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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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บทคดัยอ 

งานวจิัยน้ีไดศึกษาผลของฟลมไคโตซานผสมกรดแกลลิกตอการยับยั้งจุลินทรียท่ีพบการปนเปอนในผักและผลไม โดย
ไดทดสอบกับแบคทีเรีย 2 สายพันธุ ไดแก Escherichia coli และ Salmonella sp. ใชสารละลายไคโตซานความเขมขนรอยละ 
1 ในสารละลายกรดแอซตีิกความเขมขนรอยละ 1 และเติมกลีเซอรอลความเขมขนรอยละ 1 ลงไปเพ่ือชวยในการขึ้นรูปฟลม นํา
สารละลายไคโตซานไปผสมกับกรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0 (ชดุควบคุม), 0.5, 1.0 และ 1.5 หลังจากน้ันเทสารละลาย
ไคโตซานผสมกรดแกลลิกปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อ นําไปอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 72 ชั่วโมง แลวนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง Escherichia coli และ Salmonella sp. โดยตัดแผนฟลมไคโต
ซาน-กรดแกลลิกขนาดเสนผานศนูยกลาง 5 มิลลิเมตร วางลงบนผิวหนาอาหาร Eosin Methylene Blue Agar (EMB) และ 
Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) ซึง่ผานการเกล่ียดวยเซลลแขวนลอยของเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella 
sp. (105 Log CFU/ml) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ตามลําดับ นําจานอาหารเล้ียงเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 35+2 องศาเซลเซยีส เปน
เวลา 24+3 ชั่วโมง ตรวจวดัความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อโดยดจูากขนาดของวงใสรอบแผนฟลมไคโตซาน-กรด
แกลลิก ฟลมไคโตซานท่ีผสมกรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5, 1.0 และ 1.5 สามารถยับยัง้จุลินทรียท้ัง Escherichia coli 
และ Salmonella sp. ได โดยสามารถยับยั้งไดประสิทธิภาพดีขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อความเขมขนของกรด
แกลลิกเพ่ิมสูงขึ้น 
คําสําคัญ: ฟลมไคโตซาน กรดแกลลิก จุลินทรีย 

 
คํานํา 

Escherichia coli และ Salmonella sp. เปนแบคทีเรียท่ีพบปนเปอนในผักและผลไม และมีรายงานการนําไคโตซาน
ซึ่งเปนสารท่ีไดจากธรรมชาติและมีสมบัติในการตอตานเชื้อจุลินทรีย ไปใชในการเคลือบผิวผักและผลไมหลายชนิด (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) และยังใชในการถนอมอาหาร (No et al., 2007) กรดแกลลิกจดัเปน 
hydroxybenzoic acid ท่ีสกดัไดจากพืช มีสมบัติในการตอตานแบคทีเรียโดยไปรบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล (cell 
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membrane) ของแบคทีเรียหลายสายพันธุ เชน E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus และ Listeria 
monocytogenes (Borges et al., 2013) และมีรายงานการใชประโยชนของไคโตซานรวมกับกรดแกลลิกในการยับยัง้การเจริญ
ของแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus aureus โดยใช medium molecular weight chitosan ความเขมขน
รอยละ 1 ผสมกับกรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 2.8 จากน้ันผานการเรงการเกิดปฏิกิริยาของ chitosan-gallic ดวยเอนไซม 
laccase ซึง่พบวาการใชสารละลาย chitosan-gallic ความเขมขนรอยละ 0.5 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ 
Escherichia coli และ Staphylococcus aureus โดยพบวา chitosan-gallic ไปรบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล เปน
สาเหตใุหเกดิการร่ัวไหลของสารละลายภายในเซลล (cytoplasm) จึงทําใหคาการนําไฟฟาสัมพัทธ (relative conductivity) 
ภายในเซลลเกดิการเปล่ียนแปลง นอกจากน้ีไคโตซานยังมีผลในการยบัยัง้การสังเคราะหดเีอ็นเอภายในเซลล (Li et al., 2019) 
ดังน้ันจงึสามารถนําไคโตซานมาใชประโยชนรวมกับกรดแกลลิก โดยขึ้นรูปใหเปนแผนฟลมจะสามารถนําไปใชประโยชนในการ
ยืดอายุการเก็บรักษาผักและผลไมภายหลังการเก็บเกีย่วได งานวจิัยน้ีไดศกึษาลักษณะของฟลมไคโตซาน-แกลลิกและ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ของฟลมไคโตซานท่ีผสมกรดแกลลิกความ
เขมขนตาง ๆ  

