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Abstract 
This research investigated an antimicrobial activity of chitosan-gallic acid film against Escherichia coli 

and Salmonella sp. found in fruits and vegetables. Chitosan solution was prepared by mixing chitosan 1%, acetic 
acid 1%, and glycerol 1% acting as a plasticizer together. Then gallic acid was added to chitosan solution at 0 
(control), 0.5, 1.0 and 1.5%, respectively. The mixture (20 ml) was poured in a Petri dish and dried at 50oC for 72 
h. A 5-mm diameter of chitosan-gallic acid films was cut and placed on the surface of Eosin Methylene Blue Agar 
(EMB) and Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD), spread with 0.1 ml Escherichia coli and 0.1 ml Salmonella sp. 
suspension (105 Log CFU/ml), respectively. The Petri dish was incubated at 35+2oC for 24+3 h. Antimicrobial 
activity was determined by an observed clear zone. Chitosan film incorporated with 0.5, 1.0 and 1.5% gallic acid 
showed antimicrobial activities against both Escherichia coli and Salmonella sp. its inhibition power significantly 
increased with gallic acid concentration (p<0.05). 
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บทคดัยอ 

งานวจิัยน้ีไดศึกษาผลของฟลมไคโตซานผสมกรดแกลลิกตอการยับยั้งจุลินทรียท่ีพบการปนเปอนในผักและผลไม โดย
ไดทดสอบกับแบคทีเรีย 2 สายพันธุ ไดแก Escherichia coli และ Salmonella sp. ใชสารละลายไคโตซานความเขมขนรอยละ 
1 ในสารละลายกรดแอซตีิกความเขมขนรอยละ 1 และเติมกลีเซอรอลความเขมขนรอยละ 1 ลงไปเพ่ือชวยในการขึ้นรูปฟลม นํา
สารละลายไคโตซานไปผสมกับกรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0 (ชดุควบคุม), 0.5, 1.0 และ 1.5 หลังจากน้ันเทสารละลาย
ไคโตซานผสมกรดแกลลิกปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อ นําไปอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 72 ชั่วโมง แลวนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง Escherichia coli และ Salmonella sp. โดยตัดแผนฟลมไคโต
ซาน-กรดแกลลิกขนาดเสนผานศนูยกลาง 5 มิลลิเมตร วางลงบนผิวหนาอาหาร Eosin Methylene Blue Agar (EMB) และ 
Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) ซึง่ผานการเกล่ียดวยเซลลแขวนลอยของเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella 
sp. (105 Log CFU/ml) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ตามลําดับ นําจานอาหารเล้ียงเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 35+2 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 24+3 ชั่วโมง ตรวจวดัความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อโดยดจูากขนาดของวงใสรอบแผนฟลมไคโตซาน-กรด
แกลลิก ฟลมไคโตซานท่ีผสมกรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5, 1.0 และ 1.5 สามารถยับยัง้จุลินทรียท้ัง Escherichia coli 
และ Salmonella sp. ได โดยสามารถยับยั้งไดประสิทธิภาพดีขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อความเขมขนของกรด
แกลลิกเพ่ิมสูงขึ้น 
คําสําคัญ: ฟลมไคโตซาน กรดแกลลิก จุลินทรีย 

 
คํานํา 

Escherichia coli และ Salmonella sp. เปนแบคทีเรียท่ีพบปนเปอนในผักและผลไม และมีรายงานการนําไคโตซาน
ซึ่งเปนสารท่ีไดจากธรรมชาติและมีสมบัติในการตอตานเชื้อจุลินทรีย ไปใชในการเคลือบผิวผักและผลไมหลายชนิด (จุฑาทิพย 
และพนิดา, 2554; Devlieghere et al., 2004; El-Ghaouth et al., 1991; El Ghaouth et al., 1992; Li and Yu, 2001; 
Romanazzi et al., 2002; Poubol et al., 2018) และยังใชในการถนอมอาหาร (No et al., 2007) กรดแกลลิกจดัเปน 
hydroxybenzoic acid ท่ีสกดัไดจากพืช มีสมบัติในการตอตานแบคทีเรียโดยไปรบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล (cell 
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membrane) ของแบคทีเรียหลายสายพันธุ เชน E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus และ Listeria 
monocytogenes (Borges et al., 2013) และมีรายงานการใชประโยชนของไคโตซานรวมกับกรดแกลลิกในการยับยัง้การเจริญ
ของแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus โดยใช medium molecular weight chitosan ความเขมขน
รอยละ 1 ผสมกับกรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 2.8 จากน้ันผานการเรงการเกิดปฏิกิริยาของ chitosan-gallic ดวยเอนไซม 
laccase ซึง่พบวาการใชสารละลาย chitosan-gallic ความเขมขนรอยละ 0.5 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ 
Escherichia coli และ Staphylococcus aureus โดยพบวา chitosan-gallic ไปรบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล เปน
สาเหตใุหเกดิการร่ัวไหลของสารละลายภายในเซลล (cytoplasm) จึงทําใหคาการนําไฟฟาสัมพัทธ (relative conductivity) 
ภายในเซลลเกดิการเปล่ียนแปลง นอกจากน้ีไคโตซานยังมีผลในการยบัยัง้การสังเคราะหดเีอ็นเอภายในเซลล (Li et al., 2019) 
ดังน้ันจงึสามารถนําไคโตซานมาใชประโยชนรวมกับกรดแกลลิก โดยขึ้นรูปใหเปนแผนฟลมจะสามารถนําไปใชประโยชนในการ
ยืดอายุการเก็บรักษาผักและผลไมภายหลังการเก็บเกีย่วได งานวจิัยน้ีไดศกึษาลักษณะของฟลมไคโตซาน-แกลลิกและ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ของฟลมไคโตซานท่ีผสมกรดแกลลิกความ
เขมขนตาง ๆ  

