 อัตราการเกิดเบรกดาวน์แบ่งตามความถ่ีต่ า fL และลักษณะการเกิดเบรกดาวน์ 
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นอกจากนี้แล้ว ผู้วิจัยได้ทดลองป้อน fL = fC โดยที่ fC คือความถี่ วิ กฤติ ที่ ค า นวณจาก 
1  ในสมการที่ (2) โดยที่ใช้ 

         12 
C

f                                                 (4)                      

เมื่อ   คือ ค่าคงตัวเวลาการอัดประจุเซลล์. จากสมการที่ (4) ค่า fC ขึ้นอยู่กับค่าคงตัวเวลาการอัด
ประจุเซลล์ ซึ่งสัมพันธ์กับขนาดเซลล์และสภาพน าของสารละลายภายนอกเซลล์. เมื่อเปรียบเทียบกับ
สมการ (3) จะพบว่า fC จะลดลงเมื่อเซลล์มีขนาดใหญ่หรือสารละลายมีสภาพน าสูงขึ้น. 

ผู้วิจัยทดลองโดยป้อนแรงดัน 10 VP, ความถี่ต่ า fL = fC และ 5fC ที่ tL = 10 ms. รูปที่ 29 
แสดงผลการทดลองจากเซลล์ตัวอย่างทั้งหมด 62 เซลล์ว่าที่ fL = fC มีอัตราเบรกดาวน์ 78% ในขณะ
ที่ fL = 5fC ไม่เกิดเบรกดาวน์. ผลการทดลองนี้ผู้วิจัยคิดรวมเบรกดาวน์ทั้ง 2 ลักษณะ และตัวเลขที่
แสดงที่ด้านบนแผนภูมิแท่งคือจ านวนเซลล์ทดลอง. 

 
รูปที่ 29 อัตราการเกิดเบรกดาวน์เปรียบเทียบระหว่างความถ่ีต่ า fL= fC และ 5fC.  
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ผลการทดลองที่เวลาคงอยู่ของแรงดันแตกต่างกัน  

ผู้วิจัยทดลองโดยป้อนแรงดัน 10 VP, ความถี่ต่ า fL = 100 kHz และ tL= 1, 3, 5,  10 และ 
100 ms ตามล าดับ. รูปที่ 30 แสดงอัตราการเกิดเบรกดาวน์โดยแยกตามเวลาคงอยู่ของแรงดันและ
ลักษณะการเกิดเบรกดาวน์ที่ fL = 100 kHz. ที่ tL= 3, 5 และ100 ms เกิดเบรกดาวน์ของทั้ง 2 
ลักษณะ 100% ขณะที่ tL= 1 ms มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์เพียง 20 %.  

 
รูปที่ 30 อัตราการเกิดเบรกดาวน์แบ่งตาม tL และลักษณะการเกิดเบรกดาวน์ที่ fL= 100 kHz. 

 

รูปที่ 31 แสดงผลการเกิดเบรกดาวน์รวมทั้งเบรกดาวน์เฉพาะเยื่อหุ้มเซลล์และเบรกดาวน์
ของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอลที่ความถี่ต่ า fL = 100 kHz แบ่งตาม tL และขนาดเซลล์ โดยที่
ตัวเลขด้านบนแผนภูมิแท่งคือจ านวนเซลล์ทดลอง. ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าหากมีการป้อน fL ให้กับ
เซลล์ tL = 1 ms มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์น้อยที่สุด. 

 
รูปที่ 31 อัตราการเกิดเบรกดาวน์แบ่งตาม tL และขนาดเซลล์ (fL= 100 kHz). 
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ผู้วิจัยทดลองโดยป้อนแรงดัน 10 VP, ความถี่ต่ า fL = 200 kHz และ tL= 1, 10 และ 100 
ms ตามล าดับ. รูปที่ 32 แสดงอัตราการเกิดเบรกดาวน์ที่  fL = 200 kHz โดยแบ่งตามเวลาคงอยู่ของ
แรงดัน. จากรูปพบว่า tL = 10 และ 100 ms มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ในทุกกรณีใกล้เคียงกัน โดย
อยู่ในช่วง 60.7–62.5% แต่ tL ที่ 100 ms เกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอลมาก 
กว่า tL = 10 ms ในอัตรา 57.1% ต่อ 30.4%. ในขณะที่ tL = 1 ms ไม่พบเบรกดาวน์. 

 
รูปที่ 32 อัตราการเกิดเบรกดาวน์แบ่งตาม tL และลักษณะการเกิดเบรกดาวน์ที่ fL= 200 kHz. 

