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This research was to study the antioxidant activity of 
chitooligosaccharides from two weeks seedlings of Samanca saman 
(Jacq) Merr. produced by chitinase with extraction of 0.1 molar acetate 
buffer at pH 3.5 was investigated in this work. It was found that 
chitooligosaccharides obtained from hydrolysis of 1 percent of colloidal 
chitin in 0.1 molar acetate buffer pH 3.5 using chitinase extracted from 

two weeks seedlings of Samanca saman (Jacq) Merr. at 0 . 5  hour 
digestion, chitooligosaccharides were produced from hydrolysis of 1 
percent of colloidal chitin in 0.1 molar acetate buffer pH 3.5 utilizing 
chitinase isolated from two weeks seedlings of Samanca saman (Jacq) 
Merr. It comprises acetylglucosamine as well as (GlcNAc)2, (GlcNAc)3, 
(GlcNAc)4, (GlcNAc)5, and (GlcNAc)6 of chitooligosaccharides. The small 
molecules of (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 and (GlcNAc)3 increased with 1 hour, 2 
hours and 4 hours of curing time, the small molecules of (GlcNAc)1, 
(GlcNAc)2, and (GlcNAc)3 increased, whereas the large molecules of 
(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 and (GlcNAc)6 decreased. The large molecules of 
(GlcNAc)4 changed to (GlcNAc)2 + (GlcNAc)2 and (GlcNAc)1 + (GlcNAc)3, 
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(GlcNAc)5 changed to (GlcNAc)2 + (GlcNAc)3 and (GlcNAc)1 + (GlcNAc)4, 
(GlcNAc)6 changed to (GlcNAc)3 + (GlcNAc)3, (GlcNAc)2 + (GlcNAc)4 and 
(GlcNAc)1 and (GlcNAc)5. Chitooligosaccharides obtained from the use of 
every curing time to digest which have antioxidant activity better than 

butylated hydroxyl toluene (BHT) standard. The EC50 of 0.5 hour, 1 hour, 
2 hours and 4 hours incubation were 1.01±0.1, 1.07±0.1, 1.12±0.1 and 
1.18±0.1 µg/mL, respectively, which less than the EC50 of BHT standard 
of 1.34±0.1 µg/mL. The large molecules of chitooligosaccharides from 
shorter curing time (0.5 hour) have more antioxidant activity than small 
molecules from longer curing time (1 hour, 2 hours and 4 hours). 

บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้ศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของ 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากต้นอ่อนก้ามปูอายุ 2 สัปดาห์ 
โดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์ไคติเนส และสกัดด้วย 0.1 
โมลาร์ อะซิเตตบัฟเฟอร์ ที่พีเอช 3.5 พบว่า ไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ทีส่กัดได้จากการย่อย 1 เปอร์เซ็นต์ ไคตินในรูป
คอลลอยด์ ใน 0.1 โมลาร์ อะซิเตตบัฟเฟอร์ ที่พีเอช 3.5 
โดยการย่อยของเอนไซม์ไคติเนสที ่สกัดได้จากต้นอ่อน
ก้ามปอูายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาย่อย 0.5 ช่ัวโมง จะมีเอนอะ
ซิติลกลูโคซามีน (GlcNAc)1 และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ขนาด 2-6 โมเลกุล ได้แก่  (GlcNAc)2, (GlcNAc)3, 
(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 แต่เมื่อเพิ่มเวลาบ่ม
เป็น 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง จะมีโมเลกุลขนาด
เล็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3 เพิ ่มขึ้น 
ในขณะที่โมเลกุลขนาดใหญ่ของ (GlcNAc)4, (GlcNAc)5 
และ (GlcNAc)6 ลดต่ำลง เนื่องจากโมเลกุลขนาดใหญ่ของ 
(GlcNAc)4 จะเปลี่ยนไปเป็น (GlcNAc)2  จำนวน 2 โมเลกุล 
และ (GlcNAc)1 กับ (GlcNAc)3 อย่างละ 1 โมเลกุล ส่วน 
(GlcNAc)5 จะถูกเปลี่ยนไปเป็น (GlcNAc)2  กับ (GlcNAc)3  

