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Effect of Chitosan Solutions on Inhibition of Escherichia coli and Salmonella sp.   

 
จุฑาทิพย โพธิ์อุบล1 พนิดา บุญฤทธ์ิธงไชย2 และ พริมา พิริยางกูร3 

Jutatip Poubol1, Panida Boonyaritthongchai2 and Pharima phiriyangkul3 
 

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.   
Keywords: chitosan, Escherichia coli, Salmonella sp.   

 
บทคัดยอ   

ในปจจุบันมีความตองการในการบริโภคผักและผลไมสดเพิ่มสูงขึ้น อยางไรก็ตาม อาจเส่ียงตอการเกิดโรคระบบ
ทางเดินอาหารที่มีรายงานวาจุลินทรียสาเหตุโรคระบบทางเดินอาหารซ่ึงตรวจพบมากในผักและผลไมสด คือ Escherichia coli 
และ Salmonella sp. ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของการใชสารละลายโคโทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0 (control), 
0.5, 1.0 และ 1.5 ตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย Escherichia coli และ Salmonella sp. (in vitro study) โดยเตรียม 
cocktail suspension ของจุลินทรียที่ความเขมขน 105 CFU/ml จากนั้นเพาะเล้ียงจุลินทรียแตละสายพันธุโดยเกล่ีย cocktail 
suspension ของจุลินทรียลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ Eosin Methylene Blue agar และ Xylose Lysine Deoxycholate 
agar ตามลําดับ แลววางไวใหผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือแหง จากนั้นหยดสารละลายไคโทซานที่ความเขมขนตางๆ ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ลงบน filter paper disc ซึ่งวางอยูบนผิวหนาของอาหารเล้ียงเช้ือ นําจานอาหารเล้ียงเช้ือไปบมที่อุณหภูมิ 35+2 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48+3 ชั่วโมง ตรวจวัดความสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียโดยวัดขนาดของวงใส 
(inhibition zone) รอบแผน filter paper disc ผลการทดลองพบวาการใชสารละลายไคโทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0.5 
สามารถยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ไดดีที่สุด รองลงมาคือการใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับ
ความเขมขนรอยละ 1.0, 1.5 และ 0 ตามลําดับ โดยมีขนาดของ inhibition diameter ในการยับย้ัง Escherichia coli เทากับ 
10.11, 7.41, 3.24 และ 0 มิลลิเมตร ตามลําดับ ในขณะท่ีมีขนาดของ inhibition diameter ในการยับย้ัง Salmonella sp. 
เทากับ 4.75, 3.25, 2.0 และ 0 มิลลิเมตร ตามลําดับ   
คําสําคัญ: ไคโทซาน, อี โคไล , ซาลโมเนลลา   
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คํานํา   
 ปจจุบันผูบริโภคหันมาสนใจบริโภคผักและผลไมสดเพิ่มมากขึ้น ซึ่งการบริโภคผักและผลไมสดมีประโยชนตอสุขภาพ
แตอาจกอใหเกิดความเส่ียงตอการไดรับจุลินทรียกอโรค โดยเฉพาะแบคทีเรียสายพันธุ Escherichia coli และ Salmonella sp. 
ซึ่งเปนจุลินทรียที่มีรายงานการตรวจพบมากในผักและผลไมสดหลายชนิด (Ramos et al., 2013; Olaimat and Holley, 2012) 
ประเทศไทยเคยประสบปญหาการสงออกพืชผักสดไปจําหนายยังตลาดตางประเทศในป พ.ศ. 2548 โดยเฉพาะเม่ือสงไป
จําหนายยังประเทศในกลุมสหภาพยุโรป โดยกรมการคาตางประเทศ (2550) ไดออกประกาศในราชกิจจานุเบกษา ซึ่ง
กําหนดใหผักสดที่สงออกไปยังจําหนายยังประเทศในสหภาพยุโรปนั้นเปนสินคาที่ตองมีการตรวจสอบจุลินทรีย Escherichia 
coli และ Salmonella sp. ดังนั้นหากผูประกอบการธุรกิจสงออกผักและผลไมสดสามารถปองกัน กําจัด หรือยับย้ังการเจริญ
ของจุลินทรียสายพันธุดังกลาวได ซึ่งจะชวยแกไขปญหาเบ้ืองตนในดานความปลอดภัยจากจุลินทรียกอโรคกับผักและผลไมสด
ที่จะสงออกไปจําหนายยังตลาดตางประเทศได ทําใหชวยลดปญหาในดานการกีดกันทางการคาและสรางความเชื่อม่ันใหกับ
ผูบริโภค   