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1. การเตรียมฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก 
ละลายไคโตซานชนิด low molecular weight (Sigma-Aldrich, USA) ความเขมขนรอยละ 1 ลงในสารละลายกรดแอ

ซีติกความเขมขนรอยละ 1 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวเตมิกลีเซอรอลความเขมขนรอยละ 1 เพ่ือชวย
ในการขึ้นรูปของฟลม จากน้ันนําสารละลายไคโตซานท่ีไดไปผสมกับกรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0 (ชุดควบคุม), 0.5, 1.0 
และ 1.5 แลวเทสารละลายไคโตซาน-กรดแกลลิกปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเชือ้ นําไปอบในตูอบลมรอนโดย
ใชเคร่ือง Universal oven (Memmert UN55, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 72 ชั่วโมง จากน้ันนําไป
ทดสอบความสามารถในการยับ้ยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. 

 
2. การศึกษาการยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก 

ปลูกเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุลงในอาหาร nutrient broth (Himedia, India) ใหไดความ
เขมขนประมาณ 105 Log CFU/ml จากน้ันดูด cocktail suspension ของเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp. ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร เกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ Eosin Methylene Blue Agar (Himedia, India) และ Xylose Lysine 
Deoxycholate Agar (Himedia, India) ตามลําดับ แลวใชปากคีบท่ีผานการฆาเชื้อแลวคีบแผนฟลมไคโตซาน-แกลลิก ซึ่งมี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ไปวางลงผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ นําจานอาหารเล้ียงเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 35+2 องศา
เซลเซยีส นาน 24+3 ชั่วโมง ตรวจวดัความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อโดยดูจากขนาดของวงใส (inhibition zone) 
รอบแผนฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก ตามวิธีการของ Ponce et al. (2003) ซึง่แบงขนาดของวงใสออกเปน < 8 mm (not 
sensitive) 9-14 mm (sensitive) 15-19 mm (very sensitive) และ > 20 mm (extremely sensitive) วางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) ทําการทดลองจาํนวน 3 ซ้าํ วเิคราะหผลการทดลองทางสถติิโดย Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) 
 

ผลและวิจารณ 
1. ลักษณะของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลกิ 

ผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานท่ีไมเตมิกรดแกลลิก (0% gallic acid) มีลักษณะเปนแผนฟลมเรียบเนียนใส 
(Figure 1) เมื่อเติมกรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0.5 และ 1.0 พบวาฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกมีลักษณะเปนแผนฟลมสี
เหลืองออกนํ้าตาล โดยมผีลึกของกรดแกลลิกเกดิขึ้นบนผิวหนาแผนฟลมเล็กนอย แตเมื่อเพ่ิมปริมาณกรดแกลลิกเปนรอยละ 
1.5 พบวาฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกมีลักษณะเปนแผนฟลมสีนํ้าตาล โดยมีผลึกของกรดแกลลิกเกิดขึ้นบนผิวหนาแผนฟลม
มากกวาแผนฟลมไคโตซานท่ีเตมิกรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 1.0 และ 0.5 ตามลําดับ ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากการเติมกรด
แกลลิกลงในสารละลายไคโตซาน ทําใหเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูเอมีนของไคโตซานกับหมูคารบอกซิลิกของกรดแกลลิก 
จึงทําใหเกิดผลึกขึ้น ดังน้ันเมื่อเพ่ิมความเขมขนของกรดแกลลิกลงในสารละลายไคโตซานจึงสงผลใหอัตราสวนของหมูคารบอกซิ
ลิก สูงกวาหมูเอมีนเปนเหตใุหเกิดผลึกของกรดแกลลิกบนแผนฟลมไคโตซาน-แกลลิกมากขึ้น (Sun et al., 2014) หากนํา
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แผนฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกไปใชประโยชนในการเก็บรักษาผักและผลไมภายหลังการเก็บเกี่ยว อาจจะตองศกึษาเพ่ิมเตมิถงึ
วิธีการในการขึ้นรูปฟลมเพ่ือชวยลดการเกิดผลึกของกรดแกลลิกบนแผนฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Appearance of chitosan-gallic acid films at various concentrations of gallic acid (0.5, 1.0 and 1.5%). 

