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บทคดัยอ 

งานวิจัยนี ้ศึกษาฤทธิ์ต านแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที ่ไดจากการยอยไคตินในรูป

คอลลอยดเขมขนรอยละ 1 โดยเอนไซมไคตเินสท่ีสกัดดวยอะซิเตตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร ท่ีพีเอช 3.5 

จากตนออนกามปูอายุ 2 สัปดาห พบวา ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการยอยไคตินในรูปคอลลอยด

เขมขนรอยละ 1 โดยเอนไซมไคติเนสจากตนออนกามปู ท่ีใชเวลาในการยอย 0.5 ช่ัวโมง มีปริมาณรอยละ

รวมโมเลกุลขนาดใหญของ (GlcNAc)4, (GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 เทากับ 92.58 

จะยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไดดีที่สุดทั้ง 6 สายพันธุคือ แบคทีเรียแกรมบวกประกอบดวย Bacillus cereus, 

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus แ ล ะ แ บ คท ี เ ร ี ย แ ก รม ลบป ระก อบด  ว ย 

Escherichia coli, Salmonella enterica, Vibrio parahaemolyticus โดยม ีค าความเข มข นต ํ ่าสุด 

ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียเทากับ 

1.56/1.56, 3.12/3.12, 1.56/1.56, 1.56/3.12, 3.12/6.25 และ 3.12/3.12 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ตามลําดับ  

 

คําสาํคัญ:  ฤทธ์ิตานแบคทีเรีย, ไคโตโอลิโกแซคคาไรด, เอนไซมไคติเนส, ตนออนกามปู 
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Abstract 

 This research was to study the antibacterial activity of chitooligosaccharides 

obtained from hydrolysis of 1 percent of colloidal chitin produced by chitinase with 

extracted of 0. 1 molar acetate buffer at pH 3. 5 from two weeks seedlings of Samanca 

saman (Jacq). was investigate  in this work. It found that chitooligosaccharides obtained by 

hydrolysis of 1 percent of colloidal chitin at 0.5 hour, containing a percentage of total large 

molecules of ( GlcNAc) 4, ( GlcNAc) 5, ( GlcNAc) 6, ( GlcNAc) 7, and ( GlcNAc) 8  was 92. 58.  It 

inhibited of the 6 bacterial strains, gram positive including Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus and gram negative including Escherichia coli, 

Salmonella enterica, Vibrio parahaemolyticus. The minimum inhibitory concentration (MIC) 

and minimum bactericidal concentration ( MBC)  were 1 . 5 6 / 1. 56, 3. 12/ 3. 12, 1. 56/ 1. 56, 

1.56/3.12, 3.12/6.25 and 3.12/3.12 µg/ml, respectively.  

 

Keywords:  Antibacterial Activity, Chitooligosaccharides, Chitinase, Samanca saman ( Jacq) 

Merr. 

 

บทนาํ 

เอนไซมไคติเนสเปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของพันธะเบตา 1,4 ไกลโคซิดิกของไคติน 

ไดผลผลิตเปนเอนอะซิติลกลูโคซามีน (GlcNAc) และไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่มีความยาวขนาด 2-10 

โมเลกุล เอนไซมไคติเนสพบในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน พืช แบคทีเรีย เชื้อรา และยีสต มีความสําคัญ 

ในการประยุกตใชทางดานเทคโนโลยีชีวภาพและดานอุตสาหกรรมการเกษตร เชน ใชควบคุมโรคพืชท่ีเกิด

จาก แบคทีเรีย เช้ือรา และแมลง (Chernin et al, 1997) เอนไซมไคติเนสจากพืชมีขนาดอยูในชวงน้ําหนัก  

25-40 กิโลดาลตัน (Malik, 2019) 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรดเปนพอลิเมอรของมอนอแซคคาไรดตั้งแต 2-10 โมเลกุล ที่ตอดวยพันธะ 