 

รูปที่ 33 แสดงผลการเกิดเบรกดาวน์รวมทั้งเบรกดาวน์เฉพาะเยื่อหุ้มเซลล์และเบรกดาวน์
ของทั้งเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอลที่ความถ่ีต่ า fL = 200 kHz แบ่งตาม tL และขนาดเซลล์ โดย
ที่ตัวเลขด้านบนแผนภูมิแท่งคือจ านวนเซลล์ทดลอง. ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า tL ที่ 10 และ 100 ms 
จะมีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ในแต่ละช่วงขนาดเซลล์ใกล้ เคียงกัน ยกเว้นอัตราการเกิดเบรกดาวน์ที่
เซลล์ขนาด 42.5–47.5 µm ขณะที่ tL = 1 ms ไม่เกิดเบรกดาวน์. 

 
รปูที่ 33 อัตราการเกิดเบรกดาวน์แบ่งตาม tL และขนาดเซลล์ (fL= 200 kHz) 
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บทที่ 5 
วิเคราะห์ผลการทดลอง 

5.1 ความถี่วิกฤต 

 จากสมการที่ (2) ในหัวข้อที่ 2.2 ก าหนดให้ fC คือความถี่วิกฤติที่ท าให้ 12 
C

f . รูปที่ 
34 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง fC และรัศมีเซลล์เมื่อสภาพน าของสารละลายมีค่า 50, 100 และ 150 
mS/m. ที่สภาพน าของสารละลายสูงกว่าจะมี fC สูงกว่าหากเซลล์มีรัศมีเท่ากัน. นอกจากนี้ ที่สภาพ
น าเท่ากัน เซลล์ที่มีรัศมีเพ่ิมขึ้นจะมี fC ลดลง. การป้อนความถี่ต่ า fL≤ fC จะท าให้เยื่อหุ้มเซลล์มี
โอกาสเกิดเบรกดาวน์ได้มากว่าการป้อน fL> fC. 

 
รูปที่ 34 ความสัมพันธ์ระหว่าง fC และรัศมีของเซลล์. 

 

 รูปที่ 35 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างแรงดันตกคร่อมเยื่อหุ้มเซลล์ VM และอัตราส่วน fL/fC. 
ผู้วิจัยค านวณโดยใช้สมการที่ (2) โดยคิดที่เซลล์รัศมี 10 µm สภาพน าของสารละลายเป็น 50 mS/m 
และความเข้มสนามไฟฟ้าเป็น 100 kV/m. จากรูปสามารถแบ่งได้ 3 ช่วงตามความชันของกราฟ
ความสัมพันธ์. ช่วงแรกเมื่อ fL < 0.1fC การเปลี่ยนแปลงของ VM มีค่าน้อยมาก โดยค่า VM จะมีค่า
ใกล้เคียงค่าสูงสุดและขึ้นอยู่กับรัศมีมากกว่าความถี่. ช่วงที่สองเมื่อ  fL อยู่ในช่วง 0.1fC –10fC ค่า 
VM จะเปลี่ยนแปลงตาม fL และรัศมีเซลล์. ในช่วงนี้เมื่อ fL> fC ค่า VM  จะน้อยกว่า 1 V ซึ่งไม่ท าให้
เกิดเบรกดาวน์. ขณะที่ fL>10fC จะไม่มีผลต่อการเกิดเบรกดาวน์เลยเนื่องจาก VM มีค่าน้อยมาก.  
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รูปที่ 35 ความสัมพันธ์ระหว่าง VM และ fL/fC. 
 

5.2 การเบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์จากล าต้นไควาเระ 

  รูปที่ 21 แสดงผลการเบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์ที่สภาพน าของสารละลายอยู่ในช่วง 150 
mS/m โดยขนาดของเซลล์ที่ใช้อยู่ในช่วง 10–20 µm. ความถี่วิกฤต fC อยู่ในช่วง 185–370 kHz 
(รูปที่ 34). จากเงื่อนไขทดลองซึ่ง fL< fC อัตราการเกิดเบรกดาวน์ที่ได้น่าจะมีค่าที่สูง. ผลการทดลอง
ที่ได้มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ 85.7% จากทั้งหมด 21 เซลล์. เมื่อแยกผลการทดลองตามความถี่ต่ า 
fL ดังรูปที่ 21(ก) พบว่าที่ fL = 10 kHz มีอัตราการเบรกดาวน์น้อยที่สุดที่ 71.4% ซึ่งไม่สอดคล้องกับ
ทฤษฎี. ผู้วิจัยคาดว่าสาเหตุน่าจะมาจากแรงดัน VM บางเซลล์ในกรณี fL = 10 kHz มีค่าไม่เพียงพอ 
ถึงแม้ว่า fL < 0.1fC. เมื่อแยกผลการทดลองตามรัศมีเซลล์พบว่าเซลล์ขนาดใหญ่มีอัตราการเบรก
ดาวน์สูงกว่าเซลล์ขนาดเล็กซึ่งเป็นไปตามเงื่อนไข ในช่วงความถี่ที่ทดลองนี้ที่ VM ขึ้นอยู่กับรัศมีเซลล์
มากกว่า fL.  