และ (GlcNAc)1 กับ (GlcNAc)4 อย่างละ 1 โมเลกุล และ 
(GlcNAc)6) จะถูกเปลี่ยนไปเป็น (GlcNAc)3 กับ (GlcNAc)3 
และ (GlcNAc)2 กับ (GlcNAc)4  และ (GlcNAc)1 กับ 
(GlcNAc)5 อย่างละ 1 โมเลกุล เป็นต้น เมื่อนำไปทดสอบ

ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอิสระพบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้
จากการใช้เวลาย่อยทุกช่วงเวลา ดังกล่าวข้างต้นจะมีฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารมาตรฐานบิวทิลไฮดรอกซิ
โทลูอีน (BHT) โดยมีค่า EC50 ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ในช่วงการบ่มที่ 0.5 ชั ่วโมง 1 ชั ่วโมง 2 ชั ่วโมง และ  
4 ชั ่วโมงเท่ากับ 1.01±0.1, 1.07±0.1, 1.12±0.1 และ 
1.18±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ ซึ่งต่ำกว่าค่า 
EC50 จากสารมาตรฐาน BHT ที ่มีค่าเท่ากับ 1.34 ±0.1 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที ่มีโมเลกุล
ขนาดใหญ่จากการใช้ระยะเวลาบ่มน้อยลง (0.5 ช่ัวโมง) จะ
มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระได้กว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ที ่มีโมเลกุลขนาดเล็กจากการใช้ระยะเวลาบ่มมากกว่า  
(1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง) 

คำสำคัญ: ไคติเนส  ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  ฤทธิ์การ
ต้านอนุมูลอิสระ  ต้นอ่อนก้ามป ู

บทนำ 

เอนไซม์ไคติเนสเป็นเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาการ

สลายพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิกของไคตินด้วยน้ำ ซึ่งเป็น

พอลิเมอร์ของเอนอะซิติลกลูโคซามีน (GlcNAc) ได้ผลผลิต

เป็นเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโตโอลิโอแซคคาไรด์ที่มี

ขนาด 2-6 โมเลก ุล ได ้แก ่  ไคโตไบโอส ((GlcNAc)2)  
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ไคโตไตรโอส ((GlcNAc)3) ไคโตเตโตรส ((GlcNAc)4) ไค

โตเพนโตส ((GlcNAc)5) และไคโตเฮกโซส ((GlcNAc)6) เป็น

ต ้น เอนไซม์ไคติเนสพบในสิ ่งม ีช ีว ิตหลายชนิด เช่น 

แบคทีเร ีย ยีสต์ เชื ้อรา และพืช มีความสำคัญในการ

ประย ุกต ์ใช ้ทางเทคโนโลย ีช ีวภาพ โดยเฉพาะด ้าน

อุตสาหกรรมการเกษตร เช่น ควบคุมโรคพืช ที่เกิดจากเช้ือ

รา แบคทีเรีย และแมลง (1) ขนาดของเอนไซม์ไคติเนสจาก

พืชมีขนาดอยู่ในช่วง 25-40 กิโลดาลตัน (2) 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ประกอบด้วยมอนอแซค
คาไรด์ของเอนอะซิติลกลูโคซามีนหรือกลูโคซามีนตั้งแต่ 
2-10 โมเลกุล เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิก
ที่เกิดจากการย่อยสลายไคตินหรือไคโตซานด้วยปฏิกิริยา
เคมีของกรดหรือการเร่งปฏิกิริยาการสลายด้วยน้ำของ
เอนไซม์ในกลุ่มไคติโนไลติก (ไคติเนสและไคโตซาเนส)  
ไคโตโอล ิโกแซคคาไรด์นำมาใช้เป ็นสารยับย ั ้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อรา (3,4) สารต้านโรค
ไขข้ออักเสบ สารลดคอเลสเตอรอลและไขมันในเสน้เลอืด 
สารควบคุมการปล่อยตัวยาสำคัญ (5) นอกจากน้ี ไคโตโอ
ลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคซานด้วยเอนไซม์ไคโต
ซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 ข้าวฟ่าง 
เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ที ่ใช้ระยะเวลาในการบ่มสั้น 
(0.5 ช่ัวโมง) จะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีโมเลกุลขนาด
ใหญ่ของ (GlcN)4, (GlcN)5 และ (GlcN)6 มากกว่าโมเลกลุ
ขนาดเล็กของ (GlcN)1, (GlcN)2 และ (GlcN)3 จะมีฤทธิ์
ในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสารมาตรฐานบิวทิลเลเตด
ไฮดรอกซิโทลูอีน (BHT) เมื่อเปรียบเทียบด้วยค่า EC50 
(6) ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ละลายน้ำได้ดีกว่าไคตินและ 
ไคโตซาน จึงทำให้มีประสิทธิภาพการดูดซึมได้ดีกว่า 
ดังนั้น ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จึงมีมูลค่าสูงกว่าไคตินและ
ไคโตซานมาก ไคตินและไคโตซานถูกนำไปใช้ประโยชน์ได้
น้อย เนื ่องจากอยู่ในรูปพอลิเมอร์ ดังนั ้น การเปลี่ยน 
ไคตินและไคโตซานที่อยู่ในรูปพอลิเมอร์ให้เป็นไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ด้วยเอนไซม์ไคติเนสหรือเอนไซม์ไคโตซาเนส 
จึงมีความจำเป็นอย่างมาก ซึ ่งพบว่าพืชหลายชนิดมี

เอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดและมีค่ากิจกรรมจำเพาะสูงจึงเปลี่ยน
ไคตินหรือไคโตซานเป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้ดีกว่า
จุลินทรีย์ และจากผลการวิจัยของพุธิตา ภูมิคอนสาร 
และมานะ ขาวเมฆ (7) เกี่ยวกับเอนไซม์ไคติเนสจากต้น
อ่อนก้ามปูซึ่งมีค่ากิจกรรมจำเพาะสูง พบว่า ไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์จากไคติเนสที ่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปูอายุ  
2 สัปดาห์ เมื่อบ่มที่ 0.5 ชั่วโมง จะมีขนาดโมเลกุลเป็น 
(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 และงานวิจัยของ
มานะ ขาวเมฆ (8) พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จาก
เอนไซม์ไคติเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปูอายุ 2 สัปดาห์ 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราได้ 4 สายพันธุ์ 
คือ Bipolaris oryzae, Curvularia lunata, Magnaporthe 
oryzae และ Setosphaeria oryzae ด้วยความเข้มข้น 
5-10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และจากงานวิจัยของมูนและ
คณะ (9) สกัดเอนไซม์ไคติเนส จากเชื ้อแบคทีเรีย 
Serratia marcescens PRNK-1 เมื่อใช้ระยะเวลาในการ
ย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์น้อยลง ส่งผลทำให้ได้ปริมาณ
ของไคโตเฮกโซสเพิ่มมากขึ้น รองลงมาเป็นไคโตเพนโตส 
และไคโตเตโตรส ตามลำดับ ดังนั้น ผู้วิจัยจึงนำไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์ด้วย
เอนไซม์ไคติเนสที่สกัดได้จากต้นอ่อนก้ามปูอายุ 2 สัปดาห์ 
จะมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาได้ดีและได้ผลิตผล
เป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ (8) มาทดสอบฤทธิ์
การต้านอนุมูลอิสระ 

วิธีดำเนินการวิจัย 

การสกัดเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนก้ามปูด้วยวิธีของ
บอลเลอร์และคณะ (10) 

ชั ่งต ้นอ่อนก้ามปูอาย ุ 2 ส ัปดาห์ท ี ่ปล ูกใน
ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และความชื้นร้อยละ 
80 หนัก 20 กรัม ล้างให้สะอาดด้วยน้ำกลั่นปลอดเชื้อบด
ด้วยโกร่งให้ละเอียด เติมสารละลาย 0.1 โมลาร์ โซเดียม 
อะซิเตตบัฟเฟอร์เข้มข้น พีเอช 3.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ที ่มี 1 มิลลิโมลาร์ ฟีนิลเมธิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์ และ  
5 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรของพอลิไวนิลพอลิไพโรลิ
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โดนผสมอยู่ หลังจากนั้น นำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ
เท่ากับ 25,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จะได้
สารละลายของสารสกัดเอนไซม์ไคติเนส  

การหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสด้วยวิธีของบอลเลอร์
และคณะ (10) 