เบตา 1,4 ไกลโคซิดิกของเอนอะซิติลกลูโคซามีนกับเอนอะซิติลกลูโคซามีน หรือกลูโคซามีนกับกลูโคซามีน 

หรือเอนอะซิติลกลูโคซามีนกับกลูโคซามีน ซึ่งเปนสายนํ้าตาลที่เกิดจากการยอยสลายไคตินหรือไคโตซาน

ดวยปฏิกิริยาเคมีของกรดหรือเอนไซมกลุมไคติโนไลติก เชน ไคติเนสและไคโตซาเนสซึ่งพบในพืชหลาย

ชนิด เชน กามปู กระถินบาน ถั่ว ยาสูบ และองุน (Yin et al, 2010) ไคโตโอลิโกแซคคาไรดมีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพหลายอยาง เชน ตานเน้ืองอก ตานเช้ือราและแบคทีเรีย เสริมภูมิคุมกัน ปองกันการติดเช้ือ ตานโรค

ไขขออักเสบ ลดคอเลสเตอรอลและไขมันในเสนเลือด ควบคุมการปลอยตัวยาสําคัญ และตานอนุมูลอิสระ 



ปที่ 3 ฉบับที่ 1                                                   

วารสารวิจัยและนวัตกรรมทางวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

104 
 

(Zhang et al, 1999; Coelho et al, 2010; Baureithel et al, 1994) ไคโตโอลิโกแซคคาไรดมีมูลคา

มากกวาไคตินและไคโตซาน เพราะละลายน้ําและดูดซึมดีกวา ดังน้ัน จึงตองมีการเปลี่ยนไคตินและไคซาน

พอลิเมอรใหเปนโอลิโกแซคคาไรดดวยเอนไซมไคติเนสหรือเอนไซมไคโตซาเนส ซึ่งพืชที่มีคากิจกรรม

จําเพาะสูง (พูนศุข ศรีโยธา และ John Perberdy, 2539) เชน กามปูและกระถินบานจะเปลี่ยนไคตินหรอื

ไคโตซานเปนไคโตโอลิโกแซคคาไรดไดดี  

ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที ่ไดจากการยอยของเอนไซมไคติเนสและเอนไซมไคโตซาเนสจากพืช

สามารถยับยั้บเชื้อราและตานอนุมูลอิสระไดดี เชน งานวิจัยของมานะ ขาวเมฆ (2563) ศึกษาการยอย 

ไคตินในรูปคอลลอยดเขมขนรอยละ 1 ดวยเอนไซมไคติเนสที่สกัดจากตนออนกามปูที่มอีายุ 2 สัปดาห ท่ี

ใชเวลาในการยอย 0.5 ช่ัวโมง จะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรดโมเลกุลขนาดใหญของไคโตเตโตรส ((GlcNAc)4) 

ไคโตเพนโตส ((GlcNAc)5) และไคโตเฮกโซส ((GlcNAc)6) มากกวาโมเลกุลขนาดเล็กของเอนอะซิตลิกลูโค

ซามีน ((GlcNAc)1) ไคโตไบโอส ((GlcNAc)2) และไคโตไตรโอส ((GlcNAc)3) โดยมีไคโตโอลิโกแซคคาไรด

ของเอนอะซิติลกลูโคซามีน ไคโตไบโอส ไคโตไตรโอส ไคโตเตโตรส ไคโตเพนโตส และไคโตเฮกโซส รอยละ 

3.41, 18.11, 10.03, 22.64, 20.17 และ 25.64 ตามลําดับ สามารถยังยั้งเชื้อราจํานวน 4 สายพันธุ คือ 

Bipolaris oryzae, Curvularia lunata, Magnaporthe oryzae และ Setosphaeria oryzae ท ี ่ความ

เขมขนของไคโตโอลิโกแซคคาไรด 5-10 ไมโครกรัม และมีฤทธ์ิการตานอนุมูลอิสระไดดีกวาสารมาตรฐาน

