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บทคดัยอ 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ผลิตดวยเอนไซม 

ไคติเนสจากตนออนกระถินบาน อายุ 2 สัปดาห ดวย 0.1 โมลาร โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 4.5 พบวามีคา

กิจกรรมเทากับ 2.701 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเทากับ 1.050 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และคากิจกรรมจําเพาะ

เทากับ 2.572 ยูนิตตอมิลลิกรัม พีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาคือ พีเอช 4.5 และ 45 องศา

เซลเซียสตามล ําด ับ ไคโตโอล ิโกแซคคาไรดที่ ได จากการใชเวลาบม 30 นาที 1 ช ั ่วโมง 2 ช ั ่วโมง และ  

4 ชั่วโมง จะมีขนาดโมเลกุลตางกัน เมื่อใชเวลาในการบมเพิ่มขึ้นไคโตโอลิโกแซคคาไรดโมเลกุลขนาดใหญ 

((GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6) ลดลงในขณะที่โมเลกุลขนาดเล็ก ((GlcNAc)1 , (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3) 

เพิ่มขึ้น ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากชวงเวลาการบม 30 นาที มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระไดดีที่สุด โดยมีคา 

EC50 เทากับ 1.21±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และดีกวาสารมาตรฐานบิวทิลไฮดรอกซิโทลูอีน 

 

คาํสาํคญั:  เอนไซมไคติเนส, ไคโตโอลิโกแซคคาไรด, ฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระ, กระถินบาน 

Abstract 

 This research was to study antioxidant activity of chitooligosaccharides produced by 

chitinase from Leucaena leucocephala de wit. Chitinase was extracted from 2 week old 

germinated of Leucaena leucocephala de wit with 0.1 M sodium acetate buffer pH 4.5. It had 

activity of 2.701 unit/mL, protein of 1.050 mg/mL, and specific activity of 2.572 unit/mg.  The 
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pH and temperature optimum for the catalyst were 4.5 and 4 5 °C, respectively. 

Chitooligosaccharides was cured for 30 min, 1 h, 2 h, and 4 h that showed the different at 

intervals. The large molecules of chitooligosaccharides ((GlcNAc)4, (GlcNAc)5, (GlcNAc)6) 
were deceased while the small molecules ((GlcNAc)1, (GlcNAc)2 and (GlcNAc)3) were 

increased. Chitooligosaccharides were incubated for 30 min had the highest antioxidant activity and 

better than the standard butylated hydroxytoluene (BHT) with EC50 of 1.21±0.1 µg/mL. 

 

Keywords: Chitinase, Chitooligosaccharides, Antioxidant Activity, Leucaena leucocephala de wit 

บทนาํ 

ไคติเนสเปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาการสลายไคตินซึ่งเปนสารชีวพอลิเมอรของเอนอะซิติลกลูโคซามีน 

(GlcNAc) ซึ่งเชื่อมตอดวยพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิก ไดผลิตภัณฑเปนเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโตโอลิโก

แซคคาไรดที่มีความยาวตาง ๆ กัน ((GlcNAc)2 - (GlcNAc)6) (Tripathi and Dubey, 2004) ไคติเนสพบใน

สิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน พืช เชื้อรา แบคทีเรีย และยีสต มีความสําคัญดานอุตสาหกรรมการเกษตรใช

ควบคุมโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือราและแมลง (Chernin et al, 1997) 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรดเปนโมเลกุลที่ประกอบดวยมอนอแซคคาไรดของเอนอะซิติลกลูโคซามีนตั้งแต 2 

โมเลกุลถึง 10 โมเลกุล ที่เชื ่อมตอดวยพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิกของเอนอะซิติลกลูโคซามีนและกลูโคซามีน  

เกิดจากการยอยสลายไคตินและไคโตซานดวยปฏิกิริยาเคมีโดยใชกรด หรือการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุม 

ไคติโนไลติก เชน เอนไซมไคติเนสและเอนไซมไคโตซาเนสที่พบในพืชหลายชนิด เชน กระถินบาน กามปู ขาว  

ขาวฟาง ถั่ว ยาสูบ และองุน  (Yin et al, 2010) ไคโตโอลิโกแซคคาไรดละลายนํ้าไดดีกวาไคตินและไคโตซาน 

