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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

กรกต ศุภนคร : ผลของการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานด้วยความร้อนและผลในการ
ต้านเช้ือ Vibrio Cholerae (EFFECT OF HEAT TREATMENT ON MOLECULAR WEIGHT OF 
CHITOSAN AND ITS INHIBITION OF VIBRIO CHOLERAE) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.
โศรดา กนกพานนท์, หน้า. 

งานวิจัยนี้ศึกษาผลของความร้อนที่มีต่อน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน  และผลของไคโตซานที่ผ่าน
กระบวนการทางความร้อนที่มีต่อการยับยั้งเช้ือวิบริโอ คลอเลรา (Vibrio cholera) ในห้องปฏิบัติการและในกุ้งสด
แช่แข็ง โดยเตรียมสารละลายไคโตซาน (น้้าหนักโมเลกุล (Mw)  1.18 x 106 (A0) และ 3.25 x 105 (B0) ดาลตัน) 
ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 โดยน้้าหนัก ในกรดอะซิติก 0.2 โมลาร์ พีเอช 2.0 น้ามาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 0.1 เมกะปาสคาล เป็นระยะเวลา 15 นาที จ้านวน 1, 2, 4, และ 6 รอบ แล้วท้าการสะเทินกลับ
ที่พีเอช 6.5 และ 7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ตะกอนไคโตซานที่เกิดขึ้นถูกกรองและอบแห้ง ส่วนไคโต
ซานที่ละลายได้ที่พีเอชดังกล่าวถูกน้ากลับโดยการเติมเอทานอลและอบให้แห้ง เมื่อให้ความร้อน 1-2 รอบ น้้าหนัก
โมเลกุลโดยความหนืด (Mv) ของไคโตซาน A0 และ B0 ลดลงอย่างรวดเร็วร้อยละ 26.9 – 36.5 และ 35.9 – 53.48 
ตามล้าดับ และหลังจากให้ความร้อน 4 – 6 รอบ พบว่า Mv ของไคโตซาน A0 และ B0 เริ่มคงที่ ลดลงร้อยละ 43.4 
- 46.3 และ 62.0 – 65.6 ตามล้าดับ ไคโตซาน B0 สามารถลดน้้าหนักโมเลกุลได้มากที่สุดเท่ากับ 4.6 – 4.8 x 104 
ดาลตัน หลังจากให้ความร้อน 6 รอบ ไคโตซานมีสีน้้าตาลที่เข้มขึ้น ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน
ของ B0 ด้วยเทคนิค FTIR พบว่าร้อยละในการก้าจัดหมู่อะซิติล มีค่าเพิ่มขึ้น จาก 81.5 – 85.6 หลังให้ความร้อน 1- 
6 รอบ  การละลายที่พีเอช 5.0, 5.5 และ 6.0 ของไคโตซานอยู่ในช่วงร้อยละ 93 - 99, 29 – 47, 11 – 22 
ตามล้าดับ ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อน ในสารละลายอะซิเตท ที่พีเอช 5.5 อยู่
ในช่วง + 24 ถึง +26 มิลลิโวลต์ การยับยั้งเช้ือวิบริโอ คลอเลราในกุ้งสด นั้นไม่สามารถสรุปผลได้ เนื่องจากความ
แปรปรวนของการควบคุมการติดเชื้อในกุ้งเริ่มต้น แต่ไคโตซาน Mw 2.36 x 105 ดาลตัน (B0 ผ่านความร้อน 1 รอบ) 
ร้อยละก้าจัดหมู่อะซิติล 89.4 ในช่วงความเข้มข้น 1,250 – 5,000 พีพีเอ็ม มีแนวโน้มที่สามารถยับยั้งเช้ือในกุ้งสดได้
โดยลักษณะทางกายภาพของเนื้อกุ้งสดไม่เปลี่ยนแปลง  และเมื่อน้ามาทดสอบยับยั้งเช้ือในห้องปฏิบัติการตาม
มาตรฐาน ASTM E2149-10 ที่ความเข้มข้น 2,500 พีพีเอ็ม สามารถยับยั้งเช้ือได้ร้อยละ 83 หากใช้ไคโตซาน Mw 

4.8 x 105 ดาลตัน (B0 ผ่านความร้อน 6 รอบ) ที่ความเข้มข้น 5,000 พีพีเอ็ม สามารถยับยั้งเชื้อได้ถึงร้อยละ 93 ผล
การทดลองแสดงว่าไคโตซานที่ผ่านกระบวนการให้ความร้อนนี้มีประสิทธิภาพฆ่าเช้ือแบคทีเรียในอุตสาหกรรม
อาหาร ท้าให้สามารถหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมีที่อาจมีผลต่อลักษณะทางกายภาพของเนื้อกุ้งสด 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5570108521 : MAJOR CHEMICAL ENGINEERING 
KEYWORDS: CHITOSAN, AUTOCLAVE, VIBRIO CHOLERAE 

GORAGOT SUPANAKORN: EFFECT OF HEAT TREATMENT ON MOLECULAR WEIGHT OF 
CHITOSAN AND ITS INHIBITION OF VIBRIO CHOLERAE. ADVISOR: ASST. PROF. SORADA 
KANOKPANONT, Ph.D., pp. 

This research studied the effect of heat treatment on molecular weight of chitosan, 
and their inhibitory effects on bacteria Vibrio cholerae in vitro and in peeled frozen shrimps. The 
chitosan solutions at MW of 1.18 x 106 (A0) and 3.25 x 105 (B0) dalton, concentration at with 1.0 % 
(w/w) were prepared in 0.2 M acetic acid at pH 2.0 and were heated at 121, ºC 0.1 MPa, for 15 
minutes at 1, 2, 4, and 6 heating cycles. The pHs of obtained solutions were adjusted to 6.5 and 
7.0 using with sodium hydroxide. Precipitated chitosan flakes were filtrated and dried. The 
soluble chitosan was recovered by adding ethanol and drying. Viscosity-molecular weights (Mv) of 
the heat-treated chitosan, A0 and B0, were sharply decreased after 1 - 2 heating cycles from 26.9 
– 36.5% and 35.9 – 53.5% respectively. However their Mv were gradually decreased after 4 - 6 
heating cycles from 43.4 – 46.3% and 62.0 – 65.6% respectively. The chitosan B0 was hydrolyzed 
to the lowest Mv at 4.6 – 4.8 x 104 dalton after 6 heating cycles. Color of the resulted chitosan 
became darker brown with the increasing cycles of heat treatment. FTIR analysis showed that 
percent deacetylation (%DD) of heat-treated chitosan significantly increased compared to the 
untreated chitosan. Solubility of the heat treated chitosan in acetate buffers at pH 5.0, 5.5, and 
6.0 were at 93 - 99%, 29 - 47% and 11 -22%, respectively. Zeta potential of heat-treated chitosan 
in acetate buffer at pH 5.5 was in range of +24 to +26 mV. The inhibitory effect of heat-treated 
chitosan on Vibrio cholerae in peeled frozen shrimps was inconclusive due to uncontrollable 
infection of the microbes on fresh shrimp. However the results showed that the shrimp samples 
soaked in 1250 - 5000 ppm of chitosan solution (B0 - 1 cycle of heat treatment) tended to inhibit 
the growth of Vibrio cholerae. Physical appearances of the treated shrimps was not significantly 
changed. In vitro inhibitory test of Vibrio cholerae according to ASTM E2149-10 standard showed 
that the chitosan (at 2,500 ppm) inhibited 83% of bacterial growth. The chitosan Mw 4.8 x 105 
dalton (B0 – 4 cycle of heat treatment), at 5,000 ppm, exhibited 93% of growth. These results 
show benefits of heat-treated chitosan in food industry. It could be used to inhibit growth Vibrio 
cholerae to avoid undesirable effects of chemical treatments in fresh shrimps. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 
 ไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ที่ได้จากธรรมชาติโดยสังเคราะห์มาจากไคติน ซึ่งผ่านกระบวนการ

ก้าจัดหมู่อะซิติลออก โดยไคโตซานเป็นสารจ้าพวกพอลิแซ็กคาร์ไรด์ (Polysaccharide) โดยพบมาก

เป็นอันดับสองลองจากเซลลูโลส   ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่พบได้ใน เปลือกกุ้ง กระดองปู แกนปลาหมึก  

หรือมาจากผนังเซลล์ของเห็ด รา และยีสต์ เป็นต้น ทั่วไปไคโตซานละลายในกรดอินทรีย์ที่พีเอช

ประมาณ 2-3 [1] เช่น กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก เป็นต้น ไคโตซานมีการน้าไปประยุกต์ใช้ในงานต่างๆ 

เช่น การน้าไคโตซานมาผสมกับซอร์เบท ใส่ในเครื่องดื่ม (Beverage) ช่วยในการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อจุลินทรีย์ในเครื่องดื่ม [2]  หรือใช้ไคโตซานเป็นสารเพ่ิมความคงตัว (Stabilizer) ของการท้า

เนยถั่ว (peanut butter) เพราะไคโตซานช่วยเพ่ิมความเข้ากันได้และความคงตัวระหว่างไขมันจาก

เนยและโปรตีนจากถั่ว [3] ยิ่งไปกว่านั้นไคโตซานสามารถน้ามาผสมกับพอลิเมอร์ส้าหรับขึ้นรูปเป็น

บรรจุภัณฑ์ห่ออาหาร ท้าให้บรรจุภัณฑ์สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ในอาหารและ

สามารถยืดอายุอาหารได้ยาวนานขึ้น [4] ไคโตซานยังสามารถขึ้นรูปเป็นฟิล์มในการเคลือบอาหารเพ่ือ

ยืดอายุ เช่น เนื้อทุเรียน โดยที่สามารถคงคุณภาพของเนื้อทุเรียนให้เหมือนเดิมได้นานถึง 26 วัน [5] 

ส่วนด้านการแพทย์ ไคโตซานสามารถท้าเป็นวัสดุปลดปล่อยยา (Drug-delivery systems) [1] หรือ

ด้านเครื่องส้าอาง ท้าครีมบ้ารุงผิว เนื่องจากไคโตซานมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย เป็นต้น 

 ไคโตซานสามารถละลายในกรดอินทรีย์ที่ค่าพีเอชต่้าประมาณ 2-3 จึงส่งผลให้เป็นข้อจ้ากัดใน

การน้าไปใช้งาน ซึ่งปัจจัยที่ส่งผลให้ไคโตซานละลายนั้น ขึ้นอยู่กับน้้าหนักโมเลกุลและร้อยละการ

ก้าจัดหมู่อะซิติล (% Degree of Deacetylation, % DD) จากงานวิจัยก่อนหน้ามีผู้ศึกษาการลด

น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานด้วยกันหลายวิธี อาทิเช่น การใช้กรดอะซิติก (ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 

โดยน้้าหนัก) ลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน เพราะกรดสามารถเร่ งให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

(Hydrolysis reaction) [6] เพ่ือตัดสายโซ่โมเลกุลของไคโตซานให้สั้นลง นอกจากการใช้กรดอินทรีย์

แล้ว สามารถใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide, H2O2) ในการลดน้้าหนักโมเลกุลของ

ไคโตซาน เนื่องจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีความว่องไวต่อการแตกตัวเป็นอนุมูลอิสระ  (free 

radical)  และเข้าไปจับสายโซ่ของไคโตซานและเกิดการตัดสายโซ่ของไคโตซานให้สั้นลงโดยปฏิกิริยา
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ไฮโดรไลซิส (Hydrolysis reaction) [7] แต่อย่างไรก็ตาม การลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานด้วย

กระบวนการทางเคมีนั้นอาจมีสารเคมีตกค้าง และต้องผ่านหลายกระบวนการเพ่ือก้าจัดสารเคมี

ตกค้าง มีรายงานการใช้เทคนิคพาสมา (plasma) ที่ท้าให้ออกซิเจนแตกตัวเป็นอนุมูลอิสระ เข้าจับ

สายโซ่ของไคโตซาน และเกิดการตัดสายโซ่ของไคโตซานให้สั้นลงเช่นกัน ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้สารเคมีน้อย 

แต่ไม่เหมาะสมที่น้ามาใช้ในอุตสาหกรรมเนื่องจากต้นทุนที่สูงเกินไป [8]  ไคโตซานเมื่อถูกท้าละลาย

เป็นสารละลาย สายโซ่โมเลกุลของไคโตซานแสดงความเป็นประจุบวกที่หมู่เอมีน (amine, -NH2) บน

คาร์บอนต้าแหน่งที่ 2 ของโครงสร้างไคโตซาน โดยมีรายงานวิจัยก่อนหน้ากล่าวว่าสารละลายไคโต

ซานสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (positive gram) เช่น Staphylococcus, aureus ATCC 

25923, S. aureus ATCC 43300, Bacillus subtilis และ Bacillus cereus เป็นต้น และแกรมลบ 

(negative gram)  เช่น Escherichia coli, ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, Prevotella 

melaninogenica และ Bacteroides fragilis [9-12] โดยถ้าเป็นแบคทีเรียแกรมบวก สารละลายไค

โตซานสามารถสร้างฟิล์มล้อมเซลล์แบคทีเรียไว้ ป้องกันสารอาหารเข้าไปสู่เซลล์แบคทีเรีย ในที่สุด

แบคทีเรียขาดอาหารตาย ถ้าหากเป็นแบคทีเรียแกรมลบสารละลายไคโตซานซึ่งมีขั้วที่ตรงข้ามกับผนัง

เซลล์แบคทีเรีย ดังนั้นเมื่อสารละลายไคโตซานเข้าไปล้อมรอบเซลล์แบคทีเรียด้วยความมีขั้วที่ตรงข้าม

กัน  ส่งผลให้ผนังเซลล์ถูกท้าลายและสารลายไคโตซานบางส่วนเข้าไปในเซลล์แบคทีเรีย รบกวนระบบ

เผาผลาญอาหาร (metabolism) ส่งผลให้เซลล์แบคทีเรียตายในที่สุด [9]  

 ในปัจจุบันอุตสาหกรรมส่งออกกุ้งสดของไทย ประสบปัญหาการปนเปื้อนของเชื้อวิบริโอ 

คอเลรา (vibrio cholera) ที่ฝังตัวอยู่ในเปลือกของตัวกุ้ง ซึ่งเป็นสาเหตุที่ก่อให้เกิดปัญหาโรคทางเดิน

อาหาร [13] ซึ่งในปัจจุบันมีการแก้ปัญหาโดยการใช้คลอรีนหรือกรดที่ความเข้มข้นสูง เพ่ือยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อวิบริโอ คอเลรา แต่ผลเสียที่ตามมาคือท้าให้เนื้อกุ้งสดเปื่อยยุ่ย ไม่คงตัว ท้าให้ไม่

เป็นที่พอใจของผู้บริโภค จากรายงานการวิจัยของ Benhadiles และคณะ ได้ศึกษาการยับยั้งเชื้อวิบริ

โอ คอเลรา ของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลไคโตซานแตกต่างกัน พบว่าที่น้้าหนักโมเลกุลสูง (Mw 4.6 x 

104 ดาลตัน) และที่น้้าหนักโมเลกุลต่้า ( Mw 5.0 x 103 ดาลตัน) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยมวล

ต่อปริมาตร  มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คอเลราได้ แต่ที่น้้าหนักโมเลกุลต่้ามีประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ได้ถึงร้อยละ 90 หลังจากเวลาผ่านไป 1.5 
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ชั่วโมง ในขณะที่ไคโตซานที่น้้าโมเลกุลสูงจะสามารถยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ได้เพียงร้อยละ 63 ใน

ระยะเวลาเท่ากัน [14] 

 ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะพัฒนาวิธีการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานให้เป็นไคโตซานสายสั้น 

(chitooligsacharides)  เพ่ิมประสิทธิภาพในการละลายในสารละลายที่ค่าความเป็นกรดด่างค่อนข้าง

ที่เป็นกลางหรือในน้้าได้ (ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 – 6.5) เพ่ือลดการใช้สารเคมีและลดค่าใช้จ่าย  

จากนั้นน้าไคโตซานที่ได้มายับยั้งเชื้อการเจริญเติบโตของเชื้อวิบริโอ คอเลรา โดยน้าไปใช้ใน

กระบวนการท้าความสะอาดกุ้งสด ของสายการผลิตกุ้งสดแช่แข็งเพ่ือการส่งออก โดยเป็นแนวทางใน

การน้าใช้ในอุตสาหกรรมกุ้งสดแช่แข็งต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.2.1 เพ่ือศึกษาผลความร้อนต่อน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานและศึกษาลักษณะสมบัติ

ของไคโตซานที่ผ่านกระบวนการดังกล่าว 

1.2.2 เพ่ือศึกษาผลของไคโตซานที่มีผ่านการให้ความร้อนในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คอเลรา 

(vibrio cholerae) 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย  

 1.3.1 ศึกษาการลดขนาดโมเลกุลของไคโตซานจากเปลือกกุ้ งที่น้้าหนักโมเลกุลเริ่มต้น 106 

