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 ไคโตซานโอลิโกแซคคาไรด์หรือคอซ เกิดจากกระบวนการเร่งปฏิกิริยาย่อยสลายในน ้ า 
(hydrolysis) ของไคโตซาน ให้ได้ได้เป็น ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ หรือ คอซ ซ่ึงมีคุณสมบัติ
หลากหลายทั้งในทางชีวภาพและเคมี (physicochemical properties) อนัเป็นประโยชน์ต่อทั้งสุขภาพ
และความงามของมนุษย์   ในงานวิทยานิพนธ์น้ีได้น าเทคโนโลยีเอนไซม์ได้พฒันามาแล้วใน
ห้องปฏิบติัการมาใช้ ได้แก่การปรับแต่งพนัธุกรรมเอนไซม์ไคโตซาเนส จากแบคทีเรียแลคโต
บาซิลลสั แพลนทารัม (Lactobacillus plantarum) TGL02 ซ่ึงเป็นสายพนัธุ์ส าหรับใชใ้นอาหารและ 
จากระบบการแสดงออกของเอนไซมท่ี์มีประสิทธิภาพในแบคทีเรียเอสเชอริเชีย โคไล (Escherichia 
coli : E. coli) TOP10 เพื่อผลิตให้ไดค้อซท่ีมีความสามารถในการละลายน ้ าไดดี้ จากการย่อยไคโต
ซานท่ีเตรียมจากกุ้งและเปลือกกุ้งในตัวท าละลายกรดแลคติก โดยได้ท าการทดสอบสภาวะท่ี
เหมาะสมต่างๆ ต่อกระบวนการผลิต ดงัน้ี ความเขม้ขน้ของไคโตซาน ร้อยละ 1 - 2 มวลต่อปริมาตร 
(1-2 mg/ml)  ระดบัปริมาตร (100 และ 250 มิลลิลิตร) ความเขน้ขน้ของเอนไซมไ์คโตซาเนส (0.1, 
0.5, 1 และ 3 ยูนิตต่อมิลลิตร) ระดบัอุณหภูมิ (37 และ 50 องศาเซลเซียล) ระยะเวลา (6, 12, 24 และ 
48 ชั่วโมง) และตัวท าละลาย (1% กรดไฮโดรคลอริกและ 2% กรดแลคติก) รวมไปถึงการ
ประเมินผลวิธีการการจดัเก็บผลิตภณัฑค์อซท่ีได ้ผลการศึกษาพบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
คอซดว้ยกระบวนการแปรรูปทางชีวภาพ (bioconversion) ไดแ้ก่ ไคโตซานมีความเขม้ขน้เป็น ร้อย
ละ 1 มวลต่อปริมาตร ในตวัท าละลาย กรดแลคติกความเขม้ขน้ ร้อยละ 2  โดยใชเ้วลาย่อยสลาย 48 
ชั่วโมง ในปริมาตร 100 - 250 มิลลิลตร ในสภาวะเช่นน้ีให้ผลผลิตทางชีวภาพเป็น ร้อยละ 100 
จากนั้นท าการวิเคราะห์โครงสร้างสารผลิตภัณฑ์ด้วยวิธีการต่างๆ ได้แก่ การวดั 1H NMR การ
วิเคราะห์ดว้ยแมสสเปกโตรเมทรี (MS) การวิเคราะห์น ้ าหนกัโมเลกุลของพอลิเมอร์ (SEC) และวิธี
โครมาโตกราฟฟีแบบแผ่นบาง (TLC) ผลการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์พบว่าส่วนใหญ่ผลิตภณัฑ์สุดทา้ย
หลงัจากกระบวนการแปรรูปทางชีวภาพ ประกอบดว้ยหน่วยย่อย 2 (dimer) และ 3 หน่วย (trimer) 
เป็นส่วนใหญ่ และมีโอลิโกแซคคาไรด์คาไรด์สายยาว ขนาด 4 และ 5 หน่วยย่อยดว้ย จากผลการ
เปรียบเทียบทางชีวภาพของผลิตภณัฑใ์นรูปแบบของเหลวหรือรูปแบบผงแห้งจากวิธีการเยือกแขง็ 
(lyophilized form) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่ 25, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจของมนุษย์ (differentiated human macrophages) โดยผลการ