ปิเปตสารสกัดเอนไซม์ไคติเนส 200 ไมโครลิตร  
(3.85 ยูนิต/มิลลิกรัม) ผสมกับ 1 เปอร์เซ็นต์ ไคตินในรูป
คอลลอยด์ (11) ที่เตรียมจากเกล็ดไคติน (บริษัทซิกมา) ใน 
0.1 โมลาร์ โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์เข้มข้น พีเอช 3.5 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร บ่มที ่45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที นำของผสมปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ต ่อนาที เป ็นเวลา 20 นาท ี  ป ิ เปตสารละลายใส  
500 ไมโครลิตร เติม 0.8 โมลาร์ โซเดียมเตตระบอเรต 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำของผสมไปต้มให้เดือด 3 นาที 
เติมสารละลายพาราไดเมทิลอะมิโนเบนซาลดีไฮด์ปริมาตร  
3 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
20 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร 
นำค่าที่ได้เทียบกับกราฟมาตรฐานเอนอะซิติลกลูโคซามีน  

การหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของเลาว์รีและคณะ (12) 
ปิเปตสารสกัดเอนไซม์ไคติเนส 10 ไมโครลิตร 

(0.1926 ยูนิต/มิลลิกรัม) ปรับปริมาตรเป็น 500 ไมโครลิตร 
ด้วย 0.1 โมลาร์  โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ พีเอช 3.5 เติม
สารละลายผสมคอปเปอร์ซัลเฟต 2.5 มิลลิลิตร เขย่าและ
ตั้งไว้ที ่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที เติมสารละลาย 
โฟลินที ่เข ้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร/ปริมาตร 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เขย่าและตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
30 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
นำค่าที ่ได ้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของโบไวน์
ซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin; BSA) 

การเตรียมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยวิธีของมิลเลอร์ (13) 

ปิเปต 1 เปอร์เซ็นต์ ไคตินในรูปคอลลอยด์   
ใน 0.1 โมลาร์ โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ พีเอช 3.5 ปริมาตร  
1.2 มิลลิล ิตร เติมสารสกัดเอนไซม์ไคติเนสปริมาตร  

0.3 มิลลิลิตร (5.78 ยูนิต/มิลลิกรัม) บ่มที่ 45 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 0.5 ชั ่วโมง 1 ชั ่วโมง 2 ชั ่วโมง และ 4 ชั ่วโมง 
ตามลำดับ หลังจากนั้น นำไปต้มให้เดือด แล้วนำของผสม
มาปั่นเหวี ่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  
10 นาที จะได้สารละลายใสของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  

การศึกษารูปแบบไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยวิธีของเพา
นิบและไลซ์คีวิกซ (14) 

1. สปอร์ตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการ
บ่มในระยะเวลา 0.5 ชั ่วโมง 1 ชั ่วโมง 2 ชั ่วโมง และ  
4 ช่ัวโมง บนแผ่น TLC  

2. นำแผ่น TLC ใส่ในแท้งก์ที่มีตัวทำละลายผสม
ของโพรพานอล : น้ำ : แอมโมเนีย เท่ากับ 70 : 30 : 1  
รอจนตัวทำละลายเคลื่อนที่ระยะทาง 10 เซนติเมตร ทำให้
แห้ง 

3. สเปรย์กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
บนแผ่น TLC นำไปวางบนเตาให้ความร ้อน 3 นาที  
วัดระยะทางสารที่ปรากฏและหาค่า Rf เปรียบเทียบกับ
สารมาตรฐานไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

การหาปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยวิธี
ของโคกะและคณะ (15) 

1. เตรียมสารมาตรฐานเอนอะซิติลกลูโคซามีน
และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาด 2-6 หน่วย เข้มข้น 50, 
100 และ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และนำไปวิเคราะห์
ด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้สารเคลื่อนที่เป็น น้ำ : เมทานอล 
เท่ากับ 60 : 40 ด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ผ่าน
คอลัมน์ชนิด Shodex Asahipak NH2P-50 ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส นำพื้นที่ใต้กราฟและค่าความเข้มข้น
ของสารมาตรฐานเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 

2. นำสารไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อย
ของเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนก้ามปูอายุ 2 สัปดาห์ มา
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC และหาปริมาณโดยเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์แล้วนำมาคำนวณหาปริมาณร้อยละ 
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การศึกษาฤทธิก์ารต้านอนมุูลอิสระด้วยวิธี 2, 2 ไดเฟนิล-
1-พิไคลดราซิล (16) 

