
The Journal of KMUTNB., Vol. 29, No. 2, Apr.–Jun. 2019

วารสารวิชาการพระจอมเกล้าพระนครเหนือ ปีที่ 29 ฉบับที่ 2 เม.ย.–มิ.ย. 2562282

บทความวิจัย

การก�าจดัโปรตนีจากเปลอืกกุง้ด้วยเอนไซม์ปาเปนและฤทธิย์บัยัง้เช้ือรา Fusarium oxysporum  

ของไคโตซาน 

อภิรดี บุญค�า สุนิษา สุวรรณเจริญ และ พิมใจ สุวรรณวงค์* 
ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏร�าไพพรรณี

บุษยพรรณ บุณธรรม และ จุฑามาศ เงินดี
สาขาวิชาเคมี คณะครุศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏร�าไพพรรณี

* ผู้นิพนธ์ประสานงาน โทรศัพท์ 0 3947 1060 ต่อ 28913 อีเมล: pimjai.s@rbru.ac.th        DOI: 10.14416/j.kmutnb.2019.02.001

รับเมื่อ 20 สิงหาคม 2561 แก้ไขเมื่อ 23 พฤศจิกายน 2561 ตอบรับเมื่อ 30 พฤศจิกายน 2561 เผยแพร่ออนไลน์ 12 กุมภาพันธ์ 2562

© 2019 King Mongkut’s University of Technology North Bangkok. All Rights Reserved.

บทคัดย่อ

ไคโตซานเป็นอนพุนัธ์ของไคตนิทีไ่ด้จากการก�าจดัหมูอ่ะซติลิซึง่ถกูน�ามาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ อย่างแพร่หลาย รวมถงึ

การยบัยัง้เชือ้ราทีก่่อโรคพชืเพือ่ทดแทนการใช้สารเคมี งานวจิยันีเ้ริม่ด้วยการเตรยีมไคตนิด้วยวธิทีางชวีภาพในขัน้ตอนก�าจดั

โปรตีนเนื่องจากเป็นวิธีที่อันตรายน้อยกว่าการใช้สารเคมี และยังได้ไฮโดรไลเซตโปรตีนที่ไม่มีสารเคมีปนเปื้อนซ่ึงสามารถใช้

เป็นแหล่งอาหารเสรมิโปรตนีของสตัว์ได้ วตัถปุระสงค์ของงานวจิยัคอืหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการก�าจดัโปรตนีจากเปลอืกกุง้ 

โดยใช้เอนไซม์ปาเปนเกรดการค้า และน�าไคตินที่ได้มาเตรียมเป็นไคโตซานเพื่อน�าไคโตซานมาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือรา  

F. oxysporum ซึง่เป็นสาเหตขุองโรคเหีย่วในพชืหลายชนิด ผลการวิจยัพบว่าสภาวะทีเ่หมาะสมในการก�าจดัโปรตนีคอื ทีพ่เีอช  

8.0 อณุหภมู ิ40°ซ อตัราส่วนระหว่างเปลอืกกุง้ต่อปรมิาณเอนไซม์เท่ากบั 1 กรมั : 1 ยนูติ เมือ่ใช้เวลา 60 นาท ีซึง่ให้ค่าร้อยละ 

การก�าจัดโปรตีนและแร่ธาตุเท่ากับ 63.54 ± 0.0171% และ 45.98% ตามล�าดับ ไคโตซานมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อรา F. oxysporum โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.762%w/v การวิจัยครั้งนี้ท�าให้ได้สภาวะที่เหมาะสมส�าหรับการก�าจัดโปรตีน

จากเปลือกกุ้งโดยใช้เอนไซม์ปาเปน และได้ไคโตซานซึ่งเป็นตัวยับยั้งเชื้อรา F. oxysporum ที่ดี
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Abstract

Chitosan is a deacetylation chitin derivative widely used in various fields.  It is also used as a fungicide  

instead of a chemical substance. This study started with chitin preparation using a biological method 

in deproteinization process. This method is less harmful than other chemical one, and also obtains  

Hydrolysate, a protein with no chemical contamination, which can be used as a protein source for animals. 