และ 105 ดาลตัน ในช่วงร้อยละของการจ้ากัดหมู่อะซิติล มากกว่าร้อยละ 90 ที่จ้าหน่ายเชิงพาณิชย์ 

โดยใช้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที ที่ความดัน 0.1    เมกะ

ปาสคาล ในกรดอะซิติก และเพ่ิมจ้านวนรอบในการให้ความร้อนเป็นจ้านวนรอบเป็น 1, 2, 4 และ 6 

รอบ ที่ความเข้มข้นของไคโตซานร้อยละ 1.0 โดยน้้าหนัก 

 1.3.2 ศึกษาสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไคโตซานที่ผ่านกระบวนการทางความร้อน  

 ร้อยละการได้กลับ 

 การเปลี่ยนแปลงสี โดยใช้เทคนิค L*, a*, b* 

 การเปลี่ยนแปลงของหมู่ฟังก์ชันของไคโตซานด้วย เทคนิค Fourier Transform 

Infrared (FTIR) Spectroscopy ได้แก่หมู่ฟังก์ชัน ไฮดรอกซิล, เอไมด์และพันธะ

ไกลโคซิด (C-O-C bridge) เป็นต้น  
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 ร้อยละการเกิดปฏิกิริยาการก้าจัดหมู่อะซิติล (% Degree of Deacetylation, % 

DD) 

 น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานโดยเทคนิคการวัดความหนืด และเทคนิคเจลเพอร์มีเอ

ชันโครมาโตกราฟี (Gel Permeation Chromatography ; GPC) 

 การละลายของไคโตซานในช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 - 6.0 

 ค่าศักย์เซต้า (Zeta Potential) ของสารละลายไคโตซานในสารละลายอะซิเตท 

บัฟเฟอร์ พีเอช 5.5 ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

1.3.3 ทดสอบผลของน้้าหนักโมเลกุล และความเข้มข้นที่ใช้ที่มีต่อการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

vibrio cholera ในห้องปฏิบัติการและในกุ้งสดที่ติดเชื้อโดยศึกษาลักษณะกายภาพ

ของเนื้อกุ้งเมื่อผ่านการแช่สารละลายไคโตซาน 

1.3.4 สรุปและวิเคราะห์ผลการทดลอง และแนวทางการใช้ ไคโตซานในกระบวนการผลิต

อาหารทะเลแช่แข็ง 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 ไคโตซาน (Chitosan) 
 ไคโตซานเป็นสารจ้าพวกพอลิแซ็กคาร์ไรด์ (polysaccharide) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Poly 

(1, 4-2-amino-2-deoxy-ß-D-glucosamine)  ไคโตซานเป็นอนุพันธ์ของไคติน ที่ถูกก้าจัดหมู่อะ

ซิติลออกจาก ต้าแหน่งเอ็น-แอซิติล-ดี-กลูโคซามีน (N-acetyl-D-glucosamine) และกลายเป็น

กลูโคซามีน (Glucosamine) แสดงดังรูปที่ 2.1  วัตถุดิบในการสกัดไคโตซานมาจากผนังเซลล์

ของเชื้อจุลินทรีย์ เช่น เห็ด รา รวมทั้งเปลือกของแมลงและสัตว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลังประเภทมีข้อ

และปล้อง อาทิ กุ้ง ปูและแกนปลาหมึก (squid pen) เนื่องจากแหล่งวัตถุดิบที่หลากหลาย จึง

ส่งผลให้เกิดความแตกต่างทางโครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน โครงสร้างที่ท้ามาจากกระดอง

ปลาหมึก (squid pen) เป็นโครงสร้างแบบเบต้า (-form) มีลักษณะการจัดเรียงตัวแบบขนาน 

(parallel) ซึ่งมีแรงยึดเหนี่ยวภายในโมเลกุลที่อ่อน จึงส่งผลให้เกิดการย่อยสลายได้ง่ายกว่า

โครงสร้างที่เป็น แบบอัลฟา (-form) เนื่องจากเป็นโครงสร้างแบบไม่ขนาน (anti-parallel) จึง

มีแรงยึดเหนี่ยวภายในโมเลกุลสูง ดังรูปที่ 2.2 เป็นโครงสร้างที่พบมากในไคโตซานที่สกัดมาจาก

เปลือกกุ้ง ปู [15]  

 
ไคติน  

 

 
ไคโตซาน [16] 

รูปที่ 2.1 โครงสร้างทางเคมีของไคตินและไคโตซาน 

Glucosamine 
N-acetyled glucosamine 
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โครงสร้างแบ่งตามลักษณะการเรียงตัวของเส้นใยของไคโตซานได้ 2 กลุ่ม [17] คือ 

 โครงสร้างแบบอัลฟา (alpha form) เป็นโครงสร้างที่มีการเรียงตัวของสายโซ่โมเลกุลใน

ลักษณะสวนทางกันและเกี่ยวพันกันระหว่างระนาบที่พันธะไฮโดรเจน (inter-sheet hydrogen 

bonds) ของโครงสร้างไคไตซาน ดังรูปที่ 2.2 จึงมีความแข็งแรงสูง ได้แก่ ไคตินและไคโตซานจาก

เปลือกกุ้ง และกระดองปู เป็นต้น 

 โครงสร้างแบบเบต้า (beta form) เป็นโครงสร้างที่มีการเรียงตัวของสายโซ่โมเลกุลใน

ทิศทางเดียวกัน ไม่มีการเกี่ยวพันระหว่างระนาบจึงมีความแข็งแรงต่้า และมีความไวต่อปฏิกิริยาเคมี

มากกว่าโครงสร้างแบบอัลฟา ได้แก่ ไคตินและไคโตซานจากแกนปลาหมึก เป็นต้น 

 

 

รูปที่ 2.2 แสดงการจัดเรียงของโครงสร้างเส้นใยของไคโตซาน (a) แบบอัลฟา (alpha from) และ (b) 
แบบเบต้า (beta from) 
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องค์ประกอบหลักในโครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน (รูปที่ 2.1) มีอยู่ 2 ส่วนคือ 

1. กลูโคซามีน (Glucosamine) 

2.  เอ็น-แอซิติลกลูโคซามีน (N-acetyled glucosamine) 

 ไคโตซานเกิดจากการเรียงต่อกันเป็นสายของทั้งสองส่วนหลัก และเชื่อมด้วยพันธะ 1- 4 -

ไกลโคซิดิก โดยปกติแล้วไคโตซานมีส่วนผสมของทั้งน้้าตาลเอ็น -แอซิติลกลูโคซามีนและกลูโคซามีน 

อยู่ในสายพอลิเมอร์เดียวกัน ซึ่งระดับค่าการก้าจัดหมู่อะซิติล (Degree of deacetylation, DD) ซึ่ง

ผลต่อสมบัติของไคโตซาน นอกจากนี้น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถึงความยาวของสายไคโตซาน 

ซึ่งมีผลต่อความหนืด และความสามารถในการละลายในสารละลายที่ค่าพีเอช (pH) แตกต่างกัน ไคโต

ซานสามารถละลายได้ดีในกรดอินทรีย์เจือจางที่ค่าพีเอชต่้ากว่า 6.0  เนื่องจากที่ค่าพีเอชต่้า หมู่เอมีน

(-NH2) ในโครงสร้างของไคโตซานสามารถรับโปรตอน (Protonated) ส่งผลให้สายโซ่ของไคโตซาน

แสดงประจุบวกดังนั้นถ้าน้าไคโตซานละลายที่ค่าพีเอชสูงเกิน 6.0 หมู่เอมีนในโครงสร้างของไคโตซาน

จะเกิดการสูญเสียโปรตอน (Deprotonated) ซึ่งส่งผลให้ความสามารถในการละลายลดลง โดย

ปริมาณของหมู่เอมีนที่สูงแสดงว่ามีค่าร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่สูง  กรดอินทรีย์ที่ละลายไคโตซาน

ได้ เช่น กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก กรดแลกติก กรดไฮโดรคลอริก เป็นต้น แต่ไคโตซานไม่ละลายใน

กรดฟูริก กรดฟอสโฟริก ไดเมทิลฟอมาไมด์ (dimethylformamide) และ ไดเมทิลซัลฟอไซด์ 

(dimethyl sulfoxide) [17]  

 2.1.1 กระบวนการเตรียมไคโตซาน 

  1. การแยกไคติน (Isolation of chitin) 

 การสกัดไคตินจากเปลือกของสัตว์ เช่น เปลือกกุ้ง กระดองปู  เป็นต้น สามารถสกัดได้ไคติน 

(ร้อยละ 20 - 30) โปรตีน (ร้อยละ 30- 40) และเกลือของพวกสารอนินทรีย์ ซึ่งส่วนมากเป็น 

แคลเซียมคาร์บอเนต หรือ ฟอสเฟส (ร้อยละ 30 - 40) และลิปิด (ร้อยละ 0 -14) โดยปริมาณของไค

ตินทีส่กัดได้นั้นเปลี่ยนแปลงตามแหล่งที่มาของวัตถุดิบ และฤดูกาล [18, 19] โดยแผนผังขั้นตอนการ

แยกไคตินแสดงดังรูปที่ 2.3  
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รูปที่ 2.3 กระบวนการเตรียมไคโตซาน  
[18] 

 

     1.1 การก าจัดโปรตีน (deproteinization)  โดยน้าวัตถุดิบ เช่น เปลือกกุ้ง หรือ

กระดองปู เป็นต้น มาท้าการต้มด้วยด่าง เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ โซเดียมไบคาร์บอเนต หรือโซเดียม

คาร์บอเนต     เป็นต้น ที่อุณหภูมิสูง (65 -100 องศาเซลเซียส) [20] จากนั้นทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 0.5 

- 2 ชั่วโมง และปรับพีเอชให้ต่้าเพ่ือได้ตะกอนของโปรตีน หากสกัดที่อุณหภูมิสูงหรือระยะเวลานาน

เกินไปอาจส่งผลให้เกิดการตัดของสายโซ่ได้ นอกจากนี้ได้มีการพัฒนากระบวนการสกัดไคตินด้วยการ

ใช้เอนไซม์แอลคาเลส (Alcalase) ในการย่อยสลายโปรตีน ซึ่งเป็นกระบวนทางชีวภาพ ใช้สารเคมี

ปริมาณต่้า และลดการสลายตัวของไคติน [21]  

  1.2 การก าจัดแร่ธาต ุ (demineralization) ขั้นตอนการก้าจัดสารอนินทรีย์ที่อยู่

ในรูปของเกลือ ซึ่งส่วนใหญ่คือ แคลเซียมคาร์บอเนต (calcium carbonate) หรือ แคลเซียมฟอสเฟส 

(calcium phosphate) ส่วนใหญ่ใช้กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid, HCL) แต่อาจใช้กรด
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ซัลฟิวริก (sulfuric acid, H2SO4) หรือกรดอะซิติก (acetic acid, CH3COOH) แทนได้ ซึ่งท้าการ

ก้าจัดที่อุณหภูมิห้อง และสมการการเกิดปฏิกิริยาที่ใช้กรดไฮโดรคลอริก ตามสมการที่ (2.1)  

     CaCO3+ 2HCl  CO2 + CaCl2 + H2O                  (2.1) 

ความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอริก และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยานั้นต้องค้านึงถึงชนิด

ของวัตถุดิบที่ใช้ และถ้าหากใช้อุณหภูมิที่สูงเกินไปอาจส่งผลให้เกิดการสลายตัวทางความร้อนได้ [22]  

 1.3 การก าจัดสีของไคติน (decolouration) เม็ดสี (pigment) นั้นมาจากเปลือก

ของสัตว์ โดยเม็ดสีที่พบส่วนมากเป็น astaxanthin, cantaxanthin, astacene, lutein และ β–

carotene เป็นต้น ซึ่งตัวท้าละลายที่สามารถก้าจัดเม็ดสีเหล่านี้ ได้แก่ อะซิโตน (acetone), 

คลอโรฟอร์ม (chloroform), อีเทอร์ (ether), เอทานอล หรือ ใช้เป็นตัวท้าละลายผสม เป็นต้น [19] 

เม็ดสีอาจถูกก้าจัดโดยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) โดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ [23]   

  2. การเตรียมไคโตซาน (Preparation of chitosan) 

 ไคตินที่สกัดได้ถูกน้ามาผ่านปฏิกิริยาดีอะซิติเลชันเพ่ือก้าจัดหมู่อะซิล ซึ่งเป็นการท้าปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส (Hydrolysis reaction) ที่กลุ่มอะซิตาไมด์ (acetamide groups, -COCH3) โดยการใช้

ด่าง เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) หรือ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) ความเข้มข้นสูง ใช้

อุณหภูมิสูงกว่า 100 องศาเซลเซียส แต่ความเข้มข้นและสภาวะในการท้าปฏิกิริยาที่เหมาะสม นั้น

ขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบ และความต้องการปริมาณการก้าจัดกลุ่มอะซิตาไมด์ หรือ การก้าจัดหมู่อะซิ

ติลมากน้อยเพียงใด [24]  

 

2.2. การวิเคราะห์การเกิดปฏิกิริยาก าจัดหมู่อะซิติล (Determination of the degree of 
deacetylation) ของไคตินและไคโตซาน 

ปริมาณอะซิติเลชัน (Degree of acetylation, DA) แสดงถึงปริมาณของหมู่อะซิติล ใน

น้้าตาลเอ็น-แอซิติลกลูโคซามีนของไคตินและไคโตซานซึ่งแสดงผลเป็นร้อยละของ DA ส่วนการก้าจดั

หรือลดหมู่อะซิติลอยู่บนโมเลกุลของไคตินเพื่อให้กลายเป็นไคโตซาน เป็นการเพ่ิมข้ึนของหมู่เอมีน ซ่ึง

จะแสดงผลเป็นร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติล โดยร้อยละของการมีอยู่ของหมู่อะซิติล (% DA) กับร้อย

ละของก้าจัดหมู่อะซิติล (% DD) มีความสัมพันธ์ตามสมการที่ (2.2) 

      % DD = 100 - % DA       (2.2)  
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ถ้าร้อยละของหมู่อะซิติลน้อยกว่าร้อยละ 50 [11] ไคโตซานจะสามารถละลายในกรดอินทรีย์หรือใน
สารละลายที่พีเอชเป็นกลาง นั้นคือเมื่อมีหมู่เอมีนในโครงสร้างของไคโตซานเพ่ิมขึ้น จะส่งผลให้
ความสามารถในการรับโปรตอนจากสารละลายเพ่ิมขึ้นซึ่งช่วยในการละลายดีขึ้น โดยทั่วไปไคโตซาน
สามารถละลายได้ดีในสารละลายที่พีเอชต่้าหรือในกรดอินทรีย์ เช่น กรดอะซิติก กรดแลคติก และกรด
อินทรีย์อื่นๆ ซึ่งโดยธรรมชาติแล้ว ไคโตซานไม่สามารถละลายน้้าหรือในสารละลายที่มีพีเอชเป็นกลาง
ถึงสูงได้ [19] และในงานวิจัยนี้ได้ท้าการวิเคราะห์ร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลของไคโตซานด้วย
เทคนิคอินฟราเรด (infrared spectroscopy, IR) 
 

2.2.1   การวิเคราะห์การก าจัดอะซิติล (Degree of Deacetylation) ของไคโตซานด้วยเทคนิค

อินฟราเรด (infrared spectroscopy, IR)  

 เนื่องจากไคตินและไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ผสม (copolymer) จะแสดงความเป็นไคตินเมื่อมี

หมู่อะซิติลอยู่มาก แต่จะแสดงความเป็นไคโตซานเมื่อหมู่อะซิติลที่น้อย โดยสามารถดูปริมาณหมู่อะซิ

ติลได้จากร้อยละของหมู่อะซิติล ซึ่งค่าร้อยละหมู่อะซิติลตรงข้ามกับค่าร้อยละของการก้าจัดหมู่อะซิติล    

การวิเคราะห์ปริมาณของเอ็น-อะซิติลกลูโคซามีนในไคโตซาน ด้วยเทคนิคอินฟราเรด โดยใช้หลักการ

ดูดกลืนแสงที่เลขคลื่น (Wave Number)  ที่เหมาะสม โดยอยู่ในช่วง 4000 – 400 เซนติเมตร-1  ซึ่งมี

ตารางที่ 2.1 แสดงช่วงการดูดกลืนที่หมู่ฟังก์ชันหลักของโครงสร้างทางเคมีของไคโตซานและรูปที่ 2.4 

[25] 
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ตารางท่ี 2. 1 ช่วงการดูดกลืนที่หมู่ฟังก์ชันหลักของไคโตซาน  
ต าแหน่งการดูดกลืน (Absorption band) เลขคลืน่ (Wave Number) (เซนติเมตร-1) 

O-H stretching 

C-H stretching 

N-H bending of NH2 

Amide I (C=O stretching) 

Amide II (N-H bending) 

CH2 bending 

Amide III 

C-O stretching 

C-O stretching of glycoside linkage 

Glycoside linkage/C-O-C bridge  

3450 

2870 

1620 – 1630 

1655 

1560 

1420 

1320 

1030 1070 

897 

1160 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2. 4 ค่าการดูดกลืนของหมู่ฟังก์ชันหลักของไคโตซานที่วิเคราะห์โดยใช้เทคนิค FTIR 
 

