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บทคดัย่อ 
งานวจิยันี้ไดศ้กึษาเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการตา้นอนุมลูอสิระของลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้น ลิน้ทะเล

ที่ไม่ผ่านความร้อน ไคตินและไคโตซาน รวมทัง้ศึกษาประสิทธิภาพการต้านอนุมูลอิสระของลิ้นทะเลที่
เหมาะสมร่วมกบัน ้ามะนาว โดยวธิทีีน่ ามาใชใ้นการทดสอบ ไดแ้ก่ การยบัยัง้อนุมูลอสิระดพีพีเีอช และอนุมูล
อสิระไฮดรอกซลิ พบว่าลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้นอุณหภูม ิ250 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ีความเขม้ขน้ 10 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร มกีารยบัยัง้อนุมูลอสิระดพีพีเีอชรอ้ยละ 61.28 และยบัยัง้อนุมูลอสิระไฮดรอกซลิรอ้ยละ 
54.14 เมื่อน าลิน้ทะเลมาผ่านขัน้ตอนการเตรยีมเป็นไคตินและไคโตซาน พบว่ารอ้ยละผลผลติของไคตนิและ 
ไคโตซานที่ได้มคี่า 37.95 และ 69.10 ตามล าดบั และเมื่อใชเ้ทคนิค Fourier transform infrared (FT-IR) ใน
การตรวจสอบปฏกิริยิาการก าจดัหมู่อะเซทลิออกของไคตนิเป็นไคโตซาน พบว่าค่าระดบัการก าจดัหมู่อะเซทลิ 
(degree of deacetylation, % DD) มคี่าร้อยละ 87.50 นอกจากนี้พบว่าประสทิธิภาพการยบัยัง้อนุมูลอิสระ    
ดดีพีเีอชและอนุมูลอสิระไฮดรอกซลิของลิ้นทะเล ไคตินและไคโตซานให้การยบัยัง้น้อยกว่าร้อยละ 50 เมื่อ
ศกึษาการต้านอนุมูลอสิระของลิน้ทะเลที่เหมาะสมร่วมกบัน ้ามะนาว พบว่าลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้นอุณหภูม ิ
250 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีที่ความเข้มขน้ 10 มลิลกิรมัต่อมลิลิลติร เป็นลิ้นทะเลที่เหมาะสมที่
น ามาใชร้่วมกบัน ้ามะนาว โดยใหก้ารยบัยัง้อนุมลูอสิระดดีพีเีอชรอ้ยละ 93.85 และยบัยัง้อนุมลูอสิระไฮดรอกซลิ 
รอ้ยละ 76.78 ตามล าดบั 

ค าส าคญั : ลิน้ทะเล; ไคโตซาน; DPPH radical; hydroxyl radical 

Abstract 
Comparisons of antioxidant activities by scavenging assays of DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl) and hydroxyl radicals, among unheated/heated cuttlebones, chitin and chitosan were 
studied. Phosphoric acid extracts of heated cuttlebones at temperature 250 ºC for 15 min at 
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concentration 10 mg/mL showed a potent antioxidant effects, 61.28 % DPPH inhibition and 54.14 % 
hydroxyl radicals inhibition. Chitin and chitosan were prepared from cuttlebones with the yields of 37.95 
and 69.10 %, respectively. By means of the Fourier transform infrared (FT-IR) technique, degree of 
deacetylation (DD) of chitosan was 87.50 %. The scavenging activities of DPPH and hydroxyl radical 
inhibition of unheated cuttlebone, chitin and chitosan were less than 50 %. The heated cuttlebones 
were further selected for adding with lemon juice, those effects in scavenging DPPH and hydroxyl 
radical inhibition were 93.85 and 76.78 %, respectively.  
 

Keywords: cuttlebone; chitosan; DPPH radical; hydroxyl radical 
 
1. ค าน า 

ลิ้นทะเลจัดเป็นของเสียทางอุตสาหกรรม
อาหาร เนื่องจากลิ้นทะเลเป็นส่วนที่อยู่แกนกลาง
ของหมึกกระดอง ไม่นิยมน ามาบริโภค ท าหน้าที่
เพยีงช่วยพยุงตวัให้หมกึกระดองเคลื่อนไหวในน ้า
ได้อย่างรวดเรว็ องค์ประกอบที่ส าคญัของลิ้นทะเล 
คอื ไคตนิและไคโตซาน ซึง่จดัเป็นโคพอลเิมอรท์ี่อยู่
ร่วมกนัในธรรมชาติ โดยไคตินเป็นพอลิเมอร์สาย
ยาวเป็นองคป์ระกอบของหน่วยย่อยอนุพนัธน์ ้าตาล
กลูโคสมีชื่อว่า N-acetyl glucosamine ส่วนไคโต-
ซานเป็นพอลิเมอร์ของหน่วยย่อยที่ชื่อว่า gluco-
samine มากกว่า 60 เปอรเ์ซน็ต์ ขึน้ไป (ประภสัสร, 
2557) นอกจากนี้มีหมู่อะมิโนที่แสดงสมบตัิพิเศษ 
เช่น ละลายได้ในกรดอินทรีย์เจือจาง สามารถจับ
กับอิออนของโลหะได้ดี และมีฤทธิท์างชีวภาพ 
(Cadman et al., 2012) รวมถึงเป็นสารที่สกัดได้
จากธรรมชาต ิดงันัน้ลิน้ทะเลจงึเป็นแหล่งของไคตนิ
และไคโตซานทีม่รีาคาต้นทุนต ่า เหมาะส าหรบัการ
พฒันาเพื่อใช้ประโยชน์ต่อไป (Ramasamy et al., 
2014) 