ไคโทซาน (poly-(b-1/4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose) เปนอนุพันธุของไคทินซึ่งไดจากกระบวนการแปรรูป
อาหารทะเล มีสมบัติในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย (Dutta et al., 2009) สามารถขึ้นรูปเปนฟลม (Li et al., 1992) ยอย
สลายไดตามธรรมชาติ ไมเปนพิษตอมนุษย และมีราคาถูก ดังนั้นจึงนิยมนําไคโทซานมาใชประโยชนในการแปรรูปอาหารและ
ผลิตผลทางการเกษตร ผลงานวิจัยที่ไดศึกษาเก่ียวกับสมบัติของไคโทซานตอการยับย้ังจุลินทรีย เชน รา สาหราย และแบคทีเรีย
บางชนิด โดยพบวาไคโทซานสามารถยับย้ังจุลินทรียสาเหตุโรคพืช (Hirano and Nagao, 1989) และจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค
ระบบทางเดินอาหาร (Rabea et al., 2003) ซึ่งสมบัติในการยับย้ังจุลินทรียจะสัมพันธกับมวลโมเลกุล (Molecular weight; 
Mw) ของไคโทซานท่ีใช โดยทั้งการเพิ่มหรือการลดมวลโมเลกุลของไคโทซานมีผลตอการเพิ่มสมบัติในการยับย้ังการเจริญของ
จุลินทรีย ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย (Kong et al., 2010) แตมีรายงานวาความสามารถในการยับย้ัง
จุลินทรียบางสายพันธุ เชน Escherichia coli  และ Bacillus subtilis ไมขึ้นอยูกับมวลโมเลกุลของไคโทซานที่ใช (Tikhonov et 
al., 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาความสามารถของไคโทซานท่ีใชในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียยังขึ้นอยูสภาวะการ
เจริญของจุลินทรียที่ตองการยับย้ัง เชน สภาวะที่เปนของเหลวหรือของแข็ง (Kong et al., 2010) อยางไรก็ตาม หากมีการนําไค
โทซานไปใชกับผลิตผลทางการเกษตรจะนิยมใชในลักษณะของสารเคลือบผิว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาผลของไคโทซาน
ชนิด low molecular weight (LWC) ที่ระดับความเขมขนตางๆ ตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียสายพันธุ Escherichia coli 
และ Salmonella sp. ที่เจริญบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ (solid state)   

 
อุปกรณและวิธีการ   

1. การเตรียมสารละลายไคโทซานและจุลินทรีย   
งานวิจัยนี้ใชสารไคโทซานชนิด low molecular weight chitosan (Sigma-Aldrich, China) โดยเตรียมสารละลายไค

โทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0 (control: กรดแอซีติกเขมขน 0.1 โมลาร), 0.5, 1.0 และ 1.5 ในกรดแอซีติกความเขมขน 
0.1 โมลาร สําหรับการเตรียมจุลินทรีย Escherichia coli และ Salmonella sp. ทําโดยเพาะเล้ียงเซลลจุลินทรียตามวิธีการของ
จุฑาทิพย และผองเพ็ญ (2553) โดย subculture ลงในอาหาร nutrient broth บมที่อุณหภูมิ 35+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24+3 ชั่วโมง จากนั้นลางเซลลและเจือจางเซลลจุลินทรียดวย sterile peptone water ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยเตรียม 
cocktail suspension ของจุลินทรียที่ความเขมขน 105 CFU/ml แลวเพาะเล้ียงจุลินทรียแตละสายพันธุโดยเกล่ีย cocktail 
suspension ของจุลินทรียลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ Eosin Methylene Blue (EMB) agar สําหรับเพาะเล้ียง Escherichia 
coli และอาหารเล้ียงเช้ือ Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar (Himedia Laboratories Pvt. Ltd., India) สําหรับ
เพาะเล้ียง Salmonella sp. หลังจากนั้นปลอยใหผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือแหง แลวหยดสารละลายไคโทซานท่ีความเขมขนตางๆ 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบน filter paper disc (Whatman No.2, England) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร ที่ผานการ
ฆาเช้ือแลว ซึ่งวางอยูบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือ นําจานอาหารเล้ียงเช้ือไปบมที่อุณหภูมิ 35+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48+3 
ชั่วโมง จากนั้นตรวจวัดความสามารถของสารละลายไคโทซานตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียตอไป   

 
2. การวัดความสามารถในการยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ Salmonella sp. 