1. เตรียมสารละลายแรดิคัล DPPH ที ่ความ
เข้มข้นเท่ากับ 0.1 มิลลิโมลาร์ ในแอบโซลูทเอทานอล
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานของบิวทิเลเตด
ไฮดรอกซิโทลูอีน (Butylated Hydroxytoluene; BHT) ที่
ความเข้มข้นเท่ากับ 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 80 มิลลิกรัม/
ลิตร ในเอทานอล หลังจากนั้น ปิเปตสารมาตรฐานที่ความ
เข้มข้นต ่าง ๆ ด ้วยปร ิมาตร 1.5 ม ิลล ิล ิตร ผสมกับ
สารละลาย DPPH ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 
ตั ้งไว้ในที ่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที วัดการ
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ทำการทดลอง
ซ้ำ 3 ครั้ง นำค่าที่ได้สร้างกราฟมาตรฐานของบิวทิเลเตด
ไฮดรอกซิโทลูอีน ระหว่างค่าร้อยละการยับยั้งกับค่า log 
ความเข้มข้นของ BHT และหาค่าการต้านอนุมูลอิสระและ 
EC50  

3. เตรียมสารตัวอย่างเข้มข้น 2.5, 5, 10, 20, 40 
และ 80 มิลลิกรัม/ลิตร ปิเปตสารตัวอย่าง 1.5 มิลลิลิตร 
เติม DPPH ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ให้เกิดปฏิกิริยา
ในที่มืดทีอุ่ณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้น นำไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ทำ
การทดลองซ้ำ 3 ครั้ง เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BHT 
คำนวณหาค่าการต้านอนุมูลอิสระและค่า EC50 การออก
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Radical Scavenging Activity) ได้
ร้อยละ 50 โดยใช้สูตร 
 
% Radical Scavenging Activity =                          
x 100 
 
เมื่อ A = ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH 

B = ค่าการดูดกลืนแสงของตัวควบคุม (Control) 
C = ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 
D = ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างที่เติม DPPH 

ผลการศึกษาและอภิปรายผล 

การหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 

การศึกษาค่ากิจกรรมของไคติเนสจากต้นอ่อน
ก้ามปูอายุ 2 สัปดาห์ พบว่าค่ากิจกรรม ปริมาณโปรตีน 
และค่ากิจกรรมจำเพาะเท่ากับ 19.2687 ยูนิต/มิลลิลิตร 
0.9730 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 19.8040 ยูนิต/มิลลิกรัม 
ตามลำดับ  

การศึกษารูปแบบไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อยไคตินใน
รูปคอลลอยด์ด้วยเอนไซม์ไคติเนสทีส่กัดจากต้นอ่อนกา้มปู
อายุ 2 สัปดาห์ที ่ใช้ระยะเวลาในการบ่ม 0.5 ชั ่วโมง  
1 ชั ่วโมง 2 ชั ่วโมง และ 4 ชั ่วโมง จะมีขนาดตั ้งแต่ 
16 โมเลกุล เมื่อใช้ระยะเวลาในการบ่มน้อยลง (0.5 ช่ัวโมง) 
จะได้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที ่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ของ 
(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ  (GlcNAc)6 ม ี จ ุ ด เข ้ มกว่ า
โม เลก ุ ลขนาด เล ็ ก ของ  (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ 
(GlcNAc)3 แสดงว่า มีปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่
มีโมเลกุลขนาดใหญ่มากกว่าโมเลกุลขนาดเล็ก แต่เมื่อใช้
ระยะเวลาในการบ่มเพิ่มขึ้นเป็น 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ  
4 ชั่วโมง ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ของ 
(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 จะน้อยลง ในขณะ
ท ี ่ โมเลก ุลขนาดเล ็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ 
(GlcNAc)3 จะเพิ่มขึ้น ดังนั้น แสดงว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ถูก
ย่อยให้มีขนาดเล็กลง โดยโมเลกุลที ่มีขนาดใหญ่ของ 
(GlcNAc)4 จะเปลี่ยนไปเป็น (GlcNAc)2 จำนวน 2 โมเลกุล 
และ (GlcNAc) 1กับ (GlcNAc)3 อย่างละ 1 โมเลกุล และ 
(GlcNAc) 5 จะถูกเปลี่ยนไปเป็น (GlcNAc)2 กับ (GlcNAc)3 
และ (GlcNAc)1 กับ (GlcNAc)4 อย่างละ 1 โมเลกุล และ 
(GlcNAc)6 จะถูกเปลี ่ยนไปเป็น  (GlcNAc)3 จำนวน  
2 โมเลกุล และ (GlcNAc)2 กับ (GlcNAc)4 และ (GlcNAc)1 
กับ (GlcNAc)5 อย่างละ 1 โมเลกุล (รูปที่ 1) ซึ่งสอดคล้อง
กับงานวิจัยของมูนและคณะ พบว่า เอนไซม์ไคติเนสที่สกัด
ได้จากเชื ้อแบคทีเร ีย Serratia marcescens PRNK- 1  
และนำไปย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์ที ่ระยะเวลามากขึ้น 

