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Abstract 
There is an increasing demand for consumption of fresh fruit and vegetables. These may be associated 

with risks of foodborne disease. It have been reported that foodborne pathogen consist mostly of Escherichia coli 
and Salmonella sp. were detected in fresh fruit and vegetables. Therefore, this research investigates the effect of 
chitosan coating at concentrations of 0 (control), 0.5, 1.0 and 1.5% on the inhibition of Escherichia coli and 
Salmonella sp. (in vitro study). Cocktail suspensions of microorganisms were prepared at a concentration of 105 
CFU/ml. Each microorganism suspensions were spread on a surface of Eosin Methylene Blue agar and Xylose 
Lysine Deoxycholate agar, respectively. Agars were allowed to dry. A 10 μl of chitosan coating at each 
concentration was added on a filter paper disc, which placed onto a surface of each agar. The petri dishes were 
incubated at 35+2oC for 48+3 hr. Inhibition zone of filter paper disc were measured. Chitosan coating of 0.5% was 
the best concentration to inhibit Escherichia coli and Salmonella sp., followed by 1.0, 1.5 and 0%, respectively. 
Inhibition diameter of Escherichia coli were 10.11, 7.41, 3.24 and 0 mm, whereas, inhibition diameter of 
Salmonella sp. were 4.75, 3.25, 2.0 and 0 mm, respectively.   
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บทคัดยอ   

ในปจจุบันมีความตองการในการบริโภคผักและผลไมสดเพิ่มสูงขึ้น อยางไรก็ตาม อาจเส่ียงตอการเกิดโรคระบบ
ทางเดินอาหารที่มีรายงานวาจุลินทรียสาเหตุโรคระบบทางเดินอาหารซ่ึงตรวจพบมากในผักและผลไมสด คือ Escherichia coli 
และ Salmonella sp. ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของการใชสารละลายโคโทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0 (control), 
0.5, 1.0 และ 1.5 ตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย Escherichia coli และ Salmonella sp. (in vitro study) โดยเตรียม 
cocktail suspension ของจุลินทรียที่ความเขมขน 105 CFU/ml จากนั้นเพาะเล้ียงจุลินทรียแตละสายพันธุโดยเกล่ีย cocktail 
suspension ของจุลินทรียลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ Eosin Methylene Blue agar และ Xylose Lysine Deoxycholate 
agar ตามลําดับ แลววางไวใหผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือแหง จากนั้นหยดสารละลายไคโทซานที่ความเขมขนตางๆ ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ลงบน filter paper disc ซึ่งวางอยูบนผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ นําจานอาหารเล้ียงเช้ือไปบมที่อุณหภูมิ 35+2 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48+3 ชั่วโมง ตรวจวัดความสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียโดยวัดขนาดของวงใส 
(inhibition zone) รอบแผน filter paper disc ผลการทดลองพบวาการใชสารละลายไคโทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0.5 
สามารถยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ไดดีที่สุด รองลงมาคือการใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับ
ความเขมขนรอยละ 1.0, 1.5 และ 0 ตามลําดับ โดยมีขนาดของ inhibition diameter ในการยับย้ัง Escherichia coli เทากับ 
10.11, 7.41, 3.24 และ 0 มิลลิเมตร ตามลําดับ ในขณะท่ีมีขนาดของ inhibition diameter ในการยับย้ัง Salmonella sp. 
เทากับ 4.75, 3.25, 2.0 และ 0 มิลลิเมตร ตามลําดับ   
คําสําคัญ: ไคโทซาน, อี โคไล , ซาลโมเนลลา   
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คํานํา   
 ปจจุบันผูบริโภคหันมาสนใจบริโภคผักและผลไมสดเพิ่มมากขึ้น ซึ่งการบริโภคผักและผลไมสดมีประโยชนตอสุขภาพ
แตอาจกอใหเกิดความเส่ียงตอการไดรับจุลินทรียกอโรค โดยเฉพาะแบคทีเรียสายพันธุ Escherichia coli และ Salmonella sp. 
ซึ่งเปนจุลินทรียที่มีรายงานการตรวจพบมากในผักและผลไมสดหลายชนิด (Ramos et al., 2013; Olaimat and Holley, 2012) 
ประเทศไทยเคยประสบปญหาการสงออกพืชผักสดไปจําหนายยังตลาดตางประเทศในป พ.ศ. 2548 โดยเฉพาะเม่ือสงไป
จําหนายยังประเทศในกลุมสหภาพยุโรป โดยกรมการคาตางประเทศ (2550) ไดออกประกาศในราชกิจจานุเบกษา ซึ่ง
กําหนดใหผักสดที่สงออกไปยังจําหนายยังประเทศในสหภาพยุโรปนั้นเปนสินคาที่ตองมีการตรวจสอบจุลินทรีย Escherichia 
coli และ Salmonella sp. ดังนั้นหากผูประกอบการธุรกิจสงออกผักและผลไมสดสามารถปองกัน กําจัด หรือยับย้ังการเจริญ
ของจุลินทรียสายพันธุดังกลาวได ซึ่งจะชวยแกไขปญหาเบ้ืองตนในดานความปลอดภัยจากจุลินทรียกอโรคกับผักและผลไมสด
ที่จะสงออกไปจําหนายยังตลาดตางประเทศได ทําใหชวยลดปญหาในดานการกีดกันทางการคาและสรางความเชื่อม่ันใหกับ
ผูบริโภค   