The aim of this study was to define the optimal conditions for deproteinization of shrimp shells using 

commercial papain. The chitin product was used for chitosan preparation and then, the chitosan was 

tested for antifungal activity against F. oxysporum, which is the cause of Fusarium wilt disease in many 

plants. The results showed that the optimal conditions for deproteinization were pH 8.0, a temperature 

of 40°C and the ratio of shrimp shell to papain was 1 gram : 1 unit. Within 60 minutes, the percentage 

of deproteinization and demineralization was achieved 63.54 ± 0.0171% and 45.98%, respectively. The 

chitosan from shrimp shells exhibited F. oxysporum inhibitory activity with IC50 value of 0.762% w/v. 

This research obtained the optimal conditions for deproteinization of shrimp shell using papain and the 

chitosan which is a good inhibitor for F. oxysporum.
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1. บทน�า

 ปัจจบัุนอตุสาหกรรมกุ้งไทยมีการขยายตวัเป็นอย่างมาก  

โดยพบว่ามกีุง้ป้อนเข้าโรงงานถึงปีละ 180,000 ตนั ซึง่มส่ีวน

ทีเ่ป็นเปลอืกกุง้และหวักุง้มากถงึ 90,000 ตนั [1] เปลอืกและ

หัวกุ้งเหล่านี้ถูกน�าไปบดผสมเป็นอาหารสัตว์ราคาถูก และ

มีบางส่วนถูกทิ้งให้เน่าเสีย ซึ่งในเปลือกกุ้งมีองค์ประกอบ 

ทางเคมีที่น่าสนใจ เช่น ไคติน และโปรตีน [2] ท่ีสามารถ

น�าไปใช้ประโยชน์ได้มากกว่าการปล่อยทิ้งให้เน่าเสียสร้าง

มลพิษต่อสิ่งแวดล้อม หรือการท�าเป็นอาหารสัตว์ราคาถูก 

โดยเฉพาะไคตนิซึง่เป็นสารตัง้ต้นในการผลิตไคโตซานส�าหรบั 

น�าไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ อย่างแพร่หลาย เช่น ด้าน

เครือ่งส�าอาง อตุสาหกรรมกระดาษ อตุสาหกรรมสิง่ทอ ด้าน

การเกษตร หรือด้านการแพทย์ [3], [4] 

 ไคตนิเป็นพอลเิมอร์ทีเ่กดิจากโมเลกลุของ N-acetyl-D-

glucosamine มาเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4-glycosidic 

และเมื่อท�าการก�าจัดหมู่อะซิติล (Deacetylation) ออกจาก

โมเลกลุของไคตนิจะได้เป็นไคโตซาน ซึง่หน่วยย่อยจะเปลีย่น

จาก N-acetyl-D-glucosamine เป็น D-glucosamine จาก

รายงานวิจัยพบว่าไคโตซานและโอลิโกไคโตซานมีฤทธ์ิทาง

ชีวภาพที่น่าสนใจ ไม่ว่าจะเป็นฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็ง ยับยั้ง

แบคทีเรีย ต้านอนุมูลอิสระ [5], [6] หรือยับย้ังเชื้อรา [7]  

ดังนั้นจึงท�าให้ไคโตซานถูกน�าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ 

อย่างหลากหลาย [3], [4] รวมถงึด้านการเกษตรซ่ึงใช้ไคโตซาน 

ทดแทนสารเคมีทางการเกษตรเพื่อควบคุมโรคพืช เนื่องจาก

ไคโตซานมคีวามเป็นพิษต่อเชือ้เซลล์ของแบคทีเรยี ไวรสั และ 

ราทีเ่ป็นสาเหตขุองโรคพืช [8] รวมถงึเชือ้รา F. oxysporum  

ซึ่งเป็นสาเหตุโรคเหี่ยว หรือโรคตายพราย (Fusarium wilt  

Disease) ในพชืหลายชนดิ ไม่ว่าจะเป็น กล้วย พรกิ มะละกอ 

มะเขอืเทศ ขงิ แตงโม แตงกวา โดยเฉพาะกล้วยไข่ ซ่ึงชาวสวน

จังหวัดจันทบุรีนิยมปลูกเพื่อส่งออก โดยกล้วยท่ีติดเชื้อรา  

F. oxysporum จะถกูท�าลายรากและท่อล�าเลยีงของพชื ส่งผล 

ให้ใบพืชเหี่ยว หยุดการเจริญเติบโตและตายในที่สุด ถ้าเป็น 

กล้วยที่ตกเครือแล้ว ผลจะลีบเล็กไม่สม�่าเสมอ หรือแก่ก่อน

ก�าหนด [9] ทั้งนี้มีรายงานวิจัยพบว่าไคโตซานสามารถยับยั้ง 

การเจริญเตบิโตของเชือ้รา F. oxysporum ในพชืชนดิต่างๆ ได้  

[10]–[12] อีกทั้งยังลดความเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมและ 