จึงมีประสิทธิภาพการดูดซึมดีกวาและทําใหมีมูลคาสูงกวา  ไคโตโอลิโกแซคคาไรดถูกนํามาใชประโยชนได 

หลายดาน เชน ตานมะเร็ง ตานอนุมูลอิสระ ยับยั้งแบคทีเรีย ยับยั้งเชื้อรา และสรางภูมิตานทาน (Park et al, 2004) 

จากการวิจัยของมานะ ขาวเมฆ ไคโตโอลิโกแซคคาไรดจากการยอยของเอนไซมไคติเนสที่สกัดจากตนออน 

กระถินบาน อายุ 2 สัปดาห สามารถยังยั้งเชื้อราไดดี (มานะ ขาวเมฆ, 2563) และไคโตโอลิโกแซคคาไรดจาก 

การยอยของเอนไซมไคโตซาเนสที่สกัดจากตนออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาห มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดดี 

(มานะ ขาวเมฆ, 2562) ดังนั้นผูวิจัยจึงสนใจไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการยอยของเอนไซมไคติเนสซึ่งเปน

เอนไซมที่มีคากิจกรรมจําเพาะสูง (พูนศุข ศรีโยธา และ John Peberdy, 2539) และอยูในกลุมไคติโนไลติ

กเชนเดียวกับเอนไซมไคโตซาเนส จากตนออนกระถินบาน อายุ 2 สัปดาห มาศึกษาฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระ 
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วตัถปุระสงค 

1. เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเอนไซมไคติเนส 

2. เพื ่อศึกษารูปแบบและปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที ่ผลิตดวยเอนไซมไคติเนสจาก 

ตนออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาห 

3. เพ่ือศึกษาฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ผลิตดวยเอนไซมไคติเนสจากตน

ออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาห 

วธิีการวจิยั 

1.  สกัดไคตเินสจากตนออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาห ตามวิธีของมานะ ขาวเมฆ (2563)  

2.  หาคากิจกรรมของไคติเนสตามวิธีของของมานะ ขาวเมฆ (2563)  

3.  หาปริมาณโปรตีนดวยวิธีตามวิธีของมานะ ขาวเมฆ (2563)  

4.  ศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาตามวิธีของมานะ ขาวเมฆ (2563)  

5.  เตรียมไคโตโอลิโกแซคคาไรดตามวิธีของมานะ ขาวเมฆ (2563)  

6.  ตรวจสอบรูปแบบไคโตโอลิโกแซคคาไรดตามวิธีของมานะ ขาวเมฆ (2563) 

7.  หาปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรดตามวิธีของมานะ ขาวเมฆ (2563)   

8. ศึกษาการหาปริมาณอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-ไดเฟนิล-1-พิไคลดราซิล (Diphenyl-1-picrylhydrazyl 

Scavenging Capacity, DPPH) (Brand et al.,  1995 )  

8.1  เตรียมสารละลาย DPPH radical ในเอทานอลเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

8.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของบิวทิเลเตดไฮดรอกซิโทลูอีน (Butylated Hydroxytoluene; BHT) 

เขมขน 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 80 มิลลิกรัม/ลิตร ในเอทานอล ปเปตสารมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ  มาปริมาตร 

1.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งไวในที่มืดที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 

30 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ทํา 3 ซํ้า สรางกราฟมาตรฐานของบิวทิเลเตดไฮดรอกซิโทลูอีน ระหวาง

คารอยละการยับยั้งกับคา log ความเขมขนของ BHT และหาคา EC50 ซึ่งเปนคาแสดงถึงปริมาณสารตานอนุมูล

อิสระที่ทําใหความเขมขนของ DPPH• ลดลง 50 เปอรเซ็นต จาก 
 

รอยละการตานอนุมูลอิสระ (Percent Scavenging)  = x100                                                                           

 

AControl คือ A517 ตัวควบคุม    ASample คือ A517 สารตัวอยาง 

(AControl – ASample)  
AControl 
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8.3 เตรียมสารตัวอยางเขมขน 2.5, 5, 10, 20, 40 และ 80 มิลลิกรัม/ลิตร ปเปตสารตัวอยาง 1.5 มิลลิลิตร 