 รูปที่ 22 แสดงผลการเบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์ที่สภาพน าของสารละลายอยู่ในช่วง 100 
mS/m โดยเซลล์มีรัศมีอยู่ในช่วง 10–20 µm. ความถี่วิกฤต fC อยู่ในช่วง 132–265 kHz (รูปที่ 34). 
จากเงื่อนไขทดลองพบว่า fL ที่ป้อนอยู่ในช่วง 0.1fC < fL< fC. ผลการทดลองที่ได้มีอัตราการเกิด
เบรกดาวน์ทั้งหมด 71.4% จากทั้งหมด 21 เซลล์. เมื่อแยกผลการทดลองตามความถี่ต่ า fL พบว่าที่ 
fL= 50 kHz มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์น้อยที่สุดที่ 57.1%. ผู้วิจัยคาดว่าสาเหตุที่เป็นเช่นนี้น่าจะมา
จากแรงดัน VM ของเซลล์นั้นๆไม่เพียงพอ. เมื่อแยกผลการทดลองตามรัศมีเซลล์พบว่าขนาดใหญ่มี
อัตราการเบรกดาวน์สูงกว่าเซลล์ขนาดเล็ก แต่จากผลการทดลองดังรูปที่ 22(ข) พบว่าจ านวนเซลล์
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ทดลองในแต่ละช่วงขนาดเซลล์มีค่าต่างกันมาก ผู้วิจัยจึงคิดว่าผลการทดลองตามเงื่อนไขนี้ไม่สามารถ
สรุปได้ว่าขนาดเซลล์มีผลต่อการเกิดเบรกดาวน์. 

รูปที่ 23 แสดงผลการเบรกดาวน์ที่สภาพน าของสารละลาย 50 mS/m โดยเซลล์มีรัศมีอยู่
ในช่วง 10–30 µm. ความถี่วิกฤติ fC อยู่ในช่วง 48–144 kHz (รูปที่ 34). ความถี่ต่ า fL ตามเงื่อนไขนี้
จะมี 2 กรณีคือ 1) 0.1fC < fL< fC (ส าหรับ fL = 10,33 และ 50 kHz) และ 2) fC < fL< 10fC (fL 
= 200 kHz และ fL = 100 kHz บางเซลล์). ผลการทดลองมีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ทั้งหมด 81.5% 
จาก 112 เซลล์. เมื่อแยกผลการทดลองตามความถ่ีต่ า fL พบว่ากรณีแรก (0.1fC < fL< fC) และกรณี
ที่สอง (fC < fL< 10fC) มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ที่สูงและมีค่าใกล้เคียงกันที่ 81.7% กับ 80.8%. ผล
การทดลองในกรณี 1) พบว่าสอดคล้องกับทฤษฎีเนื่องจากเป็นการป้อน fL ที่น้อยกว่าความถี่วิกฤต 
ขณะที่กรณี 2) พบว่าขัดแย้งกับทฤษฏีเนื่องจากเป็นการป้อน fL ที่มากกว่าความถี่วิกฤตแต่มีอัตราการ
เกิดเบรกดาวน์มีค่าสูงใกล้เคียงกับกรณี 1). ผู้วิจัยคาดว่าสาเหตุน่าจะมาจากการทดลองโดยใช้
สนามไฟฟ้าที่ถูกควบคุม. ผลของสนามไฟฟ้าที่ถูกควบคุมจะท าให้มีกระแสไฟฟ้าชาร์จที่เยื่อหุ้มเซลล์
อย่างรวดเร็ว ท าให้แรงดันตกคร่อมเยื่อหุ้มเซลล์ VM จะมีค่าเกินกว่าค่าวิกฤตมาก. เมื่อ VM มีค่ามาก
แล้ว คาบเวลาของแรงดันที่ป้อนถึงแม้จะมีค่าน้อยกว่าค่าคงตัวเวลาการอัดประจุเซลล์ก็ยังสามารถท า
ให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดเบรกดาวน์ได้. เมื่อแยกผลการทดลองตามรัศมีเซลล์  พบว่าช่วงขนาดเซลล์ไม่มีผล
ต่ออัตราการเกิดเบรกดาวน์ซึ่งเป็นไปตามเงื่อนไขการป้อนในช่วง 0.1fC < fL< 10fC. การเกิดเบรก
ดาวน์ในช่วงนี้จะขึ้นอยู่กับทั้งรัศมีเซลล์และ fL ดังนั้นรัศมีเซลล์เพียงอย่างเดียวจึงไม่น่าจะมีผลต่อการ
เบรกดาวน์. 