ผู้บริโภคอีกด้วย

 การเตรยีมไคตนิเพือ่น�าไปผลติเป็นไคโตซานประกอบด้วย 

3 ขัน้ตอน ได้แก่ ขัน้ตอนการก�าจัดแร่ธาต ุ(Deminerization) 

ขั้นตอนการก�าจัดโปรตีน (Deproteinization) และขั้นตอน

การฟอกสี (Decolorization) [4] ซึ่งในขั้นตอนการก�าจัด

โปรตีนนั้นสามารถท�าได้ 2 วิธีคือ 1) วิธีทางเคมี โดยการใช้

สารเคมี เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งมีข้อเสียคือไม่เป็นมิตร

กับสิ่งแวดล้อม และไคตินที่ได้มีสมบัติทางกายภาพไม่ตรง

ตามต้องการ [13] และ 2) วีธีทางชีวภาพ โดยการหมักด้วย 

เชื้อจุลินทรีย์ [14] หรือใช้เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบจาก 

เชือ้จลุนิทรย์ี [5], [15]–[17] หรอืใช้เอนไซม์โปรตเิอสบรสิทุธิ์ 

เช่น เอนไซม์อะคาเลส (Alcalase) แพนครเีอตนิ (Pancreatin)  

ไคโมทริปซิน (Chymotrypsin) โบรมิเลน (Bromelain) 

และปาเปน (Papain) [15], [18] ซึ่งวิธีทางชีวภาพนี้จะมี 

ความปลอดภัยมากกว่า นอกจากนีย้งัมผีลิตภณัฑ์พลอยได้จาก 

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของโปรตีนคือไฮโดรไลเซตโปรตีนที่มี

เพปไทด์และกรดอะมิโนที่มีประโยชน์เป็นองค์ประกอบ ซ่ึง

มีความปลอดภัยจากการปนเปื้อนของสารเคมีมากกว่าวิธี

ทางเคมี [19] และยังมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ [17], [18], 

[20] ท�าให้สามารถน�าไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมหรือ 

ใช้เป็นแหล่งเสริมโปรตีนได้ แต่เนื่องจากเอนไซม์โปรติเอส 

บริสุทธิ์มีราคาแพงท�าให้วิธีนี้ใช้ต้นทุนในการผลิตสูง

 คณะผู้วิจัยจึงเล็งเห็นความส�าคัญของการน�าเปลือกกุ้ง

เหลือทิง้มาใช้ประโยชน์ในการผลิตไคตนิ โดยใช้เอนไซม์โปรตเิอส 

ที่มีราคาไม่แพงซึ่งได้แก่เอนไซม์ปาเปน ซึ่งมีวัตถุประสงค์

เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการก�าจัดโปรตีนจากเปลือก 

กุ้งขาวโดยใช้เอนไซม์ปาเปน จากนั้นน�าไคตินที่ได้มาก�าจัด

หมู่อะซิติลเพ่ือให้ได้ไคโตซานและท�าการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง

เชื้อรา F. oxysporum ของไคโตซานที่ได้

2. วิธีการวิจัย

2.1 การเตรียมเปลือกกุ้ง

 เกบ็เปลอืกกุง้ขาวจากร้านอาหารภายในโรงอาหารของ

มหาวทิยาลัยราชภัฏร�าไพรรณ ีล้างน�า้ให้สะอาดผ่ึงให้สะเดด็น�า้  
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และน�าไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 60°ซ เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นบดและใช้ตะแกรงร่อนเอาเฉพาะเปลือกกุ้งท่ีมีขนาด 

0.30–0.60 มม. 

2.2 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมส�าหรบัก�าจดัโปรตนีจากเปลอืกกุง้

 การก�าจัดโปรตีนจากเปลือกกุ้งโดยเอนไซม์ปาเปน 

(เกรดอาหาร บริษัท Remeddies PVT. Limited ประเทศ 

อินเดยี) วัดกจิกรรมเอนไซม์โดยใช้เคซีน (Casein) เป็นสบัสเตรท 

โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Cupp-Enyard [21] ศกึษาการก�าจดั

โปรตีนที่ระยะเวลา 60 นาที เพื่อดูประสิทธิภาพการก�าจัด

โปรตีนเมื่อใช้เวลาน้อยกว่าวิจัยอื่นๆ ที่รายงานไว้ [5], [15], 

[16] จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการต้มในน�้าเดือดเป็นเวลา  