 

 

 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
เลขคลื่น (เซนติเมตร-1 ) 

-OH, 3450 cm
-1
 

-CH
2
OH, 2920 cm

-1
 

Amide I, 1655 cm
-1
 

Amide II, 1560 cm
-1
 

Amide III, 1320 cm
-1
 C-O stretching of 

glycoside linkage 

,879 cm
-1
 

-CH
2
-bending 1420 

cm
-1
 



 

 

12 

จากนั้นจึงวิเคราะห์ผลเป็นอัตราส่วนเทียบระหว่าง ค่าการดูดกลืนที่เลขคลื่นต่างๆ สัดส่วน 

A1655/A3450 ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณหมู่อะซิติล โดยการดูดกลืนที่ต้าแหน่งเลขคลื่น 1655 

เซนติเมตร-1 แสดงถึงการดูดกลืนของหมู่ฟังก์ชันเอไมด์หนึ่ง (amide-I) ซึ่งเป็นโครงสร้างหลักของไคติน

ที่หมู่เอ็น-แอซิติลกลูโคซามีน ส่วนการดูดกลืนที่ต้าแหน่งเลขคลื่น 3450 เซนติเมตร-1 เป็นต้าแหน่งไฮ

ดรอกซิล (O-H stretching) ซึ่งเป็นโครงสร้างหลักของไคโตซาน ซึ่งใช้สมการที่ (2.3)  

                        DA (%) = (A1655/A3450) x 100/1.33                                      (2.3) 

จากสมการ หากค่า A1655/A3450 เท่ากับ 1.33 แสดงความเป็นไคตินทั้งหมด แต่ถ้าค่า A1655/A3450 

เท่ากับศูนย์ แสดงความเป็นไคโตซานทั้งหมด ถ้าหากไคโตซานมีความชื้นสูงอาจส่งผลต่อการดูดกลืนที่

ต้าแหน่งไฮดรอซิล (O-H stretching) ดังนั้นจึงต้องค้านวณหา ร้อยละของการมีอยู่ของอะซิติลใน

โครงสร้างไคโตซาน โดยใช้อัตราส่วนของ  A1320/A1420 ตามสมการที่ (2.4) โดยเป็นการดูดกลืนแสงที่

ต้าแหน่งเลขคลื่น 1320 เซนติเมตร-1  ของเอไมด์สาม (amide-III) และการดูดกลืนแสงที่ต้าแหน่งของ

เมทิล (CH2 – bending) ที่เลขคลื่น 1420 เซนติเมตร-1    

                                A1320/A1420 = 0.3822 + 0.03133DA                          (2.4) 

2.3 การค านวณหาน  าหนักโมเลกุลของไคโตซาน (Determination molecular weight of 
chitosan) 

 2.3.1 การวัดความหนืด (Viscosimetry) 

        ความหนืดเป็นสมบัติของของไหล เกิดจากโมเลกุลของของไหลเคลื่อนที่ผ่านกัน ซึ่งเกิด

แรงต้านทานการไหลระหว่างชั้น (layer) ภายในของเหลว ความหนืดบ่งบอกถึงแรงเสียดทานภายใน

ของเหลวนั้น ปัจจัยที่ส่งผลต่อค่าแรงเสียดทานระหว่างชั้นของของไหล ได้แก่ แรงดึงดูดระหว่าง

โมเลกุล น้้าหนักโมเลกุล โครงสร้างและรูปร่างของโมเลกุลของของไหลนั้น ตลอดจน อุณหภูมิ ความ

ดัน เป็นต้น การวัดความหนืดของสารพอลิเมอร์ สามารถค้านวณหาค่าน้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ยของสาร

พอลิเมอร์ได้ โดยพิจารณาจากค่าความหนืดสัมบูรณ์ (absolute viscosity) ของของเหลวนั้น แต่

โดยทั่วไปในทางปฏิบัติ นิยมใช้ความหนืดสัมพัทธ์ (relative viscosity, r) ซึ่ง ได้จากการ

เปรียบเทียบกับความหนืด ของของเหลวมาตรฐาน (เช่น น้้าหรือตัวท้าละลายบริสุทธิ์) 
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r = 1/0 = (t)1/(t)0                                      (2.5) 

 เมื่อ ตัวเลข 1 และ 0 หมายถึง สารละลายแต่ละชนิด  

       t คือ เวลาของการไหลของของเหลว 

       คือ ความหนาแน่นของของเหลว    

 เมื่อทราบความหนืดสัมบูรณ์ ()และความหนาแน่นของของเหลวมาตรฐานที่อุณหภูมิที่

ก้าหนดสามารถค้านวณหาความหนืดสัมพัทธ์ของสารนั้นได้จากสมการที่ (2.5) สามารถหาใช้หา

น้้าหนักโมเลกุลของสารละลายพอลิเมอร์ได้ในสภาวะสารละลายเจือจาง (ความเข้มข้นสูงสุดไม่เกิน

ร้อยละ 1 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร) ความหนาแน่นของสารละลายพอลิเมอร์ มีค่าเทียบเท่ากับความ

หนาแน่นของตัวท้าละลาย ตามสมการที่ (2.6) [26]                

              r = 1/0 = (t)1/(t)0                                  (2.6) 

เมื่อ t1 และ t0 คือเวลาการไหลของสารละลายและตัวท้าละลายบริสุทธิ์ตามล้าดับ  

                (1-0)/ 0= r-1=sp                           (2.7) 

sp เป็นความหนืดจ้าเพาะ (specific viscosity) โดยปกติแล้วค่าความหนืดของสารขึ้นอยู่กับความ

เข้มข้น (C) ของสารละลาย จึงเปรียบเทียบค่าความหนืดจ้าเพาะกับความเข้มข้น sp/C และ

ความสัมพันธ์ ระหว่าง sp/C กับความเข้มข้น เรียกว่า สมการของ Huggins ดังสมการที่ (2.8) 

                          sp/C = []+k[]2                                               (2.8) 

และความสัมพันธ์ระหว่าง ln(r)/C กับความเข้มข้นแสดงดังสมการของ Kraemer (2.9)  

                        ln(r)/C = []-k[]2                                             (2.9) 

[] เป็นค่าความหนืดในตัว (intrinsic viscosity) หรือเลขความหนืดจ้ากัด (limiting viscosity 

number) 

k และ k เป็นค่าคงที่ของพอลิเมอร์ในตัวท้าละลายที่ก้าหนดและมีความสัมพันธ์กันคือ  

                                  k+ k = 0.5                                              (2.10) 
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จากสมการ (2.8) และ (2.9) สามารถหาค่าความหนืดในตัวได้จากการสร้างกราฟระหว่าง sp/C และ 

ln(r)/C กับความเข้มข้น โดยใช้สารละลายพอลิเมอร์ในตัวท้าละลายที่มีหลายความเข้มข้น เพ่ือท้า

การหา จุดตัดแกนตั้ง ซึ่งเท่ากับค่า [] ซึ่งเป็นความเจือจางอนันต์ (infinite dilution,C = 0) ซึ่งคือ 

                        sp/C = ln(red)/C = []                                 (2.11) 

ค่าความหนืดในตัวส่งผลต่อน้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ยแบบความหนืด (Mv) ของพอลิเมอร์ดังสมการของ 

Mark-Houwink [27]  

                   [] = K(MV)
a                                              (2.12) 

โดยที่ค่า K และ a เป็นค่าคงที่เฉพาะคู่ของพอลิเมอร์กับตัวท้าละลาย โดยเปลี่ยนแปลงตามอุณหภูมิ 

[26] ในทางปฏิบัติค่า sp  และ r  จะได้มาจากการวัดความหนืดของสารละลายพอลิเมอร์ที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ โดยใช้หลอดแก้วรูปตัวยูส้าหรับวัดความหนืด (Ubbelohde viscometer) ดังรูปที่ 2.5 

 

รูปที่ 2. 5 หลอดแก้วรูปตัวยูส้าหรับวัดความหนืด (Ubbelohde viscometer) 

 2.3.2 เจลเพอร์มีเอชันโครมาโตกราฟี (Gel Permeation Chromatography, GPC) 

        เจลเพอร์มีเอชันโครมาโตกราฟี เป็นเทคนิคการวิเคราะห์น้้าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์

โดยใช้หลักการเม่ือน้้าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ที่แตกต่างกันเมื่ออยู่ในสารละลาย จะเกิดการพองตัว

ของสายโซ่อิสระ (random coil) ที่ส่งผลต่อขนาดที่ต่างกัน ปริมาณไฮโดรไดนามิก (hydrodynamic 

volume) ที่เกิดจากการพองตัวของพอลิเมอร์แปรผันตามน้้าหนักโมเลกุล และเมื่อสารละลายพอลิ

เมอร์ไหลผ่านคอลัมน์ที่ภายในบรรจุสารที่มีลักษณะเป็นรูพรุน เช่น เม็ดอนุภาคเชื่อมขวาง (Crosslink) 
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ของพอลิสไตรีนที่มีรูพรุน พบว่าพอลิเมอร์ที่มีขนาดของสายโซ่อิสระหรือปริมาณไฮโดรไดนามิกต่างกัน 

จะใช้เวลาในการเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์และไหลออกจากคอลัมน์ในเวลาที่ไม่เท่ากัน โดยพอลิเมอร์ที่มี

ขนาดใหญ่จะออกมาได้เร็วกว่า เนื่องจากไม่สามารถแทรกเข้าไปตามรูพรุนของสารที่ บรรจุอยู่ใน

คอลัมน์ได้ ในขณะที่พอลิเมอร์ที่มีขนาดเล็กกว่าจะไหลผ่านออกจากคอลัมน์ได้ช้ากว่า เนื่องจาก

โมเลกุลมีขนาดเล็กพอที่สามารถแทรกเข้าไปในรูพรุนสารที่บรรจุอยู่ในคอลัมน์ได้จึงใช้เวลานานกว่า 

สรุปได้ว่าเทคนิคจีพีซี เป็นเทคนิคที่แยกพอลิเมอร์ตามขนาด ดังนั้นจึงอาจเรียกชื่อเทคนิคนี้ว่า “Size 

Exclusion Chromatography (SEC)” สารละลายพอลิเมอร์ที่ไหลออกจากคอลัมน์ในช่วงเวลาต่าง ๆ 

กัน จึงมีน้้าหนักโมเลกุลไม่เท่ากัน ซึ่งเมื่อท้าการวัดปริมาณของสารละลายพอลิเมอร์ที่ไหลออกที่

ช่วงเวลาต่าง ๆ กันโดยใช้เครื่องตรวจวัด (detector) ชนิดต่าง ๆ เช่นตัวตรวจวัดด้วยยูวี (UV 

detector) หรือตัวตรวจวัดแบบดัชนีสะท้อนแสง (Reflective Index detector, RI)  และสามารถ

เขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณของสาร (Retention volume) กับเวลาที่ไหลออกจาก

คอลัมน์ (retention time) ซึ่งกราฟดังกล่าวจะเรียกว่า “จีพีซี โครมาโตแกรม   (GPC 

chromatogram)”  และมีลักษณะดังรูปที่ 2.6 

 

รูปที่ 2. 6 ตัวอย่างของ GPC โครมาโตแกรมที่เกิดจากการไหลผ่านคอลัมน์ของพอลิเมอร์ที่มีขนาด
ต่างๆ ภายใต้อัตราการไหล (F) โดยมีแกนนอน (x-axis) เป็น retention time (TRt) 

[26] 
 
ในบางกรณีค่าเวลา retention time ในจีพีซี โครมาโตแกรม (GPC chromatogram) สามารถแทน

ด้วย retention volume ได้ ซึ่งค่าทั้งสองสามารถเทียบกลับไปมาได้ดังสมการ (2.13) 
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                                            𝑇𝑅𝑡 =
𝑉𝑅𝑡

𝐹
             (2.13) 

 

เมื่อ  TRt   คือ เวลาของสารละลายที่ไหลผ่านคอลัมน์  (Retention Time)   หน่วยวินาที 

      VRt คือ ปริมาณของสารละลายที่ไหลผ่านคอลัมน์ (Retention Volume) หน่วยมิลลิลิตร 

      F   คือ อัตราการไหลของสารละลายที่ไหลผ่านคอลัมน์   หน่วยมิลลิลิตรต่อวินาที 

โดยปกติแล้วอัตราการไหลที่ใช้อยู่ที่ประมาณ 1 มิลลิลิตรต่อวินาที นอกจากนั้นสังเกตเห็นได้ว่าจีพีซี 

โครมาโตแกรม   (GPC Chromatogram) ทีไ่ด้อาจไม่มีลักษณะเป็นพีคเดี่ยวๆ ซึ่งขึ้นอยู่กับว่าสารพอลิ

เมอร์ตัวอย่างที่วิเคราะห์นั้นมีความกว้างของการกระจายตัวน้้าหนักโมเลกุลหรือมีค่า polydispersity 

Index (PDI) มากน้อยเพียงใด การวิเคราะห์ผลข้อมูลดิบที่ได้จากเครื่องตรวจวัดของเครื่องจีพีซี คือ

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างเวลาของไหลที่ผ่านคอลัมน์กับปริมาณสารหรือความเข้มข้นของสัญญาณที่

ไหลผ่านคอลัมน์ ซึ่งจากกราฟดังกล่าวอาจมีการเปลี่ยนแปลงเวลาการไหลของสารไปเป็นปริมาณสาร

ที่ไหลผ่านคอลัมน์ โดยใช้ค่าอัตราการไหลมาค้านวณ หลังจากนั้นการเปลี่ยนปริมาณสารที่ไหลผ่าน

คอลัมน์ เป็นน้้าหนักโมเลกุลโดยอาศัยกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ซึ่งเป็นกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่าง น้้าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์มาตรฐาน กับค่าปริมาณของสารที่ไหลผ่าน

คอลัมน์ (Retention volume) ในสภาวะเดียวกัน สารมาตรฐานที่ใช้ได้มาจากการผู้ผลิตที่ท้าการ

สังเคราะห์พอลิเมอร์ที่มีน้้าหนักโมเลกุลที่แน่นอนและมี PDI เท่ากับ 1 ดังนั้นจึงมักเรียกวิธีการเทียบ

มาตรฐานแบบนี้ว่า “Narrow Molecular Weight Calibration” ซึ่งควรเลือกสารมาตรฐานที่เป็นพอ

ลิเมอร์ชนิดเดียวกันกับสารตัวอย่างที่จะวิเคราะห์ แต่ในบางครั้งสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์อาจไม่

ตรงกับสารมาตรฐานที่ผู้ผลิตท้าออกขายได้ ในกรณีหลังนี้อาจมีปัญหาเนื่องจาก เมื่อท้าการเทียบ

มาตรฐานแล้ว อาจเกิดความคลาดเคลื่อนได้เนื่องจากสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ซึ่งอาจมีน้้าหนัก

โมเลกุลเท่ากันกับสารมาตรฐาน อาจมีขนาดของสายโซ่อิสระหรือปริมาณไฮโดรไดนามิกที่ต่างไปจาก

สารมาตรฐานได้ ซึ่งเมื่อท้าการทดลองแล้วได้ค่าเวลาของสารที่ไหลผ่านคอลัมน์ ที่ต่างกันและเมื่อ

น้าเอาค่าที่ได้ของสารตัวอย่างไปเทียบกับกราฟมาตรฐานที่สร้างจากสารมาตรฐานที่เป็นพอลิเมอร์ต่าง

ชนิด ส่งผลให้น้้าหนักโมเลกุลที่แตกต่างกันออกไป [26] 
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2.4 การลดน  าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 
 ไคโตซานเป็นสารที่สังเคราะห์ได้จากธรรมชาติที่ไม่เป็นพิษ จึงได้มีการน้าไปใช้เป็นวัสดุทาง

การแพทย์ อาหาร และเครื่องส้าอาง แต่ไคโตซานน้าหนักโมเลกุลสูง (Mw  106 ดาลตัน ขึ้นไป) มี

ข้อจ้ากัดในด้านการละลาย และมีค่าร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่ต่้า [28] จึงส่งผลให้ต้องละลายไคโต

ซานในสารละลายที่มีค่าความเป็นกรดด่างค่อนข้างต่้า โดยทั่วไปไคโตซานที่จ้าหน่ายทางการค้านั้นจะ

มีค่าร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลอยู่ในช่วงร้อยละ 50 – 90 [28] โดยงานวิจัยก่อนหน้า พบว่าที่

น้้าหนักโมเลกุล 103 – 104 ดาลตัน สามารถละลายได้ที่ค่าพีเอชเป็นกลางเข้าใกล้ 7.0 [29] ดังนั้นจึงมี

ความต้องการที่จะลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน ให้กลายเป็นไคโตซานโมเลกุลสายสั้น เพ่ือเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการละลายในสภาวะที่พีเอชใกล้ความเป็นกลางยิ่งขึ้น รูปที่ 2.7 แสดงขั้นตอนการลด

น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน (depolymerization)  ให้เป็นไคโตซานสายสั้น (chitooligomer) ด้วย