 

5.3 การเบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชัน 

รูปที่ 27 แสดงผลการเบรกดาวน์ของโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชันโดยมีสภาพน าของ
สารละลาย 50 mS/m. เซลล์ที่ใช้มีรัศมีอยู่ในช่วง 10–25 µm ซึ่งมีความถี่วิกฤต fC อยู่ในช่วง 57–
144 kHz ดังรูปที่ 34. ความถี่ต่ า fL ตามเงื่อนไขนี้จะมี 2 กรณีคือ 1) 0.1fC < fL< fC (ส าหรับ fL = 
10, 20 และ 33 kHz) และ 2) fC < fL< 10fC (fL = 200 kHz และ fL = 100 kHz บางเซลล์). ผล
การทดลองให้อัตราการเกิดเบรกดาวน์ทั้งหมด 79.3% จาก 111 เซลล์. เมื่อแยกผลการทดลองตาม
ความถี่ต่ า fL พบว่ากรณี 1) ให้อัตราการเบรกดาวน์ 100%. กรณี 2) พบว่ามีอัตราการเกิดเบรกดาวน์
รวม 73.6% ซึ่งน้อยกว่ากรณีแรก และความถ่ี 200 kHz ที่มากกว่าค่าความถ่ีวิกฤต fC มีอัตราการเกิด
เบรกดาวน์ 62.5% ซึ่งน้อยกว่าความถี่ต่ า fL ค่าอ่ืน. ผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าการป้อน fL< 
fC ท าให้เซลล์มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์สูงกว่าการป้อน fL > fC. เมื่อแยกผลการทดลองตามรัศมี
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เซลล์พบว่าไม่สามารถระบุผลต่ออัตราการเกิดเบรกดาวน์เนื่องจากขนาดเซลล์ได้อย่างชัดเจน. ผู้วิจัย
คาดว่าสาเหตุน่าจะมาจากการป้อน fL เงื่อนไขอยู่ในช่วง 0.1fC < fL< 10fC. การเกิดเบรกดาวน์
ในช่วงนี้จะข้ึนอยู่กับทั้งรัศมีเซลล์และ fL ดังนั้น รัศมีเซลล์เพียงอย่างเดียวจึงไม่น่าจะมีผลต่อการเบรก
ดาวน์. 

 

5.4 ผลของความถี่ไฟฟ้า 

 ผลการทดลองเปรียบเทียบระหว่างการป้อนความถี่ต่ า fL ด้วย fC กับ 5fC ในหัวข้อ 4.2 
(อ้างอิงตามรูปที่ 29) แสดงให้เห็นว่าการป้อนแรงดันด้วยความถี่ fC ให้แก่เซลล์ทดลองจะมีอัตราการ
เกิดเบรกดาวน์สูงขณะที่การป้อนความถี่ 5fC ไม่ท าให้เกิดเบรกดาวน์. ผลการทดลองตามเงื่อนไขนี้
สอดคล้องกับผลค านวณดังรูปที่ 34. กรณีที่ป้อน fL≤ fC ให้แก่เซลล์จะให้อัตราการเกิดเบรกดาวน์สูง
เนื่องจากคาบเวลาของคลื่นที่มากกว่าค่าคงตัวการอัดประจุของเซลล์ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์มีโอกาสถูก
ชาร์จประจุจนเต็มและเกิดเบรกดาวน์.  

 

5.5 ผลของเวลาคงอยู่ tL ของความถี่ต่ า 

 ผลการเปรียบเทียบโดยเงื่อนไขเวลาคงอยู่ tL ของความถี่ต่ า fL = 100 kHz (อ้างอิงตามรูปที่ 
30) พบว่า tL= 3, 5, 10 และ 100 ms ให้อัตราการเกิดเบรกดาวน์ใกล้เคียงกันในช่วง 93.5–100% 
โดยที่ tL= 1 ms มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ต่ าสุดที่ 20%. สาเหตุที่เวลาคงอยู่ tL ของความถี่ต่ ามีผล
ต่ออัตราการเกิดเบรกดาวน์ผู้วิจัยคาดว่าน่าการเพ่ิม tL จะเป็นการเพ่ิมโอกาสเบรกดาวน์ถาวรของเยื่อ
หุ้มเซลล์. เงื่อนไขในการเกิดเบรกดาวน์จะขึ้นอยู่กับการชาร์จประจุเยื่อหุ้มเซลล์ให้  VM มากกว่าค่า
วิกฤตด้วยเวลาที่มากกว่าค่าคงตัวเวลาการอัดประจุเซลล์. การชาร์จประจุเยื่อหุ้มเซลล์ในบางครั้งเยื่อ
หุ้มเซลล์อาจเกิดเบรกดาวน์แต่ไม่สามารถสังเกตได้อย่างชัดเจน ดังนั้นการเพ่ิมเวลาคงอยู่ tL ท าให้เยื่อ
หุ้มเซลล์เสียหายเพิ่มข้ึนจนเกิดเบรกดาวน์ที่สังเกตได้ชัดเจนและยังมีโอกาสท าให้เยื่อหุ้มแวคิวโอลที่อยู่
ด้านในเสียหายเพิ่มข้ึน. มีค่าการเพ่ิมข้ึนของเวลาคงอยู่ tL ของความถ่ีต่ าอาจไม่มีผลต่อการเบรกดาวน์
ของเซลล์เลยหากความถี่ต่ า fL ที่ป้อนมีค่าสูงกว่าค่าความถี่วิกฤติ fC มากๆ. ผลการทดลองเมื่อแยก
ตามรัศมีเซลล์ดังรูปที่ 31 พบว่าทุกขนาดเซลล์มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ที่สูงและไม่ต่างกันมากนัก
เนื่องจากความถ่ีต่ า fL ส่วนใหญ่ต่ ากว่า fC ยกเว้นเซลล์ที่ถูกป้อนด้วย tL= 1 ms. 