การศึกษาความสามารถของสารละลายไคโทซานตอการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย Escherichia coli และ 
Salmonella sp. ทําโดยวัดขนาดของวงใส (inhibition zone) รอบแผน filter paper disc ซึ่งวงใสที่วัดจะเปนบริเวณท่ีจุลินทรีย
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ไมสามารถเจริญได รายงานผลเปนขนาดเสนผานศูนยกลางของ filter paper dish ที่วัดไดในหนวยมิลลิเมตร วางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized designs ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา วิเคราะหผลการทดลองแบบ Duncan’s multiple 
range test   
 

ผลและวิจารณ 
1. ผลของสารละลายไคโทซานตอการยับย้ัง Escherichia coli และ Salmonella sp. 

ผลการใชสารละลายไคโทซานที่ระดับความเขมขนรอยละ 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 ตอการยับย้ังการเจริญของ 
Escherichia coli และ Salmonella sp. พบวาการใชสารละลายไคโทซานที่ความเขมขนรอยละ 0.5 สามารถยับย้ังการเจริญ
ของ Escherichia coli และ Salmonella sp. ไดดีที่สุด โดยมีขนาดของ inhibition diameter ในการยับย้ังการเจริญของ 
Escherichia coli และ Salmonella sp. กวางที่สุด (Figure 1) คือเทากับ 10.11 และ 4.75 มิลลิเมตร (Table 1) ตามลําดับ 
รองลงมาคือการใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 ตามลําดับ โดยมีขนาดของ inhibition 
diameter ในการยับย้ัง Escherichia coli เทากับ 7.41 และ 3.24 มิลลิเมตร ในขณะท่ีมีขนาดของ inhibition diameter ในการ
ยับย้ัง Salmonella sp. เทากับ 3.25 และ 2.0 มิลลิเมตร ตามลําดับ ผลการทดลองพบวาการใชสารละลายไคโทซานท่ีความ
เขมขนรอยละ 0% (control) ไมสามารถยับย้ัง Escherichia coli และ Salmonella sp. การท่ีสารละลายไคโทซานสามารถ
ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียไดเนื่องจากโมเลกุลของไคโทซานมีประจุเปนบวก ในขณะที่ cell membrane ของจุลินทรียมีประจุ
เปนลบ ดังนั้นจึงทําใหประจุบวกจับกับประจุลบที่ cell membrane และรวมตัวกันเปนกอน (agglutination) จึงทําใหโปรตีน
และสารตางๆ ภายในเซลลของจุลินทรียเกิดการร่ัวไหลทําใหจุลินทรียตายได (Seo, et al., 1992) เม่ือเปรียบเทียบผลของ
สารละลายไคโทซานตอการยับย้ังจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ (Figure 1) พบวา Escherichia coli เปนจุลินทรียที่มีการตอบสนอง 
(sensitive) ตอสารละลายไคโทซานไดมากกวา Salmonella sp. โดย Escherichia coli สามารถเจริญเขาไปในบริเวณรอบ
แผนกระดาษตาปลาซ่ึงมีสารละลายไคโทซานอยูไดนอยกวาการเจริญของ Salmonella sp. ดังนั้นจึงทําใหขนาด inhibition 
diameter ในจานอาหารเล้ียงเช้ือที่ปลูก Escherichia coli กวางกวาจานอาหารเล้ียงเช้ือที่ปลูกเช้ือ Salmonella sp. ดังนั้น
เพื่อใหไดประสิทธิภาพของสารละลายไคโทซานในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในผักและผลไมสด จึงควรศึกษา
ชนิดของสายพันธุจุลินทรียที่ปนเปอนในผักและผลไมสด   

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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 
การใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับความเขมขนรอยละ 0.5 สามารถยับย้ังการเจริญของ Escherichia coli และ 

Salmonella sp. ไดดีที่สุด รองลงมาคือการใชสารละลายไคโทซานท่ีระดับความเขมขนรอยละ 1.0 และ 1.5 ตามลําดับ อยางไร
ก็ตามการเลือกใชสารละลายไคโทซานเพื่อใหไดประสิทธิภาพสูงสุดขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรีย 

 
คําขอบคุณ 

งานวิจัยนี้ไดรับทุนอุดหนุนวิจัยมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร จากสถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
(สวพ.) ประจําปงบประมาณ 2557 และไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากหนวยวิจัยคุณภาพและความปลอดภัยของอาหาร ศูนย
สงเสริมการวิจัยและถายทอดเทคโนโลยี (ศสวท.) คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน ประจําป 2556   
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