เติม DPPH ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ตั้งในที่มืดอุณหภูมิหอง 30 นาที วัดการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ทํา 3 ซํ้า 

เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน BHT คํานวณหาคาการตานอนุมูลอิสระและคา EC50  

ผลและอภิปรายผลการวิจัย 

1. การหาคากิจกรรม ปริมาณโปรตนี และคากิจกรรมจําเพาะ 

 เอนไซมไคติเนสที่สกัดจากตนออนกระถินบาน อายุ 2 สัปดาห ดวย 0.1 โมลาร โซเดียมอะซิเตต

บัฟเฟอรพีเอช 4.5 มีคากิจกรรมเทากับ 2.701 ยูนิต/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเทากับ 1.050 มิลลิกรัม/มิลลิลติร 

และเมื่อนําคากิจกรรมและปริมาณโปรตีนมาคํานวณคากิจกรรมจําเพาะมีคาเทากับ 2.572 ยูนิต/มิลลิกรัม 

ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบไคติเนสที่สกัดไดจากตนออนกระถินบาน อายุ 2 สัปดาหมีคากิจกรรมจําเพาะสูง

กวาจากแหลงอื่น เชน ไคติเนสจาก Bacillus sp. Strain KCTC0377BP มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 1.9582 ยู

นิต/มิลลิกรัม (Senol et al., 2014) และไคติเนส จาก Paenibacillus fukunensis มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 

0.0122 ยูนิต/มิลลิกรัม (Yong et al., 2017) ดังนั้น ไคติเนสจากพืชมีคากิจกรรมจําเพาะสูงกวาเอนไซมไคติเน

สจากแบคทีเรียและเชื้อราบางสายพันธุดังกลาวขางตน เนื่องจากไคติเนสจากพืชสวนใหญจะเปนชนิดภายใน 

(Endo Type) ที่การสลายพันธะแบบสุม จึงสามารถจับกับโครงสรางไคตินไดดีกวา 

2. การศึกษาพีเอชและอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยา 

 เมื่อนําไคติเนสจากตนออนกระถินบาน อายุ 2 สัปดาห มาหาคากิจกรรมในการเรงปฏิกิริยาที่ 

พีเอช 3.0-10.0 พบวาพีเอชที่ไคติเนสเรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดเทากับ 4.5 ดังภาพที่ 1 และเมื่อหาคากิจกรรม 

ในการเรงปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิท่ีไคติเนสเรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดเทากับ

45 องศาเซลเซียส ดังภาพที่ 2  
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ภาพที่ 1 กราฟแสดงการเรงปฏิกิรยิาของไคติเนสในชวงพีเอช 3.0 - 10.0 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 กราฟแสดงการเรงปฏิกิรยิาของไคติเนสในชวงอุณหภูมิ 30 – 80 องศาเซลเซยีส 

 

3. การหารปูแบบของไคโตโอลิโกแซคคาไรด  (COS) 

 เมื่อนําไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการสลาย1 เปอรเซ็นตของคอลลอยไอดอลไคตินดวย 

ไคติเนสจากตนออนกระถินบานที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และพีเอช 4.5 มาศึกษารูปแบบดวย TLC 

พบวา เมื่อใชเวลาที่ใชในการบม 30 นาที 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง จะไดไคโตโอลโิกแซคคาไรดขนาดโมเลกุล

ตางๆ กันของ (GlcNAc)1- (GlcNAc)6, แตเมื่อใชเวลาในการบมมากขึ้นเปน 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ช่ัวโมง โมเลกุล

ขนาดใหญของ (GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 ลดลงในขณะท่ีโมเลก ุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, 

(GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3 เพิ่มขึ้น ดังภาพที่ 3 และเมื่อเปรียบเทียบไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากไคตเินส 

จากแหลงตาง ๆ จะมีรูปแบบตางกัน เชน ไคติเนสจากแบคทีเรีย S. marcescens PRNK-1 จะมีรูปขนาด 

(GlcNAc)1, (GlcNAc)2, (GlcNAc)3 และ (GlcNAc)4 เมื ่อใชเวลาในการบมเพิ ่มขึ ้นจะทําใหไคโตโอลิโกแซคคาไรด 