 ผลการเปรียบเทียบโดยเงื่อนไขเวลาคงอยู่ tL ของความถี่ต่ า fL = 200 kHz (อ้างอิงตามรูปที่ 
32) พบว่า tL= 1 ms ไม่ท าให้เกิดเบรกดาวน์. สาเหตุน่าจะมาจากเวลาคงอยู่ tL น้อยเกินไปท าให้เยื่อ
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หุ้มเซลล์ไม่เสียสภาพจนสังเกตได้. ขณะที่ tL = 10 และ 100 ms มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ของทั้ง
เยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอลทั้ง 2 แบบใกล้เคียงกัน. เมื่อแยกตามลักษณะการเกิดเบรกดาวน์และ 

tL พบว่า tL = 100 ms มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มแวคิวโอลสูงกว่า tL= 10 ms. สาเหตุที่
เป็นเช่นนี้คาดว่าน่าจะเป็นผลมาจากการเพ่ิม tL ท าให้เซลล์มีโอกาสเสียหายเพ่ิมขึ้นจากการเบรก
ดาวน์. เมื่อแยกผลการทดลองที่ได้ตามรัศมีเซลล์ดังรูปที่ 33 พบว่าในช่วงเซลล์ขนาดเดียวกัน tL = 10 
ms จะมีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ของทั้งเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มแวคิวโอลใกล้เคียงกับ tL = 100 ms 
แต่จะมีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มแวคิวโอลน้อยกว่า. ผู้วิจัยคาดว่าสาเหตุการเกิดเบรกดาวน์
ขึ้นอยู่กับความถี่ต่ า fL เป็นหลัก หากความถี่ต่ า fL ไม่เพียงพอที่จะท าให้เกิดเบรกดาวน์ การเพ่ิม tL 
จะไม่ท าให้เกิดเบรกดาวน์. 

ผลการทดลองในหัวข้อ 4.2 ที่มีการแบ่งลักษณะการเกิดเบรกดาวน์ออกเป็นสองกรณี. ใน
กรณีการแบ่งการเกิดเบรกดาวน์ออกเป็นตามลักษณะเบรกดาวน์ที่พบ. ผลการทดลองดังรูปที่ 28 
พบว่าการใช้ความถี่ต่ า fL = 200 kHz มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์น้อยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ fL ค่า
อ่ืน. เมื่อคิดเฉพาะเบรกดาวน์เฉพาะเยื่อหุ้มเซลล์กลับพบว่ามีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ในลักษณะนี้สูง
ที่สุด. สาเหตุการเกิดเบรกดาวน์ลักษณะนี้อาจมาจากการป้อน fL ด้วยค่าที่มากกว่า fC เล็กน้อยท าให้
มีการชาร์จประจุและเกิดเบรกดาวน์เฉพาะที่ชั้นเยื่อหุ้มเซลล์. เมื่อพิจารณาความถี่ต่ า fL = 10, 20 
และ 33 kHz ซึ่งมีค่าน้อยกว่า fC มาก พบว่าอัตราการเกิดเบรกดาวน์เฉพาะเยื่อหุ้มเซลล์ต่ าซึ่งคาดว่า
มาจากค่าที่ป้อนน้อยกว่า fC มาก. ผลของ fL ที่ต่ ากว่า fC มากท าให้เมื่อเยื่อหุ้มเซลล์ถูกชาร์จประจุ
อย่างรวดเร็วจนเกิดเบรกดาวน์แล้วยังสามารถชาร์จเข้าไปถึงเยื่อหุ้มแวคิวโอลที่อยู่ภายในเซลล์ได้.
นอกจากนี้ผลการทดลองจากรูปที่ 30 และ 32 จากเงื่อนไขผลของเวลาคงอยู่ tL ของความถ่ีต่ า fL ยัง
แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมขึ้น tL ท าให้เซลล์มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์เพ่ิมมากข้ึนหากความถี่ต่ า fL มีค่า
เพียงพอ. 
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บทที่ 6 
สรุป 

 จากผลการทดลองและการวิเคราะห์ผลการทดลองที่ได้กล่าวมา ผู้วิจัยได้ทดลองศึกษาการ
เบรกดาวน์ของเยื่อหุ้มเซลล์พืชโดยใช้โพรโทพลาสต์ที่สกัดจากล าต้นของไควาเระและดอกอัญชัน. 
ภายใต้เงื่อนไขตัวแปรที่ใช้ทดลองและความเข้มสูงสุดของสนามไฟฟ้าแบบพัลส์ที่ใช้มีค่าเพียงพอที่จะ
ท าให้แรงดันตกคร่อมเยื่อหุ้มเซลล์ VM มีค่าสูงกว่าค่าวิกฤติ ผู้วิจัยสามารถสรุปผลการทดลองที่ได้จาก
การทดลองเงื่อนไขต่างๆดังนี้. 