ภูมปัิญญาชาวบ้านในสมยัก่อน มกีารน าลิ้น
ทะเลมาเป็นส่วนประกอบของยารักษาสิวและฝ้า 
โดยน าลิ้นทะเลที่สะอาดมาป้ิงเผาไฟให้ร้อนจนมีสี
เหลอืงอ่อน จากนัน้บดใหล้ะเอยีดผสมกบัน ้ามะนาว 
จนเป็นเนื้อเหนียวขน้ น าไปทาบรเิวณทีเ่ป็นสวิและ

ฝ้าก่อนนอน จนถงึเชา้จงึลา้งออก เชื่อว่าลิ้นทะเลที่
มีสรรพคุณรสเค็มกร่อย จึงสามารถฆ่าเชื้อโรคได้ 
นอกจากนี้ มกีารใช้ลิ้นทะเลเป็นส่วนประกอบของ
ยากวาดคอเดก็ซึ่งมีสรรพคุณแก้เมด็หรอืตุ่มที่เกิด
ในช่องปากและล าคอ (ชยนัต์ และคณะ, 2542) จาก
งานวจิยัของ จกัรพงศ์ และพนิตา ในปี พ.ศ. 2555 
พบว่าเมื่อให้ความร้อนแก่ลิ้นทะเล มีผลท าให้
แคลเซียมคาร์บอเนตที่เป็นองค์ประกอบของลิ้น
ทะเลมโีครงสรา้งทีเ่ปลีย่นแปลงไป ปัจจุบนัมกีารน า
ลิ้นทะเลมาพฒันาและประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
เกษตร ทางการแพทย์ และเภสัชกรรม เช่น 
ผลติภณัฑเ์สรมิอาหารเพื่อคุณภาพในการลดไขมนั
และคอเลสเตอรอล เครื่องส าอาง สารเร่งการเจรญิ 
เติบโตในพชืและสตัว์ สารเคลอืบผลไมเ้พื่อยดือายุ
การเก็บรกัษา และแผ่นฟิล์มปิดแผล ช่วยให้แผล
หายเร็ว (ศูนย์เทคโนโลยีโลหะและวสัดุแห่งชาติ , 
2547) จากงานวิจยัของ Vino และคณะ ในปี ค.ศ. 
2012 เมื่อน าลิ้นทะเล Sepia aculeata  มาศึกษา  
ไคโตซานและไคโตซานซัลเฟต พบว่าไคโตซาน
ประกอบดว้ยธาตุแคลเซยีม 30 ppm โซเดยีม 0.092 
ppm ทองแดง 0.172 ppm แมกนีเซยีม 3.601 ppm 
แมงกานีส 0.264 ppm และสงักะส ี0.924 ppm ค่า 
DA (degree of acetylation) เมื่อทดสอบด้วย IR 
spectroscopy มีค่าเท่ากับ 49.9 เปอร์เซ็นต์ และ
เมื่ อทดสอบด้วย  UV spectrophotometer มีค่ า
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เท่ากบั 40.56 เปอร์เซ็นต์ ไคโตซานซลัเฟตแสดง
ฤทธิก์ารก าจัดอนุมูลอิสระในระดับที่สูง โดยการ
ก าจัดอนุมูลซูเปอร์ออกไซด์ (O2-• ) มีค่าเท่ากับ 
88.60 เปอร์เซน็ต์ และการก าจดัอนุมูลไฮดรอกซลิ 
(OH-•) มีค่าเท่ากบั 72.1 เปอร์เซ็นต์ ส่วนการแย่ง
จบัโลหะหนกัของไคโตซานซลัเฟต อยู่ในระดบัปาน
กลางมีค่าเท่ากบั 62.6 เปอร์เซ็นต์ที่ความเข้มข้น 
1,000 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ขณะเดยีวกนัการแสดง
ฤทธิใ์นการใหอ้เิลค็ตรอน อยู่ในระดบัต ่าโดยทีค่วาม
เข้มข้นของไคโตซานซัลเฟต 0.75 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.300 เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน BHA และ ascorbic 
acid ทีม่คี่าการดูดกลนืแสงเท่ากบั 2.305 และ 2.05 
ตามล าดับ จึงสรุปได้ว่าไคโตซานและไคโตซาน
ซลัเฟตที่ได้จากลิ้นทะเล มีฤทธิใ์นการต้านอนุมูล
อิสระ ความสามารถในการให้อิเล็คตรอน ความ 
สามารถในการแย่งจบักบัธาตุโลหะหนักของไคโต-
ซานและไคโตซานซัลเฟตมีค่าเพิ่มขึ้นตามความ
เขม้ขน้ (Vino et al., 2012) 

ดงันัน้งานวจิยันี้จงึมุ่งเน้นศกึษาเพื่อเปรยีบ 
เทยีบสมบตัิบางประการของลิ้นทะเลที่ผ่านการให้
ความรอ้น และไม่ผ่านการใหค้วามรอ้น ในการออก
ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ เพื่อยบัยัง้อนุมูลอสิระทีเ่กดิขึน้ 
ได้แก่ อนุมูล DPPH และอนุมูลไฮดรอกซลิ (OH-•) 
เพื่อพฒันาเป็นส่วนประกอบใช้งานด้านเวชส าอาง
ต่อไป 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การเตรียมผงล้ินทะเล 

น าลิ้นทะเลมาล้างน ้าให้สะอาด ตากให้
แหง้ และผ่านการใหค้วามรอ้นดว้ยตูอ้บ (Memmert, 
U30 oven, เยอรมนี) อุณหภูม ิ250 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาท ีบดให้ละเอียด
โดยใชเ้ครื่องปัน่ (Sharp, EM-ICE, ไทย) เป็นเวลา 
15 นาท ีและแยกขนาดลิน้ทะเลด้วยเครื่องเขย่าคดั