มีขนาดเล็กลงเปน (GlcNAc)1 และ (GlcNAc)2 (Tripathi & Dubey, 2004) 
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ภาพที่ 3 รูปแบบของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการสลายคอลลอยไอดอลไคตินที่ 45 องศาเซลเซียส พีเอช 

4.5 ที ่ ใชเวลาบมต างก ัน M: สารมาตรฐานไคโตโอลิโกแซคคาไรด ขนาด 1-6 โมเลก ุล ((GlcNAc)1-6),  

1: ใชเวลาบม 30 นาที  2: ใชเวลาบม 1 ชั่วโมง 3: ใชเวลาบม 2 ชั่วโมง และ 4: ใชเวลาบม 4 ชั่วโมง 

 

4. การหาปรมิาณรอยละของไคโตโอลโิกแซคคาไรด 

 เมื่อนําไคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดจากการยอยคอลลอยไอดอลไคติน 1 เปอรเซ็นต ดวยไคตเินส จาก

ตนออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาห ที่ใชเวลาบม 30 นาที 1 ชั่วโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ชั่วโมง มาวิเคราะหปริมาณ

ดวยเครื่องโครมาโทกราฟสมรรถนะสูงและเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไค

โตโอลิโกแซคคาไรดขนาด 2 – 6 โมเลกุล พบวา ปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรดจากตนออนกระถิน

บานที่ไดจาการบมในชวงเวลา 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ช่ัวโมงมี (GlcNAc)1, (GlcNAc)2, (GlcNAc)3, 

(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 รอยละ 2.17-3.50, 6.83-16.33, 14.00-27.33, 6.83-15.00, 11.67-

15.33 และ 34.33-46.67 ตามลําดับ และพบวาปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรดขนาดใหญของ 

(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 เมื่อใชเวลาในการบมนอยจะมีปริมาณมากแตจะลดลงเมื่อใชเวลา

ในการบมมากขึ้น ในขณะที่โมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3 เพิ่มขึ้น แสดงวา

โมเลกุลขนาดใหญของ (GlcNAc)4 เปลี ่ยนไปเปน (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)2, (GlcNAc)5 เปลี ่ยนไปเปน 

(GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3 และ (GlcNAc)6 เปลี่ยนไปเปน (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)4 หรือ (GlcNAc)3 และ 

(GlcNAc)3 ดังตารางที่ 1 ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของมนูและคณะ (Moon et al., 2017) ที่สกัดไคติเนส จาก

เชื้อแบคทีเรีย Serratia marcescens PRNK-1 ที่ยอยคอลลอยไอดอลไคตินแลวหาปริมาณของไคโตโอลิโก

แซคคาไรด พบวา เมื่อใชเวลาในการบมนอยจะมีปริมาณของ (GlcNAc)6 มากที่สุด รองมาเปน (GlcNAc)5 

และ (GlcNAc)4 ตามลําดับ นอกจากนี ้ปร ิมาณของโมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ 

(GlcNAc)3 รวมกันจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นเปน 1.38, 1.74, 2.12 และ 2.83 ไมโครกรัม/10 ไมโครลิตร เมื่อใชเวลา

บม 30 นาที 1 ชั ่วโมง 2 ชั ่วโมง และ 4 ชั่วโมง ตามลําดับ ในขณะที่โมเลกุลขนาดใหญของ (GlcNAc)4, 

 

(GlcNAc)1 
(GlcNAc)2 
(GlcNAc)3 
(GlcNAc)4 
(GlcNAc)5 
(GlcNAc)6 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
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(GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 รวมกันมีปริมาณลดลงเปน 4.62, 4.26, 3.88และ 3.17 ไมโครกรัม/10 ไมโครลิตร 

เมื่อใชเวลาบม 30 นาที 1 ชั่วโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ชั่วโมง ตามลําดับ  

 

ตารางที่ 1 ปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรดแตละชนิดจากการบมคอลลอยไอดอลไคตนิกับไคติเนสจากตนออน

กระถินบานทีใ่ชเวลาในการบมตาง ๆ  

 
 

ที ่      

 