 1) การป้อนความถี่ต่ า fL= fC ท าให้เซลล์จะมีอัตราการเกิดเบรกดาวน์ 78% ซึ่งสูงกว่าการ
ป้อน fL= 5fC ที่ไม่ท าให้เกิดเบรกดาวน์. หาก fL มีค่าต่ ากว่าค่าวิกฤตมาก(10–33 kHz) เซลล์จะมี
โอกาสเบรกดาวน์เข้าไปถึงภายใน เช่น เยื่อหุ้มแวคิวโอล ถึง 91.7% ส าหรับโพรโทพลาสต์ที่สกัดจาก
กลีบดอกอัญชัน.  

2) สนามไฟฟ้าที่ถูกควบคุมช่วยให้เซลล์มีโอกาสเบรกดาวน์ถึงแม้จะป้อน fL> fC โดยมีอัตรา
การเกิดเบรกดาวน์ที่ fL= 200 kHz เป็น 84.6% ส าหรับโพรโทพลาสต์จากต้นไควาเระ และ 62.5% 
ส าหรับโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชัน. 

 3) เวลาคงอยู่ tL ของความถ่ีต่ าที่ 1 ms มีอัตราการเกิดเบรกดาวน์น้อยที่สุดคือ 20% ส าหรับ 

fL = 100 kHz และ 0% ส าหรับ fL = 200 kHz.  

 4) อัตราการเกิดเบรกดาวน์เฉพาะเยื่อหุ้มเซลล์สูงที่สุดที่  tL = 10 ms โดยมีค่า 25.8% 
ส าหรับ fL = 100 kHz และมีค่า 31.1% ส าหรับ fL = 200 kHz.  
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ก) การสกัดโพรโทพลาสต์จากล าต้นไควาเระ 

ขั้นตอนการสกัดโพรโทพลาสต์จากล าต้นไควาเระท่ีใช้ทดลองในวิทยานิพนธ์นี้แสดงดังขั้นตอนต่อไปนี้. 

      1) น าต้นไควาเระประมาณ 50 ต้น มาท าความสะอาดด้วยเอทานอล 70% ฉีดเป็นละอองด้วยที่
ฉีดสเปรย์.  

 
รูปที่ 36 ต้นไควาเระที่ถูกฉีดด้วยเอทานอล 70%. 

 

      2) น ากระดาษซับ(Kimwipes) ซับเอทานอลเบาๆ พอให้แห้ง ดังแสดงในรูปที่ 37. 

 
รูปที่ 37 การซับเอทานอลล าต้นไควาเระด้วยกระดาษซับ. 

 

     3) ตัดส่วนยอดและรากทิ้ง คงไว้เฉพาะส่วนล าต้นยาวประมาณ 5 cm. น าส่วนล าต้นหั่นเป็นชิ้น
เล็กๆ(ประมาณ 0.5 mm). 

 
รูปที่ 38 ล าต้นไควาเระที่ถูกหั่นฝอย.    
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    4) น าส่วนของล าต้นไควาเระที่ถูกหั่นใส่ในขวดรูปชมพู่ และใส่สารละลายบัฟเฟอร์ MES ลงไป
ประมาณ 25 ml. หลังจากนั้นน าเข้าไปไล่ฟองอากาศในเครื่องปั๊มสุญญากาศประมาณ 15 นาที. เมื่อ
เสร็จแล้วปิดฝาแล้วทิ้งไว้ให้ครบ 4 ชั่วโมง. 

 

รูปที่ 39 ล าส่วนต้นไควาเระในสารละลายบัฟเฟอร์ MES. 

 

          5) น าโพรโทพลาสต์ที่แช่ไว้ครบ 4 ชั่วโมงมากรองด้วยตะแกรงสเตนเลส ขนาด 106, 63 µm 
และตาข่ายไนลอนขนาด 50 µm ตามล าดับ. 

 

รูปที่ 40 การกรองแยกโพรโทพลาสต์ล าต้นไควาเระ (ก) ด้วยตะแกรงสเตนเลส (ข) ด้วยตาข่าย
ไนลอน. 

 

6) แบ่งสารละลายที่ได้จากข้อ 5) ใส่หลอดทดลองขนาด 15 ml จ านวน 2 หลอดให้ได้

ปริมาตรเท่ากัน.  