กระบวนการเกิดไฮโดรไลซิส มีด้วยกันหลายวิธี เช่น ทางเคมี ทางเคมีร่วมกับความร้อน และการใช้

เอนไซม์ เป็นต้น [11] 

 
 

รูปที่ 2.7 ขั้นตอนการผลิตไคโตซานสายสั้น 
[30] 
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 2.4.1 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสทางเคมี (Chemical hydrolysis) และปฏิกิริยา

ไฮโดรไรซิสทางเคมีรวมกับความร้อน 

 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสทางเคมี เกิดในสภาวะที่เป็นกรด ด่าง หรือออกซิเดชัน กรดที่ใช้ในการ
เกิดไฮโดรไลซิสส่วนมากเป็น กรดไฮโดรคลอริก กรดไนตริก กรดฟอสฟอริก  ดังรูปที่ 2.8 และ 2.9 
เป็นต้น [12] 
 

 
รูปที่ 2.8 การเกิดไฮโดรไลซิสโดยการใช้กรดไนตริก 

 [11] 
 

 
รูปที่ 2.9 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยการใช้กรดอินทรีย์  

[11] 
 

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเพ่ือลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานโดยใช้โซเดียมไนไตรต์ (NaNO2) ท้า
ให้ไคโตซานมีน้้าหนักโมเลกุลที่สั้นลงโดยที่โครงสร้างของไคโตซานไม่เปลี่ยนแปลง ซึ่งการใช้กรด
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รุนแรงอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของไคโตซานได้ [11] เช่น การใช้กรดคลอโร
ซัลฟอนิก ท้าให้โครงสร้างเปลี่ยนไปดังรูปที่ 2.10 

 
รูปที่ 2. 10 โครงสร้างของไคโตซานหลังจากท้าปฏิกิริยากับกรดคลอโรซัลฟอนิก 

 [11] 
 

ถ้ามีการปรับสภาวะโดยให้ความร้อนร่วมกับการเกิดปฏิกิริยาเกิดไฮโดรไลซิสทางเคมี ซึ่งช่วยลด
ปริมาณความเข้มข้นของกรดที่ใช้  H.K. No และคณะ (2001) [29] ได้ศึกษาระยะเวลาในการให้ความ
ร้อน อุณหภูมิ และตัวท้าละลาย ในการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน พบว่ากรดอะซิตริกความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้้าหนัก เป็นตัวท้าละลายที่เหมาะสมในการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 พีเอสไอ เป็นระยะเวลา 15 นาที และเมื่อปรับเปลี่ยน
ระยะเวลาในการให้ความร้อนเพ่ิมเป็น 30 และ 60 นาที พบว่าสามารถลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโต
ซานได้ถึงร้อยละ 46-51 และ 55-60 ตามล้าดับ และพบว่าอุณหภูมิ ระยะเวลาในการให้ความร้อน 
และชนิดของตัวท้าละลาย ส่งผลต่อการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน จากนั้นคณะผู้วิจัยได้มีการ
เปลี่ยนมาใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ในการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน โดยใช้ความเข้มข้นเป็น
ร้อยละ  0.1 0.25 0.5 และ 1.0 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร พบว่าที่ความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ร้อยละ 1.0 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร สามารถลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานได้ร้อยละ 83 ที่
สภาวะเดียวกับการใช้กรดอะซิตริก จากงานวิจัยของ Feng Tian และคณะ(2004) [7]  ได้
ท้าการศึกษาการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานด้วยการใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยมีการ
ปรับเปลี่ยนความเข้มข้นเริ่มจาก 0.5 ถึง 2.0 โมลาร์ และใช้อุณหภูมิเริ่มจาก 25 ถึง 70 องศา
เซลเซียส  โดยมีระยะเวลาในการทดลองเป็น 1-3 ชั่วโมง เมื่อทดลองพบว่าความเข้มข้นของไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ อุณหภูมิ และรวมถึงระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้น ส่งผลให้มีการลดลงของน้้าหนักโมเลกุลอย่าง
สูง เนื่องจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะแตกตัวให้อนุมูลอิสระของไฮดรอกซิล (Hydroxyl radical : 
OH*) ซึ่งไปท้าปฏิกิริยาตัดสายโซ่ของไคโตซานให้สั้นลงตามปฏิกิริยาที่แสดงดังรูปที่ 2.11 
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H2O2  H+ + HOO- 

H2O2 + HOO-  OH* + H2O + O2
- 

 

 
รูปที่ 2. 11 ปฏิกิริยาของการลดโมเลกุลของไคโตซานด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

 [8] 
 

และมีงานวิจัยที่กล่าวถึงการท้าให้ไคโตซานเกิดการสลายตัวอย่างรวดเร็ว โดยการใช้เทคนิคพลาสมา

ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้สารเคมีที่ต่้า เพราะมีการยิงพลาสมาไปท่ีออกซิเจนและท้าให้ออกซิเจนแตกตัวเป็น

อนุมูลอิสระแล้วไปท้าปฏิกิริยาตัดกับสายโซ่ไคโตซานท้าให้สายโซ่นั้นสั้นลง [8] แต่วิธีพลาสมานี้มี

ข้อจ้ากัดในการน้ามาใช้ในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากมีต้นทุนสูง 
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 2.4.2 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยการใช้เอนไซม์ (Enzymatic hydrolysis)  

            
รูปที่ 2.12 การย่อยสลายโดยการใช้เอนไซม์ร่วมกับกรด  

[11] 
 

 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยการใช้เอนไซม์ (รูปที่ 2.12) เกิดจากการที่จุลินทรีย์สร้าง
เอนไซม์ออกมาย่อยสลายสายโซ่ของไคโตซาน โดยเอนไซม์มีชื่อว่า ไคโตซาเนส (chitosanases) มี
จุลินทรีย์หลายชนิดที่สามารถสร้างได้ เช่น ไคโตซาเนส ที่ผลิตจาก Penicillium islandicum 
สามารถท้าการย่อยสลายไคโตซานที่มีร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลเท่ากับร้อยละ 30  ได้เป็นน้้าตาล
โมเลกุลคู่ เอนไซม์ไคโตซาแนสที่ผลิตได้จาก Bacillus sp. nr 7-M  สามารถย่อยสลายไคโตซานได้
เป็น ไคโตไตรโอส (chitotriose) และ ไคโตเตรตราโอส (chitotetraose) เป็นต้น และไคโตซาน
สามารถย่อยสลายได้ด้วยเชื้อรา  เช่น Aspergillus sp. Y2K ที่สามารถพบได้ตามดิน ซึ่งสามารถผลิต
เอนไซม์ไคโตซาเนสได้ เช่นกัน หรืออาจเป็นเอนไซม์ที่ถูกผลิตจาก  Bacillus cereus NTU-FC-4  
ผลิตโดยการใช้เครื่องปฏิกรณ์แบบเยื่อ (membrane reactor) ได้เป็น ไคโตไตรโอส  (chitotriose) 
ไคโตเตตระโอส (chitotetraose)  ไคโตเพนตระโอส (chitopentaose) และ ไคโตเฮกซะโอส 
(chitohexaose)  นอกจากเอนไซม์ไคโตซาเนสแล้วยังมีเอนไซม์ที่สามารถย่อยไคโตซานได้ เช่น 
ปาเปน (papain) เพปซิน (pepsin) และโพรเนส (pronase) ซึ่งมีผู้วิจัยว่าเอนไซม์ปาเปน สามารถลด
น้้าหนักโมเลกุลไคโตซานได้ถึง 4.1 x 103- 5.6 x 103 ดาลตัน ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 3.5 ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ถึง 5 ชั่วโมง ส่วนเอนไซม์เพปซินสามารถลดน้้าหนักโมเลกุลไคโตซาน
ได้ถึง 4.1 x 105 - 1.0 x 104 ดาลตัน ที่พีเอชเท่ากับ 5.0 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ถึง 
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5 ชั่วโมง [31] และเอนไซม์  โพรเนสสามารถลดน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานได้ถึง 8.5 x 103 - 9.0 x 
103 ดาลตัน ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 3.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังมีเอนไซม์ในกลุ่ม 
เซลลูเลส  (cellulase) เฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) ไลโซซาม (lysozyme) เพกทิเนส  

(pectinase), และ เอลฟา-อะไมเลส  (-amylase)  โดยตารางที่ 2.2 รายงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับ
การลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 
 
ตารางท่ี 2. 2 งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 

งานวิจัย 
กระบวนการลดน  าหนกั
โมเลกุลของไคโตซาน 

ผลของการลดน  าหนกัโมเลกลุ 

Hong Kyoon 
No และคณะ 
(2001) [29] 

ละลายไคโตซานด้วยกรดอะ
ซิติกความเข้มข้นร้อยละ 1.0 
โดยน้้าหนัก จากนั้นน้ามาให้
ความร้อนด้วยหม้อนึ่งความ
ร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 พีเอส
ไอ เป็นระยะเวลา 15-60 
นาที 

ระยะเวลา
ในการให้
ความร้อน 

(นาที) 

น  าหนัก
โมเลกุล
เร่ิมต้น 

(Mw) (ดาล
ตัน) 

น  าหนัก
โมเลกุลลดลง
เหลือ (Mw) 
(ดาลตัน) 

ร้อยละ
การลดลง
น  าหนัก
โมเลกุล
ของไคโต

ซาน 

 
60 

1.60 x 106 6.00 x 105 62.5 

1.10 x 106 4.19 x 105 61.9 

7.89 x 106 3.13 x 105 96.0 

Hong Kyoon 
No และคณะ 
(2001) [29] 

ลดน้้าหนักโมเลกุลโดยการ
ใช้ไฮโดเจนเปอร์ออกไซด์ที่
ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 – 
1.0 โ ดยปริ ม าณ  ผสมกับ
ส า ร ละ ล าย ไ ค โ ต ซ า น ใน
กรดอะซิติกความเข้มร้อยละ 
1.0 โดยน้้าหนัก จากนั้นน้ามา
ให้ความร้ อนด้ วยหม้อนึ่ ง
ความร้อนที่อุณหภูมิ  121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 
พีเอสไอ เป็นระยะเวลา 15 
นาที 

ร้อยละของ
ความ

เข้มขน้ของ 
H2O2 

น  าหนัก
โมเลกุล
เร่ิมต้น 

(MW)  (ดาล
ตัน) 

น  าหนัก
โมเลกุลลดลง
เหลือ  (Mw) 
(ดาลตัน) 

ร้อยละ
การลดลง
น  าหนัก
โมเลกุล
ของไคโต

ซาน 

0.1 

1.10 x 106 

3.39 x 105 69.2 

0.25 2.90 x 105 73.6 

0.5 2.85 x 105 74.1 

1.0 1.94 x 105 82.4 
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ตารางท่ี 2.2 (ต่อ) งานวิจัยที่ศึกษาเก่ียวกับการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 

งานวิจัย 
กระบวนการลดน  าหนกั
โมเลกุลของไคโตซาน 

ผลของการลดน  าหนกัโมเลกลุ 

Feng 
Tian และ

คณะ 
(2004) 

[7] 

ละลายไคโตซานน้้าหนัก 2 กรัม 
ในกรดไฮโดรคลอริกร้อยละ 0.5 
จากนั้นเติมไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ที่ความเข้มข้นในช่วง 
0.5 – 2.0 โมลาร์ โดยให้ความ
ร้อนที่อุณหภูมิ 25 – 70 องศา
เซลเซียส ระยะเวลา 1-4 ช่ัวโมง 

สภาวะที่
เหมาะสม 

น  าหนัก
โมเลกุล
เร่ิมต้น 
(MV)  

(ดาลตัน) 

น  าหนัก
โมเลกุล

ลดลงเหลือ  
(MV) (ดาล

ตัน) 

ร้อยละการ
ลดลง

น  าหนัก
โมเลกุลของ
ไคโตซาน 

ความเข้มข้น
ของ H2O2 

2.0 โมลาร์ ท่ี
อุณหภูมิ 60 º
ซ ระยะเวลา 

4 ชม. 

 
2.17 x 105 

 
1.1 x 104 

 
94.9 

 
 

A.B. 
Vishu 
Kumar 

และ คณะ 
(2004) 
[31] 

เตรียมสารละลายไคโตซาน
ความเข้มข้นร้อยละ 1 ใน
สารละลายกรดอะซิตริกร้อยละ 
1 จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด
ด่างเพื่อให้ เหมาะสมกับการ
ท้ า ง า น ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์ ด้ ว ย
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก
หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความ
เข้มข้น 1 โมลาร์ จากนั้นเติม
เอนไซม์ ในอัตราส่วน 100:1 
w/w โดยเอนไซม์ที่ใช้คือ เป
ปซิน ปาเปน และโพรเนส ที่
อุ ณ ห ภู มิ  27 ºซ  จ า ก นั้ น
ตกตะกอนกลับด้วยโซเดียมไฮ
ดรอกไซม์ นาน 1-5 ช่ังโมง 

ชนิดของ
เอนไซม์ 

น  าหนัก
โมเลกุล
เร่ิมต้น 

(Mw) (ดาล
ตัน) 

น  าหนัก
โมเลกุล

ลดลงเหลือ 
(Mw) (ดาล

ตัน) 

ร้อยละการ
ลดลง

น  าหนัก
โมเลกุลของ
ไคโตซาน 

เปปซิน 
 
 
7.10 x 104 

4.6 x 103 - 
1.0 x 104 85.7 - 93.5 

ปาเปน 
4.1 x 103 - 
5.6 x 103 92.1- 93.5 

โพรเนส 
8.5 x 103 - 
9.5x 103 86.6 - 88.0 
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ตารางท่ี 2.2 (ต่อ) งานวิจัยที่ศึกษาเก่ียวกับการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 

งานวิจัย 
กระบวนการลดน  าหนกัโมเลกลุ

ของไคโตซาน 
ผลของการลดน  าหนกัโมเลกลุ 

I. 
Prasertsung 

และคณะ 
(2012) [32] 

น้าไคโตซานความเข้มข้นร้อยละ 
1 โดยมวลต่อปริมาตรละลาย ใน
กรดอะซิติกความเข้มข้น 1 โม
ลา ร์  ม ากรอ ง  แล้ วน้ า มา ให้
พลาสมา ที่ความถี่ 15 กิโลเฮิร์ท 
ความต่างศักซ์ 1.6 กิโลโวลต์ และ 
2 ไมโครซีเมนต์ ที่อุณหภูมิ 25 – 
30 ºซ นาน 0-300 นาที จากนั้น
น้ากลับไคโตซาน  

ระยะเวลาใน
การให้

พลาสมา 

น  าหนัก
โมเลกุล
เร่ิมต้น 
(MW)  

(ดาลตัน) 

น  าหนัก
โมเลกุล
ลดลง
เหลือ  
(Mw) 

(ดาลตัน) 

ร้อยละการ
ลดลง

น  าหนัก
โมเลกุล
ของไคโต

ซาน 

30 

2.1 × 105 

6.2 × 104 69.5 

60 5.6 × 104 73.3 

180 2.9 × 104 86.2 

300 3.2 ×104 84.8 

Nguyen 
Quoc Hien 
และคณะ 

(2012) [32] 

น้าไคโตซานหนัก 5 กรัมละลาย
ในกรดแลกติกความเข้มข้นร้อย
ละ 3 โดยน้้าหนักต่อปริมาตร 
ปริมาณ 80 มิลลิลิตร จากนั้นเติม
สารละลายไฮโรเจนเปอร์ออกไซด์
ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดย
น้้าหนักต่อปริมาตร และน้ามาให้
รังสีแกรมมา 1.33 kGy ต่อช่ัวโมง 
จนถึง 16 kGyที่อุณหภูมิห้อง 

รังสีแกรมมา 
(kGy) 

น  าหนัก
โมเลกุล
เร่ิมต้น 
(Mw) 

(ดาลตัน) 

น  าหนัก
โมเลกุล
ลดลง
เหลือ 
(Mw) 

(ดาลตัน) 

ร้อยละการ
ลดลง

น  าหนัก
โมเลกุล
ของไคโต

ซาน 

4 
 
 

9.05 x 105 

8.60 x 
104 90.5 

8 
5.60 x 
104 93.8 

16 
2.70 x 
104 97.0 
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2.5 การยับยั งเชื อจุลินทรีย์ของไคโตซาน (Antimicrobial properties)  

 ไคโตซานมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เนื่องจากไคโต

ซานเมื่ออยู่ในสารละลายจะเกิดการรับโปรตอนจากตัวท้าละลาย และท้าให้สายโซ่ของไคโตซานแสดง

ประจุบวก [1] ดังนั้นในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่เป็นแกรมบวก ไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลสูงสามารถ

ก่อตัวเป็นฟิล์มล้อมเซลล์ แล้วจะท้าให้สารอาหารไม่สามารถเข้าไปในเซลล์ของแบคทีเรียได้ เนื่องจาก

ผนังเซลล์เป็นบวกเหมือนกัน จึงให้เซลล์ตาย และเมื่อพิจารณาแบคทีเรียแกรมลบ พบว่าเมื่อน้้าหนัก

