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การต้านอนุมูลอสิระของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตด้วยไคโตซาเนสจากก้ามปู  
กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630  
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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้ศึกษาการต้านอนุมูลของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตด้วยไคโตซาเนสจากก้ามปู 

กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ด้วยอะซิเตตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พบว่า 
มีค่ากิจกรรมจ าเพาะอยู่ในช่วง 0.0061-10.8040 ยูนิต/มิลลิกรัม โดยไคโตซาเนสจากก้ามปูมีค่ากิจกรรมจ าเพาะ
สูงที่สุด รองมาเป็นข้าว กข. 6 กระถินบ้าน และข้าวฟ่าง เคยู 630 ตามล าดับ พีเอชที่เหมาะสมในการเร่ง
ปฏิกิริยาของไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 มีค่าเท่ากับ 
4.5, 3.5, 4.5 และ 4.5 ตามล าดับ อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาของไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู 
กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 มีค่าเท่ากับ 45, 45, 45 และ 65 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ไคโตโอลิโกแซคคา
ไรด์ที่ได้จากการย่อยของไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 ที่ใช้เวลา
ย่อย 30 นาที จะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาด 1-6 ((GlcN)1-6) และจะมีโมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcN)2 และ (GlcN)3 
เพิ่มขึ้น เมื่อใช้เวลาบ่มเพิ่มเป็น 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง ในขณะที่ (GlcN)4, (GlcN)5 และ (GlcN)6 ลดลง โดยไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ขนาดใหญ่ ((GlcN)4, (GlcN)5 และ (GlcN)6) ที่ใช้เวลาบ่มที่ 30 นาทีของก้ามปูจะมีปริมาณมากที่สุด รองมาเป็น
กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 ตามล าดับ ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากไคโตซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู 
กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 สามารถต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH และวิธี 1,10 
ฟีแนนทรอลีนได้เหมือนกัน โดยเรียงตามล าดับคือ กระถินบ้าน ก้ามปู ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 โดยไค
โตโอลิโกแซคคาไรด์จากก้ามปูและกระถินบ้าน สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า BHT เมื่อเปรียบเทียบค่า EC50 

 
ค าส าคัญ : การตา้นอนมุลูอิสระ ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ไคโตซาเนส  กา้มปู กระถินบ้าน ข้าว กข.6 ข้าวฟา่ง เคย ู630 
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ANTIOXIDANT ACTIVITY BY CHITOOLIGOSACCHARIDES OF CHITOSANASE FROM SAMANCA SAMAN 
(JACQ) MERR., LEUCAENA LEUCOCEPHALA DE WIT,  ORYZA SATIVA RD. 6 AND SORGHUM 

VULGARE KU 630 
 

Mana Kaomek1* 
 
Abstract 

This research was aimed to study the antioxidant activity by chitooligosaccharides of 
chitosanase from two weeks seedlings, Samanca saman (Jacq) Merr., Leucaena leucocephala de wit,  
Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare KU 630 with 0.1 molar acetate buffer. The specific activity were 
0.0061-10.8040 units/mg. The chitosanase from Samanca saman (Jacq) Merr. had the highest specific 
activity and decreased from Leucaena leucocephala de wit,  Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare 
KU 630, respectively. The optimum pH were extracted from Samanca saman (Jacq) Merr., Leucaena 
leucocephala de wit, Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare KU 630 of 4.5, 3.5, 4.5 and 4.5, respectively. 
The optimum temperature were extracted from Samanca saman (Jacq) Merr., Leucaena leucocephala 
de wit,  Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare KU 630 of 45, 45, 45 and 65 C, respectively. 
Chitooligosaccharides obtained from the digestion of chitosanase  which extracted from Samanca saman 
(Jacq) Merr., Leucaena leucocephala de wit, Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare KU 630 were used 
for digestion 30 min that will be chitooligosaccharides of 1-6 ((GlcN)1-6). The small molecules of (GlcN)2 
and (GlcN)3 were increased when the incubation time is increased to 1, 2 and 4 hours, while (GlcN)4, (GlcN)5 
and (GlcN)6 were decreased. The large molecules ((GlcN)4, (GlcN)5 and (Glc)6) of Samanca saman (Jacq) 
Merr. were incubated for 30 minutes that had the highest and Leucaena leucocephala de wit,  Oryza 
sativa RD. 6 and Sorghum vulgare KU 630, respectively. Chitooligosaccharides obtained from chitosanase 
of Samanca saman (Jacq) Merr., Leucaena leucocephala de wit,  Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare 
KU 630 can antioxidant when tested using DPPH and 1,10 phenanthrolene. In order of which Leucaena 
leucocephala de wit, Samanca saman (Jacq) Merr., Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare KU 630. 
Chitooligosaccharides from Samanca saman (Jacq) Merr. and Leucaena leucocephala de wit were able 
to antioxidant better than BHT when compared with the EC50. 
 