7) น าหลอดทดลองไปปั่นแยกส่วนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (LMC-3000, Biosan) ด้วยอัตราเร็ว 

800 rpm เป็นเวลา 5 นาท.ี 

(ก) (ข) 
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8) น าหลอดทดลองทั้งสองออกมา. สังเกตที่ก้นหลอดจะพบว่ามีตะกอนของโพรโทพลาสต์ 

กองอยู่. ดูดสารละลายออกท้ังหมดเหลือไว้เฉพาะโพรโทพลาสต์ที่กองไว้ด้านล่างด้วย pipette. 

 

รูปที่ 41 โพรโทพลาสต์ไควาเระ (ก) หลังจากปั่นแยกส่วน (ข) หลังจากดูดสารละลายที่ไม่ต้องการ. 
 

9) ใส่ wash solution(สารละลาย mannitol ความเข้มข้น 0.6 M ที่มีค่า pH = 5.7) ลงไป

ในหลอดทดลองทั้ง 2 ประมาณหลอดละ 5 ml แล้วน าเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยอัตราเร็ว 800 rpm 

เป็นเวลา 5 นาท.ี 

10) น าหลอดทดลองออกมาแล้วดูดสารละลายด้านบนออก เหลือเฉพาะโพรโทพลาสต์

ด้านล่าง. เติม wash solution ลงไปในหลอดทดลองทั้งสองอีกเล็กน้อย (ประมาณหลอดละ 0.5 ml) 

จะได้โพรโทพลาสต์ส าหรับน าไปทดลอง. 

 

รูปที่ 42 โพรโทพลาสต์ไควาเระส าหรับน าไปทดลอง. 
 

 

 

(ข) (ก) 
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ข) การสกัดโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชัน 

ขั้นตอนการสกัดโพรโทพลาสต์จากดอกอัญชันที่ใช้ทดลองในวิทยานิพนธ์นี้แสดงดังขั้นตอนต่อไปนี้. 

      1) น าดอกอัญชันมาตัดส่วนโคนดอกออกโดยใช้เฉพาะส่วนที่เป็นกลีบดังแสดงในรูปที่ 43. 

 
รูปที่ 43 ดอกอัญชัน (ก) ก่อนตัดก้านดอก (ข) หลังตัดก้านดอก. 

 

      2) คลี่กลีบดอกอัญชันออกมาทีละกลีบและวางไว้บนกระดาษรองจนได้ปริมาณตามที่ต้องการ 
(ประมาณ 20 กลีบต่อสารละลายบัฟเฟอร์ MES 25 มิลลิลิตร) ดังแสดงในรูปที่ 44. 

 
รูปที่ 44 กลีบดอกอัญชันที่ถูกคลี่. 

 

     3) ท าความสะอาดกลีบดอกอัญชันโดยใช้เอทานอล 70% ฉีดเป็นละอองด้วยที่ฉีดสเปรย์. การฉีด
ท าความสะอาดนั้นควรฉีดให้โดนกลีบดอกท้ังสองด้าน.  

 
รูปที่ 45 กลีบดอกอัญชันที่ถูกฉีดด้วยเอทานอล 70% ทั้งสองด้าน.    

 

(ก) (ข) 
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    4) น ากระดาษซับ(Kimwipes) ซับกลีบดอกอัญชันทั้งสองด้านเบาๆ ทุกกลีบพอให้แห้ง ดังแสดงใน
รูปที่ 46. 

 

รูปที่ 46 การซับกลีบดอกอัญชันด้วยกระดาษซับ. 

 

          5) น ากลีบดอกอัญชันมาหั่นเป็นฝอยขนาดเล็กโดยหั่นเป็นฝอยบางๆด้วยใบมีดโกนตามรูปที่
47(ก). หลังจากนั้นน ากลีบที่หั่นฝอยที่ได้มาหั่นตามขวางอีกรอบจะได้ลักษณะตามรูปที่ 47(ข). 

 

รูปที่ 47 การหั่นกลีบดอกอัญชัน (ก) หั่นเป็นฝอยในขั้นแรก (ข) หั่นตามขวางอีกรอบ. 

 

       6) น า Wash solution (สารละลาย mannitol ความเข้มข้น 0.4 M และ CaCl2 ความเข้มข้น 
0.0276 % และมีค่า pH = 5.6.) มาเทใส่กลีบดอกอัญชันที่ได้จากขั้นตอนในข้อ 5) โดยใช้กลีบดอก
อัญชัน 20 กลีบต่อ Wash solution 5 มิลลิลิตร แล้วทิ้งไว้ 30 นาทีเพ่ือให้เซลล์ปรับสภาพ. 

 

รูปที่ 48 กลีบดอกอัญชันหั่นฝอยแช่ใน wash solution. 