ไคโทซาน (poly-(b-1/4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose) เปนอนุพันธุของไคทินซึ่งไดจากกระบวนการแปรรูป
อาหารทะเล มีสมบัติในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย (Dutta et al., 2009) สามารถขึ้นรูปเปนฟลม (Li et al., 1992) ยอย
สลายไดตามธรรมชาติ ไมเปนพิษตอมนุษย และมีราคาถูก ดังนั้นจึงนิยมนําไคโทซานมาใชประโยชนในการแปรรูปอาหารและ
ผลิตผลทางการเกษตร ผลงานวิจัยที่ไดศึกษาเก่ียวกับสมบัติของไคโทซานตอการยับย้ังจุลินทรีย เชน รา สาหราย และแบคทีเรีย
บางชนิด โดยพบวาไคโทซานสามารถยับย้ังจุลินทรียสาเหตุโรคพืช (Hirano and Nagao, 1989) และจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค
ระบบทางเดินอาหาร (Rabea et al., 2003) ซึ่งสมบัติในการยับย้ังจุลินทรียจะสัมพันธกับมวลโมเลกุล (Molecular weight; 
Mw) ของไคโทซานท่ีใช โดยทั้งการเพิ่มหรือการลดมวลโมเลกุลของไคโทซานมีผลตอการเพิ่มสมบัติในการยับย้ังการเจริญของ
จุลินทรีย ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย (Kong et al., 2010) แตมีรายงานวาความสามารถในการยับย้ัง
จุลินทรียบางสายพันธุ เชน Escherichia coli  และ Bacillus subtilis ไมขึ้นอยูกับมวลโมเลกุลของไคโทซานที่ใช (Tikhonov et 
al., 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาความสามารถของไคโทซานท่ีใชในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียยังขึ้นอยูสภาวะการ
เจริญของจุลินทรียที่ตองการยับย้ัง เชน สภาวะที่เปนของเหลวหรือของแข็ง (Kong et al., 2010) อยางไรก็ตาม หากมีการนําไค
โทซานไปใชกับผลิตผลทางการเกษตรจะนิยมใชในลักษณะของสารเคลือบผิว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของไคโทซาน
ชนิด low molecular weight (LWC) ที่ระดับความเขมขนตางๆ ตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียสายพันธุ Escherichia coli 
และ Salmonella sp. ที่เจริญบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ (solid state)   

 
อุปกรณและวิธีการ   

1. การเตรียมสารละลายไคโทซานและจุลินทรีย   
งานวิจัยนี้ใชสารไคโทซานชนิด low molecular weight chitosan (Sigma-Aldrich, China) โดยเตรียมสารละลายไค

โทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0 (control: กรดแอซีติกเขมขน 0.1 โมลาร), 0.5, 1.0 และ 1.5 ในกรดแอซีติกความเขมขน 
0.1 โมลาร สําหรับการเตรียมจุลินทรีย Escherichia coli และ Salmonella sp. ทําโดยเพาะเล้ียงเซลลจุลินทรียตามวิธีการของ
จุฑาทิพย และผองเพ็ญ (2553) โดย subculture ลงในอาหาร nutrient broth บมที่อุณหภูมิ 35+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24+3 ชั่วโมง จากนั้นลางเซลลและเจือจางเซลลจุลินทรียดวย sterile peptone water ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยเตรียม 
cocktail suspension ของจุลินทรียที่ความเขมขน 105 CFU/ml แลวเพาะเล้ียงจุลินทรียแตละสายพันธุโดยเกล่ีย cocktail 
suspension ของจุลินทรียลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ Eosin Methylene Blue (EMB) agar สําหรับเพาะเล้ียง Escherichia 
coli และอาหารเล้ียงเช้ือ Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., India) สําหรับ
เพาะเล้ียง Salmonella sp. หลังจากนั้นปลอยใหผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือแหง แลวหยดสารละลายไคโทซานท่ีความเขมขนตางๆ 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบน filter paper disc (Whatman No.2, England) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร ที่ผานการ
ฆาเช้ือแลว ซึ่งวางอยูบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ นําจานอาหารเล้ียงเช้ือไปบมที่อุณหภูมิ 35+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48+3 
ชั่วโมง จากนั้นตรวจวัดความสามารถของสารละลายไคโทซานตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียตอไป   

 
2. การวัดความสามารถในการยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. 