เวลา 

ที่ใชบม 

ปริมาณของสารแตละชนิด  

(GlcNAc)1 (GlcNAc)2 (GlcNAc)3 (GlcNAc)4 (GlcNAc)5 (GlcNAc)6 รวม 

% µg % µg % µg % µg % µg % µg % µg 

1 30 นาที 2.17 0.13 6.83 0.41 14.00 0.84 15.00 0.90 15.33 0.92 46.67 2.80 100 6.00 

2 1 ชั่วโมง 2.67 0.16 9.33 0.56 17.00 1.02 13.33 0.80 14.17 0.85 43.50 2.61 100 6.00 

3 2 ชั่วโมง 3.00 0.18 13.33 0.80 19.00 1.14 11.33 0.68 13.50 0.81 39.83 2.39 100 6.00 

4 4 ชั่วโมง 3.50 0.21 16.33 0.98 27.33 1.64 6.83 0.41 11.67 0.70 34.33 2.06 100 6.00 

 

5. การตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-ไดเฟนิล-1-พิไคลดราซิล (DPPH) 

 เมื่อนําไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจาการยอยคอลลอยไอดอลไคตินดวยไคติเนสจากตนออน

กระถินบานอายุ 2 สัปดาห ที่ใชเวลาบม 30 นาที 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง มาศึกษาฤทธ์ิการตาน

อนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH และเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของการยับยั้ง DPPH ดวย BHT ที่มี EC50 = 

1.34±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบวา โคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากไคติเนสซึ่งสกัดจากตนออนกระถิน

บานที่บมดวยเวลา 30 นาที 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง มีคาการตานอนุมูลอิสระอยูในชวงรอยละ 

14.96±0.1 - 85.47±0.1, 25.47±0.1 – 86.39±0.1, 8.40±0.1 – 88.05±0.1 และ 25.76±0.1 – 81.29±0.1 

ตามลําดับ โดยมีคา EC50 เทากับ 1.21±0.1, 1.23±0.1, 1.27±0.1 และ 1.33±0.1 ตามลําดับ ดังตารางที่ 2 

และตารางที่ 3 และภาพที่ 4 ถึงภาพที่ 8 ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจาการบมทุกชวงเวลามีฤทธิ์การตาน

อนุมูลอิสระดีกวาสารมาตรฐาน BHT และดีกวาไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการยอยคอลลอยไอดอลไค

ตินดวยเอนไซมไคติเนสจากเชื้อรา Trichoderma harzianum CECT 2413 ที่สามารถตานอนุมูลอิสระได

รอยละ 10 (Kidibule et al., 2020)  

เมื่อเปรียบเทียบไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจาการยอยคอลลอยไอดอลไคตินดวยไคติเนสจากตน

ออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาหกับสารสกัดจากพืชชนิดอื่นๆ พบวา ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจาการยอย

คอลลอยไอดอลไคตินดวยไคติเนสจากตนออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาห มีความสามารถในการตาน

อนุมูลอิสระไดดีกวาเมื่อเปรียบเทียบดวยคา EC50 เชน สารสกัดจากใบกฤษณาที่สกัดจากเมทานอล นํ้า 

และเฮกเซนที่มีคา EC50 เทากับ 28.78, 45.79 และ 877 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ราตรี พระนคร, 2559) 
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และสารสกัดจากการตัดแตงจากเห็ดหอมที่สกัดดวยเอทานอลมีคา EC50 เทากับ 1.93 ไมโครกรัม/มลิลลิิตร 

(Santhi et al., 2016)  

 

ตารางที ่2 การตานอนุมลูอิสระ DPPH ดวย BHT 
 

ความเขมขน BHT 

(ไมโครกรัม/มลิลลิิตร) 

การตานอนุมลูอิสระ 

(%) 

EC50 

(ไมโครกรัม/มลิลลิิตร) 

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 

 

ตารางที ่3 การตานอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรดดวยการยอยของไคตเินสจากตนออนกระถินบานดวยวิธี DPPH 
 

เวลาที่ใชในการบม ความเขมขน 

(ไมโครกรัม/มลิลลิิตร) 

การตานอนุมลูอิสระ 

(%) 

EC50 

(ไมโครกรัม/มลิลลิิตร) 