 

https://www.facebook.com/profile.php?id=100002504812002&fref=gm&__tn__=%2Cd-_-R&eid=ARC9h9rXF5Y2Twnz-sYQrJo3AXgpVpIxRNsmIYy1cby4E6jiXixm-8I5Ptzzfr9m3DwYm3f4W3AbeCEk&dti=230202560369089&hc_location=group


II 
 

 

ทดลองท่ีส าคญัจากการศึกษาในคร้ังน้ีคือพบว่าผลิตภณัฑท่ี์ผลิตไดจ้ากกระบวนการย่อยน้ีสามารถ
ยบัย ั้งกระบวนการอกัเสบท่ีเกิดจากการชกัน าดว้ยสาร LPS ต่อเซลลโ์มโนไซตท่ี์โตเตม็วยัของมนุษย ์
(human mature monocytes; THP-1) อย่างไรก็ตามพบว่าฤทธ์ิการยบัย ั้งการอกัเสบของคอซจะลดลง
หลังจากกระบวนการท าให้แห้งแบบเยือกแข็ง เน่ืองจากโอลิโกแซคคาไรด์ คอซ ท่ีผลิตได้นั้น
สามารถละลายน ้ าได้ดีและมีฤทธ์ิทางชีวภาพ ดังนั้นงานวิจยัช้ินน้ีจึงมีความน่าสนใจ เพราะอาจ
สามารถประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นเภสัชผลิตภณัฑแ์ละเวชส าอางอยา่งหลากหลาย  
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Chitosan oligosaccharides (CHOS), hydrolyzed oligomers of chitosan, have been 

shown to have several biological and physicochemical properties which are beneficial 

to human health and beauty. In this study, we used an established enzyme technology, 

recombinant chitosanase produced from food grade expression system of Lactobacillus 

plantarum TGL02 and efficient Escherichia coli : E.coli TOP10 expression system, for 

the production of soluble CHOS from chitosan prepared from shrimp and prawn shells, 

dissolved in lactic acid solution. To determine the optimal bioconversion reaction, 

different conditions, namely chitosan concentrations (1 and 2%), reaction volumes (100 

mL and 250 mL), enzyme concentrations (0.1, 0.5, 1 and 3 U/mL), temperatures (37 and 

50 oC), reaction times (6, 12, 24 and 48 hours), solvents (1% HCL and 2% LAC), as 

well as the condition for the storage of the final products were evaluated. The results 

indicated that the optimal condition for the bioconversion is 1% chitosan in 2% LAC, 

hydrolyzed for 48 hours at 100-250 mL scale . At these conditions, the bioconversion 

yields were 100%. 1H NMR, Mass spectrometry (MS), Size exclusion chromatography 

(SEC) and Thin Layer Chromatography (TLC) were employed to analyze the final 
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hydrolysis product. Product analysis revealed that the majority of the final product after 

bioconversion are dimers and trimers with combination of small numbers of longer 

saccharides such as tetramers and pentamers. Comparison of bioactivity of the products 

kept in liquid or lyophilized form were investigated, and it was shown that this product 

was not toxic to differentiated human macrophages at various concentrations, i.e., 25, 

50, 100 µg/mL. Most importantly, the hydrolytic products also showed anti-

inflammation activity against LPS-induced inflammation of human mature monocytes 

(THP-1). However, there were some loss of anti-inflammatory activity of certain CHOS 

samples after lyophilization. Since the oligosaccharides generated in this thesis are water 

soluble and bioactive, the expansion of its application to a wide a variety of 

pharmaceutical and cosmeceutical products is attractive.  
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