การศึกษาความสามารถของสารละลายไคโทซานตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย Escherichia coli และ 
Salmonella sp. ทําโดยวัดขนาดของวงใส (inhibition zone) รอบแผน filter paper disc ซึ่งวงใสที่วัดจะเปนบริเวณท่ีจุลินทรีย
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ไมสามารถเจริญได รายงานผลเปนขนาดเสนผานศูนยกลางของ filter paper dish ที่วัดไดในหนวยมิลลิเมตร วางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized designs ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา วิเคราะหผลการทดลองแบบ Duncan’s multiple 
range test   
 

ผลและวิจารณ 
1. ผลของสารละลายไคโทซานตอการยับย้ัง Escherichia coli และ Salmonella sp. 

ผลการใชสารละลายไคโทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 ตอการยับย้ังการเจริญของ 
Escherichia coli และ Salmonella sp. พบวาการใชสารละลายไคโทซานที่ความเขมขนรอยละ 0.5 สามารถยับย้ังการเจริญ
ของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ไดดีที่สุด โดยมีขนาดของ inhibition diameter ในการยับย้ังการเจริญของ 
Escherichia coli และ Salmonella sp. กวางที่สุด (Figure 1) คือเทากับ 10.11 และ 4.75 มิลลิเมตร (Table 1) ตามลําดับ 
รองลงมาคือการใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 ตามลําดับ โดยมีขนาดของ inhibition 
diameter ในการยับย้ัง Escherichia coli เทากับ 7.41 และ 3.24 มิลลิเมตร ในขณะท่ีมีขนาดของ inhibition diameter ในการ
ยับย้ัง Salmonella sp. เทากับ 3.25 และ 2.0 มิลลิเมตร ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาการใชสารละลายไคโทซานท่ีความ
เขมขนรอยละ 0% (control) ไมสามารถยับย้ัง Escherichia coli และ Salmonella sp. การท่ีสารละลายไคโทซานสามารถ
ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียไดเนื่องจากโมเลกุลของไคโทซานมีประจุเปนบวก ในขณะที่ cell membrane ของจุลินทรียมีประจุ
เปนลบ ดังนั้นจึงทําใหประจุบวกจับกับประจุลบที่ cell membrane และรวมตัวกันเปนกอน (agglutination) จึงทําใหโปรตีน
และสารตางๆ ภายในเซลลของจุลินทรียเกิดการร่ัวไหลทําใหจุลินทรียตายได (Seo, et al., 1992) เม่ือเปรียบเทียบผลของ
สารละลายไคโทซานตอการยับย้ังจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ (Figure 1) พบวา Escherichia coli เปนจุลินทรียที่มีการตอบสนอง 
(sensitive) ตอสารละลายไคโทซานไดมากกวา Salmonella sp. โดย Escherichia coli สามารถเจริญเขาไปในบริเวณรอบ
แผนกระดาษตาปลาซ่ึงมีสารละลายไคโทซานอยูไดนอยกวาการเจริญของ Salmonella sp. ดังนั้นจึงทําใหขนาด inhibition 
diameter ในจานอาหารเล้ียงเช้ือที่ปลูก Escherichia coli กวางกวาจานอาหารเล้ียงเช้ือที่ปลูกเช้ือ Salmonella sp. ดังนั้น
เพื่อใหไดประสิทธิภาพของสารละลายไคโทซานในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในผักและผลไมสด จึงควรศึกษา
ชนิดของสายพันธุจุลินทรียที่ปนเปอนในผักและผลไมสด   

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1 Inhibition zone of 0, 0.5, 1.0 and 1.5% LWC chitosan on Escherichia coli (up) and Salmonella sp. 

(down) growth on agar surfaces. Petri dishes were incubated at 35+2oC for 48+3 hr.  
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Table 1 Inhibition diameter (mm) of LWC chitosan solutions at 0, 0.5, 1.0 and 1.5% against Escherichia coli and 
Salmonella sp. 

 

Chitosan concentrations (%) 
Inhibition diameter* (mm) 

Escherichia coli Salmonella sp. 
0 0 0 

0.5 10.11a+0.31 4.75a+0.23 
1.0  7.41b+0.09 3.25b+0.08 
1.5  3.24c+0.17 2.00c+0.10 

 * Data having a same letter within each microbial species are not significantly different (p<0.05).   
 

สรุป 
การใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับความเขมขนรอยละ 0.5 สามารถยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ 

Salmonella sp. ไดดีที่สุด รองลงมาคือการใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 ตามลําดับ อยางไร
ก็ตามการเลือกใชสารละลายไคโทซานเพื่อใหไดประสิทธิภาพสูงสุดขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรีย 

 
คําขอบคุณ 

งานวิจัยนี้ไดรับทุนอุดหนุนวิจัยมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จากสถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
(สวพ.) ประจําปงบประมาณ 2557 และไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากหนวยวิจัยคุณภาพและความปลอดภัยของอาหาร ศูนย
สงเสริมการวิจัยและถายทอดเทคโนโลยี (ศสวท.) คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน ประจําป 2556   
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