[(A–B)-(C-D)] 
[(A–B) 
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ส ่งผลทำปร ิมาณของ (GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ
(GlcNAc)6 ลดลงในขณะที่ปริมาณ(GlcNAc)1, (GlcNAc)2 
และ(GlcNAc)3 เพิ่มขึ้น (9)  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 รูปแบบของไคโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการบ่มไค
ตินที่อยู่ในรูปคอลลอยด์ด้วยเอนไซม์ไคติเนสจาก
ต้นอ่อนก้ามปู  M: สารมาตรฐานไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ขนาด 1-6 โมเลกุล 1: ระยะเวลาในการบ่ม 
0.5 ชั่วโมง 2: ระยะเวลาในการบ่ม 1 ชั่วโมง 3: 
ระยะเวลาในการบม่ 2 ช่ัวโมง 4: ระยะเวลาในการ
บ่ม 4 ช่ัวโมง 

การหาปรมิาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

เมื่อนำไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อย  
1 เปอร์เซ็นต์ ไคตินในรูปคอลลอยด์ ด้วยเอนไซม์ไคติเนส 
จากต้นอ่อนก้ามปู อายุ 2 สัปดาห์ ท่ีใช้เวลาบ่ม 0.5 ช่ัวโมง 
1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง มาวิเคราะห์หาปริมาณ
ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีสมรรถนะสูงและเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่มีขนาดตั้งแต่ 2 – 6 โมเลกุล พบว่า ปริมาณ
ข อ ง  (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 , (GlcNAc)3 , (GlcNAc)4 ,  
(GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 เท่ากับร้อยละ 3.41-5.54, 
18.19-38.87, 8.23-20.46, 17.87-22.64, 9.84-20.17 และ 
9.34-25.64 ตามลำดับ โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที ่มี
โมเลก ุลขนาดใหญ ่ของ (GlcNAc)4,  (GlcNAc)5 และ 
(GlcNAc)6 จะมีปริมาณร้อยละลดลงเมื่อใช้ระยะเวลาใน
การบ่มเพิ ่มขึ ้น คือ (GlcNAc)4 ที ่ถูกบ่มด้วยระยะเวลา  
0.5 ชั่วโมง 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง จะมีปริมาณ

ร้อยละเท่ากับ 22.64, 21.74, 20.15 และ 17.87 ตามลำดับ 
(GlcNAc)5 ที ่ถูกบ่มด้วยระยะเวลา 0.5 ชั ่วโมง 1 ชั ่วโมง  
2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง จะมีปริมาณร้อยละเท่ากับ 20.17, 
17.42, 14.58 และ 9.84.87 ตามลำดับ และ (GlcNAc)6 ที่
ถูกบ่มด้วยระยะเวลา 0.5 ชั่วโมง 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ  
4 ชั่วโมง จะมีปริมาณร้อยละเท่ากับ 25.64, 18.63, 13.12 
และ 9.34 ตามลำดับ 

เมื ่อเปรียบเทียบกับปริมาณร้อยละของไคโต 
โอลิโกแซคคาไรด์ พบว่า เมื ่อใช้เวลาในการบ่มน้อยลง  
(0.5 ชั่วโมง) ส่งผลทำให้มีปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่มีขนาดใหญ่ เช่น (GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ 
(GlcNAc)6 สูงกว่าการใช้ระยะเวลาในการบ่มสูงขึ้น และ
ปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดเล็ก เช่น 
(GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3 เพิ่มสูงขึ้น  เมื่อใช้
เวลาในการบ่มสูงขึ้น (1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง) ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของมูนและคณะ พบว่า เอนไซม์ 
ไคติเนสที่สกัดได้จากเช้ือแบคทีเรีย Serratia marcescens 
PRNK-1 และนำไปย่อยไคตินในรูปคอลลอยด์ที่ระยะเวลา
น้อยลง ส่งผลทำให้ได้ปริมาณของไคโตเฮกโซสมากที่สุด 
รองมาเป็นไคโตเพนโตส และไคโตเตโตรส ตามลำดับ (9) 