โมเลกุลของไคโตซานต่้า ลงสามารถยับยั้งเชื่อแบคทีเรียได้ดี เนื่องจากประจุบวกของไคโตซาน ซึ่งตรง

ข้ามกับผนังเซลล์ของแบคทีเรียและขณะเดียวกันเมื่อโมเลกุลขนาดต่้าสามารถเข้าไปในเซลล์ได้ง่ายเมื่อ

ผนังเซลล์นั้นถูกท้าลาย จึงเข้าไปรบกวนเมตาบอลิซึมของเซลล์แบคทีเรียและท้าเซลล์ตายในที่สุด จึง

สรุปได้ว่ากระบวนการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไคโตซานนั้นมี  2 กระบวนการด้วยกันคือ 

1) ไคโตซานสามารถเกาะตัวเป็นพื้นผิวที่ผนังของเซลล์คล้ายกับเป็นเยื่อพอลิเมอร์ ที่ป้องกันการ

เข้าของสารอาหารเพื่อน้าไปเลี้ยงเซลล์ 

2) ไคโตซานที่ขนาดโมเลกุลเล็กสามารถเข้าไปภายในโมเลกุลของเซลล์ได้และไปรบกวนระบบ

เผาผลาญอาหารของเซลล์และส่งผลให้เซลล์ตายในที่สุด [34] 

  จากงานวิจัยจ้านวนมากซึ่งมีผู้ศึกษาเกี่ยวกับวิธีการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานเพ่ือให้มี

การใช้งานได้หลากหลายมากขึ้น พบว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลต่างกัน มีความสามารถในการยับยั้ง

แบคทีเรียที่แตกต่างกัน และมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได้

แตกต่างกัน โดยมีข้อมูลสรุปดังตารางที่ 2.4 และนอกจากน้้าหนักโมเลกุลแล้วยังมีผลของร้อยละของ

การก้าจัดหมู่อะซิติลด้วย พบว่าไคโตซานที่มีค่าร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลสูงจะมีความสามารถใน

กานยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ดีกว่าไตโคซานท่ีมีร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่ต่้า [35] 
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ตารางท่ี 2. 3 งานวิจัยในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของไคโตซานด้วยน้้าหนักโมเลกุลแตกต่างกัน 
 

งานวิจัย 
ชนิดของแบคทีเรีย 

ร้อยละในการยับยั งเชื อแบคทีเรียของไคโตซาน 

น  าหนักโมเลกุลของไคโตซาน (Mw) (ดาลตัน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
You-Jin 
Jeon และ
คณะ 
(2001) 
[36] 

6.85x105 1.0 x104 5.0 x10 3 1.0 x 103 
Escherichia coli 
KCTC 1682 

 99  0 98  0 62  6 51  7 

 Escherichia coli 
O-157 ATCC 11775 

 99  0 71  3 56  4 60  2 

Salmonella typhi 
KCTC 2424 

 99  0 91  3 88  0 89  0 

Pseudomonas 
aeruginosa KCTC 
1750 

68  3 47  5 35  5 22  8 

แบคทีเรียแกรมบวก     
Streptococcus 
mutans KCTC 3065 

 

100  0 

 

100  0 

 

99  0 

 

99  0 

Micrococcus 
luteus KCTC 10240 

 99  0 70  0 67  3 63  7 

Staphylococcus 
aureus ATCC 
6538P 

100  0 97  0 95  0 93  9 

Staphylococcus 
epidermidis KCTC 
1917 

 99  0 82  0 57  3 23  1 

Bacillus subtilis 
KCTC 1028 

98  2 63  5 60  5 63  7 

 

หมายเหตุ ; ไคโตซานความเขม้ข้นร้อยละ 1 โดยปรมิาตร และบม่กบัเชื้อแบคทีเรียเป็นเวลา 32 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 2.3 (ต่อ) งานวิจัยในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของไคโตซานด้วยน้้าหนักโมเลกุลแตกต่างกัน 

งานวิจัย ชนิดของแบคทีเรีย ร้อยละในการยับยั งเชื อแบคทีเรียของไคโตซาน 

Hong 

Kyoon 

Noและ

คณะ 

(2002) 

[33] 

 

แบคทีเรียแกรมลบ 

Escherichia coli 

น  าหนักโมเลกุลของไคโตซาน (Mw) (กิโลดาลตัน) 

22 10 7.0 4.0 2.0 1.0 

13.6 15.3 30.3 31.0 31.9 32.4 

     Pseudomonas   

fluorescens 12.0 18.3 54.5 30.7 29.9 56.6 

    Salmonella 

typhimurium 
21.8 26.8 29.5 29.3 31.3 39.2 

    Vibrio    

parahaemolyticus 
20.7 28.9 30.8 28.0 34.6 27.3 

แบคทีเรียแกรมบวก 

   Listeria 

monocytogenes 

15.9 33.4 44.9 41.7 53.5 38.9 

Bacillus 

megaterium 
52.8 43.5 45.4 43.5 26.1 41.1 

B. cereus 20.2 23.3 42.3 23.1 38.7 23.3 

Staphylococcusaur

eus 
22.1 26.1 48.3 52.6 53.4 40.6 

Lactobacillus 

plantarum 
9.2 38.2 33.2 39.7 38.2 20.8 

L. brevis 29.6 15.0 20.2 34.3 43.6 24.7 

L. bulgaricus 10.0 29.6 31.7 34.0 31.4 19.6 

 
หมายเหตุ ; ไคโตซานความเข้มขน้ร้อยละ 1 โดยปรมิาตร และบม่กบัเชื้อแบคทีเรียเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 2. 4 งานวิจัยในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของไคโตซานด้วยน้้าหนักโมเลกุลเท่ากันแต่ความ
เข้มข้นในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียต่างกัน 

งานวิจัย 
ชนิดของ

แบคทีเรีย 
ร้อยละในการยับยั งเชื อแบคทีเรียของไคโตซาน 

S. 

Chaiyak

osa และ

คณะ 

(2001) 

[34] 

แบคทีเรีย

แกรมลบ 

Vibrio 

parahae

molyticus 

ระยะเวลา

ที่ไคโต

ซาน

สัมผัสเชื อ 

(นาที) 

ความเข้มขน้ของสารละลายไคโตซานที่น  าหนักโมเลกลุ (Mw) 

1.61 x 105ดาลตัน (พีพีเอ็ม) 

250 500 1000 2000 

10 63.0 ± 3.2 65.3 ± 4.9 77.7 ± 3.8 81.2 ± 1.8 

30 72.6 ± 2.0 78.3 ± 1.6 96.4 ± 0.1 96.7 ± 0.5 

 

 

 

 

 

A. Anas 

และคณะ 

(2005) 

[35] 

 

แบคทีเรียแกรมลบ 

 

V. cholerae 

ความเข้มขน้ของสารละลายไคโตซานที่น  าหนักโมเลกลุ (Mw)  

1.80 x 105 ดาลตัน    (ร้อยละ) 

0.25 0.50 

55.7 ± 30.8 75.5 ± 23 

V.parahaemolyt

icus 39.2 ± 26.3 50.2 ± 25.8 

V. mediterranei 51.1 ± 27.2 63.7 ± 26.7 

V. nereis 63.6 ± 20.7 73.1 ± 13.9 

V. proteolyticus 59 ± 36.3 65.2 ± 27.2 

V. splendidus 26.2 ± 9.8 29.3 ± 2.8 

V. vulnificus 46 ± 41.2 63 ± 29.3 

V. alginolyticus 21.9 ± 19.8 29.2 ± 16.1 

 

จากตารางที่ 2.3 แสดงงานวิจัยของ You-jin Jeon และคณะ พบว่าไตโคซานที่น้้าหนักโมเลกุลอยู่

ในช่วงมากกว่า 104  ดาลตัน เหมาะสมในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและ

แกรมลบได้ดี แต่ไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลต่้ากว่า 104 ดาลตัน ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อจะ

ลดลง [36] และมีผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ Hong Kyoon No และคณะ [33] ซึ่งพบว่าไคโตซาน
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ที่น้้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 4.70 x 105 - 7.46 x 105 ดาลตันมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียได้ดีกว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลที่ 1.11 x 106 – 1.67 x 106 ดาลตัน แต่เมื่อพิจารณาไค

โตซานที่น้้าหนักโมเลกุลต่้ากว่า 104 ดาลตัน ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย จะมี

ความจ้าเพาะต่อแบคทีเรียบางชนิดเท่านั้น และไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลต่้า นั้นมีประสิทธิภาพสูงขึ้น

เมื่อความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานสูงขึ้น ซึ่งมีจากงานวิจัยของ You-jin Jeon และคณะ ได้

ผลิตไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 3.0 x 103 ดาลตัน พบว่าไคโตซานที่ความเข้มข้นร้อยละ 

0.5 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli ได้ดีกว่าที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.01 

– 0.1 หลังจากท้าการบ่มไว้เป็นระยะเวลา 32 ชั่วโมง [37] จึงเห็นได้ว่าความเข้มข้นของไคโตซานนั้น

มีผลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ และจากงานวิจัยของ S. Chaiyakosa และคณะ [38] และ 

A. Anas และคณะ (2005) [39] ได้ท้าการศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลายไคโตซาน ใน

กรดอะซิติก และปรับพีเอช 5.5 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ท้าการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกรรมลบ พบว่าที่

ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานสูงมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ดีดังแสดงใน

ตารางที่ 2.4  

2.6 สิทธิบัตรของไคโตซานที่น ามาประยุกต์ใช้ในการยับยั งเชื อแบคทีเรียในอาหาร  

 ในช่วงหลายสิบปีที่ผ่านมาไคโตซานเป็นที่ยอมรับและน้ามาใช้กับอาหารมากขึ้น ซึ่งตามรูปที่ 

2.13 ได้แสดงปริมาณของจ้านวนสิทธิบัตรในช่วงปี 1999 ถึง 2009 โดยเป็นการส้ารวจจากงานวิจัย 

วารสาร และหนังสือ เป็นต้น ซึ่งในช่วงปี 2003 เป็นช่วงที่ปริมาณของสิทธิบัตรมากที่สุด และตามด้วย

ปี 2008 และ 2009 ตามล้าดับ  
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รูปที่ 2. 13 จ้านวนสิทธิบัตรของไคโตซานที่น้ามาประยุกต์ใช้กับอาหารในช่วงปี 1999 – 2009  
[38] 
 
ไคโตซานมีความสามารถในการต่อต้านเชื้อแบคทีเรีย  (antibacterial) และต่อต้านเชื้อรา 

(antifungal) ได้ดี เนื่องจากผลิตมาจากธรรมชาติจึงไม่เป็นอันตรายต่อสุขภาพเมื่อน้ามาใช้ในอาหาร 

โดยกระบวนการในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของไคโตซานนั้น เนื่องจากหมู่เอมีนที่เป็นองค์ประกอบ

โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน จะแสดงประจุเป็นบวกเมื่ออยู่ในสารละลายไคโตซาน และเข้าไปจับ

กับผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ ท้าให้ไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ของเซลล์รั้วออกสู่ภายนอก

ส่งผลให้เซลล์ตายในที่สุด ดังนั้นเมื่อปริมาณของการก้าจัดหมู่อะซิติล หรือร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติล

สูงจะมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่สูง [39] และน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานนั้นก็มีผล

ต่อการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดังที่กล่าวไว้ในหัวข้อ 2.5 

 ไคโตซานจึงถูกใช้งานเป็นสารละลายในอุตสาหกรรมอาหารสด ไคโตซานสามารถน้ามาท้า
ฟิล์มและสารเคลือบเพ่ือท้าการยืดอายุอาหารสดและอาหารที่ผ่านการปรุงสุกแล้ว และยังสามารถ
น้ามายืดอาหารจ้าพวกเนื้อและอาหารทะเล ซึ่งการสังเคราะห์ฟิล์มส่วนมากนั้น ท้าโดยน้าไคโตซานมา
ละลายด้วยกรดอินทรีย์ เช่น กรดอะซิติก หรือ กรดแลกติก เป็นต้น จากนั้นท้าการขึ้นรูปแบบฟิล์ม 
หรือใช้เป็นสารละลายแล้วน้าไปเคลือบอาหาร นอกจากนี้ยังมีการน้าไคโตซานไปรวมกับสารเคลือบที่
ใช้อยู่แล้ว เช่น คานูบาแว็กซ์ (carnauba wax)  โซเดียมเบนโซเอต (Sodium benzoate)  ดังตาราง
ที่ 2.5  
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ตารางท่ี 2. 5 ตัวอย่างสิทธิบัตรและงานวิจัย การของไคโตซานที่น้ามาประยุกต์ใช้ในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียในอาหาร                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

สิทธิบัตร (Patent) เป้าหมายของสิทธิบัตร 

Antimicrobial Effect 

Of Chitosan in 

Beverages [2] 

การยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในบรรจุภัณฑ์เครื่องดื่ม (packaged 

beverage) ซึ่งใช้ไคโตซานน้้าหนักโมเลกุล 6.0 x 103 ดาลตัน ความเข้มข้น 0.1- 

200 พีพีเอ็ม ใช่ร่วมกับ sodium benzoate, potassium sorbate และ EDTA ที่

พีเอช น้อยกว่า 4 ยับยั้งการเจริญเติบโตของยีสต์และที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 102 ซี

เอฟูต่อมิลลิลิตร พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของยีสต์และรา ได้เหลือน้อย

กว่า 1 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตรภายในระยะเวลาน้อยกว่า 8 สัปดาห์ ซึ่งความเข้มข้น

ของไคโตซานที่ใช้ในช่วง 1-200 พีพีเอ็ม 

Chitosan-Base 

Antimicrobial 

Thermoplastic 

Polymer Blends [4] 

การน้าไคโตซานน้า้หนักโมเลกลุ 7.5 x 105 ดาลตัน ท่ีร้อยละการก้าจัดหมู่อะซติิล 

95  มาท้าการผสมกับพอลิเมอร์ ที่มีหมู่ฟังก์ชันของอะมิโน ยับยั้งการเจรญิเติบโต

ของ  Salmonella choleraesuis, ATCC 9239 ท่ีความเข้มข้นเริ่มต้น 105 ซีเอฟ

ยูต่อมิลลิตร ซึ่งสามารถยับยั้งได้ 102 ซีเอฟยูต่อมลิลิตร ในระยะเวลา 8 ขั่วโมง 

สารเคลือบผิวท่ีมี

คุณสมบัติป้องกันและ

ก้าจัดโรคเน่าของผลไม้

หลังการเก็บเกี่ยว และ

กรรมวิธีการผลิต [40] 

สารเคลือบผิวท่ีมีไคโตซานความเขม้ข้นในช่วงความเข้มข้น 0.3-2 กรัม ในกรดซิ

ตริกและมียสีต์ Pichia tannicola สายพันธ์ุ 5035 เป็นองค์ประกอบ และมี

คุณสมบัติในการลดการสญูเสียน้้าหนักและยดือายุผลิตผล ตลอดจนมีคุณสมบัติใน

การ ป้องกันและก้าจัดโรคพืชหลังการเก็บเกี่ยว 

การใช้กราฟต์โคพอลิ

เมอร์ของไคโตซานและ

แคทไอออนิกพอลิเมอร์

เป็นสารยับยั้ง 

แบคทีเรีย [41] 

การใช้กราฟต์โคพอลิเมอร์ของไคโตซานและแคทไอออนิกพอลิเมอร์ที่มีหมู่ เกลือ 

ควอเตอร์นารีแอมโมเนียมเพื่อการใช้งานด้านการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก

และแกรมลบที่เกี่ยวข้องกับ งานทางด้านการแพทย์และทางด้านอุตสาหกรรม

ทั่วไป โดยการเตรียมกราฟต์โคพอลิเมอร์ ใช้ปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชันของมอนอ

เมอร์ที่มีหมู่เกลือควอเตอร์นารีแอมโมเนียมพร้อมเติมไคโตซาน ในปฏิกิริยา โดยไค

โตซานที่ใช้ในการเตรียมกราฟต์โคพอลิเมอร์ มีน้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ยในช่วง 2.0 x 

103 ถึง 1.0 x 106  ดาลตัน และร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติล ในช่วง 75 ถึง 99 
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2.7 การจ าแนกชนิดแบคทีเรยีและแบคทีเรียที่ปนเปื้อนอยู่ และยาฆ่าเชื อที่ใช้ในอาหารทะเล  
[42] 

 2.7.1   การจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย 

  การจ้าแนกแบคทีเรีย ตามสมบัติในการย้อมสีแบบแกรม (Gram stain) ซึ่งใช้ใน

การศึกษาลักษณะรูปร่างของแบคทีเรีย แบ่งออกเป็น 2 ประเภทได้แก่ 

 แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria) เป็นแบคทีเรียที่ย้อมด้วยสี

คริสตัล ไวโอเลต(crystalviolet) แล้วติดสีม่วง แบคทีเรียกลุ่มนี้ ได้แก่ B. cereus, C. botulinum, 