10 นาที กรองแยกไคตินออกจากส่วนสารละลายโดยใช้

กระดาษกรองเบอร์ 1 และล้างไคตินที่ได้ด้วยน�้ากลั่น 3 รอบ  

ก่อนน�าไปอบให้แห้งทีอ่ณุหภูมิ 60°ซ ท�าการทดลองทัง้หมด 3 ซ�า้ 

2.2.1 ผลของอุณหภูมิต่อการก�าจัดโปรตีน

 ศกึษาการก�าจดัโปรตนีทีอ่ณุหภูมิต่างๆ ให้สอดคล้องกบั

รายงานวิจัยก่อนหน้า [5], [22], [23] ได้แก่ ที่อุณหภูมิ 30°ซ, 

40°ซ และ 50 °ซ โดยใช้อตัราส่วนเปลอืกกุง้ : เอนไซม์ เท่ากบั 

1 ก. : 1 ยูนิต ในสารละลาย 0.05 โมล Tris-HCl buffer 

ปริมาตร 20 มล. จากนั้นปรับค่าพีเอชให้เท่ากับ 8.0 ส�าหรับ

ชุดควบคุมท�าเช่นเดียวกันแต่ไม่ใส่เอนไซม์ 

2.2.2 ผลของพีเอชต่อการก�าจัดโปรตีน

 ศกึษาการก�าจดัโปรตนีทีอ่ณุหภมู ิ40°ซ โดยใช้อตัราส่วน

เปลอืกกุง้ : เอนไซม์ เท่ากับ 1 ก. : 1 ยนูติ ในสารละลาย 0.05 โมล  

Tris-HCl buffer ปริมาตร 20 มล. จากนั้นปรับค่าพีเอช

ให้เท่ากับ 6.0, 7.0 และ 8.0 ตามล�าดับ ซึ่งเป็นช่วงพีเอช

ที่มีรายงานว่าเอนไซม์ โปรติเอสสามารถก�าจัดโปรตีนได้ดี 

[22]–[24] ส�าหรบัชดุควบคุมท�าเช่นเดยีวกนัแต่ไม่ใส่เอนไซม์ 

2.2.3 ผลของอัตราส่วนระหว่างเปลือกกุ้งกับปริมาณ

เอนไซม์ต่อการก�าจัดโปรตีน

 ศกึษาการก�าจดัโปรตนี ทีอุ่ณหภมู ิ40°ซ โดยใช้อตัราส่วน 

เปลือกกุ้ง : เอนไซม์ เท่ากับ 1 ก. : 0.5 U, 1 ก. : 1 ยูนิต 

และ 1 ก. : 2 ยูนิต ในสารละลาย 0.05 โมล Tris-HCl buffer 

ปริมาตร 20 มล. จากนั้นปรับพีเอชให้เท่ากับ 8.0 ส�าหรับชุด

ควบคุมท�าเช่นเดียวกันแต่ไม่ใส่เอนไซม์ 

2.2.4 การวิเคราะห์ร้อยละการก�าจัดโปรตีน

 น�าส่วนของเหลวที่ได้จากการกรองแยกไคตินในชุด

ทดสอบ และชุดควบคุมมาท�าการวัดปริมาณโปรตีนตาม 

วิธีของแบรดฟอร์ด (Bradford Assay) [25] โดยใช้โปรตีน 

Bovine Serum Albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน 

ค�านวณร้อยละการก�าจัดโปรตีน (% Deproteinization) 

ตามสมการที่ (1) โดยค�านวณจากการทดลองทั้ง 3 ซ�้า และ

หาค่าเฉล่ีย และส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานด้วยโปรแกรม Excel 

 %DPP = [(PR × R) – (PO × O)] × 100 /(PO × O) (1)

เมื่อ PO และ PR คือ ปริมาณโปรตีน (มก./มล.) ของชุด

ควบคุมและชุดทดสอบ ตามล�าดับ 

 O และ R คือ น�้าหนัก (ก.) เปลือกกุ้งของชุดควบคุม

และชุดทดสอบ ตามล�าดับ

2.2.5 การวิเคราะห์หาค่าร้อยละการก�าจัดแร่ธาตุ 

 น�าไคตินที่ได้มาวิเคราะห์หาร้อยละการก�าจัดแร่ธาตุ

ด้วยวิธีของ AOAC (2000) จากสูตรดังสมการที่ (2) 