บิวทิลไฮดรอกซิโทลูอีน (BHT) โดยมีคา EC50 ของไคโตโอลิโกแซคคาไรดเทากับ 1.01±0.1 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ซึ ่งตํ ่ากวาคา EC50 ของสารมาตรฐาน BHT ที่มีคาเทากับ 1.34 ±0.1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

(Kaomek, 2021) และจากงานวิจัยของยามาดะ (Yamada et al, 1993) พบวา ไคโตโอลิโกแซคคาไรด 

ที่มีขนาด 6-8 หนวยสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดดีที่ความเขมขน 100-500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังน้ัน 

ผูวิจัยจึงสนใจนําไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการยอยของเอนไซมไคติเนสที่ผลติจากพืชที่มีคากจิกรรม

จําเพาะสูง ซึ่งมีฤทธ์ิตานเช้ือราและตานอนุมูลอิสระไดดี คือตนออนของกามปูอายุ 2 สัปดาห มาใชทดสอบ

ฤทธ์ิการยับยั้งแบคทีเรีย   

 
วตัถปุระสงค 

เพื ่อศึกษาฤทธ์ิการยับยั ้งแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที ่ผลิตดวยเอนไซมไคติเนสจาก 

ตนออนกามปูอายุ 2 สัปดาห 

 

วธิีการวจิยั 

1. สกัดไคติเนสจากตนออนกามปูอายุ 2 สัปดาห ตามวิธีของขาวเมฆ (Kaomek, 2021)  

2. หาคากิจกรรมของไคติเนสตามวิธีของของตามวิธีของขาวเมฆ (Kaomek, 2021) 

3. หาปริมาณโปรตีนดวยวิธีตามวิธีของตามวิธีของขาวเมฆ (Kaomek, 2021) 
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4. หาปริมาณรอยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรดตามวิธีของขาวเมฆ (Kaomek, 2021) 

5. ทดสอบฤทธ์ิของไคโตโอลิโกแซคคาไรดกับแบคทีเรียจํานวน 6 สายพันธุ คอื แกรมบวกประกอบดวย 

Bacillus cereus ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC 15313, Staphylococcus aureus ATCC 

25923 และแกรมลบประกอบดวย Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 14028, 

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 ดวยวิธีดิสกดีฟวสชันของคอคเกอริลลและคณะ (Cockerill et al, 

2012)a 

5.1 นําโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีเลีย้งไวในอาหารนิวเทรียนอาการ  (Nutrient Agar) (ยกเวน 

V. parahaemolyticus ใชอาหารนิวเทรียนอาการผสมโซเดียมคลอไรดความเขมขนรอยละ 1.5) ใสใน

อาหารเลี้ยงเช้ือมูลเลอรฮินตันบรอท (Mueller Hinton broth; MHB) (ยกเวน V. parahaemolyticus ใช     ทริ

ปต ิกซอยบรอท (Tryptic soy broth; TSB) ปร ิมาตร 5 ม ิลล ิล ิตร เล ี ้ยงที ่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส  

เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําเชื้อมาเจือจางใหไดความขุนเทากับ 0.5 McFarland ใชไมพันสําลีที่ปราศจากเช้ือ  

ชุบแบคทีเรียท่ีปรับความขุนแลวเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเช้ือมูลเลอรฮินตันอาการ (Mueller Hinton Agar; MHA) 

(ยกเวน V. parahaemolyticus ใชทริปติกซอยอาการ (Tryptic Soy Agar)) ท้ิงไวประมาณ 5 นาที นําไคโตโอ

ลิโกแซคคาไรดมาละลายดวยไดเมทิลซัลฟอกไซด (Dimethyl Sulfoxide; DMSO) ความเขมขนรอยละ 100 ให

มีความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และหยดไคโตโอลิโกแซคคาไรดปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใสบน

แผนดิสกขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร รอใหแหงประมาณ 15 นาที ใชไดเมทิลซัลฟอกไซดเปนตัว

ควบคุมผลลบ (Negative Control) และตัวควบคุมผลบวก (Positive Control) กับแบคทีเร ียแกรมบวก  