แยกอนุภาคดว้ยตะแกรง (Shieve shaker) (Retsch, 
AS200-Digit, เยอรมนี) จะไดข้นาดอนุภาคน้อยกว่า 
0.063, 0.070, 0.105, 0.177 และ 0.505 มลิลเิมตร 
โดยในการทดลองเลอืกใชผ้งลิน้ทะเลขนาดน้อยกว่า 
0.063 มิลลเิมตรและเก็บใส่ถุงซิปลอ็คเพื่อป้องกนั
ความชืน้ 

2.2 ขัน้ตอนการเตรียมไคตินและไคโต-
ซานจากล้ินทะเล 

ลิน้ทะเล 100 กรมั ทีผ่่านการลา้งน ้า และ
ตากให้แห้งแล้ว หกัให้เป็นชิน้เลก็ขนาด 3-5 เซนติ 
เมตร ใส่ในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ ความ
เขม้ขน้ 2 โมลาร์ ปริมาตร 1,000 มลิลลิิตร กวนที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้กรองเอา
สารละลายทิ้ง ล้างน ้าจนโซเดยีมไฮดรอกไซด์หมด
เพื่อก าจดัโปรตีน และก าจดัแร่ธาตุด้วยกรดไฮโดร-
คลอริก ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร กวนที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
เน่ืองจากจะมกี๊าซเกดิขึน้จากการท าปฏกิริยิา ดงันัน้
ควรท าการคนเป็นระยะ ๆ ในช่วงแรกของปฏกิริยิา 
จากนัน้กรองเอาส่วนทีเ่ป็นสารละลายทิง้ ลา้งน ้าจน
กรดไฮโดรคลอริกหมด อบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ได้ไคตินและ
เปลี่ยนเป็นไคโตซานโดยใช้สารละลายโซเดียม - 
ไฮดรอกไซค์ 50 เปอร์เซ็นต์  ปริมาตร 1,000 
มลิลลิติร กวนที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 3 ชัว่โมง กรองเอาสารละลายทิง้ ใชเ้ครื่องวดั
ความเป็นกรด-ด่าง (Beckman, PHL 32, สหรัฐ 
อเมรกิา) ปรบัใหพ้เีอชอยู่ในช่วง 6.5-6.8 และอบให้
แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ได้ไคโตซาน จากนัน้ค านวณหาร้อยละ
ผลผลติของไคตนิและไคโตซาน 

2.3 การเตรียมล้ินทะเลผสมน ้ามะนาว 
น ามะนาวจ านวน 10 ลูก หัน่และคัน้

มะนาวให้ไดป้รมิาตร 100 มลิลลิติร และกรองด้วย
ระบบสุญญากาศ (Rocker 400, ไต้หวัน) น าลิ้น
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ทะเลขนาด 0.063 มลิลเิมตร มาละลายกบัน ้ามะนาว
ให้ได้ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 และ 10.0 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร กวนทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 1 
ชัว่โมง จากนัน้กรองด้วยระบบสุญญากาศอีกครัง้ 
สารละลายตัวอย่างที่ได้เก็บไว้ทดสอบในขัน้ตอน
ต่อไป 

2.4 การทดสอบอนุมูลอิสระ 
2.4.1 วิ ธี  DPPH radical scavenging 

ดดัแปลงมาจากวธิขีอง Shimada และคณะ (1992) 
และกรรณิการ ์และคณะ (2556) 

น าผงลิน้ทะเลจากวธิขีา้งตน้ทีไ่ม่ผ่าน
ความรอ้น ผงลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้นอุณหภูม ิ250 
องศาเซลเซียส ไคติน ไคโตซาน และลิ้นทะเลที่
ละลายกบัน ้ามะนาว โดยเตรียมสารละลายใหแ้ต่ละ
ตวัอย่างมคีวามเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 และ 10.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยตัวท าละลายเมธานอล 
จากนั ้นปิเปตสารละลายตัวอย่างปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เติมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 
0.08 มลิลโิมลาร ์ในเมทานอล ปรมิาตร 900 ไมโคร 
ลิตร เขย่าให้เข้ากนั ตัง้ไว้ในที่มืด 30 นาที วดัค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง UV spectrophotometer (Shimudzu, 
UV-1601, ญี่ปุ่ น) โดยใช้สารละลายวิตามินซีเป็น
สารมาตรฐาน ค านวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยบัยัง้การตา้น
อนุมูลอิสระจากสมการ 2.1 คือ Inhibition (%) = 
[(Acontrol 517 nm - Asample 517 nm) x 100] ÷ Acontrol 517 nm 

2.4.2 วิธี hydroxyl radical scavenging 
ดดัแปลงมาจากวธิขีอง Halliwel และคณะ (1987) 

น าสารละลายที่ประกอบด้วยผงลิ้น
ทะเลที่ผ่านและไม่ผ่านความร้อน ไคตินและไคโต-
ซาน และลิ้นทะเลที่ละลายกับน ้ ามะนาว ความ
เข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 และ 10.0 มิลลิกรัมต่อ
มลิลลิติร ปรมิาตร 100 ไมโครลติร กบัน ้าตาลดอีอก
ซไีรโบส 0.28 มลิลโิมลาร ์ปรมิาตร 100 ไมโครลติร 
ไฮโดร-เจนเปอร์ออกไซด์ 500 ไมโครโมลาร์  