การศึกษาฤทธิก์ารต้านอนุมลูอสิระของไคโตโอลโิกแซคคาไรด ์

เมื่อนำไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อย 
ไคตินในรูปคอลลอยด์ด้วยเอนไซม์ไคติเนสที่สกัดจากต้น
อ่อนก้ามปูอายุ 2 สัปดาห์ ที ่ใช้เวลาบ่ม 0.5 ชั ่วโมง  
1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง มาศึกษาการต้านอนุมูล
อิสระด้วยวิธี DPPH และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน  
BHT ที ่ม ีค ่า EC50 = 1.34±0.1 ไมโครกร ัม/ม ิลล ิล ิตร 
(ตารางที่ 1) พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากบ่มด้วย
ระยะเวลา 0.5 ชั่วโมง 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง  
มีค่าการต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วงร้อยละ 25.29±0.1 – 
88.03±0.1, 24.22±0.1 - 84.67±0.1, 21.69±0.1 – 
81.97±0.1 และ 15.41±0.1 – 80.03±0.1 ตามลำดับ 
โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 1.01±0.1, 1.07±0.1, 1.12±0.1 
และ 1.18±0.1 ตามลำดับ ดังตารางที่ 2 เมื่อวิเคราะห์ค่า 

 

(GlcNAc)1 
(GlcNAc)2 
(GlcNAc)3 
(GlcNAc)4 
(GlcNAc)5 
(GlcNAc)6 
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EC50 ที่ได้จากระยะเวลาในการบ่มที่ต่างกันด้วย One Way 
ANOVA พบว่า มีค่าความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยสำคัญ
ทางสถิติท ี ่ระด ับ 0 .05 เน ื ่องจากค่า EC50 ของแต่ละ
ระยะเวลาการบ่มใกล้เคียงกันมาก ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่
ได้จากการบ่มทุกช่วงเวลามีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระดีกว่า
สารมาตรฐาน BHT โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการ
บ่มด้วยระยะเวลา 0.5 ชั ่วโมง จะมีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระได้ดีที ่ส ุด ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที ่ได้จากการใช้
ระยะเวลาในการบ่มที่น้อยกว่า (0.5 ชั่วโมง) จะมีโมเลกุล
ขนาดใหญ่ของ (GlcNAc)4, (GlcNAc) 5และ (GlcNAc)6 
มากกว่าโมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2  

และ (GlcNAc)3 ในขณะที่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากใช้
ระยะเวลาในการบ่มที่มากกว่า (1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ  
4 ช ั ่ วโมง) จะม ี โมเลก ุลขนาดเล ็กของ (GlcNAc)1, 
(GlcNAc)2  และ (GlcNAc)3 มากกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ของ 
(GlcNAc)4, (GlcNAc) 5และ (GlcNAc)6  ดังนั้น ไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่จะมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูล
อิสระได้กว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก 
เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยของเอนไซม์ไคติเนสจากพืช
ชนิดอื่น ๆ พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อย
ของเอนไซม์ไคติเนสจากต้นอ่อนก้ามปูมีฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระได้ดีกว่าการย่อยโดยใช้เอนไซม์ไคติเนสที่สกัดได้จาก
กระถินบ้าน (EC50 เท่ากับ 1.21±0.1) และข้าว กข. 6 
(EC50 เท่ากับ 1.37±0.1) (17,18)  เนื่องจาก ไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยของเอนไซม์ไคติเนสจากต้น
อ่อนก้ามปูที่ใช้ระยะเวลาบ่มน้อย (0.5 ชั่วโมง) มีปริมาณ
ร้อยละของโมเลกุลขนาดใหญ่ของ (GlcNAc)4 เท ่ากับ 
22.64, (GlcNAc)5 เท่ากับ 20.17 และ (GlcNAc)6 เท่ากับ 
25.64 ซ ึ ่ งมากกว ่า ปร ิมาณร ้อยละของไคโตโอล ิโก 
แซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยของเอนไซม์ไคติเนสจากต้น
อ่อนกระถินบ้านที่ม ี(GlcNAc)4 เท่ากับ 20.02, (GlcNAc) 5
เท่ากับ 15.03 และ (GlcNAc)6 เท่ากับ 9.98 และข้าว กข. 
6 ที่มี (GlcNAc)4 เท่ากับ 14.92, (GlcNAc) 5เท่ากับ 9.54 
และ (GlcNAc)6 เท่ากับ 7.92 ดังนั้น ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ที่มีขนาดใหญ่ (ใช้ระยะเวลาในการบ่มเป็นเวลา 0.5 ช่ัวโมง) 
จะมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระร้อยละฤทธิ์การต้านอนุมูล
อ ิสระของไคโตโอล ิ โกแซคคาไรด ์ท ี ่ม ีความเข ้มข้น  
80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเท่ากับ 88.03±0.1 มากกว่าไคโต
โอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาดเล็ก (ใช้ระยะเวลาในการบ่มเป็น
เวลา 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง 4 ช่ัวโมง) จะมีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระร้อยละฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ที ่มีความเข้มข้น 80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเท่ากับ 
84 .67±0.1, 81 .97±0.1 และ 80 .03±0.1 ตามลำดับ