Keywords : Antioxidant activity, Chitooligosaccharides, Chitosanase, Samanca saman (Jacq) Merr.,  
                   Leucaena leucocephala de wit,  Oryza sativa RD. 6 and Sorghum vulgare KU 630 
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บทน า 
ไคโตซานเป็นอนุพันธ์ของไคตินที่ตัดหมู่อะซิติลของเอนอะซิติลดีกลูโคซามีนเหลือเป็นดีกลูโคซามีนตั้งแต่

ร้อยละ 50 ขึ้นไป ไคโตซานละลายในกรดอ่อน จับกับไอออนของโลหะได้ดี และมีฤทธิ์ทางชีวภาพ ปัจจุบันมีการน าไคโตซาน
มาใช้ในด้านต่าง ๆ เช่น สารตกตะกอนในการบ าบัดน้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม การป้องกันแบคทีเรียและเช้ือรา การ
ก าจัดหมู่อะซิติลของไคโตซานมีผลต่อสมบัติและการท างานของไคโตซาน ดังนั้นการน าไคโตซานไปใช้ประโยชน์จะต้อง
พิจารณาทั้งเปอร์เซ็นต์การเกิดดีอะซิติเลชันและน้ าหนักโมเลกุล (Aam, et al., 2010)  

ไคโตโอลิโกแซคคอไรด์ (Chotooligosaccharides) คือสายน้ าตาลที่เกิดจากการย่อยสลายไคตินและไคโตซาน
ด้วยปฏิกิริยาเคมีของกรดหรือปฏิกิริยาของเอนไซม์ในกลุ่มไคติโนไลติค เช่น ไคติเนสและไคโตซาเนส ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
น ามาใช้กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันโรคพืช ใช้ลดริ้วรอยในเครื่องส าอาง (Cui, Kong, & Zhang, 2012) ใช้ในการต้านโรคไขข้อ
อักเสบ  ใช้ลดคอเลสเตอรอลและไขมันในเส้นเลือด ใช้ควบคุมการปลดปล่อยตัวยาส าคัญ (Coelho, et al., 2010) และใช้ใน
การต้านอนุมูลอิสระโดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาด 4-7 โมเลกุลจะสามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดี (Salgaonkar, et al., 
2015) ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ละลายน้ าได้และมีประสิทธิภาพการดูดซึมดีกว่าไคโตซาน ดังนั้น ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จึงมี
มูลค่าสูงกว่าไคตินและไคโตซานมาก ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ยังไม่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้มากนักเนื่องจากปกติจะอยู่ใน
รูปพอลิเมอร์ ดังนั้นจึงต้องมีการเปลี่ยนไคโตซานที่อยู่ในรูปพอลิเมอร์ให้เป็นโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยไคโตซาเนส ซึ่งพืชหลาย
ชนิดมีไคโตซาเนสที่มีค่ากิจกรรมจ าเพาะสูงจะเปลี่ยนไคโตซานเป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้ดี   

สารต้านอนุมูลอิสระมีความส าคัญในการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ส าหรับสิ่งมีชีวิตจะมีสารต้าน
อนุมูลอิสระหลายชนิดป้องกันการท าลายเซลล์และเนื้อเยื่อจากอนุมูลอิสระ กลไกการต้านอนุมูลอิสระมีหลายแบบ เช่น ดัก
จับอนุมูลอิสระ การยับยั้งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน การหยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ การเสริมฤทธิ์ 
และยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ สารต้านอนุมูลอิสระมีหลายชนิด เช่น สารต้านอนุมูลอสิระจาก
พืช ได้แก่  โคเอนไซม์ เอนไซม์คิวเทน (Beyer, 1992)  

จากคุณสมบัติของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในการต้านอนุมูลอิสระ ผู้วิจัยจึงสนใจเอนไซม์ไคโตซาเนสจากพืช  
4 ชนิดคือ ข้าว กข 6 กระถินบ้าน ก้ามปู และข้าวฟ่าง เคยู 630 ที่มีอายุ 2 สัปดาห์ ซึ่งมีผลการวิจัยของ รุ่งสรรค์ ค าเสือ 
และสุภาณี ภาคาธูป (2548) พบว่าต้นอ่อนอายุ 2 สัปดาห์ของพืชทั้ง 4 ชนิดมีค่ากิจกรรมจ าเพาะของไคโตซาเนสสูง  
จะผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้ดี จึงน าไคโตซาเนสมาย่อยไคโตซานเป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ และน าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ที่ได้จากพืชทั้ง 4 ชนิด มาหาชนิดและปริมาณ และน ามาทดสอบการต้านอนุมูลอิสระ 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยของเอนไซม์ไคโตซาเน
สจากก้ามป ูกระถินบ้าน ข้าว กข 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 ท่ีมีอายุ 2 สัปดาห์ 

2. เพื่อศึกษาไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของเอนไซม์ไคโตซาเนสจากก้ามป ูกระถินบ้าน ข้าว กข 6 และข้าวฟ่าง 
เคยู 630 ท่ีมีอายุ 2 สัปดาห์ ในการต้านอนุมูลอิสระ 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. สกัดไคโตซาเนสจากต้นอ่อนของพืช 4 ชนิด (Pillai, et al., 2009) โดยช่ังต้นอ่อนพืชอายุ 2 สัปดาห์ 10 
กรัม บดและเติมโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์พีเอช 3.5 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่มีฟีนิลเมธิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์เข้มข้น 1 มิลลิ
โมลาร์ และพอลิไวนิลพอลิไพโรลิโดน 5 % ปั่นเหวี่ยงที่ 25,000 g 30 นาที จะได้สารสกัดไคโตซาเนส 

2. หาค่ากิจกรรมของไคโตซาเนส (Tolaimate, et al, 2003) โดยน าสารสกัดไคโตซาเนส 200 ไมโครลิตร ผสม
กับสารละลายไคโตซาน 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าไปต้ม 3 นาที แล้ว 
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ปั่นเหวี่ยงที่ 6,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใส 1.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Schales’Reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  
ให้ความร้อน 15 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ 400 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคซามีน 

3. หาปริมาณโปรตีน (Lowry, et al., 1951) โดยน าสารสกัดไคโตซาเนสมา 10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรเป็น 
500 ไมโครลิตร ด้วยโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช 4.5 เติมสารละลายผสมคอปเปอร์ซัลเฟต 2.5 มิลลิลิตรเขย่า
ตั้งไว้ 10 นาที เติมสารละลาย 50 เปอร์เซ็นต์ โฟลินปริมาตร 250 ไมโครลิตร เขย่าและตั้งทิ้งไว้ 30 นาท ีวัดการดูดกลืนแสงที่  
750 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของโปรตีน 

4. ศึกษาผลของพีเอชต่อการเร่งปฏิกิรยาในช่วง 3.0-10 (ช่วงต่าง 0.5) โดยพีเอช 3.0-6.0 ใช้โซเดียมอะซิเตต
บัฟเฟอร์พีเอช 6.5-8.0 ใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และพีเอช 8.5-10 ใช้ทริสไฮโดรคลอริก บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 20 นาท ี

5. ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเร่งปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส (ช่วงต่าง 5 องศาเซลเซียส) 
โดยใช้บัฟเฟอร์พีเอชที่เหมาะสม (ผลจากข้อ 4) บ่มที่อุณหภูมิ 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 และ 70 เป็นเวลา 20 นาท ี

6. ศึกษารูปแบบไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Tolaimate, et al., 2003) ด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบเยื่อบาง (TLC) 
6.1 ผสม 1 มิลลิลิตรของสารละลายไคโตซาน 1 เปอร์เซ็นต์และ 1 มิลลิลิตร สารสกัดไคโตซาเนส บ่มที่ 

45 องศาเซลเซียส 30 นาที จากนั้นน าไปต้มให้เดือด 3 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 g  10 นาที จะได้สารไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ 

6.2 ผสมตัวท าละลาย เอ็นโพรพานอล : H2O : NH3 = 70 : 30 : 1 ใส่ในแท้งก์ปิดฝา สปอตสารบนแผ่น 
TLC วางในแท้งก์จนตัวท าละลายเคลื่อนที่ระยะทาง 10 เซนติเมตร ท าให้แห้งและสเปรย์กรดซัลฟิวริกเข้นข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
บนแผ่น TLC น าไปวางบน Hot Pate ประมาณ 3-5 นาท ีวัดระยะทางและหาค่า Rf เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

7. หาปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Koga, et al., 1998) ด้วยโครมาโทกราฟีสมรรถนะสูง (HPLC) 
7.1 น าสารมาตรฐานกลูโคซามีน และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาด 2-6 หน่วย เข้มข้น 50, 100 และ 150 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร วิเคราะห์ด้วย HPLC โดยใช้สารเคลื่อนที่เป็น น้ า : เมทานอล = 60 : 40 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที 
คอลัมน์ Shodex Asahipak NH2P-50 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส น าพื้นที่พีคและค่าความเข้มข้นสารมาตรฐานสร้างกราฟ 

7.2 น าสารไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้การย่อยของไคโตซาเนสจากพืชทั้ง 4 ชนิดมาวิเคราะห์ด้วย HPLC 
และหาปริมาณร้อยละโดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

8. ศึกษาการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-ไดเฟนิล-1-พิไคลดราซิล (Diphenyl-1-picrylhydrazyl Scavenging 
Capacity, DPPH) (Brand, et al., 1995)  

8.1 เตรียมสารละลาย DPPH radical ในเอทานอลเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
8.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของบิวทิเลเตดไฮดรอกซิโทลูอีน (Butylated Hydroxytoluene; BHT) 

เข้มข้น 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 80 มิลลิกรัม/ลิตร ในเอทานอล ปิเปตสารมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มาปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ตั้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที วัด
การดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ท า 3 ซ้ า สร้างกราฟมาตรฐานของบิวทิเลเตดไฮดรอกซิโทลูอีน ระหว่างค่าร้อยละการ
ยั บ ยั้ ง 
กับค่า log ความเข้มข้นของ BHT  

8.3 เตรียมสารตัวอย่างเข้มข้น 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 80 มิลลิกรัม/ลิตร ปิเปตสารตัวอย่าง 1.5 
มิลลิลิตร เติม DPPH ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ตั้งในที่มืดอุณหภูมิห้อง 30 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ท า 3 ซ้ า 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BHT ค านวณหาค่าการต้านอนุมูลอิสระและค่า EC50  
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9. ศึกษาการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 1,10-ฟีแนนทรอลีน (Szydlowska-Czemiak, et al., 2008) 

9.1 เตรียมสารละลายเฟอรัสซัลเฟตเข้มข้น 50-250 มิลลิกรัม/ลิตร เติมสารละลาย 1,10-ฟีแนนทรอลีน
เข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ตั้งไว้ในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร  

9.2 ปิเปตสารตัวอย่าง 0.60 มิลลิลิตร เติมเฟอร์ริกคลอไรด์ 0.2 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ 
1,10-ฟีแนนทรอลินเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่น ตั้งไว้ในที่
มืด 30 นาที วัดการดูดกลืนแสงที ่510 นาโนเมตร ท า 3 ซ้ า และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของเฟอรัสซัลเฟต  
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

1. การศึกษาค่ากิจกรรมและค่ากิจกรรมจ าเพาะของไคโตซาเนส 
 การศึกษาค่ากิจกรรมของไคโตซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 

อายุ 2 สัปดาห์ พบว่าค่ากิจกรรม ปริมาณโปรตีน และค่ากิจกรรมจ าเพาะอยู่ในช่วง 0.0348-19.2687 ยูนิต/มิลลิลิตร 
1.2137-14.0220 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.0061-10.8040 ยูนิต/มิลลิกรัม ตามล าดับ เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคซามีน 
และกราฟมาตรฐานโปรตีน ก้ามปูมีค่ากิจกรรมจ าเพาะสูงที่สุดคือ 10.8040 ยูนิต/มิลลิกรัม และข้าวฟ่าง เคยู 630 มีค่า
กิจกรรมจ าเพาะน้อยที่สุดคือเ 0.0061 ยูนิต/มิลลิกรัม พืชที่มีค่ากิจกรรมจ าเพาะเรียงจากมาากไปน้อยคือ ก้ามปู ข้าว กข 6 
กระถินบ้าน และข้าวฟ่าง เคยู 630 ไคโตซาเนสที่สกัดได้จากต้นอ่อนก้ามปูและต้นอ่อนข้าว กข. 6 อายุ 2 สัปดาห์มีค่า
กิจกรรมจ าเพาะสูงกว่าจากแหล่งอื่น เช่น ไคโตซาเนสจาก Bacillus sp. Strain KCTC0377BP มีค่ากิจกรรมจ าเพาะเท่ากับ 
0.9062 ยูนิต/มิลลิกรัม (Yeon et al., 2004) และไคโตซาเนส จาก Paenibacillus fukunensis มีค่ากิจกรรมจ าเพาะเท่ากับ 
0.8614 ยูนิต/มิลลิกรัม (Fukuda et al., 2007) ดังนั้น ไคโตซาเนสจากพืชมีค่ากิจกรรมจ าเพาะสูงกว่าเอนไซม์ไคโตซาเนสจาก
แบคทีเรียและเช้ือราเนื่องจากไคโตซาเนสจากพืชส่วนใหญ่จะเป็นชนิดภายใน จึงสามารถจับกับโครงสร้างไคโตซานได้ดีกว่า 