(ก) (ข) 
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       7) เมื่อครบ 30 นาที เปลี่ยนภาชนะโดยใช้คีมที่สะอาดคีบเอาเฉพาะส่วนที่เป็นกลีบดอกอัญชัน
มาใส่ในภาชนะใหม่. หลังจากนั้นเทสารละลายบัฟเฟอร์ MES ปริมาตร 25 มิลลิลิตรลงไปในภาชนะ
ใหม่ที่ใส่กลีบดอกอัญชันไว้ แล้วทิ้งไว้เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ในห้องทึบแสง. 

 

รูปที่ 49 กลีบดอกอัญชันหั่นฝอยแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES.  
 

8) น าโพรโทพลาสต์ที่แช่ไว้ครบ 4 ชั่วโมงมากรองด้วยตะแกรงสเตนเลส ขนาด 106, 63 µm 

และตาข่ายไนลอนขนาด 50 µm  ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 50. 

 

รูปที่ 50 การกรองแยกโพรโตพลาสต์ดอกอัญชัน (ก) ด้วยตะแกรงสเตนเลส (ข) ด้วยตาข่ายไนลอน. 
 

9) แบ่งสารละลายที่ได้จากข้อ 8) ใส่หลอดทดลองขนาด 15 ml จ านวน 2 หลอดให้ได้

ปริมาตรเท่ากัน.  

10) น าหลอดทดลองไปปั่นแยกส่วนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง (LMC-3000, Biosan) ด้วยอัตราเร็ว 

1000 rpm เป็นเวลา 5 นาท.ี 

 

(ก) (ข) 
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11) น าหลอดทดลองทั้งสองออกมา. สังเกตที่ก้นหลอดจะพบว่ามีตะกอนของโพรโทพลาสต์ 

กองอยู่. ดูดสารละลายออกท้ังหมดเหลือไว้เฉพาะโพรโทพลาสต์ที่กองไว้ด้านล่างด้วย pipette. 

 

รูปที่ 51 โพรโทพลาสต์ดอกอัญชัน (ก) หลังจากปั่นแยกส่วน (ข) หลังจากดูดสารละลายที่ไม่ต้องการ. 
 

12) ใส่ wash solution ลงไปในหลอดทดลองทั้ง 2 ประมาณหลอดละ 5 ml แล้วน าเข้า

เครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยอัตราเร็ว 1000 rpm เป็นเวลา 5 นาที. 

13) น าหลอดทดลองออกมาแล้วดูดสารละลายด้านบนออก เหลือเฉพาะโพรโทพลาสต์

ด้านล่าง. เติม wash solution ลงไปในหลอดทดลองทั้งสองอีกเล็กน้อย (ประมาณหลอดละ 0.5 ml) 

จะได้โพรโทพลาสต์ส าหรับน าไปทดลอง. 

 

รูปที่ 52 โพรโทพลาสต์ดอกอัญชันส าหรับน าไปทดลอง. 
 

 

 

(ข) (ก) 
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ค) ขั้นตอนเตรียมพร้อมระบบของไหลก่อนทดลอง 

1) ติดตั้งกระบอกเข็มฉีดยาขนาด 3 ml และเข็มฉีดยาขนาด 1.2  2.5 mm เข้ากับปั๊ม
กระบอกฉีดยา (NE-1000, New era pump system). 

2) น าชิ้นงานที่ผลิตได้มาต่อกับปั๊มกระบอกฉีดยาด้วยท่อยางซิลิโคนขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง
ภายใน 1 mm. 

3) ปรับค่าปั๊มกระบอกฉีดยาโดยป้อนค่าเส้นผ่าศูนย์กลางกระบอกฉีดยาให้ตรงกับขนาด
กระบอกฉีด. ปรับอัตราการไหลของสารเป็น 15 µl/min ทิศดึงกลับ(withdraw). 

4) ป้อนน้ า DI เข้าไปในช่องทางเดินสารโดยไม่ให้เกิดฟองอากาศภายในช่องทางเดินสารและ 
orifice ซึ่งสังเกตด้วยกล้องจุลทรรศน์. หากพบว่าเกิดฟองอากาศข้ึนให้น าชิ้นงานไปไล่ฟองอากาศด้วย
ปั๊มสุญญากาศอย่างน้อย 5 นาทีหรือจนกว่าฟองอากาศจะหมดไป. 

5) น าชิ้นงานป้อนด้วยน้ า DI จนช่องทางเดินสารเต็มไปด้วยน้ าและไม่มีฟองอากาศจึงป้อน 
wash solution เข้าไปแทน. ป้อนจนสารภายในช่องทางเดินสารมีสภาพอยู่ในช่วง 45 50 mS/m จึง
สามารถเริ่มทดลองได้. 
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นายธนภัทร โทนะพันธ์ เกิดเมื่อวันที่ 3 กันยายน 2528 ที่อ าเภอราษีไศล จังหวัดศรีสะ
เกษ โดยได้ส าเร็จการศึกษาในระดับวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต สาขาอิเล็กทรอนิกส์ จากสถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบังในปี 2550. 
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