ปรมิาตร 100 ไมโครลติร เฟอรร์กิคลอไรด ์500 มลิลิ
โมลาร ์ปรมิาตร 50 ไมโครลติร กรดอทีลินีไดอะมนี 
เททราอะซีทิค 100 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 100 
ไมโครลติร สารละลายวติามนิซ ี100 ไมโครโมลาร์ 
ปรมิาตร 100 ไมโครลติร และโพแทสเซยีมฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ 20  มลิลโิมลาร์ (ค่าพเีอช 7.4) ปริมาตร 
100 ไมโครลติร ผสมให้เขา้กนัด้วยเครื่องผสมสาร 
(Scientific Industries, G560E, สหรัฐอ เม ริกา  ) 
น าไปใส่ตู้บ่ม (Binder, ED240, สหรัฐอเมริกา) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
จากนั ้นเติมกรดไทโอบาร์บิทูริก 1 เปอร์เซ็นต์ 
(น ้าหนักต่อปรมิาตร) 1 มลิลลิติร และกรดไตรคลอ
โรอะซิติก 2 เปอร์เซ็นต์ (น ้าหนักต่อปริมาตร) 1 
มิลลิลิตร น ามาใส่ ในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ 
(Julabo, TW, เยอรมนี) เป็นเวลา 15 นาท ีตัง้ทิง้ไว้
ใหเ้ยน็ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง น ามาวดัค่าการดูดกลนืแสงที่
ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตรโดยเครื่อง UV 
spectrophotometer (Shimudzu, UV-1601, ญี่ปุ่ น) 
และใช้สารละลายกรดวิตามินซีเป็นสารมาตรฐาน 
ค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การต้านอนุมูลอิสระ
จากสมการ 2.2 คอื Inhibition (%) = [(Acontrol 532 nm 
- Asample 532 nm) x 100] ÷ Acontrol 532 nm 
 

3. ผลและวิจารณ์ 
3.1 การเตรียมไคตินและไคโตซานจาก

ล้ินทะเล 
การเตรียมไคตินและไคโตซานจากลิ้น

ทะเล เตรียมโดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮ -   
ดรอกไซด ์เพื่อก าจดัโปรตนี และก าจดัแร่ธาตุโดยใช้
กรดไฮโดรคลอริก อบให้แห้งอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซยีส จนแหง้ไดไ้คตนิ และเปลีย่นเป็นไคโตซาน
โดยใชส้ารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ จากตารางที ่
1 พบว่ารอ้ยละผลผลติของไคตนิจากลิน้ทะเล มคี่า
เท่ากบั 37.95 เปอร์เซ็นต์ และร้อยละผลผลิตของ 
ไคโตซานจากลิน้ทะเลมคี่าเท่ากบั 69.10 เปอรเ์ซน็ต ์
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ดงันัน้สามารถสรุปไดว้่าในลิน้ทะเลมโีครงสรา้งของ
ไคตินเป็นองค์ประกอบร่วมอยู่และสามารถน ามา
ผ่านกระบวนการก าจดัหมู่อะเซทิลเพื่อเปลี่ยนรูป
เป็นไคโตซานได้ ซึ่งสอดคล้องกบัข้อมูลของศูนย์
เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห่งชาติ (2547) ที่ได้
รวบรวมไว้ว่าแหล่งวตัถุดบิในการสกดัไคตินได้มา
จากเปลอืกของสตัวต์ระกลูครสัเตเซยีนจ าพวกปู กุง้ 
และแกนหมึก คดิเป็นประมาณ 15-20 เปอร์เซ็นต์
ต่อน ้าหนกัตวัแหง้) และตามปกตไิคตนิจะอยู่รวมกบั
โปรตีน เมด็ส ีไขมนั และแคลเซยีมคาร์บอเนตใน
เปลอืกของสตัวด์งักล่าว ได้มกีารพฒันาวธิกีารต่าง 
ๆ ในการสกดัไคติน แต่มขี ัน้ตอนหลกั คอื (1) การ
สกัดเอาแร่ธาตุออกด้วยกรดไฮโดรคลอริค และ    
(2) ก าจดัโปรตนีดว้ยโซเดยีไฮดรอกไซด ์แต่การใช้
ด่างท าใหเ้กดิการเปลีย่นไคตนิเป็นไคโตซานได ้ใน
บางกรณีมกีารใชเ้อนไซม์ในการย่อยโปรตนีออกไป 
(Roberts et al., 1992) ซึง่เหมาะส าหรบัการสกดั 

เพื่อแยกเอาไคตนิออกมาเพยีงอย่างเดยีว 
 
ตารางท่ี 1 รอ้ยละผลผลติของไคตินและไคโต-

ซานจากลิน้ทะเล 
 

สารตวัอย่าง รอ้ยละผลผลติ 
ไคตนิ 37.95 

ไคโตซาน 69.10 
 

3.2 ก า รศึ กษา โคร งสร้ า งและองค์  
ประกอบของไคโตซาน 

การศึกษาโครงสร้างและองค์ประกอบ
ของไคโตซาน โดยน าไคโตซานที่ได้จากลิ้นทะเล
และไคโตซานมาตรฐานจากเปลอืกกุง้มาตรวจสอบ
ดว้ยเทคนิค Fourier transform infrared (FT-IR) ซึง่
ไดโ้ครมาโทแกรมดงัรปูที ่1 

 

 
 

รปูท่ี 1 Fourier transform infrared (FT-IR) ศกึษาโครงสรา้งและองคป์ระกอบของไคโตซานจากลิน้ทะเล 
(A) และไคโตซานจากเปลอืกกุง้ (B) 
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รปูที ่1 พบว่าไคโตซานทีไ่ดจ้ากลิน้ทะเล
และไคโตซานมาตรฐานจากเปลือกกุ้งมีหมู่ OH 
group มเีลขคลื่น 1471.43 cm-1 และ 1423.77 cm-1 