B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus ใชยาปฏิช ีวนะแวนโคมัยซ ิน (Vancomycin) ความเขมขน  

30 ไมโครกรัมตอดิสก และแบคทีเรียแกรมลบ E. coli, S. enteria, V. parahaemolyticus ใชยาปฏิชีวนะ 

เซฟตาซิดิม (Ceftazidime) ความเขมขน 30 ไมโครกรัมตอดิสก นําจานเพาะเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่ไมมีการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (Inhibition 

Zone) โดยวัดหนวยเปนมิลลิเมตร  

5.2 ศึกษาความเขมขนตํ ่าสุดที ่สามารถยับยั ้งการเจริญของเชื ้อแบคทีเรีย (Minimum 

Inhibitory Concentration: MIC) ดวยวิธี Broth Dilution Technique (Cockerill et al, 2012)b นํา

แบคทีเรียที่สามารถยับยั้งไดจากขอ 5.1 มาใชทดสอบ โดยนําโคโลนีของเชื้อที่มีอายุประมาณ 24 ชั่วโมง 

มาเลี ้ยงในอาหารเหลวมูลเลอรฮินตันบรอท (สําหรับ V. parahaemolyticus ใชทริปติกซอยบรอท) บมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เจือจางเช้ือใหความขุนเทากับ 0.5 McFarland นําไคโต

โอลิโกแซคคาไรดที่ไดจาการยอย 0.5, 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ทําใหมีความเขมขนสุดทาย เทากับ 0, 0.78, 

1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเช้ือ

แบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมผลบวกจะประกอบดวยอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ผสมกับแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร ชุดควบคุมผลลบจะประกอบดวยอาหารเลี ้ยงเชื ้อปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ผสมกับไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ละลายดวยไดเมทิลซัลฟอกไซดเขมขนรอยละ 100 ใหมีความ
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เขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

24 ชั่วโมง หาคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (MIC) โดยสังเกตหลอด

สุดทายท่ีไมมีการเจริญของแบคทีเรียหรืออาหารเลี้ยงเช้ือในหลอดไมขุน อานความเขมขนของสารทดสอบ

ของหลอดน้ีเปนคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  

5.3. ศึกษาความเขมขนตํ ่าส ุดที ่สามารถฆาเชื ้อแบคทีเร ียได (Minimum Bactericidal 

Concentration: MBC) นําหลอดที่ไมมีความขุนจากขอ 5.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เกลี ่ย (Spread 

Plate) ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MHA บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง ตรวจหาจานอาหาร

เลี้ยงเช้ือท่ีไมพบการเจริญของแบคทีเรียท่ีความเขมขนตํ่าสุดของไคโตโอลิโกแซคคาไรด (MBC) 

 

ผลและอภิปรายผลการวิจัย 

1. การหาคาคากิจกรรมจําเพาะ 

 เอนไซมไคติเนสที่สกัดจากตนกามปูอายุ 2 สัปดาห ดวยโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรเขมขน  

0.1 โมลาร พีเอช 3.5 มีคากิจกรรมเทากับ 19.2687 ยูนิต/มิลลิลิตร ปริมาณโปรตีนเทากับ 0.9729 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเมื่อนําคากิจกรรมและปริมาณโปรตีนมาคํานวณคากิจกรรมจําเพาะมีคาเทากับ 

19.8040 ยูนิต/มิลลิกรัม เมื่อเปรียบเทียบคากิจกรรมจําเพาะของเอนไซมไคติเนสจากตนออนกามปูอายุ  

2 สัปดาห มีคาสูงกวาเอนไซมไคติเนสจากพืชชนิดอ่ืนและแหลงอ่ืน เชน เอนไซมไคติเนสท่ีสกัดจากตนออน

กระถินบานอายุ 2 สัปดาห มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 2.5720 ยูนิต/มิลลิกรัม (มานะ ขาวเมฆและ