ตารางที่ 1 การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ด้วย BHT 

ความเข้มขน้ BHT 

(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 

การต้านอนุมูลอสิระ 

(%) 

EC50 

(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 
2.5 4.37±0.1 1.34±0.1 
5 13.84±0.1 
10 29.90±0.1 
20 48.75±0.1 
40 65.83±0.1 
80 77.47±0.1 
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ตารางที่ 2 การต้านอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยการย่อยของไคติเนสจากต้นอ่อนก้ามป ูด้วยวิธี DPPH 

เวลาที่ใช้ในการบ่ม ความเข้มขน้ 
(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 

% การต้านอนุมูลอิสระ EC50 
(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 

0.5 ช่ัวโมง 2.5 25.29±0.1 1.01±0.1 
5.0 35.55±0.1 
10 50.01±0.1 
20 61.62±0.1 
40 74.78±0.1 
80 88.03±0.1 

1 ช่ัวโมง 2.5 24.22±0.1 1.07±0.1 
5.0 34.03±0.1 
10 46.78±0.1 
20 59.78±0.1 
40 71.03±0.1 
80 84.67±0.1 

2 ช่ัวโมง 2.5 21.69±0.1 1.12±0.1 
5.0 31.48±0.1 
10 43.39±0.1 
20 58.97±0.1 
40 70.47±0.1 
80 81.97±0.1 

4 ช่ัวโมง 2.5 15.41±0.1 1.18±0.1 
5.0 28.63±0.1 
10 42.32±0.1 
20 56.16±0.1 
40 69.48±0.1 
80 80.03±0.1 

สรุปผล 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที ่ได้จากการย่อยของ 
ไคติเนสที ่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปูอายุ  2 สัปดาห์ ที ่ใช้
ระยะเวลาย่อย 0.5 ชั ่วโมง จะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ขนาด (GlcNAc)1 -(GlcNAc)6 เมื ่อใช้ระยะเวลาในการบ่ม
น้อยคือ 0.5 ชั ่วโมง จะมีปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโก

แซคคาไรด์ขนาดใหญ่ของไคโตเฮกโซส ไคโตเพนโตส และ
ไคโตเตโตรส มากกว่าการใช้เวลาในการบ่มมากขึ ้นเป็น  
1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง และปริมาณร้อยละของ
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 
และ (GlcNAc)3 เพิ่มขึ้น เมื่อใช้ระยะเวลาบ่มเพิ่มเป็น 1, 2 
และ 4 ชั ่วโมง ขณะที ่  (GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ 
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(GlcNAc)6 ลดลง โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของ (GlcNAc)4 
เปลี ่ยนไปเป็น (GlcNAc)2  + (GlcNAc)2, (GlcNAc)5 
เปลี่ยนไปเป็น (GlcNAc)2 +(GlcNAc)3  และ (GlcNAc)6) 
เปลี่ยนไปเป็น (GlcNAc)3 + (GlcNAc)3  และ (GlcNAc)2 
และ (GlcNAc)4 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการใช้เวลา
ย่อยทุกช่วงเวลา จะมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าสาร
มาตรฐานบิวทิลไฮดรอกซิโทลูอีน (BHT) โดยไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที ่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ซึ ่งใช้เวลาบ่มน้อยจะมี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระได้กว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่
มีโมเลกุลขนาดเล็กที่ใช้เวลาบ่มมาก  
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