ตาม ล าดบั และ NH Amide III มีเลขคลื่น 871.96 
cm-1 และ 886.81 cm-1 ตามล าดบั แสดงถึงไคโต-
ซานทีไ่ดจ้ากลิน้ทะเลมอีงคป์ระกอบทีค่ลา้ยคลงึกบั
ไคโตซานมาตรฐานจากเปลือกกุ้ง แต่ลักษณะ
โครงสร้างพีคอาจแตกต่างกนั และจากตารางที่ 2 
เมื่อศกึษาระดบัการก าจดัหมู่อะซทีลิพบว่าระดบัการ
ก าจัดหมู่อะซีทิลของไคโตซานจากลิ้นทะเลและ    
ไคโตซานจากเปลือกกุ้ งมีค่ า  87.5 และ 89.0 
เปอรเ์ซน็ต์ ตามล าดบั ซึง่สอดคลอ้งกบัการรายงาน
ของ ศูนยเ์ทคโนโลยโีลหะและวสัดุแห่งชาติ (2547) 
ที่พบว่าไคตินและไคโตซานเป็นสารสกดัที่ได้จาก
ธรรมชาต ิคุณภาพของวตัถุดบิจงึไม่คงที ่ขึน้อยู่กบั
ปัจจัยทางธรรมชาติที่ยากแก่การควบคุม  โดย
แหล่งก าเนิดของวตัถุดิบมีผลต่อสมบัติของไคติน
และไคโตซานที่ได้ คอื ลกัษณะโครงสร้างของผลกึ
ไคตินทีไ่ดจ้ากเปลอืกกุง้และกระดองปูจะมลีกัษณะ
โครงสร้างเป็นเสน้ใยเรียงซ้อนกนัสลบัไปมาหลาย
ชัน้ในคนละทิศ (antiparallel) และแน่น ท าให้มี
โครงสรา้งแขง็แรงมากทีส่ดุ ในขณะทีโ่ครงสรา้งผลกึ
ของไคตินที่ได้จากแกนหมกึจะอยู่ในรูปของบตีามี
ลกัษณะโครงสรา้งเป็นเสน้ใยเรยีงซอ้นกนัในทศิทาง
เดยีวกนัหลายชัน้ (parallel) แต่ไม่แน่นมากเหมอืน
ชนิดอัลฟา ท าให้โครงสร้างแข็งแรงน้อย (Yen et 
al., 2008; Vairamani et al., 2013) ส่วนปฏิกิริยา 
deacetylation ทีใ่หไ้ด ้ค่า DD เท่ากบั 90 เปอรเ์ซน็ต ์
นัน้ท าไดย้ากในขัน้ตอนเดยีว ซึ่งขนาดของวตัถุดบิ
จะมีผลต่อความสามารถในการแทรกตัวเข้าท า
ปฏิกิริยา และมีผลต่อสมบัติของไคโตซานที่ได้ 
(Kurita et al., 1977) นอกจากนี้ในการท าปฏกิริยิา
ดงักล่าวยงัต้องใชข้ ัน้ตอนอื่นเพิม่ เช่น การลา้งดว้ย
น ้าหรือการละลายแล้วตกตะกอนก่อนน ากลับมา 
deacetylation อกีครัง้เพื่อเพิม่ % DD ใหม้ากขึน้  

(Roberts, 1997) 
 
ตารางท่ี 2 ระดบัการก าจดัหมู่อะซทีลิ (% DD) 

ข อ ง ไค โ ตซ านแล ะ ไค โ ตซาน
มาตรฐาน 

 

ชนิดของไคโตซาน 
Degree of deacetylation  

(% DD) 
ลิน้ทะเล 87.50 
กุง้ 89.00 

   
3.3 การยบัยัง้อนุมูลอิสระ DPPH ของล้ิน 

ทะเล 
การศกึษาเปอรเ์ซน็ต์ในการยบัยัง้อนุมูล

อิสระ DPPH ดัดแปลงจากวิธีของ Shimada และ
คณะ (1992) โดยใชล้ิน้ทะเลทีผ่่านและไม่ผ่านความ
รอ้นผสมกบัสารละลายอนุมูลอสิระ DPPH ตัง้ทิง้ไว้
ในทีม่ดื แลว้วดัค่าการดดูกลนืแสงที ่517 นาโนเมตร 
จากรูปที่  2A พบว่าลิ้นทะเลที่ผ่ านความร้อน
อุณหภูม ิ250 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ีความ
เขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ใหก้ารยบัยัง้อนุมูล
อสิระ DPPH ดทีีสุ่ด เท่ากบั 61.28 เปอรเ์ซน็ต์ เมื่อ
เทยีบกบัสารละลายมาตรฐานกรดวติามนิซยีงัคงให้
ค่าที่ต ่ ากว่าสารละลายมาตรฐานกรดวิตามินซีที่
ความเข้มข้นเดียวกนั แต่ในขณะที่ลิ้นทะเลที่ผ่าน
การใหค้วามร้อนทีร่ะยะเวลาที่มากกว่า 15 นาทใีห้
ค่ าการยับยัง้ อ นุมู ลอิสระ  DPPH ค่อนข้างต ่ า  
เนื่องมาจากระยะเวลาที่มากขึน้ท าให้ลิ้นทะเลไหม้
เกรียมมากเกินไปค่าการยับยัง้จึงมีค่ าลดลง 
เนื่องจากการให้ความร้อนที่อุณหภูมิสูงในเวลาที่
เหมาะสม จะไปท าลายโครงสร้างพันธะของ
แคลเซยีมคารบ์อเนต ท าใหเ้พิม่สมบตัใินการละลาย
ของสารได้ดียิ่งขึ้น ถ้าเพิ่มเวลานานขึ้นอาจเป็น
ตวักระตุ้นให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้นมาใหม่แทน (จกัร
พงศ ์และพนิตา, 2555) 
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รปูท่ี 2 การยบัยัง้อนุมูลอสิระ DPPH ของลิ้นทะเลที่ผ่านความรอ้นอุณหภูม ิ250 องศาเซลเซยีส และไม่
ผ่านความรอ้น (A) การยบัยัง้อนุมูลอสิระ DPPH ของลิน้ทะเล ไคตนิและไคโตซาน (B) และการ
ยบัยัง้อนุมลูอสิระ DPPH ของลิน้ทะเลทีเ่หมาะสมร่วมกบัน ้ามะนาว (C) 
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เมื่อพจิารณาถึงลิ้นทะเลที่ไม่ผ่านความ
รอ้น ไคตนิและไคโตซานทีเ่ตรยีมได ้แสดงในรปู 2B 
พบว่าให้ค่าการยบัยัง้อนุมูลอสิระ DPPH น้อยกว่า 
50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งค่าการยบัยัง้อนุมูลอสิระ DPPH 
ทีไ่ดจ้ากไคตนิและไคโตซานน้ีสอดคลอ้งกบังานวจิยั
ของ Yen และคณะ (2008) ที่พบว่าไคโตซานจาก
เปลือกปูและเห็ดหอมมปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้
อนุมูล DPPH ไม่ค่อยสูงนักโดยอยู่ในช่วง 28.4-
52.3 เปอรเ์ซน็ต์ และจากงานวจิยัของ Ramasamy 
และคณะ (2014) ทีศ่กึษาฤทธิก์ารยบัยัง้อนุมลูอสิระ 
DPPH จากไคโตซานจากลิน้ทะเล Sepia kobiensis 
พบว่ ามีค่ ายับยั ้ง อ นุมูล  DPPH เท่ ากับ  46.17 
เปอร์เซ็นต์ โดยไคโตซานจะมีประสิทธิภาพการ
ยับยัง้ อนุมูลอิสระ  DPPH ที่ เพิ่มขึ้น เมื่ อท า ให้
เกดิปฏกิริยิา alkylation ของโครงสร้างของน ้าตาล
ของไคโตซานโดยจะท าให้มกีารละลายที่เพิ่มมาก
ขึน้ดว้ย (Lin และ Chou, 2004) ซึ่งในการทดลองนี้
มกีารใชก้รดฟอรม์คิละลายลิน้ทะเล ไคตนิและไคโต-
ซาน อาจท าให้ประสิทธิภาพการยับยัง้ลดล ง
เนื่องจากการละลายที่ไม่ด ีควรใช้กรดอะซิติคเป็น
ตวัท าละลายทีด่กีว่า 