 %DM = (W2 – W1) × 100/น�้าหนักตัวอย่าง (ก.)  (2)

 W2 คอื น�า้หนกัถ้วยรวมกบัน�า้หนกัตวัอย่างหลงัการเผา

 W1 คือ น�้าหนักถ้วยเปล่าและฝา

2.3 การก�าจัดหมู่อะซิทิล (N-deacetylation)

 น�าไคตนิทีไ่ด้จากกระบวนการก�าจดัโปรตนีมาก�าจดัหมู่

อะซิทิลโดยดัดแปลงจากวิธีของ Sutheera และ Suthida 

[26] โดยใช้ 40% w/v NaOH ปริมาตร 100 มล. ต่อไคตนิ 1 ก.  

ให้ความร้อนทีอ่ณุหภมู ิ100°ซ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้ล้าง

ด้วยน�า้กล่ันให้พเีอชเป็นกลางและอบให้แห้งทีอ่ณุหภูม ิ60°ซ 

2.4 การวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธี Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR)

 บดตัวอย่างเปลือกกุ้ง ไคติน หรือไคโตซาน ผสมกับผง 

โพแทสเซียมโบรไมด์ (KBr) ในอัตราส่วน 1 : 100 จากนั้น 

อัดให้เป็นแผ่นบางด้วยแท่นอัดไฮดรอลิกเพื่อวิเคราะห์หมู่
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ฟังก์ชันด้วยเคร่ือง FTIR (บรษิทั Bruker รุน่ Alpha) วเิคราะห์

สเปกตรัมช่วง 400–4,000 ซม.–1 [27]

2.5 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา F. oxysporum

 ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราตามวิธี Poisoned Food 

Technique [28] โดยเชือ้รา F. oxysporum รหัส DOAC 2269 

ได้รับความอนุเคราะห์จากกรมวิชาการเกษตรน�ามาเลี้ยง 

ในอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 7–15 วัน เพื่อใช้

เป็นเชือ้ต้นแบบ ส�าหรบัการทดสอบฤทธิย์บัยัง้เชือ้รา ท�าโดย

เตรียมอาหารสูตรเดียวกันแล้วน�าไปนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) 

ทีอ่ณุหภมู ิ121°ซ ความดนั 15 PSI เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนัน้ 

น�าอาหารที่ได้มาผสมสารละลาย ไคโตซานหรือสารละลาย 

แคปแทน (Captan) ซึ่งใช้เป็นสารควบคุมบวก (Positive 

Control) ที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 

และ 10.0 มก./มล. และปรับค่าพีเอชของอาหารให้เท่ากับ 

7.0 ก่อนเทใส่จานเพาะเช้ือ ส�าหรับชุดควบคุม (Negative  

Control) ใช้สารละลายกรดอะซิตกิ 0.5% v/v แทนสารละลาย 

ไคโตซาน หลังจากอาหารแข็งตัวใช้แท่งเจาะรูเชื้อราขนาด

เส้นผ่านศนูย์กลาง 0.5 ซม. เจาะเส้นใยเช้ือรา F. oxysporum 

จากจานเพาะเชื้อต้นแบบและน�าไปวางลงบนผิวหน้าอาหาร

ในจานเพาะเชื้อส�าหรับทดสอบ จากน้ันบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 7 วัน วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเช้ือราเพื่อ

ค�านวณหาร้อยละการยับยั้งดังสมการที่ (3)

 %การยับยั้ง = [(C – T)/T] × 100 (3)