วรางคณา เทศทอง, 2564) เอนไซมไคติเนสจากที่สกัดเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. Strain KCTC0377BP 

มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 1.9582 ยูนิต/มิลลิกรัม (Senol et al, 2014) และเอนไซมไคติเนสท่ีสกัดจาก

เชื้อรา Paenibacillus fukunensis มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 0.0122 ยูนิต/มิลลิกรัม (Yong et al, 

2017) 

2. การหาปรมิาณรอยละของไคโตโอลโิกแซคคาไรด 

 ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการยอยไคตินในรูปคอลลอยดเขมขนรอยละ 1 ดวยเอนไซม 

ไคติเนสจากตนออนกามปูอายุ 2 สัปดาห ที่ใชเวลาบม 0.5, 1, 2 และ 4 ชั่วโมง มาวิเคราะหปริมาณดวย

เครื่องโครมาโทกราฟสมรรถนะสูงและเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของเอนอะซิติลกลูโคซามีนและไคโต

โอลิโกแซคคาไรดขนาด 2 – 8 โมเลกุล พบวา ปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดจาการบมในชวงเวลา 

0.5 ช่ัวโมง 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 4 ช่ัวโมงมี (GlcNAc)1, (GlcNAc)2, (GlcNAc)3, (GlcNAc)4, (GlcNAc)5, 

(GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 ร อยละ 1.23-25.32, 2.21-24.12, 3.98-23.02, 3.01-9.12, 

4.23-11.76, 5.23-22.56, 6.51-23.23 และ 8.56-26.11 ตามลําดับ ดังตารางท่ี 1 โดยปริมาณของไคโตโอ

ลิโกแซคคาไรดขนาดใหญของ (GlcNAc)4, (GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 เมื่อใช

เวลาในการบมนอย (0.5 ชั่วโมง) จะมีปริมาณมาก คือรอยละ 9.12, 11.56, 22.56, 23.23 และ 26.11 
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ตามลําดับ แตจะลดลงเมื่อใชเวลาในการบมมากข้ึน ในขณะท่ีโมเลกุลขนาดเลก็ของ (GlcNAc)1, (GlcNAc)2 

และ (GlcNAc)3 เพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของมูนและคณะ (Moon et al, 2017) ที่สกัดเอนไซม 

ไคติเนสจากเชื้อแบคทีเรีย Serratia marcescens PRNK-1 ที่ยอยไคตินในรูปคอลลอยดแลวหาปริมาณ

ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด พบวา เมื่อใชเวลาในการบมสั้นจะมีปริมาณของ (GlcNAc)6 มากที่สุด รองมา

เปน (GlcNAc)5 และ (GlcNAc)4 ตามลําดับ เมื่อนําปริมาณรอยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรดขนาดใหญ

ของ (GlcNAc)4, (GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 ที่ใชเวลาบม 0.5 ชั่วโมง รวมกันจะ

ไดเทากับ 92.58  

 

ตารางที่ 1 ปริมาณรอยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรดแตละชนิดท่ีไดจากการบมไคตินในรูปของคอลลอยด

กับเอนไซมไคติเนสจากตนออนกามปูอายุ 2 สัปดาห ท่ีใชระยะเวลาในการบมตางกัน 

เวลาที่ใชบม ปริมาณรอยละของไคโตโอลิโกแซคคาไรด 

(ชั่วโมง) (GlcNAc)1 (GlcNAc)2 (GlcNAc)3 (GlcNAc)4 (GlcNAc)5 (GlcNAc)6 (GlcNAc)7 (GlcNAc)8 

0.5 1.23 2.21 3.98 9.12 11.56 22.56 23.23 26.11 

1 10.85 10.23 8.13 8.65 10.32 15.64 17.06 19.12 

2 20.63 18.75 14.44 7.34 8.12 9.48 10.23 11.01 

4 25.32 24.12 23.02 3.01 4.23 5.23 6.51 8.56 

 

3. ศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด 

  เมื ่อนําไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการยอยไคตินในรูปของคอลลอยดดวยไคติเนสจาก 

ตนออนกามปูอายุ 2 สัปดาห ท่ีใชเวลาบม 0.5, 1, 2 และ 4 ชั่วโมง มายังยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

เบื้องตนดวยวิธีเทคนิคดิสกดีฟวสชัน (Disc Diffusion Technique) โดยใชไคโตโอลิโกแซคคาไรดเขมขน 

100 ไมโครกรัมกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโคลิตรตอดิสก พบวา ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจาการใช

เวลาในการบม 0.5 ชั ่วโมง ยับยั ้งเชื ้อแบคทีเรียไดดีที ่สุด โดยยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus,  

L. monocytogenes, S. aureus มีความกวางของ Inhibition Zone เทากับ 26.89±0.12, 22.46±0.12, 

25.88±0.19 มิลลิเมตร และยับยั ้งแบคทีเรียแกรมลบ E. coli, S. enterica, V. parahaemolyticus  

มีความกวางเทากับ 20.67±0.18, 19.56±0.28 และ 21.33±0.20 มิลลิเมตร ดังตารางท่ี 2 
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ตารางที่ 2 การทดสอบฤทธ์ิการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียดวยไคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดจาการใช

เวลาบม 0.5, 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง 
  

ชนิดแบคทีเรีย 
ไคโตโอลโิกแซคคาไรด 

จากการบม 

(ช่ัวโมง) 

Inhibition Zone 

(mm) 

MIC 

(µg/ml) 

MBC 

(µg/ml) 

แกรมบวก 

B. cereus 

ATCC 11778 

0.5 26.89±0.12 1.56 1.56 

1 16.21±0.18 6.25 6.25 

2 8.11±0.15 25 25 

4 5.92±0.21 50 50 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

0.5 22.46±0.12 3.12 3.12 

1 12.23±0.12 12.5 12.5 

2 6.74±0.12 50 50 

4 4.17±0.12 100 100 

S. aureus 

ATCC 25923 

0.5 25.88±0.19 1.56 1.56 

1 15.19±0.15 6.25 6.25 

2 8.04±0.23 25 25 

4 5.24±0.29 50 50 

แกรมลบ 

E. coli 

ATCC 25922 

0.5 20.67±0.18 1.56 3.12 

1 12.41±0.14 6.25 12.5 

2 6.91±0.12 25 50 

4 4.06±0.19 50 100 

S. enterica 

ATCC 14028 

0.5 19.56±0.28 3.12 6.25 

1 11.21±0.25 12.5 12.5 

2 5.99±0.20 50 50 

4 3.98±0.19 100 100 

V. parahaemolyticus 

ATCC 17802 

0.5 21.33±0.20 3.12 3.12 

1 13.66±0.18 12.5 12.5 

2 7.51±0.18 50 50 

4 5.01 ±0.18 100 100 
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4. ศึกษาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย (MIC) 

 จากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจํานวน 6 สายพันธุ คือ แบคทีเรียแกรมบวก B. cereus, 

L. monocytogenes, S. aureus และแบคทีเรียแกรมลบ E. coli, S. enterica, V. parahaemolyticus พบวา  

ไคโตโอลิโกแซคคาไรดจากการยอยไคตินในรูปของคอลลอยดที่ไดจากการใชเวลาบม 0.5 ชั่วโมง สามารถยับยั้ง 

การเจริญของแบคทีเร ียไดด ีที ่ส ุด คือ มีค าความเขมขนตํ ่าส ุดที ่สามารถยับยั ้งเชื ้อแบคทีเร ีย (MIC)  

B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. enterica และ V. parahaemolyticus เทากับ 1.56, 

3.12, 1.56, 1.56, 3.12 และ 3.12 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ดังตารางท่ี 2 

5. ศึกษาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถฆาเชื้อได (MBC) 

 จากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียจํานวน 6 สายพันธุ คือ แบคทีเรียแกรมบวก B. cereus, 