เมื่อศกึษาการยบัยัง้อนุมูลอิสระ DPPH 
ของลิ้นทะเลร่วมกับน ้ ามะนาว แสดงในภาพ 2C 
พบว่าลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้นอุณหภูม ิ250 องศา
เซลเซียส เวลา 15 นาที ความเข้มข้น 5 และ 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้การยับยัง้อนุมูลอิสระ 
DPPH เท่ากับ 93.85 เปอร์เซ็นต์ ไม่แตกต่างกับ
การยบัยัง้อนุมูลอิสระ DPPH ของน ้ามะนาว และ
สารละลายกรดวิตามินซีที่ความเข้มข้นเดียวกัน 
แสดงให้เห็นว่าการใช้ลิ้นทะเลละลายผสมกับน ้ า
มะนาวนัน้ คาดว่าเป็นผลมาจากฤทธิก์ารต้านอนุมูล
อิสระ DPPH ของตัวท าละลายมะนาวเพียงอย่าง
เดยีว 

3. 4 ผลขอ งกา รยับยั ้ง อ นุมู ล อิ ส ร ะ 
hydroxyl ของล้ินทะเล 

การศกึษาเปอรเ์ซน็ต์ในการยบัยัง้อนุมูล
อสิระ hydroxyl ดดัแปลงจากวธิขีอง Halliwell และ
คณะ (1987) โดยใชล้ิน้ทะเลทีผ่่านและไม่ผ่านความ
รอ้นผสมกบัสารละลายต่าง ๆ จากนัน้จงึสงัเคราะห์ 
hydroxyl radical (OH•) ด้วยน ้าตาลดีออกซีไรโบส 
โดยใช้ปฏิกิริยา Fenton reaction model system 
ท าได้โดยเมื่อเติมกรดไทโอบาร์บิทูริก (TBA) และ
กรดไตรคลอโรอะซิติก (TCA) ท าให้เกิดสีชมพู 
น าไปวดัค่าการดูดกลนืแสงที ่532 นาโนเมตร จาก
รูปที่ 3A พบว่าลิ้นทะเลที่ผ่านความร้อนอุณหภูมิ 
250 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ีความเขม้ขน้ 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้การยับยัง้อนุมูลอิสระ 
hydroxyl 54.14 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีความสามารถใน
การยบัยัง้อนุมูลอสิระ hydroxyl ทีสู่งกว่าลิน้ทะเลที่
ผ่านความรอ้น 250 องศาเซลเซยีส ในเวลา 30, 45 
และ 60 นาท ีเนื่องมาจากระยะเวลาทีม่ากขึน้ท าให้
ลิน้ทะเลไหม้เกรยีมมากเกนิไปค่าการยบัยัง้จงึมคี่า
ลดลง และเมื่อเทียบกับสารละลายมาตรฐานกรด
วิตามินซี ยังคงให้ค่าที่ต ่ ากว่าที่ความเข้มข้น
เดยีวกนันอกจากนี้อาจเนื่องมาจากลิ้นทะเลที่ผ่าน
ความร้อนในเวลาที่เหมาะสมโครงสร้างพนัธะของ
แคลเซยีมคารบ์อเนตถูกท าลาย ท าใหเ้พิม่สมบตัใิน
การละลายของสารไดด้ยีิง่ขึน้ แต่ถา้เวลานานเกนิไป
อาจท าให้เกดิอนุมูลอสิระขึน้มาใหม่ทดแทน (จกัร
พงศ์ และพนิตา, 2555) น่าจะมีผลท าให้ค่าการ
ยบัยัง้อนุมลูอสิระ hydroxyl ลดลงได ้ 