30 นาที 2.5 14.96±0.1 1.21 ±0.1 

5.0 23.09±0.1 

10 37.41±0.1 

20 52.61±0.1 

40 69.66±0.1 

80 85.47±0.1 

1 ชั่วโมง 2.5 25.47±0.1 1.23±0.1 

5.0 31.62±0.1 

10 43.95±0.1 

20 61.70±0.1 

40 77.69±0.1 

80 86.39±0.1 

2 ชั่วโมง 2.5 8.40±0.1 1.27±0.1 

5.0 21.66±0.1 
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10 30.80±0.1 

20 47.30±0.1 

40 67.24±0.1 

80 88.05±0.1 

4 ชั่วโมง 2.5 25.76±0.1 1.33±0.1 

5.0 29.34±0.1 

10 39.07±0.1 

20 53.31±0.1 

40 72.79±0.1 

80 81.29±0.1 

 

ภาพที่ 4 กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของบิวทิลไฮดรอกซิโทลูอีน (BHT) 

 

y = 51.459x - 19.151
R² = 0.9922

EC50 = 1.34 µg/mL
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กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของบิวทิเลเตดไฮดรอกซิลโทลูอีน

y = 40.612x + 8.0988
R² = 0.9644

EC50 = 1.21 µg/mL
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กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของ COS ที่ไดจากเวลาบม 30 นาที
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ภาพที่ 5 กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ใชเวลาบม 30 นาท ี

 

ภาพที่ 6 กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ใชเวลาบม 1 ชั่วโมง 

 

ภาพที่ 7 กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ใชเวลาบม 2 ชั่วโมง 

 

y = 55.535x - 19.567
R² = 0.9905

EC50 = 1.23 µg/mL
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กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของ COS ที่ไดจากเวลาบม 1 ชั่วโมง

y = 43.1574x - 4.8128
R² = 0.9792

EC50 = 1.27 µg/mL

0

20

40

60

80

100

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

รอ
ยล

ะก
าร

ยับ
ยั้ง
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กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของ COS ที่ไดจากเวลาบม 2 ชั่วโมง

y = 45.0697x - 10.0938
R² = 0.9627

EC50 = 1.33 µg/mL

0

20

40

60

80

100

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

รอ
ยล

ะก
าร

ยับ
ยั้ง

log ความเขมขนของ COS ที่ใชเวลาบม 4 ชั่วโมง  (µg/mL)

กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของ COS ที่ไดจากเวลาบม 4 ชั่วโมง
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ภาพที่ 8 กราฟรอยละการยับยั้งอนุมูลอิสระของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ใชเวลาบม 4 ชั่วโมง 

สรปุผลการวจิยั 

เอนไซมไคติเนสที่สกัดจากตนออนกระถินบานอายุ 2 สัปดาห ดวย 0.1 โมลาร ของโซเดียมอะซิเตต

บัฟเฟอรพีเอช 4.5 พบวามีคากิจกรรมเทากับ 2.7011 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเทากับ 1.0500 มิลลกิรัม

ตอมิลลิลิตร และคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 2.5725 ยูนิตตอมิลลิกรัม พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรง

ปฏิกิริยาคือ พีเอช 4.5 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการยอย 1 เปอรเซ็นต 

คอลลอยไอดอลไคตินที่ 30 นาที 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง พบวาไดไคโตโอลิโกแซคคาไรดมีขนาด 

โมเลกุล (GlcNAc)1 - (GlcNAc)6 เมื่อใชเวลาในการบมเพ่ิมขึ้นไคโตโอลิโกแซคคาไรดโมเลกุลขนาดใหญ ((GlcNAc)4, 

(GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6) ลดลงในขณะที่โมเลกุลขนาดเล็ก ((GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3) เพิ่มขึ้น  

ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการบมทุกชวงเวลาสามารถตานอนุมูลอิสระไดดีกวาสารมาตรฐาน BHT  

โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการบมที่เวลา 30 นาที จะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรดขนาดใหญของ (GlcNAc)4, 

(GlcNAc)5 และ (GlcNAc)6 จะมีฤทธิ์การตานอนุมูลอิสระไดดกีวาการบมชวงเวลา 1 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง และ 4 ช่ัวโมง 

ที่มีโมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3 
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