2. การศึกษาพีเอชต่อการเร่งปฏิกิริยา 
 การศึกษาผลของพีเอชต่อการเร่งปฏิกิริยาของเไคโตซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 

และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ในช่วงพีเอช 3.0 ถึง 10.0 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าเอนไซม์สามารถท า
ปฏิกิริยาได้ดีที่ในช่วงพีเอช 3.5-4.5 

3. การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเร่งปฏิกิริยาของไคโตซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 

6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 70 องศาเซลเซียส พบว่าเอนไซม์สามารถท าปฏิกิริยาได้ดี
ในช่วงอุณหภูมิ 45-65 องศาเซลเซียส 

4. การศึกษารูปแบบไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  
 4.1 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของไคซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปูที่ได้จากการย่อยสลายไคโตซานที่

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พีเอช 4.5 พบว่าเวลาในการบ่มที่ 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง จะได้ไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ขนาดต่าง ๆ  โดยเวลาในการบ่ม 30 นาที จะได้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาดตั้งแต่ (GlcN)1-6 โดยไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่มีโมเลกุลใหญ่ ((GlcN)4, (GlcN)5 และ (GlcN)6) จะมีจุดที่เข้มกว่าโมแลกุลขนาดเล็ก แสดงว่ามีปริมาณโมเลกุล
ขนาดใหญ่มากกว่า แต่เมื่อใช้เวลาในการบ่มมากขึ้นเป็น 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ได้จะมีโมเลกุลขนาด
เล็ก (GlcN)2 และ (GlcN)3 เพิ่มขึ้น ดังภาพที ่1 ก.  

 4.2 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของไคโตซาเนสจากกระถินบ้านที่ได้จากการย่อยสลายไคโตซานที่อุณหภูมิ  
45 องศาเซลเซียส พีเอช 3.5 โดยใช้เวลาบ่มต่างกันที่ 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง พบว่า เวลาในการบ่มที่ 30 
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นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง จะได้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดต่าง ๆ  โดยเวลาในการบ่ม 30 นาที จะได้ไคโตโอลิ
โกแซคคาไรด์ที่มีขนาดตั้งแต่ (GlcN)1-6 โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีโมเลกุลใหญ่ ((GlcN)4, (GlcN)5 และ (GlcN)6) จะมีจุดที่
เข้มกว่าโมเลกุลขนาดเล็ก แสดงว่ามีปริมาณโมเลกุลขนาดใหญ่มากกว่า แต่เมื่อใช้เวลาในการบ่มมากขึ้นเป็น 1, 2 และ 4 
ช่ัวโมง ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จะมีโมเลกุลขนาดเล็ก (GlcN)2 และ (GlcN)3 เพิ่มขึ้น ดังภาพที ่1 ข.  

 4.3 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของไคโตซาเนสจากข้าว กข 6 ที่ได้จากการย่อยสลายไคโตซานที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส พีเอช 4.5 โดยใช้เวลาบ่มต่างกันที่ 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง พบว่า เวลาที่ใช้ในการบ่ม 
30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง จะได้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกว่า GlcN และมีขนาดโมเลกุล 
(GlcN)3, (GlcN)4 และ (GlcN)5 เหมือนกนัในการบ่มทุกช่วงเวลา ดังภาพที่ 1 ค 

  4.4 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของไคโตซาเนสจากข้าวฟ่าง เคยู 630 ที่ได้จากการย่อยสลายไคโตซานที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 4.5 โดยใช้เวลาบ่มต่างกันที่ 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง พบว่า เวลาที่ใช้
ในการบ่ม 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง จะได้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกว่า GlcN และมี
ขนาดโมเลกุล (GlcN)3, (GlcN)4 และ (GlcN)5 เหมือนกันในการบ่มทุกช่วงเวลา ดังภาพที่ 1 ง. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
                            ก.                                             ข.                                             ค.                                               ง.     
 