เมื่อพจิารณาถึงลิ้นทะเลที่ไม่ผ่านความ
ร้อน ไคตินและไคโตซานที่เตรียมได้จากลิ้นทะเล 
แสดงในรูป 3B พบว่าให้ค่าการยบัยัง้อนุมูลอิสระ 
hydroxyl น้อยกว่าลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้นอุณหภูม ิ
250 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ีทีค่วามเขม้ขน้ 5 
และ 10 มิลลิกรมัต่อลิตร ซึ่งมีค่าการยบัยัง้อนุมูล 
ไฮดรอกซิล 40-50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นค่าที่ไม่สูง
เทียบเท่ากับงานวิจัยของ Ramasamy และคณะ 
(2014) ทีศ่กึษาฤทธิก์ารยบัยัง้อนุมลูอสิระ hydroxyl  
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รปูท่ี 3 การยบัยัง้อนุมลูอสิระ hydroxyl ของลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้นอุณหภูม ิ250 องศาเซลเซยีส และไม่
ผ่านความรอ้น (A) การยบัยัง้อนุมลูอสิระ hydroxyl ของลิน้ทะเล ไคตนิและไคโตซาน (B) และการ
ยบัยัง้อนุมลูอสิระ hydroxyl ของลิน้ทะเลทีเ่หมาะสมร่วมกบัน ้ามะนาว (C) 
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จากไคโตซานในลิ้นทะเล Sepia kobiensis โดย
พบว่ามีค่ายับยัง้อนุมูล hydroxyl สูงสุดที่ 62.39 
เปอร์เซ็นต์ ทัง้นี้อาจเนื่องจากการใช้กรดฟอร์มิค
เป็นตวัท าละลายท าใหล้ิน้ทะเล ไคตนิและไคโตซาน
ดงักล่าวมีการละลายที่ไม่ดีท าให้การยบัยัง้อนุมูล 
hydroxyl มคี่าต ่าไปดว้ย ซึง่จรงิ ๆ แลว้จากงานวจิยั
ของ Yen และคณะ (2008) พบว่าไคโตซานจะมี
สมบัติในการยับยัง้อนุมูลอิสระ  hydroxyl สูงถึง 
62.3-77.6 เปอร์เซ็นต์ และค่ายับยัง้อนุมูลอิสระ 
hydroxyl จะแปรผันตามค่าระดับการก าจัดหมู่
อะเซทิล (degree of deacetylation, % DD) ของ  
ไคโตซาน เมื่อไคโตซานที่มีหมู่อะมิโนมากขึ้นจะ
ส่งผลต่อการยับยัง้ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรด    
ลโินเลอคิ และการเพิม่ปฏกิริยิาการต้านอนุมลูอสิระ 
(Yen et al., 2007) อย่างไรกต็าม การยบัยัง้อนุมูล
อิสระ hydroxyl ของ ลิ้นทะเลที่ไม่ผ่านความร้อน  
ไคตินและไคโตซาน และลิ้นทะเลที่ผ่านความร้อน 
ยงัคงมคี่าน้อยกว่าสารละลายมาตรฐานกรดวติามนิ
ซอีย่างมนียัส าคญั 

นอกจากนี้ เมื่อศึกษาการยับยัง้อนุมูล
อสิระ hydroxyl ของลิน้ทะเลร่วมกบัน ้ามะนาว แสดง
ในรูป 3C พบว่าลิน้ทะเลที่ผ่านความร้อน อุณหภูม ิ
250 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ีความเขม้ขน้ 5 
และ 10 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ร่วมกบัมะนาว ใหก้าร
ยับยัง้อนุมูลอิสระ hydroxyl เท่ากับ 70.12 และ 
76.78 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ สูงกว่าการยับยัง้
อนุมลูอสิระ hydroxyl ของน ้ามะนาว และสารละลาย
กรดวิตามินซีเพียงอย่างเดียวที่ความเข้มข้น
เดียวกนั แสดงให้เห็นว่าลิ้นทะเลที่ผ่านความร้อน 
อุณหภูม ิ250 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาท ีสง่เสรมิ
การยับยัง้อนุมูลอิสระ hydroxyl เมื่อผสมร่วมกับ
มะนาว 
 
4. สรปุ 

การเปลีย่นลิน้ทะเลใหเ้ป็นไคตนิดว้ยวธิกีาร- 

ใชด้่างในการก าจดัโปรตนี และใชก้รดเพื่อก าจดัแร่
ธาตุปนเป้ือน พบว่าผลผลิตของไคตินมีค่าเท่ากบั 
37.95 เปอร์เซน็ต์ และเมื่อเปลี่ยนไคตินเป็นไคโต-
ซานโดยใช้ด่างเขม้ขน้สูง ได้ผลผลติของไคโตซาน 
มคี่าสงูถงึ 69.10 เปอรเ์ซน็ต ์เมื่อตรวจสอบปฏกิริยิา 
deacetylation โดยใช้ เทคนิค Fourier transform 
infrared (FT-IR) พบว่าค่าระดับการก าจัดหมู่อะ
เซทิลของไคโตซาน 87.50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อศึกษา
ประสทิธภิาพการต้านอนุมูลอสิระของลิ้นทะเลโดย
วิธี DPPH radicals และ hydroxyl radicals (OH•-) 
พบว่าลิน้ทะเลทีผ่่านความรอ้นอุณหภูม ิ250 องศา
เซลเซยีส เวลา 15 นาท ีความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมั
ต่อมิลลิลิตร ให้การยับยัง้อนุมูลอิสระ DPPH  
เท่ากับ 61.28 เปอร์เซ็นต์ และยับยัง้อนุมูลอิสระ 
hydroxyl เท่ากับ 54.14 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้  
ประสิทธิภาพการยับยัง้อนุมูลอิสระ DPPH และ
อนุมลูอสิระ hydroxyl ของลิน้ทะเล ไคตนิและไคโต-
ซานใหก้ารยบัยัง้น้อยกว่า 50 เปอรเ์ซน็ต ์เมื่อศกึษา
การต้านอนุมลูอสิระของลิน้ทะเลทีเ่หมาะสมร่วมกบั
น ้ามะนาว พบว่าลิน้ทะเลที่ผ่านความร้อนอุณหภูมิ 
250 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ที่ความ
เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นลิ้นทะเลที่
เหมาะสมที่น ามาใช้ร่วมกับน ้ามะนาวโดยให้การ
ยบัยัง้อนุมูลอสิระ DPPH เท่ากบั 93.85 เปอรเ์ซน็ต์ 
และยับยัง้อนุมูลอิสระ hydroxyl เท่ากับ 76.78 
เปอรเ์ซน็ต ์
 