L. monocytogenes, S. aureus และแบคทีเรียแกรมลบ E. coli, S. enterica, V. parahaemolyticus พบวา  

ไคโตโอลิโกแซคคาไรดจากยอยไคตินในรูปของคอลลอยดท่ีไดจากการใชเวลาบม 0.5 ช่ัวโมง สามารถฆาแบคทีเรีย

ไดดีที ่สุด คือ มีคาความเขมขนตํ ่าสุดที่สามารถฆาเชื ้อแบคทีเรีย (MBC) B. cereus, L. monocytogenes,  

S. aureus, E. coli, S. enterica และ V. parahaemolyticus เทากับ 1.56, 3.12, 1.56, 3.12, 6.25 และ 3.12 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ (ดังตารางท่ี 2) 

จากงานวิจัยของไรออสและรีซีโอ (Rios and Recio, 2005) และแวนวูเรน (Van Vuuren, 2008) 

ไดแบงกลุมการออกฤทธิ์ของสารโดยใชคา MIC แบงออกเปน 3 กลุมคือ 1. กลุมที่มีฤทธิ์ยับยั้งดีมีคา MIC 

< 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 2. กลุมที่มีฤทธิ์ยับยั้งปานกลางมีคา MIC อยูระหวาง 1-2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

และ 3 กลุมท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งออนมีคา MIC > 2.5 มิลลิกรัม/มิลลลิติร ดังน้ันไคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดจาการ

ยอยไคตินในรูปคอลลอยดดวยเอนไซมไคติเนสจากตนออนกามปูที่ใชเวลาในการบมทุกชวงเวลาจัดอยูใน

กลุมท่ีมียับยั้งท่ีดี  

จากการเปรียบเทียบฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการใชเวลาใน

การบมนอยคือ 0.5 ช่ัวโมงจะยับยั้งแบคทีเรียไดดีท่ีสุดคือ มีคา MIC และ MBC นอยท่ีสุด เน่ืองจากไคโตโอ

ลิโกแซคคาไรดที่ไดจากการใชเวลาในการบมนอยจะมีไคโตโอลิโกแซคคาไรดขนาดใหญของ (GlcNAc)4, 

(GlcNAc)5, (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 มาก คือรวมกันเทากับรอยละ 92.58 ซึ่งสอดคลองกับ

งานวิจัยของไทซ (Tsai et al, 2000) ศึกษาไคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดจากยอยไคโตซานของเปลือกกุงดวย

เอนไซมเซลลูเลส พบวา ไคโตโอลิโกแซคคาไรดขนาด (GlcN)6, (GlcN)7 และ (GlcN)8 จะยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  
E. coli, L. monocytogenes, S. typhimurium และ S. aureus ไดดีท่ีความเขมขน 5-29 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

และจากงานวิจัยของยามาดะ (Yamada et al, 1993) พบวา ไคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีมีขนาด 6-8 หนวย

สามารถยับยั้งแบคทีเรียไดดีที่ความเขมขน 100-500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และจากงานวิจัยของไอกิไจ

และคณะ (Ikigai et al, 1993) ศึกษาเกี่ยวกับสารสกัดจากพืชเพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวา

แบคทีเรียแกรมลบมีความสามารถในการตานทานตอสารประกอบพอลฟินอลิกไดสูงกวาแบคทีเรียแกรม

บวกเน่ืองจากในช้ันเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีสารลิโปพอลิแซคคาไรด (lipopolysaccharides) 
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ซึ่งมีสมบัติในการปกปองเซลลแบคทีเรีย จึงสามารถชวยปองกันความเสียหายจากสารยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียได อีกทั้งแบคทีเรียแกรมลบมีโครงสรางของผนังเซลลซับซอนกวา เชื้อแบคทีเรียแกรมบวก  

โดยแบคทีเรียแกรมลบมีเยื่อหุมเซลลสองช้ันและเยื่อหุมเซลลช้ันนอกมีโครงสรางท่ีไมสมมาตร เยื่อหุมเซลล