Staphylococcus 

 แบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) เป็นแบคทีเรียที่ย้อมด้วยสีแซฟ

รานิน (safranin) แล้วติดสีแดง แบคทีเรียกลุ่มนี้  ได้แก่ Aeromonas hydrophila, 

Campylobacter, E.coli 

 2.7.2 ปัจจัยท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

 อุณหภูมิ (Temperature) แบคทีเรียแต่ละชนิดสามารถเติบโตได้ในช่วงอุณหภูมิ

หนึ่ง ส่วนใหญ่เจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิ 25 – 40 องศาเซลเซียส แต่มีบางกลุ่มสามารถเจริญได้ดีที่

อุณหภูมิสูงและมีบางกลุ่มเจริญได้ดี ที่อุณหภูมิ 0 -15 องศา 

 เวลา (Time) แบคทีเรียใช้เวลาในการเจริญเติบโตแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของ

แบคทีเรีย ชนิดของอาหารที่ใช้ และปัจจัยอ่ืนๆ การอยู่ในสภาวะที่เหมาะสมจะท้าให้แบคทีเรียเจริญ

ได้ดีและใช้เวลาที่ในการเจริญเติบโตสั้นลง 

 อากาศ (Oxygen) แบคทีเรียแต่ละชนิดมีความต้องการอากาศที่แตกต่างกัน เรา

สามารถแบ่งประเภทของแบคทีเรียตามความต้องการออกซิเจนได้ดังนี้ 

1 แอโรบิก (Aerobic) เป็นแบคทีเรียที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต สร้าง

พลังงานโดยกระบวนการหายใจ (respiration) ซึ่งเป็นการสร้างพลังงานโดยใช้ออกซิเจน 

2 เฟคัลเททีฟ แอนนาโรบส์ (Facultative anaerobes) เป็นแบคทีเรียที่สามารถ

เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีหรือไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียกลุ่มนี้สร้างพลังงานได้จากกระบวนการหายใจ

และยังสามารถสร้างพลังงานจากกระบวนการหมัก (fermentation)  
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3 แอนนาโรบิค (Anaerobic) จุลินทรีย์กลุ่มนี้ไม่ต้องการออกซิเจนในการเติบโต จึง

ไม่สามารถเติบโตในสภาพอากาศปกติได้ บางพวกอาจทนต่อสภาพที่มีออกซิเจนในระดับต่้าๆได้ 

(tolerant anaerobes) แต่บางพวกไม่สามารถทนต่อออกซิเจนได้เลย จุลินทรีย์เหล่านี้ตายเมื่อถูก

ออกซิเจน  

4 ไมโครแอโรฟิลิก (Microaerophilic) จุลินทรีย์กลุ่มนี้เป็นพวกต้องการออกซิเจน

ปริมาณเล็กน้อยในการเติบโต แต่ไม่สามารถทนต่อสภาพที่มีออกซิเจนได้ในระดับปกติ 

 พีเอช สภาวะแวดล้อมมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียแบคทีเรียส่วนใหญ่เจริญ ได้ ดี

ในช่วงค่าพีเอช 6 – 8 อย่างไรก็ดี มีแบคทีเรียบางกลุ่มที่ทนต่อกรด (acid-tolerant bacteria) และ

บางกลุ่มท่ีทนต่อด่าง (alkaline-tolerant bacteria) โดยทั่วไปแบคทีเรียจะเจริญในช่วงค่าพีเอช เป็น

ด่าง (ค่าความเป็นกรดด่างมากกว่า 7) ได้ดีกว่า ช่วงค่าพีเอชเป็นกรด (ค่าความเป็นกรดด่างน้อยกว่า 

7) แต่ก็มีแบคทีเรียบางกลุ่ม เช่น Sulfur bacteria ที่เจริญได้โดยใช้กรด sulfuria เป็นแหล่งพลังงาน 

 ความชื นในอาหาร ปริมาณน้้าในอาหารเป็นปัจจัยส้าคัญที่มีผลต่อการเจริญเติบโต

ของจุลินทรีย์โดยมีค่าวอเตอร์แอกทิวิตี้ (water activity, aw) เป็นค่าที่แสดงปริมาณน้้าที่จุลินทรีย์

สามารถน้าไปใช้ 

 สารอาหาร เป็นสิ่งจ้าเป็นส้าหรับแบคทีเรีย แบคทีเรียเจริญได้ดีที่สุดเมื่อได้รับ

สารอาหารที่เหมาะสมซึ่งจะแตกต่างกันไปตามความต้องการอาหาร ของแบคทีเรียชนิดนั้นๆ   

 ความเข้มข้นของเกลือ แบคทีเรียหลายชนิดสามารถเติบโตได้ในสภาวะที่มีเกลือ

มากน้อยต่างกัน เกลือจะช่วยให้แบคทีเรียบางกลุ่มเจริญเติบโตได้ดี แต่ความเข้มข้นของเกลือที่สูงมาก 

ๆ จะท้าให้เซลล์แบคทีเรียตาย 

 

 

 

 

 



 

 

34 

 2.7.3 แบคทีเรียท่ีปนเปื้อนในอาหารทะเล 

 แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคนั้นจะมาจากการปนเปื้อนจากแหล่งวัตถุดิบหรือมาจากระหว่าง

กระบวนการผลิต ตัวอย่างแบคทีเรียที่พบส่วนมาก เช่น ครอสตริเดียม (Clostridium) สปีชีส์ C. 

botulinum สแตฟฟิโลคอคคัส (Staphylococcus) วิบริโอ คลอเลอรา (Vibrio cholerae) สายพันธุ์ 

V1 หรือ V139 หรือ วิบริโอ พาราฮีโมไลติคัส (Vibrio parahaemolyticus) เป็นต้น  ตารางที่ 2.6 

แสดงชนิดของแบคทีเรียและปริมาณท่ีพบในอาหารทะเล 

ตารางท่ี 2. 6 แสดงชนิดของแบคทีเรียและปริมาณท่ีพบในอาหารทะเล  
เชื อแบคทีเรีย แหล่งที่พบเบื องต้น ปริมาณเชื อ 

Clostridium botulinum 

- Non-proteolytic type 

B,E,F 

พบในแหล่งน้้าท่ัวไป และใน

ซากของสัตว์น้้าท่ีตาย 

พบในปริมาณต่้า (co.1 

spore /g fish) but up to 

5.3 spore/g fish 

Pathogenic Vibrio spp.  

v. cholerae  

v.parhaemolyticus  

v. vulnificus  

             other vibrios  

แพร่หลายในอบอุ่น (> 15 อง

เซลเซียส) และสภาพแวดล้อม

ของน้้าทะเล 

 

พบมากถึง 102-103 cfu/g ใน 

หอย และพบมากถึง 104-108 

cfu/g ในส้าใส่ของปลาที่กิน

หอยท่ีมีเช้ือ 

Aeromonas spp. พบในแหล่งน้้า 

พบในปริมาณที่ต่า้, แต่ไม่ถึง 

104 cfu/ml ในน้้าทะเล และ 

107 cfu/ml ในน้้าเสียและ 

106 cfu/g ในอาหารทะเล 

Plesimonas shigellodies 
สภาวะแวดล้อมในน้้าอุ่นและ 

ปลาน้้าจืด (สัตว์) 
- 

 

[ที่มา:Hans Henrik Huss(1994)] 
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 1. ครอสตริเดียม (Clostridium) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อน สามารถสร้าง

สปอร์ได้เมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม เป็นแบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจนและเจริญได้ดีที่สุดใน

สภาวะที่ปราศจากออกซิเจน พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ มีหลายสปีชีส์ แต่สปีชีส์ที่เกี่ยวข้องกับอาหาร 

ได้แก่ C. botulinum และ C. perfringens   ซึ่ง C. botulinum สามารถสร้างสปอร์ที่ท้าให้มีชีวิต

รอดได้ในขณะปรุงอาหาร แต่สารพิษที่ผลิตโดย C. botulinum จะไม่ทนต่อความร้อนที่อุณหภูมิ 80 

องศาเซลเซียส สามารถท้าลายสารพิษชนิด A ได้ใน 6 นาที ส่วนสปอร์ ค่อนข้างทนความร้อน 

โดยทั่วไปความร้อน 100 องศาเซลเซียส นาน 360 นาทีสามารถท้าลายสปอร์ของ C. botulinum ได้ 

หมด การเจริญของ C. botulinum เกิดข้ึนหลังจากท่ีผ่านกระบวนการสเตอริไลส์ (sterilised) ซึ่งไม่มี

การให้ความร้อนอย่างเพียงพอที่จะท้าลายสารพิษ และเป็นการยากที่จะท้าลายสปอร์ของ C. 

botulinum ทั้งหมดลงได้ 

 2. วิบริโอ คอเรลา (Vibrio cholerae) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Negative Gram) 

เจริญเติบโตแบบไม่ใช้ออกซิเจน รูปร่างเป็นท่อนขนาด 1.4-2.6 ไมโครเมตร (รูปที่ 2.14) สามารถ

เคลื่อนที่ได้โดยใช้แส้ที่เป็นขั้ว (polar flagellum) ช่วยในการเคลื่อนที่ ไม่มีการสร้างสปอร์ ใช้ระบบเม

ตาบอริซึมเป็นแบบหมัก (fermentative metabolism) สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารที่มีทั้งการ

เติมร้อยละ 1 โซเดียมคลอไรด์และไม่เติม จึงแตกต่างจากวิบริโอ (Vibrio spp.) สายพันธ์อ่ืนสามารถ

เจริญเติบโตได้ดีในสภาวะที่เป็นเบสค่าความเป็นกรดด่าง  9.0-9.6 แต่เจริญเติบโตไม่ดีในสภาวะที่เป็น

กรด  

 

 
รูปที่ 2. 14 แบคทีเรีย Vibrio cholerae 

                           [ที่มา; http://microbeonline.com] 

 

http://microbeonline.com/
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แหล่งที่พบเชื้อ ได้แก้ตามเขตน้้ากร่อย บริเวณปากแม่น้้าที่ติดทะเล พบได้ในน้้าจืด และอาหารทะเล 

จ้าพวกกุ้ง หอย ปู เป็นต้น โดยเชื้อวิบริโอ ครอเรลา สายพันธ์ O1 และ O139 เป็นสายพันธ์ที่สร้าง

สารพิษ ถ้าเชื้อเจริญเติบโตในล้าไส้ของคน ซึ่งก่อใก้เกิดโรคระบาดตามมา อาจมีสาเหตุมาจากมีการ

ปนเปื้อนจากอุจจาระหรือสิ่งสกปรก  

 3.วิบริโอ พาราฮีโมไลติคัส (Vibrio parahaemolyticus) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่าง

ท่อนโค้ง เพ่ิมจ้านวนได้ทั้งในสภาพที่มีและไม่มีออกซิเจน ( facultative anaerobe) เจริญได้ที่

อุณหภูมิ 5-44 องศาเซลเซียส แต่ต้องการเกลือในการเจริญเติบโตและมักพบในอาหารทะเล 

 2.7.4 สารฆ่าเชื อแบคทีเรียและจุลินทรีย์ที่ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารทะเลแช่แข็ง 

ยาฆ่าเชื้อจุลินทรีย์และแบคทีเรีย ที่ใช้กันในปัจจุบันนั้นสามารถแบ่งได้ตามระดับการท้าลายเชื้อ แบ่ง

ได้ 3 ระดับคือ [43] 

 ระดับที่ 1 การท าลายเชื อระดับสูง น้้ายาฆ่าเชื้อระดับสูงนี้มีชื่อเรียกเฉพาะว่า คีโมสเตอริ

แลนท์(Chemosterilant) สารเคมีกลุ่มนี้ใช้ส้าหรับเครื่องมือแพทย์ที่ต้องน้าเข้าสู่ร่างกาย  น้้ายาฆ่า

เชื้อที่มีคุณสมบัติการท้าลายเชื้อระดับสูงนี้ที่รู้จักกันดีได้แก่ คลอรีนไดออกไซด์  ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์  เปอร์อะซิติก เอซิด และ กลูตารัลดีไฮด์  น้้ายาเคมีเหล่านี้เป็นทั้งน้้ายาที่ท้าให้ปราศจากเชื้อ 

(คือท้าให้เชื้อตายหมด)และเป็นน้้ายาท้าลายเชื้อ (คือท้าให้เชื้อบางส่วนตาย) 

ระดับที่ 2 การท าลายเชื อระดับกลาง น้้ายาที่ฆ่าเชื้อพวกแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 60-90 

ซึ่งอาจเป็นเอทานอลหรือไอโซโพรพานอลก็ได้  นอกจากนี้ยังมีสารที่มีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ 

(อย่างเช่น เดทตอล) พวกที่มีฟีนอลเป็นองค์ประกอบ หรือพวก ไอโดฟอร์ ( idophor) น้้ายาฆ่าเชื้อ

ระดับกลางนี้แม้ว่าจะมีประสิทธิภาพในการท้าลายเชื้อไวรัสได้ดี แต่ก็ยังไม่สามารถท้าลายเชื้อไวรัสได้

ทุกชนิด 

ระดับที่ 3 การท าลายเชื อระดับต่ า  เป็นการท้าลายจุลินทรีย์ประเภทแบคทีเรีย ไวรัส และ

ราบางชนิด แต่ไม่สามารถท้าลายจุลินทรีย์ที่มีความคงทนอย่างพวก tubercle bacilli หรือพวกสปอร์

ของแบคทีเรียได้   น้้ายาฆ่าเชื้อในกลุ่มนี้ได่แก่ สารประกอบควอเทอนารี  แอมโมเนียม (quaternary 

ammonium compound) สารเคมีกลุ่มนี้ใช้ทั่วไปในน้้ายาท้าความสะอาด หลายประเภท (ถ้าสังเกต

ฉลากผลิตภัณฑ์ชักล้างจะพบว่ามีส่วนผสมของสารตัวนี้ ) นอกจากนี้พวก ไอโดฟอร์และพวก
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สารประกอบฟีนอล เป็นทั้งสารเคมีที่อยู่ในประเภทการท้าลายระดับกลางและระดับต่้า  ซึ่งการแสดง

ฤทธิ์การท้าลายจะอยู่ในระดับใดนั้นขึ้นอยู่กับความเข้มข้นที่ใช้  

 ยาฆ่าเชื อท่ีเป็นที่ยอมรับในอุตสาหกรรมอาหารประกอบด้วย 3 หลักคือ [43] 

1. คลอรีน  เป็นยาฆ่าเชื้อที่มีการใช้กันมากที่สุด อาจอยู่ในรูปสารประกอบ คลอรีนได

ออกไซด์ (ClO2)  คลอรีนน้้า (NaClO) และคลอรีนผง (Ca(ClO)2,)  โดยจะมีการใช้งานที่แตกต่างกัน

ไป เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการต่อต้านเชื้อแบคทีเรียได้เกือบทุกชนิด และราคาไม่แพงมาก ซึ่งจะ

ท้างานได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 15 – 24 องศาเซลเซียส แต่ถ้าอยู่ในน้้าร้อนประสิทธิภาพการท้างานจะ

ลดลง และความเข้มข้นที่ใช้ได้อยู่ในช่วง 50 – 100 พีพีเอ็ม ถ้าสูงอาจท้าให้ลักษณะของอาหาร

เปลี่ยนไป 

2. ควอเทอร์นารีแอมโมเนียม (Quaternary ammonium; QUAT, QAC) เป็นยา

ฆ่าเชื้ออยู่ในรูปของสารประกอบที่เจือจาง ไร้กลิ่น ไร้สี ยาฆ่าเชื้อชนิดนี้จะท้าตัวเป็นฟิล์มยับยั้ง

เชื้อจุลินทรีย์ มีความคงตัวที่อุณหภูมิสูง และมีประสิทธิภาพมากกว่าคลอรีนเมื่อใช้กับอินทรีวัตถุ และ

เป็นสารที่สามารถท้าปฏิกิริยากับแบคทีเรียที่ท้าให้อาหารเน่าเสียทั่วไปบางชนิด และความเข้มข้นตาม

ค้าแนะน้าของผู้ผลิต 

3. ไอโอดีนและไอโอโดฟอร์  เป็นสารฆ่าเชื้อที่ท้าปฏิกิริยาเร็วและใช้ได้ผลกับแบคทีเรีย

ทุชนิดสารประกอบไอโอดีนไม่เป็นพิษ ไม่ท้าให้ผิวระคายเคือง และคงตัว แต่สารละลายไอโอโดฟอร์

อาจท้าให้พ้ืนผิวเป็นรูและพลาสติกบางชนิดเกิดรอยได้ ความเข้มข้นที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 12.5 – 25 

พีพีเอ็ม [44] 

 2.7.5 กระบวนการผลิตกุ้งสดแช่แข็ง 

 การล้างในน้้าที่สะอาดและเย็นจัดที่อุณหภูมิใกล้ 0 องศาเซลเซียส ท้าให้ปริมาณจุลินทรีย์