 C คือ รัศมีการเจริญเติบโตในชุดควบคุม

 T คือ รัศมีการเจริญเติบโตในชุดทดสอบ

 โดยข้อมูลที่ได้จากการทดลองทั้งหมด 3 ซ�้า น�ามาหา 

ค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานด้วยโปรแกรม Excel

3. ผลการวิจัยและอภิปรายผล

3.1 ผลการหาสภาวะที่เหมาะสมส�าหรับการก�าจัดโปรตีน

จากเปลือกกุ้ง

 จากการศึกษาการก�าจัดโปรตีนในกระบวนการเตรียม

ไคตินจากเปลือกกุ้งโดยใช้เอนไซม์ปาเปนเกรดการค้า ซึ่ง

มีราคาไม่แพงมากนัก อีกทั้งยังสามารถเตรียมได้จากยาง

มะละกอ [22] ซึ่งเป็นพืชที่ปลูกอย่างแพร่หลายทุกภูมิภาค

ของประเทศน้ัน ได้ผลการวิจัยดังน้ี ผลของอุณหภูมิต่อการ

ก�าจัดโปรตีนจากเปลือกกุ้งด้วยเอนไซม์ปาเปนที่อุณหภูมิ 

30°ซ, 40°ซ และ 50°ซ พบว่าที่อุณหภูมิ 40°ซ ให้ค่าร้อยละ 

การก�าจัดโปรตีนสูงกว่าอุณหภูมิ 30°ซ และ 50°ซ ซึ่งผลที่ได ้

เป็นไปตามทฤษฎทีีว่่า เมือ่อุณหภมูเิพิม่ขึน้อัตราเรว็ของปฏกิิรยิา 

ก็จะเพิ่มตาม แต่ถ้าอุณหภูมิสูงเกินไปจะท�าให้เอนไซม ์

เสียสภาพธรรมชาติ [29] การก�าจัดโปรตีนจากเปลือกกุ้ง 

ที่พีเอช 6.0, 7.0 และ 8.0 ซึ่งเป็นช่วงที่มีรายงานว่าเอนไซม ์

โปรตเิอสสามารถก�าจดัโปรตนีในข้ันตอนการเตรยีมไคตนิได้ดี  

[22]–[24] ผลการวจิยัพบว่า ทีพ่เีอช 8.0 ให้ค่าร้อยละการก�าจดั 

โปรตีนสูงที่สุด และอัตราส่วนระหว่างเปลือกกุ้งกับปริมาณ

เอนไซม์ที่เหมาะสมคือ 1 ก. : 1 ยูนิต จากผลการวิจัยพบว่า 

ที่สภาวะที่เหมาะสมเอนไซม์ปาเปนให้ค่าร้อยละการก�าจัด

โปรตีนสูงที่สุดคือ 63.54 ± 0.0171 % และไคตินที่ได้

มีค่าร้อยละการก�าจัดแร่ธาตุอยู่ในช่วง 36.52–45.98%  

(ดังตารางที่ 1) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Yuli et al.  

ทีศ่กึษาการก�าจดัโปรตนีจากเปลอืกกุ้งโดยใช้เอนไซม์ปาเปน 

ที่เตรียมจากยางมะละกอ พบว่าโปรตีนในเปลือกกุ้งลดลง 

จาก 44.78 ± 0.2% เหลือแค่ 11.95 ± 0.1% ภายใน

เวลา 72 ชั่วโมง [26] และเมื่อเปรียบเทียบผลที่ได้จากการ

วิจัยครั้งน้ีกับงานวิจัยที่ก�าจัดโปรตีนจากเปลือกกุ้งโดยใช้

เอนไซม์โปรติเอสจากแหล่งอื่น เช่น เอนไซม์อะคาเลส และ

เอนไซม์โบรมิเลนบริสุทธิ์ ซึ่งให้ค่าร้อยละการก�าจัดโปรตีน

เท่ากับ 67 ± 3% และ 54 ± 3% ตามล�าดับ ภายในเวลา  

3 ช่ัวโมง เมือ่ใช้เปลือกกุง้ 20 มก. ต่อปรมิาณเอนไซม์ 20 ยนูติ  

[15] และการใช้เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบจากเช้ือ

แบคทีเรีย Bacillus Licheniformis NH1 และ Aspergillus  

Clavatus ES1 ซึ่งให้ค่าร้อยละการก�าจัดโปรตีนเท่ากับ  

65 ± 3% และ 59 ± 3% ตามล�าดับ และเอนไซม์โปรติเอส

สกัดหยาบจากเชื้อ Bacillus Licheniformis MP1, Vibrio 

Metschnikovii J1, Bacillus Mojavensis A21 และ  

Bacillus Subtilis A26 ให้ค่าร้อยละการก�าจดัโปรตนีประมาณ 

76 ± 4% เมื่อใช้เปลือกกุ้ง 20 มล. ต่อเอนไซม์ 20 ยูนิต  
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และใช้เวลา 3 ชั่วโมง [5], [15], [16] แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์