5. รายการอ้างอิง 
กรรณิการ ์มหาสารกุล, นิรมล ศากยวงศ,์ ปารยิา ณ 

นคร, วรนันต์ นาคบรรพต และรุ่งลกัษม ีประ
ทุมชัย, 2556, อายุของผลิตภัณฑ์เครื่องดื่ม
สมุนไพรรางจืดในขวดปิดสนิท : สมบตัิทาง
เคมีและกายภาพ และฤทธิต้านอนุมูลอิสระ, 
Thai J. Sci. Technol. 2: 141-152. 

จกัรพงศ ์ไชยบุร ีและพนิตา สมุานะตระกลู, 2555,  



ปีที ่6  ฉบบัที ่1 • มกราคม - เมษายน 2560                                        Thai Journal of Science and Technology 

 21 

 การผลติน ้ามนัไบโอดเีซลจากน ้ามนัปาลม์โดย
ใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาจากกระดองปลาหมึก, ว.
วทิยาศาสตรบ์รูพา 2: 1-7. 

ชยนัต์ พเิชยีรสุนทร, แมน้มาศ ชวลติ และวเิชยีร จี
รวงส์, 2542, ค าอธิบายต าราพระโอสถพระ
นารายณ์, ส านกัพมิพอ์มรนิทร,์ กรุงเทพฯ. 

ปภัสสร สุรวัฒนาวรรณ, ไคตินและไคโตซาน, 
แหล่งที่มา :  http://www.gpo.or.th/rdi/html/ 
chitin.html, 10 มกราคม 2559. 

ศูนยเ์ทคโนโลยโีลหะและวสัดุแห่งชาติ, การผลติไค
ตินและไคโตซาน, แหล่งที่มา : http://www. 
mtec.or.th/images/pdf/chitin-chitosan/chapt 
er3.pdf, 15 มกราคม 2559. 

Cadman, J., Zhou, S., Chen, Y. and Li, Q., 2012, 
Cuttlebone: characterization, appli-cation 
and development of biomimetic materials, 
J. Biomech. Eng. 9: 367-376. 

Halliwell, B., Gutteridge, J.M.C. and Aruoma, 
O.I., 1987, The deoxyribose method: A 
simple test-tube assay for determination of 
rate constants for reactions of hydroxyl 
radicals, Anal. Biochem. 165: 215-219.  

Kurita, K., Sannan, T. and Iwakura, Y., 1977, 
Studies on chitin, Preparation of pure chitin, 
poly (N-acetyl-D-glucosamine), from the 
water-soluble chitin, Macromol. Chem. 
Phys. 178: 2595-2602. 

Lin, H.Y. and Chou, C.C., 2004, Antioxidant 
activities of water-soluble disaccharide 
chiotosan derivatives, Food Res. Int. 37: 
883-889.  

Ramasamy, P., Subhapradha, N., Shanmugam, 
V. and Shanmugam, A., 2014, Extraction, 
characterization and antioxidant property of 
chitosan from cuttlebone Sepia kobiensis 
(Hoyle 1885), Int. J. Biol. Macromol. 64:  

 202-212. 
Roberts, G., Baxter, A., Dillon, M. and Anthony, 

K.D., 1992, Improved method for i.r. 
determination of the degree of N-
acetylation of chitosan, Int. J. Boil. 
Macromol. 14: 166-169. 

Roberts, G.A., 1997, Chitosan production routes 
and their role in determining the structure 
and properties of the product, Chitin Sci. 3: 
22-31.  

Shimada, K., Fujikawa, K., Yahara, K. and 
Nakamura, T., 1992, Antioxidative 
properties of xanthan on the autoxidation of 
soybean oil in cyclodextrin emulsion, J. 
Agric. 40: 945-948. 

Vino, A.B., Ramasamy, P., Shanmugam, V. and 
Shanmugam, A., 2012, Extraction, 
characterization and in vitro antioxidative 
potential of chitosan and sulfated chitosan 
from cuttlebone of Sepia aculeata Orbigny, 
Asian Pac. J. Trop. Biomed. 2: 334-341.  

Vairamani, S., Subhapradha, N., Ramasamy, P., 
Raveendran, S., Srinivasan, A. and 
Shanmugam, S., 2013, Physicochemical 
characteristics and antioxidant efficacy of 
chitosan from the internal shell of spineless 
cuttlefish Sepiella inermis, Prep. Biochem. 
Biotech. 43: 696-716. 

Yen, M.T., Tseng, Y.H., Li, R.C. and Mau, J.L., 
2007, Antioxidant properties of fungal 
chitosan from shitake stipes, LWT-Food 
Sci. Technol. 40: 255-261. 

Yen, M.T., Yang, J.H. and Mau, J.L., 2008, 
Antioxidant properties of chitosan from crab 
shells, Carbohyd. Polym. 74: 840-844. 