ลดลง น้้าที่ใช้ในโรงงานควรเป็นน้้าที่สะอาด ส้าหรับน้้าที่ใช้ล้างโต๊ะภาชนะต่างๆ ควรมีคลอรีน 50 -

100 พีพีเอ็ม และน้้าแข็งที่ใช้ควรสะอาดด้วยเช่นกัน ภาชนะที่ใช้ในการล้างกุ้งควรเป็นพลาสติกหรือ

โลหะเคลือบสแตนเลสเพ่ือสะดวกในการท้าความสะอาด ควรเด็ดหัวกุ้งออกเพราะเป็นการลดปริมาณ

จุลินทรีย์อย่างมาก ควรท้าบนโต๊ะที่สะอาด เพ่ือลดปัญหาการปนเปื้อน และกุ้งที่เด็ดหัวแล้วต้อง

ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่อย่างสม่้าเสมอ ( 0 องศาเซลเซียส) เพ่ือชะลอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่

ท้าให้เกิดการเน่าเสียและจุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรคแก่ผู้บริโภคและส้าหรับกุ้งต้มแช่เยือกแข็ง เมื่อต้ม
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เสร็จต้องท้าให้เย็นอย่างรวดเร็วในน้้าที่เย็นและสะอาดและจากนั้นน้าเข้าแช่เยือกแข็งทันที เมื่อแช่แข็ง

แล้วกุ้งต้องเก็บในห้องเย็นอุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส หรือต่้ากว่าและควบคุมความชื้นสัมพัทธ์

ประมาณร้อยละ70 เพราะถ้าความชื้นสัมพัทธ์ไม่เหมาะสมจะเกิดปัญหาน้้าระเหยออกจากตัวกุ้งง่าย

ขึ้น และผลิตภัณฑ์บรรจุกุ้งควรใช้ พลาสติกที่มีคุณภาพดีหรือกล่องกระดาษที่เคลือบแว็กซ์ เพ่ือ

ป้องกันการระเหยและป้องกันปัญหาการหืน (Rancidity) ด้วย [45] 

 2.7.6 มาตรฐานการตรวจสอบเชื อวิบริโอ คลอเลรา ของผลิตภัณฑ์จากสัตว์น  า  

การวิเคราะหเชื้อวิบริโอ คลอเลรา (Vibrio cholera) โดยใช้สารละลายแอลคาไลน์ แปปโตน 

(Alkaline Peptone Water ;APW) เปนอาหารเลี้ยงเชื้อ (enrichment medium) จากนั้นท้าการ

แยกลงเชื้อโดยเขี่ยสารละลายเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อที่เฉพาะเชื้อวิบริโอ คลอเลรา คือ Thiosulfate 

Citrate Bile Salt ( TCBS ) Agar ถ้าเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเลราจะปรากฏลักษณะ สีเหลืองขุ่นตรง

กลาง ใสรอบนอก เส้นผ่านศูนย์กลาง 2-3 มิลลิเมตร จากนั้นเลือกโคโลนีมาเขี่ยลงบนจานอาหาร 

Tryptic (trypticase) Soy Agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 18 – 

24 ชั่วโมง เพ่ือให้บริสุทธิ์ และถ่ายเชื้ออีกหนึ่งครั้ง บ่มที่อุณหภูมิและระยะเวลาเท่าเดิม จากนั้นแยก

เชื้อที่มีลักษณะดังกล่าวมาท้าการตรวจสอบทางชีวเคมี เพ่ือยืนยันผลว่าเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเลรา โดย

มีการตรวจสอบด้วยกัน 5 วิธี [46] 

 1. Arginine glucose slant (AGS) ใช้เข็มเขี่ยเชื้อจากโคโลนีเดี่ยว จากเชื้อที่เตรียมไว้ 

และจากนั้นstreak ลงบน slant จากนั้นแทงลงในสวน butt ใหถึงกนหลอด ปดฝาไม่แน่มมาก 

จากนั้นน้าไปบมที่ 35 ± 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ถ้าหากเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเลรา 

จะปรากฏสีมวงและ butt สีเหลืองเล็กน้อย ไมสรางแก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) 

 2. การทดสอบการเจริญในน  าเกลือ ใช้เข็มเขี่ยเชื้อจากโคโลนีเดี่ยว จากเชื้อที่ เตรียมไว้ 

น้ามาลงในหลอด Tryptone broth (T1N0) ความเข้มข้นร้อยละ 1 และ หลอด Tryptone broth 

(T1N3) ความเข้มข้นร้อยละ 1 มีโซเดียมครอไลด์ร้อยละ 3 ซึ่ง จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 35 ± 2 เป็น

ระยะเวลา 18 – 24 ชั่วโมง ถ้าหากเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเลราจะเจริญเติบโตได้ดีในหลอดทั้งสองชนิดนี้ 

 3. String test ใช้เข็มเขี่ยเชื้อจากโคโลนีเดี่ยว จากเชื้อที่เตรียมไว้ และน้ามาวางไวบนสไลด

สะอาดหยด sodium desoxycholate ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 ลงไป 1 หยด ภายในเวลา 1 นาที 
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ถ้าหากเป็นวิบริโอ คลอเลรา เซลล์จะแตกตัวและดีเอ็นเอ จะออกมานอกเซลล์ เมื่อใช loop กวนเชื้อ 

แล้วยก loop ขึ้นเหนียวคล้ายยาง มีความสูงได้ 2-3 มิลลิเมตร 

 4. Oxidase reaction ใช้เข็มเขี่ยเชื้อจากโคโลนีเดี่ยว จากเชื้อที่เตรียมไว้ จากนั้นใช้แพล

ตินัม loop หรือไม้จิ้มฟันป้ายลงบนกระดาษกรองที่ชุ่มด้วยสารละลาย N,N,N,N-Tetramethyl-p-

Phenylenediamine dihidrochoride ความเข้มข้นร้อยละ 1 ถ้าหากเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเลรา จะ

ท้าให้กระดาษกรองเปลี่ยนเป็นสีม่วงภายใน 10 วินาที 

 5. การทดสอบการตกตะกอน กับ antiserum หากทราบว่าเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเลราแล้ว 

จะตรวจสอบว่าเป็น Serotype ใด ท้าการทดสอบดังนี้ 

  น้าเชื้อที่เตรียมไว้มาเขี่ยลงบน สไลด์ที่มี TSA ซึ่งมีโซเดียมคลอไลด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 

จากนั้นหยดน้้าเกลือความเข้มข้นร้อยละ 0.85  กวนให้เข้ากัน จากนั้นสังเกตการตกตะกอน ถ้าหาก

เป็นเชื้อ ต้องไม่พบตะกอนในน้้าเกลือ 

    ทดสอบเชื้อวิบริโอ คลอเลรา  ว่าเป็นชนิด Serotype แบบ O1 หรือ O139 น้าเชื้อที่

เตรียมไว้มาเขี่ยลงบน สไลด์ที่มี TSA ซึ่งมีโซเดียมคลอไลด์ความเข้มข้นร้อยละ 2 จากนั้นหยด 

polyvalent V. cholerae O1 Antiserum ลงไป 1 หยด ถ้าเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเลรา  O1 จะ

ตะกอนภายใน 1 วินาที ถ้าทดลองว่าเป็นเชื้อวิบริโอ คลอเรลา O139 ให้หยด polyvalent V. 

cholerae O139 จะเกิดตะกอนขึ้นภายใน 1 วินาที [46, 47] 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 แผนการด าเนินงานวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3. 1 แผนผังการท้าวิจัย 

 

 

น้าสารละลายไคโตซานในกรดอะซิติก  มาให้ความร้อนท่ีอุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ใช้หม้อนึ่ง

ฆ่าเช้ือ ( Autoclave) เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดัน 0.1 เมกะปาสคาล และเพิ่มจ้านวนรอบในการ

ให้ความร้อนเป็น 1, 2, 4 และ 6 รอบ   

 

 

ตะกอน 

อบตะกอนไคโตซาน ให้แห้งสนิทที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

สารละลาย 

  กรองแยกตะกอนออกจากสารละลาย 

น้าสารละลายไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อนที่จ้านวนรอบต่างๆ มาสะเทินกลับท่ีค่าความเป็น

กรดด่างอยู่ที่ 6.5 และ 7.0 โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  

 ปั่นเหวี่ยง 3000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภมูิ 4 องศาเซลเซยีส 

ระเหยตัวท้าละลายออก ด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน 

(rotary evaporator) เป็นระยะเวลา 30 นาที และเติม

เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95  ลง 5 เท่าของ

ปริมาณสุดท้ายสารละลายจากที่ระเหยตัวท้าละลาย 

จนได้ตะกอนไคโตซาน 

อบตะกอนไคโตซานให้แห้งสนิทที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

ศึกษาสมบัติกายภาพ ทางเคมี และความสามารถในการยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรีย 
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3.2 แผนผังการศึกษาสมบัติของไคโตซาน 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 
 
 

รูปที่ 3. 2 แผนผังการศึกษาสมบัติของไคโตซาน 
 
 

 

 

 

 

 

 

ทดสอบผลต่อการยับยั้งเช้ือวิบริ

โอ คลอเรลา ในห้องปฏิบัติการ 

เสนอแนวทางการประยุกต์ใช้ไคโตซานในการยับยั้งเช้ือวิบริโอ คลอเรลาในกุ้งสดเพื่อเป็น

การผลิตอาหารทะเลแช่แข็ง 

ตะกอนไคโตซานทีไ่ด้ทั้งสองส่วน 

ศึกษาลักษณะทางกายภาพและทางเคม ี

 ผลได(้%recovery) ของไคโตซานที่ผ่านกระบวนการ  

 วัดการละลายของไคโตซานที่พีเอช 4-6.5 

 วิเคราะหห์มู่ฟังก์ชันของไคโตซานด้วยเทคนิค FTIR 

 วิเคราะห์น้า้หนักโมเลกลุของไคโตซานด้วย เทคนิค GPC 

และการวดัความหนดื 

 วัดค่าศักย์เซต้าของสารละลายไคโตซานท่ีน้้าหนักโมเลกลุ

ต่างกันและความเข้มข้น 1,250 – 5,000 พีพีเอ็ม 
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3.3 สารเคมีและเครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 
1. ไคโตซานจากเปลือกกุ้ง ( น้้าหนักโมเลกุล (Mw) 3.26 x 105 และ 1.18 x 106 ดาลตัน) จาก

บริษัท มารีนไบโอ รีซอสเซส จ้ากัด 
2. กรดอะซิติก  (Ajax Finechem, Australia)  
3. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Ajax Finechem, Australia) 
4. โซเดียมไบคาร์บอเนต (Ajax Finechem, Australia) 
5. โซเดียมคลอไรด์ (Ajax Finechem, Australia) 
6. เอทานอลความเข้มข้น 95.0% (Merk-chemical , Germany) 
7. กระดาษกรองเบอร์ 4 ยี่ห้อ Whatman qualitative filter paper จาก Whatman, Germany 
8. น้้าก้าจัดประจุ ( DI water) รุ่น Easy pure II จาก Thermo scientific, Germany 
9. หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Auto-Clave) ยี่ห้อ TOMMY, USA 
10. เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง ยี่ห้อ Metter Toledo, USA 
11. เครื่องกวนสาร IKA , Germany 
12. เครื่องปั้นเหวี่ยง Kubota Laboratory centrifuge ,Japan 
13. ตู้อบให้ความร้อน (Memert Co, Ltd ,USA) 
14. เครื่อง  Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) (Perkin Elmer Spectrum GX 

NIR FT-Raman,USA )   
15. หลอดแก้วรูปยู (Ubbelohde viscometer) ยี่ห้อ Cannon (Cannon Instrument company, 

USA) 
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3.4 ขั นตอนในการท าวิจัย 

 3.4.1 การลดน  าหนักโมเลกุลของไคโตซานด้วยความร้อน  

         ไคโตซาน (MW 1.18 x 106, 3.25 x 105, และ 2.8 x 104 ดาลตัน ค่าการกระจายตัว

ของน้้าหนักโมเลกุล 5.57,7.46 และ 2.72) มาท้าละลายในกรดอะซิติกความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ที่

ความเข้มข้นร้อยละ 1.0-2.0 โดยน้้าหนัก [Hong Kyoon No และคณะ 2001] และน้าสารละลายมา

ให้ความร้อนด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 0.1 เมกะ

ปาสคาล ระยะเวลา 15 นาที โดยเพ่ิมระยะเวลาในการให้ความร้อนเป็น 1, 2, 4 และ 6 รอบ 

จากนั้นน้าสารละลายที่ผ่านการให้ความร้อนแล้วมาสะเทินกลับด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความ

เข้มข้น 1.0 โมลาร์ เพ่ือปรับค่าความเป็นกรดด่างให้เป็น 6.5 และ 7.0 จากนั้น สารละลายไคโตซาน

จะเกิดการแยกเป็นสองส่วนคือ ส่วนที่ตกตะกอนลงมาและส่วนที่ยังอยู่ในสารละลาย จากนั้นน้าสาร

ลายมาปั่นเหวี่ยง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อท้าการแยกตะกอนออกที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อ

นาที นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นกรองแยกตะกอนออกจากสารละลาย และ

ล้างตะกอนด้วยน้้าปราศจากประจุหลายๆ รอบเพ่ือล้างเกลือ และอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส

จนแห้งสนิทเพ่ือน้าไปวิเคราะห์ต่อไป ไคโตซานที่ละลายที่พีเอช 6.5 และ 7.0 ถูกน้ากลับโดยน้า

สารละลายมาท้าการระเหยตัวท้าละลายด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) เป็น

ระยะเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส หลังเติมเอทานอล (ความเข้มข้นร้อยละ 95) 5 

เท่าของปริมาณสุดท้ายสารละลายจากที่ระเหยตัวท้าละลาย จนได้ตะกอนไคโตซานออกมาจากนั้น

กรอง แล้วน้าไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสจนแห้งสนิทเพ่ือน้าไปวิเคราะห์ต่อไป โดยมีชื่อสูตร

ของกลุ่มตัวอย่างตามตารางท่ี 3.1      
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ตารางท่ี 3.1 กลุ่มตัวอย่างที่สภาวะต่างๆ 

ไคโตซานน  าหนักโมเลกลุ 
(Mw) (ดาลตัน) 

พีเอชการ
สะเทินกลับ 

รอบให้ความร้อน 
(15 นาที x รอบ) 

สูตร 

 

6.5 

0 A0 

 1 A1 

1.18 x 106 2 A2 

 4 A3 

 6 A4 
 0 B0 

3.25 x 105 
1 B1 

 2 B2 

 4 B3 

 6 B4 
 

1.18 x 106 

             
7.0 

1 C1 

2 C2 

4 C3 

6 C4 
 

3.25 x 105 
1 D1 

2 D2 

4 D3 

 6 D4 

 

3.5 วิเคราะห์การทดลอง 

 3.5.1 ทดสอบการละลายของไคโตซาน 

 การละลายของไคโตซานถูกทดสอบที่ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 5.5 และ 6.0 โดยตัวท้า
ละลายเป็นกรดอะซิตริก โดยปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วยโซเดียมไบคาร์บอเนตที่ความเข้มข้น 1.0 
โมลาร์ จากนั้นน้ามาท้าลายไคโตซาน โดยมีความเข้มข้นของสารละลายเป็นร้อยละ 1.0 โดยมวล 
จากนั้นกวนทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง แล้วท้าการกรองด้วยกระดาษกรองที่ท้าการชั่งน้้าหนักแล้ว 
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(Wp) แล้วน้าไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนแห้งสนิท จากนั้นน้ากระดาษกรองที่มีไคโตซาน
อยู่มาชั่งน้้าหนัก (Ws) แล้วคิดเป็นร้อยละการละลายตามสมการที่ (2.1)                             

  % soluble of chitosan = [(Ws – Wp) / Wcs] x 100%                           (3.1) 
โดยที่ 
Ws คือ น้้าหนักของไคโตซานรวมกับกระดาษกรอง หน่วย กรัม 
Wp คือ น้้าหนักของกระดาษกรอง หน่วย กรัม 
Wcs คือ น้้าหนักเริ่มต้นของไคโตซาน หน่วย กรัม 

 3.5.2 วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของไคโตซาน  

 การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของไคโตซานด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared 

Spectrometry (FTIR) ด้วยโหมด KBr ในช่วงความเลขคลื่น 400-4000 เซนติเมตร-1  และค้านวณหา

ร้อยละของการก้าจัดหมู่อะซิติลจากสูตร (2.3) [25] ตัวอย่างการค้านวณตามภาค ผนวก. จ. 