ปาเปนซึ่งมีราคาไม่แพง หรือสามารถเตรียมได้ไม่ยากจาก 

ยางมะละกอ [25] สามารถก�าจดัโปรตนีในขัน้ตอนการเตรยีม 

ไคตินได้ดีไม่ด้อยไปกว่ากับเอนไซม์โปรติเอสบริสุทธิ์ หรือ

เอนไซม์โปรติเอส สกัดหยาบจากเชื้อจุลินทรีย์

ตารางที่ 1 ร้อยละการก�าจัดโปรตีน (% DDP) และแร่ธาตุ  

(% DM) ที่สภาวะต่างๆ 

ตัวแปร สภาวะ % DDP % DM

พีเอช

6 48.65 ± 0.0024 37.53

7 51.54 ± 0.0017 39.88

8 58.68 ± 0.0036 41.13

อุณหภูมิ 

(˚ซ)

30 41.36 ± 0.0163 39.00

40 58.73 ± 0.0193 40.34

50 35.17 ± 0.0083 38.90

อัตราส่วน 

(ก./ยูนิต)

1 : 0.5 35.73 ± 0.0049 38.50

1 : 1 63.54 ± 0.0171 45.98

1 : 2 55.67 ± 0.0205 36.52

3.2 ผลการวเิคราะห์ตัวอย่างด้วยวธิ ีFourier Transform 

Infrared Spectroscopy (FTIR)

 โดยทัว่ไปโครงสร้างของไคตินจะมหีมูอ่ะซติลิ (N-acetyl  

group : NHC=OCH3) เป็นหมูฟั่งก์ชนัซึง่ประกอบด้วยพนัธะ 

N-H, C-H, C=O และ C-N เมื่อก�าจัดหมู่อะซิติลออกจะ 

ไดไคโตซานทีมี่หมูฟั่งก์ชนัเป็นหมูอ่ะมโิน (Amino group : -NH2)  

ซึง่สอดคล้องกบัข้อมลูการวเิคราะห์ด้วย FTIR พบว่าทีเ่ลขคลืน่  

1656.0 (C=O) ของไคโตซานจะลดลงเมือ่เทยีบกบัไคตนิทีไ่ด้

จากขั้นตอนการก�าจัดไคตินจากเปลือกกุ้ง (ดังรูปที่ 1) แสดง

ให้เห็นว่าไคตินถูกเปลี่ยนเป็นไคโตซานบางส่วน

3.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา F. oxysporum

 การทดสอบฤทธิย์บัยัง้เช้ือรา F. oxysporum ของไคโตซาน 

ที่ได้จากการน�าไคตินที่ผ่านการก�าจัดโปรตีนด้วยเอนไซม์

ปาเปนมาก�าจัดหมู่อะซิติล พบว่าไคโตซานที่ได้มีฤทธิ์ยับยั้ง

เชือ้ F. oxysporum ได้ด ีทัง้นีเ้มือ่ความเข้มข้นของสารไคโตซาน 

เพิม่ขึน้ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของเส้นใยเชือ้รา

ก็จะเพิ่มตาม โดยที่ความเข้มข้น 10 มก./มล. สามารถยับยั้ง

รูปที่ 1 สเปกตรัม FTIR ของ เปลือกกุ้ง ไคติน และไคโตซาน
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เชือ้ราได้ 71.71 ± 0.108% และทีค่วามเข้มข้น 7.62 มก./มล. 

ไคโตซานสามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยได้ 50% (IC50) 

ในขณะท่ีแคปแทนซึ่งเป็นสารเคมีก�าจัดเชื้อราที่เกษตรกร

นิยมใช้สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้ดีกว่าไคโตซาน 

โดยสามารถยบัยัง้ได้ถงึ 80.16 ± 0.014% เมือ่ใช้ความเข้มข้น 

เพียง 2 มก./มล. (ดังตารางที่ 2 และรูปที่ 2) และจากรูปที่ 3  

จะเหน็ว่าไคโตซานทีค่วามเข้มข้น 10 มก./มล. สามารถยับยัง้ 

การเจริญเติบโตของเชื้อราได้อย่างชัดเจนตั้งแต่วันที่ 3 และ

สามารถยบัยัง้ได้มากกว่า 50% ภายในวนัที ่5 ของการเพาะเช้ือ  

ทัง้น้ีผลการวิจยัท่ีได้สอดคล้องกบัรายงานของ Younes et al.  