ภาพที่ 1 รูปแบบไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ของไคโตซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู ก. กระถินบ้าน ข. ข้าว กข.6 ค. และข้าวฟ่าง  
               เคยู 630 ง. M: สารมาตรฐานไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาด 1-6 โมเลกุล (GlcN)1-6, 1: เวลาบ่ม 30 นาที   
               2: เวลาบ่ม 1 ช่ัวโมง  3: ใช้เวลาบ่ม 2 ช่ัวโมง  และ 4: ใช้เวลาบ่ม 4  ช่ัวโมง 
 

5. การหาปริมาณร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด ์
 เมื่อน าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซาน 1 เปอร์เซ็นต์ ด้วยไคโตซาเนส จากต้นอ่อน

ก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาบ่ม 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง  
มาวิเคราะห์หาปริมาณด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีสมรรถนะสูงและเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคซามีนและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ขนาด 2 – 6 โมเลกุล พบว่า ปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากต้นอ่อนก้ามปูมีกลูโคซามีน (GlcN) ไคโตไบโอส 
(GlcN)2 ไคโตไตรโอส (GlcN)3 ไคโตเตรโตส (GlcN)4 ไคโตเพนโตส (GlcN)5 และไคโตเฮกโซส (GlcN)6 ร้อยละ 4.34-5.90, 19.90-
38.12, 9.91-22.77, 16.34-21.44, 8.58-19.68 และ 8.28-24.73 ตามล าดับ ต้นอ่อนกระถินบ้านมีงกลูโคซามีน ไคโตไบโอส  
ไคโตไตรโอส ไคโตเตรโตส ไคโตเพนโตส และไคโตเฮกโซสร้อยละ 4.44-6.09, 21.40-40.89, 12.19-23.02, 15.30-20.67, 7.14-
18.81 และ 7.56-22.49 ตามล าดับ ต้นอ่อนข้าว กข. 6 มีกลูโคซามีน ไคโตไบโอส ไคโตไตรโอส ไคโตเตรโตส ไคโตเพนโตส และ
ไคโตเฮกโซส ร้อยละ 2.83-4.00, 24.33-29.00, 23.50-231.17, 18.50-20.50, 11.33-16.50 และ 7.17-11.17 ตามล าดับ และ
ต้นอ่อนข้าวฟ่าง 630 มีกลูโคซามีน ไคโตไบโอส ไคโตไตรโอส ไคโตเตรโตส ไคโตเพนโตส และไคโตเฮกโซสร้อยละ 2.33-4.17, 
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23.33-28.00, 23.67-28.00, 19.50-21.67, 13.67-16.67 และ 8.50-10.83 ตามล าดับ ดังนั้นพบว่า พืชทั้ง 4 ชนิดจะมีปริมาณ
ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่มากกว่า เมื่อใช้เวลาในการบ่มน้อยและจะลดลงเมื่อใช้เวลาในการบ่มมากขึ้น โดยก้ามปู
จะมีร้อยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรดมีโมเลกุลขนาดใหญ่มากที่สุดรองมาเป็นกระถินบ้าน ข้าว กข.6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 
ตามล าดับ สอดคล้องกับงานวิจัยของมูนและคณะ (Moon et al., 2017) ที่สกัดไคติเนส จากเช้ือแบคทีเรีย Serratia 
marcescens PRNK-1 เมื่อย่อยคอลลอลอยไอดอลไคตินแล้วหาปริมาณของไคโอลิแซคคาไรด์พบว่า เมื่อใช้เวลาในการบ่มสั้น
จะมีปริมาณของไคโตเฮกโซสมากที่สุด รองมาเป็นไคโตเพนโตส และไคโตเตรโตสตามล าดับ  

6. การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-ไดเฟนิล-1-พิไคลดราซิล (DPPH) 
 เมื่อน าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อยไคโตซานด้วยไคโตซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน  

ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ที่เวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง มาศึกษาการต้านอนุมูล
อิสระโดยวิธี DPPH และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของการยับยั้ง DPPH ด้วย BHT ที่มี EC50 = 16.60±0.01 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่า โคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากไคโตซาเนสซึ่งสกัดจากต้นอ่อนก้ามปูท่ีบ่มด้วยเวลา 30 นาที 1 
ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง มีค่าการต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วงร้อยละ 15.22±0.01-86.43±0.01,  17.52±0.01–
83.49±0.01, 18.37±0.01–79.14±0.01 และ 19.78±0.01–72.82±0.02 ตามล าดับ โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 11.75±0.01, 
12.59±0.01, 14.13±0.01 และ 16.98±0.01 ตามล าดับ  

 โคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานด้วยไคโตซาเนสซึ่งสกัดจากต้นอ่อนกระถินบ้านที่บ่ม
ด้วยเวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง มีค่าการต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วงร้อยละ 15.22±0.01-86.43±0.01, 
17.52±0.01–83.49±0.01, 18.37±0.01–79.14±0.01 และ 19.78±0.01–72.82±0.02 ตามล าดับ โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 
3.02±0.01, 3.24±0.01, 3.89±0.01 และ 4.37±0.01 ตามล าดับ  

 โคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานด้วยไคโตซาเนสซึ่งสกัดจากต้นอ่อนข้าว กข.6 ที่บ่ม
ด้วยเวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง มีค่าการต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วงร้อยละ 15.22±0.01-86.43±0.01, 
17.52±0.01–83.49±0.01, 18.37±0.01–79.14±0.01 และ 19.78±0.01–72.82±0.02 ตามล าดับ โดยมีค่า EC50 เท่ากับ 
15.49±0.01, 16.22±0.01, 19.05±0.01 และ 23.44±0.01 ตามล าดับ  

 โคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยไคโตซานด้วยไคโตซาเนสซึ่งสกัดจากต้นอ่อนข้าวฟ่าง เคยู 630 
ที่บ่มด้วยเวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง มีค่าการต้านอนุมูลอิสระอยู่ในช่วงร้อยละ 15.22±0.01-
86.43±0.01, 17.52±0.01–83.49±0.01, 18.37±0.01–79.14±0.01 และ 19.78±0.01–72.82±0.02 ตามล าดับ โดยมีค่า 
EC50 เท่ากับ 20.42±0.01, 22.91±0.01, 27.54±0.01 และ 30.90±0.01 ตามล าดับ  

  เมื่อเปรียบเทียบการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และค่า EC50 จากไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากต้นอ่อน
พืช 4 ชนิด อายุ 2 สัปดาห์ กับสารต้านอนุมูลอิสระ BHT พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากต้นอ่อนก้ามปูที่บ่มด้วยเวลา 30 
นาท ี1 ช่ัวโมง และ 2 ช่ัวโมง ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากต้นอ่อนกระถินบ้านที่บ่มด้วยเวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 
ช่ัวโมง ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากต้นอ่อนข้าว กข. 6 ที่บ่มด้วยเวลา 30 นาที และ 1 ช่ัวโมง มีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระร้อยละ 50 ด้วยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ใช้ปริมาณน้อยกว่า BHT โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการบ่มที่เวลาน้อย 
(30 นาที) จะมีไคโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาดใหญ่ ((GlcN)4-6) มากกว่าจึงต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า สอดคล้องกับงานวิจัยของ
ซาลกอนการ์ (Salgaonkar, et al., 2015) ทดสอบการต้านอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยวิธี DPPH พบว่า 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ (GlcN)5-6 ต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดเล็ก (GlcN)1-3 เมื่อเรียงล าดับ
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของไคโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากพืชทั้ง 4 ชนิดกับ BHT จากค่า EC50 คือ กระถินบ้าน 
30 นาท>ี กระถินบ้าน 1 ช่ัวโมง> กระถินบ้าน 2 ช่ัวโมง> กระถินบ้าน 4 ช่ัวโมง> ก้ามปู 30 นาที> ก้ามปู 1 ช่ัวโมง> ก้ามปู 
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2 ช่ัวโมง> ข้าว กข. 6 30 นาที> ข้าว กข.6 1 ช่ัวโมง> BHT> ก้ามปู 4 ช่ัวโมง> ข้าว กข.6 2 ช่ัวโมง> ข้าวฟ่าง เคยู 630 30 
นาท>ี ข้าว กข.6 4 ช่ัวโมง> ข้าวฟ่าง เคยู 630 1 ช่ัวโมง> ข้าวฟ่าง เคยู 630 2 ช่ัวโมง> ข้าวฟ่าง เคยู 630 4 ช่ัวโมง ตามล าดับ 

7. การต้านอนุมูลอสิระด้วยวิธี 1,10-ฟีแนนทรอลีน (1,10-Phenanthroline) 
 เมื่อน าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาการย่อยไคโตซานกับไคโตซาเนสจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน 

ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ที่เวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง มาศึกษาการต้านอนุมูล
อิสระโดยวิธี 1,10-ฟีแนนทรอลีน และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเฟอร์รัสซัลเฟต พบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จาก
ไคซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนกระถินบ้านที่ใช้เวลาบ่ม 30 นาที มีการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดคือเปลี่ยนอนุมูลอิสระ Fe3+ ไป
เป็น Fe2+ ได้มากที่สุด คือเท่ากับ 46.67 ± 0.01 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร รองลงมาเป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากกระถินบ้าน 1 
ช่ัวโมง> กระถินบ้าน 2 ช่ัวโมง> กระถินบ้าน 4 ช่ัวโมง> ก้ามปู 30 นาที> ก้ามปู 1 ช่ัวโมง> ก้ามปู 2 ช่ัวโมง> ข้าว กข.6 30 
นาท>ี ข้าว กข.6 1 ช่ัวโมง> BHT> ก้ามปู 4 ช่ัวโมง> ข้าว กข.6 2 ช่ัวโมง> ข้าวฟ่าง เคยู 630 30 นาที> ข้าว กข.6 4 ช่ัวโมง>  
ข้าวฟ่าง เคยู 630 1 ช่ัวโมง> ข้าวฟ่าง เคยู 630 2 ช่ัวโมง> ข้าวฟ่าง เคยู 630 4 ช่ัวโมง ตามล าดับ  
 
สรุป 

1. ไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ มี
ค่ากิจกรรมจ าเพาะอยู่ใชช่วง 0.0061 - 10.8040 ยูนิต/มิลลิกรัม ตามล าดับ โดยไคโตซาเนสจากก้ามปูมีค่ากิจกรรมจ าเพาะ
สูงที่สุด รองมาเป็นข้าว กข. 6 กระถินบ้าน และข้าวฟ่าง เคยู 630 ตามล าดับ 

2. พีเอชที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาของไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 
และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ มีค่าเท่ากับ 4.5, 3.5, 4.5 และ 4.5 ตามล าดับ 

3. อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาของไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 
และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ มีค่าเท่ากับ 45, 45, 45 และ 65 องศาเซลเซียส 

4. ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยของไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 
และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ ที่ใช้เวลาย่อย 30 นาที จะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาด 1-6 ((GlcN)1-5) และจะมี
โมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcN)2 และ (GlcN)3 เพิ่มขึ้น เมื่อใช้เวลาบ่มเพิ่มเป็น 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง ในขณะที่ (GlcN)4, (GlcN)5 
และ (GlcN)6 ลดลง โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดใหญ่ ((GlcN)4, (GlcN)5 และ (GlcN)6) ที่ใช้เวลาบ่มที่น้อยของก้ามปูจะมี
ที่สุด รองมาเป็นกระถินบ้าน ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 

5. ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ได้จากการย่อยของไคโตซาเนสที่สกัดจากต้นอ่อนก้ามปู กระถินบ้าน ข้าว กข. 6 
และข้าวฟ่าง เคยู 630 อายุ 2 สัปดาห์ สามารถต้านอนุมูลอิสระเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH และวิธี 1,10 ฟีแนนทรอลีนได้
เหมือนกัน โดยเรียงตามล าดับคือ กระถินบ้าน ก้ามปู ข้าว กข. 6 และข้าวฟ่าง เคยู 630 โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จาก 
ไคโตซาเนสบ่มที่เวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง และ 2 ช่ัวโมง จากต้นอ่อนก้ามปู และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซาเนสบ่มที่
เวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมง จากต้นอ่อนกระถินบ้าน และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซาเนสบ่มที่
เวลา 30 นาที และ 1 ช่ัวโมง จากต้นอ่อนข้าว กข. 6 สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า BHT เมื่อเปรียบเทียบด้วยค่า EC50 
แสดงว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่มีขนาดใหญ่คือ (GlcN)4, (GlcN)5 และ (GlcN)6 มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่าไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ที่มีขนาดเล็ก GlcN, (GlcN)2 และ (GlcN)3 

 
ข้อเสนอแนะ 

1. น าผลิตผลไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขนาดต่าง ๆ ไปประยุกต์ใช้ในเครื่องส าอาง การเร่งการ
เจริญเติบโตของพืช และใช้ในการผสมอาหารบางชนิด 
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2. น าผลิตผลไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มาแยกขนาดต่าง ๆ ออกจากัน เพื่อเป็นสารบริสุทธิ์ท่ีมีมูลค่าสูง
มาก 
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