 
2. การยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก 

ผลการศึกษาความสามารถของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกตอการยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ 
Salmonella sp. บนอาหาร Eosin Methylene Blue Agar และ Xylose Lysine Deoxycholate Agar ตามลําดับ พบวาฟลมไค
โตซานท่ีไมไดเติมกรดแกลลิก (0% gallic acid) ไมสามารถยบัยัง้การเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ได
เน่ืองจากไมพบขนาดของวงใสรอบแผนฟลมบนจานอาหารเล้ียงเชือ้ (Figure 2) ในขณะท่ีฟลมไคโตซานท่ีเติมกรดแกลลิกความ
เขมขนรอยละ 0.5 สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดท้ังเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp. โดยมีขนาดของวงใส
รอบแผนฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกเทากับ 9.30 และ 9.35 มิลลิเมตร ตามลําดับ จงึจดัไดวาท้ังเชื้อ Escherichia coli และ 
Salmonella sp. มีความไว (sensitive) ตอฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5 เมือ่เปรียบเทียบกับงานวิจยัของ
จุฑาทิพย และคณะ (2557) ท่ีไดศึกษาความสามารถในการยับยัง้การเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. โดยใช
ไคโตซานความเขมขนรอยละ 1 ในรูปของสารละลายท่ีไมผสมกรดแกลลิก พบวาการใชไคโตซานในรูปของสารละลายสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp. ได โดยมีขนาดของวงใสรอบกระดาษกรองเทากบั 7.41 และ 
3.25 มิลลิเมตร ตามลําดับ อยางไรก็ตาม การใชไคโตซานเพียงอยางเดยีวในรูปของสารละลายมปีระสิทธิภาพนอยกวาการใช
ไคโตซานในรูปของแผนฟลมท่ีผสมดวยกรดแกลลิก   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Diameter of inhibition zone of chitosan-gallic acid films at various concentration of gallic acid (0.5, 1.0 

and 1.5%) against Escherichia coli and Salmonella sp. on agar plates. Different letters within the same 
microbial species indicated significant differences (p<0.05).  
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ใหเห็นวาเชื้อ Escherichia coli มีความไว (sensitive) ตอฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 
เชนเดียวกัน (Figure 2) ในขณะท่ีฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 มีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของ Salmonella sp. ไดมากกวาฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5 โดยมขีนาดวงใสรอบแผนฟลมไคโต
ซาน-กรดแกลลิกสูงกวาคือเทากบั 19.30 และ 20.38 มิลลิเมตร ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเชื้อ Salmonella sp. มคีวามไวตอ
ฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกในระดับท่ีมาก-มากท่ีสุด (very sensitive – extremely sensitive) ตามลําดับ โดยมคีวามแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0.5 เมื่อเปรียบเทียบ
กับงานวิจัยของ Li et al. (2019) ท่ีใชสารละลายผสมของไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5 ซึ่งผานการเรงปฏิกิริยาดวย
เอนไซม laccase มีสามารถยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ Staphylococcus aureus โดยมีขนาดวงใสรอบกระดาษ
กรองอยูในชวง 11-12 มิลลิเมตร แสดงใหเห็นวา Escherichia coli และ Staphylococcus aureus มีความไวตอไคโตซาน-กรดแกล
ลิกเชนเดียวกับผลการทดลองในงานวิจัยน้ีซึ่งศึกษากับเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp.  

 
สรุปผล 

การใชฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีทุกระดับความเขมขนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Escherichia coli และ 
Salmonella sp. ได โดยประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชื้อเพ่ิมขึ้นตามปริมาณกรดแกลลิกท่ีสูงขึ้น เชื้อ Salmonella 
sp. มีความไวตอฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 มากกวาเชื้อ Escherichia coli 

 
คําขอบคุณ 

งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากศูนยสงเสริมการวจิัยและถายทอดเทคโนโลยี คณะศิลปศาสตรและ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ประจาํปงบประมาณ 2559 ขอขอบคุณหนวยวิจยัคณุภาพและความปลอดภัยของ
อาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
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