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1. การเตรียมฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก 
ละลายไคโตซานชนิด low molecular weight (Sigma-Aldrich, USA) ความเขมขนรอยละ 1 ลงในสารละลายกรดแอ

ซีติกความเขมขนรอยละ 1 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวเตมิกลีเซอรอลความเขมขนรอยละ 1 เพ่ือชวย
ในการขึ้นรูปของฟลม จากน้ันนําสารละลายไคโตซานท่ีไดไปผสมกับกรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0 (ชุดควบคุม), 0.5, 1.0 
และ 1.5 แลวเทสารละลายไคโตซาน-กรดแกลลิกปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเชือ้ นําไปอบในตูอบลมรอนโดย
ใชเคร่ือง Universal oven (Memmert UN55, Germany) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 72 ชั่วโมง จากน้ันนําไป
ทดสอบความสามารถในการยับ้ยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. 

 
2. การศึกษาการยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก 

ปลูกเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุลงในอาหาร nutrient broth (Himedia, India) ใหไดความ
เขมขนประมาณ 105 Log CFU/ml จากน้ันดูด cocktail suspension ของเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp. ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร เกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ Eosin Methylene Blue Agar (Himedia, India) และ Xylose Lysine 
Deoxycholate Agar (Himedia, India) ตามลําดับ แลวใชปากคีบท่ีผานการฆาเชื้อแลวคีบแผนฟลมไคโตซาน-แกลลิก ซึ่งมี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ไปวางลงผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ นําจานอาหารเล้ียงเชื้อไปบมท่ีอุณหภูมิ 35+2 องศา
เซลเซยีส นาน 24+3 ชั่วโมง ตรวจวดัความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อโดยดูจากขนาดของวงใส (inhibition zone) 
รอบแผนฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก ตามวิธีการของ Ponce et al. (2003) ซึง่แบงขนาดของวงใสออกเปน < 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 วเิคราะหผลการทดลองทางสถติิโดย Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) 
 

ผลและวิจารณ 
1. ลักษณะของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลกิ 

ผลการทดลองพบวาฟลมไคโตซานท่ีไมเตมิกรดแกลลิก (0% gallic acid) มีลักษณะเปนแผนฟลมเรียบเนียนใส 
(Figure 1) เมื่อเติมกรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0.5 และ 1.0 พบวาฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกมีลักษณะเปนแผนฟลมสี
เหลืองออกนํ้าตาล โดยมผีลึกของกรดแกลลิกเกดิขึ้นบนผิวหนาแผนฟลมเล็กนอย แตเมื่อเพ่ิมปริมาณกรดแกลลิกเปนรอยละ 
1.5 พบวาฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกมีลักษณะเปนแผนฟลมสีนํ้าตาล โดยมีผลึกของกรดแกลลิกเกิดขึ้นบนผิวหนาแผนฟลม
มากกวาแผนฟลมไคโตซานท่ีเตมิกรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 1.0 และ 0.5 ตามลําดับ ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากการเติมกรด
แกลลิกลงในสารละลายไคโตซาน ทําใหเกิดพันธะไฮโดรเจนระหวางหมูเอมีนของไคโตซานกับหมูคารบอกซิลิกของกรดแกลลิก 
จึงทําใหเกิดผลึกขึ้น ดังน้ันเมื่อเพ่ิมความเขมขนของกรดแกลลิกลงในสารละลายไคโตซานจึงสงผลใหอัตราสวนของหมูคารบอกซิ
ลิก สูงกวาหมูเอมีนเปนเหตใุหเกิดผลึกของกรดแกลลิกบนแผนฟลมไคโตซาน-แกลลิกมากขึ้น (Sun et al., 2014) หากนํา
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แผนฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกไปใชประโยชนในการเก็บรักษาผักและผลไมภายหลังการเก็บเกี่ยว อาจจะตองศกึษาเพ่ิมเตมิถงึ
วิธีการในการขึ้นรูปฟลมเพ่ือชวยลดการเกิดผลึกของกรดแกลลิกบนแผนฟลมไคโตซาน-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. ของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิก 

ผลการศึกษาความสามารถของฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกตอการยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ 
Salmonella sp. บนอาหาร Eosin Methylene Blue Agar และ Xylose Lysine Deoxycholate Agar ตามลําดับ พบวาฟลมไค
โตซานท่ีไมไดเติมกรดแกลลิก (0% gallic acid) ไมสามารถยบัยัง้การเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ได
เน่ืองจากไมพบขนาดของวงใสรอบแผนฟลมบนจานอาหารเล้ียงเชือ้ (Figure 2) ในขณะท่ีฟลมไคโตซานท่ีเติมกรดแกลลิกความ
เขมขนรอยละ 0.5 สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดท้ังเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp. โดยมีขนาดของวงใส
รอบแผนฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกเทากับ 9.30 และ 9.35 มิลลิเมตร ตามลําดับ จงึจดัไดวาท้ังเชื้อ Escherichia coli และ 
Salmonella sp. มีความไว (sensitive) ตอฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5 เมือ่เปรียบเทียบกับงานวิจยัของ
จุฑาทิพย และคณะ (2557) ท่ีไดศึกษาความสามารถในการยับยัง้การเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. โดยใช
ไคโตซานความเขมขนรอยละ 1 ในรูปของสารละลายท่ีไมผสมกรดแกลลิก พบวาการใชไคโตซานในรูปของสารละลายสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp. ได โดยมีขนาดของวงใสรอบกระดาษกรองเทากบั 7.41 และ 
3.25 มิลลิเมตร ตามลําดับ อยางไรก็ตาม การใชไคโตซานเพียงอยางเดยีวในรูปของสารละลายมปีระสิทธิภาพนอยกวาการใช
ไคโตซานในรูปของแผนฟลมท่ีผสมดวยกรดแกลลิก   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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).  

 
เมื่อเพ่ิมความเขมขนของกรดแกลลิกเปนรอยละ 1.0 และ 1.5 พบวาฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกสามารถยับยัง้การ

เจริญของ Escherichia coli ไดสูงขึ้นเพียงเล็กนอยโดยมีขนาดของวงใสรอบแผนฟลมเทากันคือเทากับ 11.00 มิลลิเมตร แสดง
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ใหเห็นวาเชื้อ Escherichia coli มีความไว (sensitive) ตอฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 
เชนเดียวกัน (Figure 2) ในขณะท่ีฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 มีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของ Salmonella sp. ไดมากกวาฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5 โดยมขีนาดวงใสรอบแผนฟลมไคโต
ซาน-กรดแกลลิกสูงกวาคือเทากบั 19.30 และ 20.38 มิลลิเมตร ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเชื้อ Salmonella sp. มคีวามไวตอ
ฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกในระดับท่ีมาก-มากท่ีสุด (very sensitive – extremely sensitive) ตามลําดับ โดยมคีวามแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 0.5 เมื่อเปรียบเทียบ
กับงานวิจัยของ Li et al. (2019) ท่ีใชสารละลายผสมของไคโตซาน-กรดแกลลิกความเขมขนรอยละ 0.5 ซึ่งผานการเรงปฏิกิริยาดวย
เอนไซม laccase มีสามารถยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli และ Staphylococcus aureus โดยมีขนาดวงใสรอบกระดาษ
กรองอยูในชวง 11-12 มิลลิเมตร แสดงใหเห็นวา Escherichia coli และ Staphylococcus aureus มีความไวตอไคโตซาน-กรดแกล
ลิกเชนเดียวกับผลการทดลองในงานวิจัยน้ีซึ่งศึกษากับเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella sp.  

 
สรุปผล 

การใชฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีทุกระดับความเขมขนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Escherichia coli และ 
Salmonella sp. ได โดยประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชื้อเพ่ิมขึ้นตามปริมาณกรดแกลลิกท่ีสูงขึ้น เชื้อ Salmonella 
sp. มีความไวตอฟลมไคโตซาน-กรดแกลลิกท่ีความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 มากกวาเชื้อ Escherichia coli 

 
คําขอบคุณ 

งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากศูนยสงเสริมการวจิัยและถายทอดเทคโนโลยี คณะศิลปศาสตรและ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ประจาํปงบประมาณ 2559 ขอขอบคุณหนวยวิจยัคณุภาพและความปลอดภัยของ
อาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
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