ซึ่งพบว่าไคโตซานจากเปลือกกุ ้งที่ผ่านการก�าจัดโปรตีน

โดยใช้เอนไซม์โปรติเอสสกัดหยาบจากแบคทีเรีย Bacillus 

mojavensis A21 สามารถยับย้ังเช้ือรา F. oxysporum,  

F. solani และ Fusarium sp. ได้ด ีโดยท่ีความเข้มข้น 50 มก./มล.  

ให้รัศมีการของยับยั้งเท่ากับ 13.0 ± 0.5, 17.0 ± 0.5 และ 

14.0 ± 0.3 มม. ตามล�าดบั และยงัพบว่าไคโตซานทีม่นี�า้หนกั

โมเลกลุมากกว่าจะสามารถยบัยัง้เชือ้ราได้ดกีว่า [5] ในขณะที ่

ไคโตซานบริสุทธิ์จากเปลือกกุ้งที่ความเข้มข้น 15 มก./มล.  

สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเส้นใยเช้ือรา F. oxysporum  

ได้ 100% โดยใช้ระยะเวลา 10 วัน [7] เช่นเดียวกับงานวิจัย

ของ Al-Hetar et al. ทีพ่บว่าไคโตซานบรสิทุธิจ์ากเปลอืกกุง้ 

สามารถยับยั้งเชื้อรา F. oxysporum f. sp. cubense. ซึ่ง

เป็นราที่ก่อโรคในกล้วยได้สูงสุด 76.36 ± 1.79% โดยใช้

ความเข้มข้นของไคโตซานเท่ากับ 8 มก./มล. [11] แสดงให้

เห็นว่าไคโตซานจากเปลือกกุ้งที่ผ่านการก�าจัดโปรตีนด้วย

วิธีชีวภาพในงานวิจัยนี้มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราได้ดีเช่นเดียวกับ 

ไคโตซานบริสุทธิ์ที่มีราคาแพง 

ตารางที่ 2 ร้อยละการยับยั้งเช้ือรา F. oxysporum ของ 

ไคโตซานเทียบกับแคปเทนที่เวลา  7 วัน

ความเข้มข้น 

(มก./มล.)

ร้อยละการยับยั้งเชื้อรา (%)

ไคโตซาน แคปเทน

2 2.76 ± 0.0928 80.16 ± 0.014 

4 18.95 ± 0.177 81.34 ± 0.004 

6 30.79 ± 0.261 84.76 ± 0.047

8 59.47 ± 0.038 89.36 ± 0.012

10 71.71 ± 0.108 100 ± 0.000

รูปที่ 2 การเจรญิของเชือ้รา F. oxysporum ในอาหาร PDA 

(ก), PDA ผสมกับกรดอะซิติก 0.5 %v/v (ข) และ

อาหาร PDA ผสมไคโตซานที่เข้มข้น 2, 4, 6, 8 และ 

10 มก./มล. ตามล�าดับ (ค–ช) ที่ระยะเวลา 7 วัน

รูปที่ 3 การเจรญิของเชือ้รา F. oxysporum ในอาหารเลีย้ง

เชื้อที่ระยะเวลา 3, 5 และ 7 วัน

(ก)

(ข)

(จ)

(ค)

(ฉ)

(ง)

(ช)

(ก)

(ข)

(ซ)

(ก)

(ข)

(ซ)

(ก)

(ข)

(ซ)
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4. สรุป

 การก�าจัดโปรตีนจากเปลือกกุ้งโดยใช้เอนไซม์ปาเปน 

มีสภาวะที่เหมาะสมคือท่ีพีเอช 8.0 อุณหภูมิ 40°ซ โดยใช้

อัตราส่วนเปลือกกุ้ง : เอนไซม์ เท่ากับ 1 ก. : 1 ยูนิต พบว่า 

ที่เวลา 60 นาที ให้ค่าร้อยละการก�าจัดโปรตีนและแร่ธาตุ

สูงสุดเท่ากับ 63.54 และ 45.98% ตามล�าดับ และไคโตซาน 

ที่ได้จากการน�าไคตินมาก�าจัดหมู่อะซิติลมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา  

F. oxysporum ได้ดีโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.762% w/v 

จากผลการวจิยัในครัง้นีส้ามารถน�าไปต่อยอดเพือ่เตรยีมและ 

ศกึษาสมบตัทิางชวีภาพของไฮโดรไลเซทโปรตนีจากเปลอืกกุง้ 

โดยใช้เอนไซม์ปาเปนอันจะน�าไปสู่การเปลี่ยนเปลือกกุ้ง 

ซ่ึงเป็นของเหลอืทิง้จากอตุสาหกรรมให้เป็นแหล่งเสรมิโปรตนี

ส�าหรับสัตว์ต่อไป
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