ชั้นในเปนสารฟอสโฟลิปด (Phospholipids) ในขณะที่เยื่อหุมเซลลชั้นนอกประกอบดวยสารลิโปพอลิ 

แซคคาไรด โครงสรางดังกลาวทําใหเยื่อหุมเซลลชั้นนอกมีประโยชนในการชวยปกปองเซลล จึงตองใช 

สารสกัดท่ีมีความเขมขนสูงในการยับยั้งแบคทีเรีย (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2541)  

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียของไคโตโอลิโกแซคคาไรดพบวา ไคโตโอลโิกแซคคาไรด 

ที่ไดจากการการยอยของเอนไซมไคติเนสที่ไดจากตนออนกามปูอายุ 2 สัปดาหที่ใชเวลาในการยอย 0.5 

ช่ัวโมง สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบจํานวน 6 สายพันธุ โดยมีคา MIC อยูในชวง 

1.56-6.24 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งดีกวาไคโตโอลิโกแซคคาไรดท่ีไดมาจากแหลงตางๆ เชน ไทซและคณะ 

(Tsai et al, 2000) ศึกษาการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบจํานวน 10 สายพันธุของไคโตโอ

ลิโกแซคคาไรดจาการยอยไคโตซานเปลือกุ งดวยเอนไซมเซลลูเลส พบวามีคา MIC อยูในชวง 5-29 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เลากุลดิลกและคณะ (Laoluldilok et al, 2017) ศึกษาการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

แกรมบวกและแกรมลบจํานวน 4 สายพันธุของไคโตโอลิโกแซคคาไรดจากการยอยไคโตซานดวยเอนไซม

ปาเปนพบวามีคา MIC อยูในชวง 16-32 ไมโครกรัม/มิลลลิติร เบนฮะไบลสและคณะ (Benhabiles et al, 2012

) ศึกษาการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบจํานวน 12 สายพันธุของไคโตโอลิโกแซคคาไรดจากการ

ยอยไคโตซานดวยเอนไซมปาเปนพบวามีคา MIC เทากับ 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังน้ันไคโตโอลิโกแซคคาไรด

ขนาด 6-8 หนวย สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบไดดี เพราะไคโตโอลิโก

แซคคาไรดขนาด 6-8 หนวย สามารถผานชั้นผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเขาไปภายในเซลล

และทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในกระบวนการแสดงออกของยีน (Gene Expression) (Tsai and Su, 

1999) 

สรปุผลการวจิยั 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรดที ่ไดจากการยอยไคตินในรูปคอลอยดเขมขนรอยละ 1 ดวยเอนไซม 

ไคติเนสจากตนออนกามปูที่มีอายุ 2 สัปดาห ที่ใชเวลาในการยอย 0.5 ชั่วโมง จะมีโมเลกุลขนาดใหญของ 

(GlcNAc)4, (GlcNAc)5 (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 มากกวาโมเลกุลขนาดเล็กของ (GlcNAc)1, 

(GlcNAc)2 และ (GlcNAc)3 ซึ่งสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบไดท้ัง 6 สายพันธุ โดยมีคา

ความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus 

และแบคทีเรียแกรมลบ E. coli, S. enterica, V. parahaemolyticus โดยมีคาความเขมขนตํ่าสุดในการ

ยับยั้งการเจริญและคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียเทากับ 1.56/1.56, 3.12/3.12, 

1.56/1.56, 1.56/3.12/, 3.12/6.25 และ 3.12/3.12  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ และไคโตโอลิโก

แซคคาไรดที่มีโมเลกุลขนาดใหญจะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียดีกวาไคโตโอลิโกแซคคาไรดที่มี
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โมเลกุลขนาดเล็ก โดยไคโตโอลิโกแซคคาไรดขนาดใหญของ (GlcNAc)6, (GlcNAc)7 และ (GlcNAc)8 

สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียไดดีท่ีสุด 
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