A1320/A1420 = 0.3822 + 0.03133DA           (3.2)   
%DD = 100 - %DA    (3.3) 

โดยที่ 
%DA คือ ร้อยละของการมีอยู่ของหมู่อะซิติล (degree of acetylation) ในโครงสร้างของไคโตซาน 
%DD คือ ร้อยละของการก้าจัดหมู่อะซิติล (degree of deacetylation) ในโครงสร้างของไคโตซาน 
A1320 คือ ต้าแหน่งของการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 1320 เซนติเมตร ของ Amide-III 
A1420 คือ ต้าแหน่งของการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 1420 เซนติเมตร ของ CH2 bending 

 3.5.3 วิเคราะห์หาน  าหนักโมเลกุล  

 วิเคราะห์น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อน ด้วยเทคนิคเจลเพอร์มีเอชัน

โครมาโตกราฟี (Gel permeation chromatography, GPC) โดยท้าการละลายไคโตซานที่ความ

เข้มข้น 2.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในตัวท้าละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ค่าความ

เป็นกรดด่าง 4.0 ที่อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คอลัมน์เป็นอัล

ตราไฮโดรเจล (Ultrahydrogel linear) ที่วัดน้้าหนักโมเลกุล (Mw) ในช่วง 1.0 x 103 – 2.0 x 107 

ดาลตัน ตัวเทียบมาตรฐานที่ใช้เป็นพูลลูแลน (Pullulans) น้้าหนักโมเลกุล (Mw) ในช่วง 5.9 x 103-

7.08 x 105 ดาลตัน ตัวตรวจวัดแบบการดัชนีสะท้อนแสง (Refractive Index Detector) โดยส่ง

วิเคราะห์ที่ศูนย์เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห่งชาติ (National Metal and Material Technology 
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Center, MTEC) อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี จากนั้นได้ท้าการวิเคราะห์เปรียบเทียบกับการหาน้้าหนัก

โมเลกุลโดยการวัดความหนืดด้วย Ubbelohde viscometer ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดย

เตรียมสารละลายไคโตซานในสารละลายกรดอะซิติก 0.25 โมลาร์และโซเดียมอะซิเตรท 0.25 โมลาร์ 

ใช้วัดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานที่ โดยเตรียมความเข้มข้นแตกต่างกัน จากนั้นจับเวลาและท้าการ

ค้านวณหาน้้าหนักโมเลกุลของไคซานตามสมการที่ (2.4), (2.5), (2.6), (2.7) และ (2.8)  

                                        1/0 =  (t)1/(t)0                                                  (3.4) 

                                 (1-0)/0 =  r -1 = sp                                             (3.5) 

                                               = [] + k[]2                                            (3.6) 

                                     ln(r)/C = [] - k[]2                                             (3.7) 
 
จากนั้นน้าสมการที่ (3.6) และ (3.7) ที่ได้มาสร้างกราฟ เพื่อหาค่าความหนืดตัวที่ความเข้มข้นเข้าใกล้
ศูนย์ตามรูปที่ 3.3 
 

 
รูปที่ 3. 3 กราฟในการหาค่าความหนืดในตัว (intrinsic viscosity) 

 
สูตรค้านวณน้้าหนักโมเลกุลตาม Mark-Houwink  

                                               [] = K(Mv)
a                                           (3.8) 

โดยที่ 
t1 คือ เวลาของการไหลของสารละลายไคโตซาน (นาที) 
t2 คือ เวลาของการไหลของตัวท้าละลายบริสุทธิ์ (นาที) 
C คือ ความเข้มข้นของไคโตซาน (กรัมต่อเดซิลิตร) 
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r คือ ความหนืดลดทอน (reduced viscosity)  

sp คือ ความหนืดจ้าเพาะ (specific viscosity) 

[] คือ ความหนืดในตัว (intrinsic viscosity) 
K เท่ากับ 1.4 x 10-4 เดซิลิตรต่อกรัม และ a เท่ากับ 0.83 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสของ
ไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลเริ่มต้น 106 ดาลตัน   
K เท่ากับ 7.6 x 10-4 เดซิลิตรต่อกรัม และ a เท่ากับ 0.76 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสของ
ไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลเริ่มต้น 105 ดาลตัน [7] 

 3.5.4 ทดสอบค่าศักย์เซต้า (zeta potential) ของสารละลายไคโตซาน 
 ค่าศักย์เซต้า คือความแตกต่างของค่าศักย์ไฟฟ้าระหว่างบริเวณพ้ืนผิวของอนุภาคไคโตซาน

กับชั้นของสารละลาย ซึ่งเตรียมเป็นสารละลายในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คอเลรา (vibrio cholera) ที่

ความเข้มข้นร้อยละ 0.125  0.250 และ 0.50 โดยน้้าหนัก ในสารละลายบัฟเฟอร์อะซิเตรท โดยตรวจ

ด้วยเครื่อง Zetasizer ที่คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย [48] 

 3.5.5 วัดสี 

 วัดสีของไคโตซาน น้าผงไคโตซานใส่ลงในฐานใส่ตัวอย่าง จากนั้นท้าการวัดสีโดยใช้เครื่องวัดสี

ที่ยิงล้าแสงไปยังตัวอย่าง ซึ่งใช้ระบบ L* a* b* color space ในการประมวลผล โดย L*  แสดงความ

มืดและสว่างโดยที่สว่างน้อยจะให้ค่าใกล้ 0 แต่ถ้าสว่างมากจะให้ค่าใกล้ 100  a* จะแสดงความเป็นสี

แดงหรือเขียวโดยถ้าเป็นสีแดงจะมีค่าเป็นบวกมากแต่ถ้าเป็นสีเขียวจะให้ค่าเป็นลบ ส่วน b* แสดง

ความเป็นสีน้้าเงินหรือสีเขียว ถ้าแสดงค่าเป็นบวกจะความเป็นสีเขียว แต่ถ้าเป็นสีน้้าเงินจะแสดงค่า

เป็นลบ[49] 
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3.6 ศึกษาการยับยั งเชื อวิบริโอ คอเลรา (Vibrio cholera) 

              3.6.1 เตรียมสารละลายไคโตซาน 

 สารละลายไคโตซานที่ความเข้มข้น 1,250, 2,500 และ 5,000 พีพีเอ็ม (ร้อยละ 0.125, 0.25 

และ 0.50 โดยน้้าหนัก) (รูปที่ 3.6) ในกรดอะซิตริกความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ถูกกวนผสม 4 ชั่วโมง 

จนละลายหมด (รูปที่ 3.4) จากนั้นปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วยโซเดียมไบคาร์บอเนตความเข้มข้น 

1.0 โมลาร์ ให้ค่าความเป็นกรดด่างอยู่ในช่วง 5.5 – 6.0 และเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ในปริมาณร้อย

ละ 1 โดยปริมาณของสารละลาย และกวนให้ละลายประมาณ 30 นาที จากนั้นน้าสารละลายทุก

ความเข้มข้น มาท้าการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งทางความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะ 15 

นาที เมื่อครบระยะเวลา ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส 

เพ่ือเตรียมท้าการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเรลา (vibrio cholerae)  
 

    

รูปที่ 3. 4 สารละลายไคโตซานสูตรต่างๆสารละลายอะซิเตรทบัฟเฟอร์ 
 

 3.6.2    การทดสอบการยับยั งเชื อวิบริโอ คอเลราในห้องปฏิบัติการ 

 เทคนิคทดสอบการยับยั้งเชื้อตามมาตรฐาน ASTM E2149-10 [50] ซึ่งการทดสอบการยับยั้ง

เชื้อวิบริโอ คอเลราทั้งหมด ได้ส่งวิเคราะห์ที่คณะจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย เตรียมเชื้อวิบริโอ คลอเรลา (vibrio cholerae) ที่ความเข้มข้น 105 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 

เติมในขวดรูปชมพู่ ตามจ้านวนขวดตัวอย่างที่ทดสอบ  ในปริมาณขวดละ 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติม

สารละลายไคโตซานตัวอย่างปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร ในทุกขวดรูปชมพู่ที่เตรียมไว้ จากนั้นเขย่าเป็น

ระยะเวลา 20 นาที ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที โดยควบคุมอุณหภูมิอยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส 

เมื่อครบระยะเวลา น้าแต่ละตัวอย่างเป็นมาท้าการเจือจางลดลงทีละ 10 เท่า จากนั้นดึงตัวอย่างแต่ละ
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หลอดที่เจือจาง แล้วมาอย่าง 0.1 มิลลิลิตร เขี่ย (Spread plate) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ใช้เป็น Tryptic soy agar (TAS)    แล้วท้าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 24 ชั่วโมงจากนั้นท้าการค้านวณหารปริมาณเชื้อที่ลดลง  

 3.6.3 การทดสอบการยับยั งเชื อวิบริโอ คลอเลราในกุ้งสด 

 การหาสภาวะความเข้มข้นของเชื อวิบริโอ คลอเลรา เริ่มต้นที่เพาะเลี ยงเชื อในกุ้งสด   

 การทดสอบการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ในกุ้งสด ที่เตรียมด้วยวิธีมาตรฐานของโรงงาน 

โดยคุณ ชื่นชนก แก้วนรินทร์ เจ้าหน้าที่แผนกประกันคุณภาพ (Quality Assurance ; QA) เริ่มจาก

การหาสภาวะความเข้มข้นของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา เริ่มต้นที่เพาะเลี้ยงเชื้อในกุ้งสด  เพ่ือต้องการหา

ความเข้มข้นของเชื้อวิ บริ โอ คลอเรลาต่้ าสุด ที่สามารถตรวจพบได้  เนื่องจากมาตรฐาน 

Bacteriological Analytical Manual; BAM [46] ของโรงงานมีการตรวจวัดเชื้อและรายงานผลแบบ 

“พบ (+)” หรือ “ไม่พบ (+)” เท่านั้น โดยกุ้งขาวสดปอกเปือกและหาง น้าไส้ออก (เกรด Raw 

peeled and devined tail off Vannamei White shrimp; RPDTL) ขนาดของตัวกุ้งอยู่ที่ 50 – 

70 มิลลิเมตร ที่เตรียมด้วยวิธีมาตรฐานเพ่ือบรรจุและส่งออก ของโรงงาน มารีน โกลด์ โปรดักส์ ถูก

น้าไปแช่ในเชื้อวิบริโ คลอเรลา ที่ความเข้มข้นของเชื้อ 101  และ 102 ซีเอฟูต่อมิลลิตร แช่กุ้งสด (รูปที่ 

3.5) ที่เตรียมไว้ โดยใช้สัดส่วนของกุ้งสดต่อสารละลายเชื้อเป็น 25  0.1 กรัม ของกุ้งสด ต่อ 25 

มิลลิลิตร ของสารละลายเชื้อ  เป็นระยะเวลา 5 นาที แล้ววิเคราะห์หาเชื้อเริ่มต้นทันที แผนการ

ทดสอบดังรูปที่ 3.6 

 

 

 รูปที่ 3. 5 กุ้งแช่ในสารละลายเชื้อ vibrio cholera ความเข้มข้น 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 
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หมายเหตุ; Thiosulfate citrate bile salts sucrose (TCBS) agar 

   Trypical (tripticase) Soy agar (TSA) 

 

รูปที่ 3. 6 แผนผังการทดสอบหาปริมาณเชื้อเริ่มต้นก่อนที่ทดสอบการยับยั้งเชื้อด้วยไคโตซาน 
 

 

 

น้ากุ้งขาวสด (เกรด RPDTL 50/70) ที่ปอกเปลือกและเอาใส่ออกหมดที่ผ่านกระบวนการท้าความสะอาดของ

โรงงาน จ้านวน 250 กรัม 

 แบ่งกุ้งออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มละ 125 กรัม  

 แช่ในสารละลายที่มเีชื้อ vibrio cholerae 

   เทลงในตะแกรงให้สะเด็ดน้้า และท้าไปวิเคราะห์ทางชีวเคมี 

กลุ่มตัวอยา่งที่ 2 ความเข้มข้น 102 ซีเอฟยูต่อ

มิลลิลิตร ปริมาณ 125  มิลลิลิตร ต่อกุ้ง 125 กรัม 

 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 5 

นาที

   เทลงในตะแกรงให้สะเด็ดน้้า และท้าไปวิเคราะห์ทางชีวเคมี 

น้าตัวอย่างแต่ละหลอด ไปเขี่ยเช้ือ บนอาหารเลี้ยงเช้ือ TCBS  ท้าการบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง และพบเชื้อ สีเหลอืงขุ่นตรงกลาง ใสรอบนอก เส้นผ่านศูนย์กลาง 2-3 มิลลิเมตร 
 

กลุ่มตัวอยา่งที่ 1 ความเข้มข้น 101 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 

ปริมาณ 125 มิลลิลิตร ต่อกุ้ง 125 กรัม 

 เทลงในตะแกรงให้สะเด็ดน้้า และน้าไปวิเคราะห์ทางชีวภาพเพือ่หาเช้ือ 

แบ่งกุ้งเป็น 25.0  0.1 กรัแบ่งกุ้งเป็น 25.0  0.1 กรัม เติมแอลคาไลน์ เปปโตน (alkaline peptone 

water) 225 มิลลิลิตร  เติมแอลคาไลน์ เปปโตน (alkaline peptone water) 225 มิลลิลิตร  

 

แล้วน้าสารละลายที่ได้มาท้าการเจือจางแบบ Serial dilution ในหลอดแอลคาไลน์ เปปโตน ในอัตราสว่น 10-1, 
10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 น้าทุกหลอดที่เจือจาง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 16-18 ชั่วโมง 

 

จากนั้นเชื้อที่ได้ มาเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ (TSA) ท้าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นน้ามาวิเคราะห์ทางชีวภาพตามมาตรฐานของโรงงานเพื่อยืนยันผลว่าเช้ือที่เกิดขึ้นเป็นวิบริโอ คลอเลรา 

(vibrio icholerae) โดยแสดงผลเป็น ตรวจพบ (Detected) หรือตรวจไม่พบ(Non-Detected)  
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 การยับยั งเชื อวิบริโอ คลอเลราในกุ้งสด ด้วยสารละลายไคโตซาน 

 กุ้งขาวสดที่ถูกแช่ในสารละลายเชื้อวิบริโอ คลอเลราที่ความเข้มข้นเท่ากับ 102 ซีเอฟยูต่อ

มิลลิลิตร โดยใช้สัดส่วนของกุ้งสดต่อสารละลายเชื้อเป็น 25  0.1 กรัม (กุ้งประมาณ 5 ตัว)  ของกุ้ง

สด ต่อ 25 มิลลิลิตร ของสารละลายเชื้อ โดยแช่เป็นระยะเวลา 5 นาที (รูปที่ 3.6) จากนั้นน้าออกจาก

สารละลาย พักในตะแกรงอลูมิเนียมให้สะเด็ดน้้า น้ากุ้งที่ปนเปื้อนเชื้อมาท้าการแช่ในสารละลายไคโต

ซานที่ความเข้มข้นต่างๆ และสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ (สูตรควบคุม)  ที่เตรียมไว้ โดยใช้สัดส่วน

ของกุ้งสดต่อสารละลายไคโตซานเป็น 25 กรัม ต่อ 50 มิลลิลิตร โดยการแช่เป็นระยะเวลา 20 นาที 

(ที่ 3.7) จากนั้นเทใส่ตะแกรงให้สะเด็ดน้้า แล้วบรรจุใส่ถุงพลาสติกแล้วแช่แข็งเก็บที่อุณหภูมิ -18 

องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน (รูปที่ 3.8) เมื่อครบระยะเวลาจึงน้าออกมาวิเคราะห์หาเชื้อวิบริ

โอ คลอเลรา ตามมาตรฐาน Bacteriological Analytical Manual; BAM [47] ซึ่งโรงงานใช้ในการ

ตรวจวิเคราะห์หาเชื้อ โดยการทดลองนี้ได้ท้าโดยเจ้าหน้าที่ของโรงงานมารีน โกลด์ โปรดักส์ จ้ากัด 

จังหวัดสมุทรสาคร มีแผนผังการด้าเนินงานแสดงดังรูปที่ 3.9  
 

 

รูปที่ 3. 7 กุ้งติดเชื้อแช่ในสารละลายไคโตซาน และ สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ 
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รูปที่ 3. 8 กุ้งบรรจุในถุงพลาสติก แช่เย็นที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส 
 

 

 

 

 

      เทใส่ตะแกรงให้เสด็จน้้า 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3. 9 แผนผังการทดสอบการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลราในกุ้งสด 

        

น้ากุ้ง 25 กรัม วิเคราะห์
หาเช้ือเริ่มต้น (n=1) 

กลุ่มสารละลายไคโตซานตัวอย่าง 

G1-1 ถึง G1-3 

G2-1 ถึง G2-3 

G3-1 ถึง G3-3 

สารละลายอะซเิตรท  

น้ากุ้งสด (เกรด RPDTL 50/70) ที่ปอกเปลือกและเอาใส่ออกหมดที่ผ่านกระบวนการท้าความ
สะอาดของโรงงาน  

แช่ในสารละลายทีม่ีเช้ือ vibrio cholera อยู่ท่ีความเข้มข้น 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลติร ปรมิาณ 

450 มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25ซ 

ควบคุม กุ้งที่ไม่แช่
สารละลายไคโตซาน               

น้ากุ้ง 25 กรัมของแต่ละกลุ่ม แช่อณุหภมู ิ-18 ซ นาน 7 วัน 

วิเคราะหเ์ชื้อตามมาตรฐานโรงงาน 

บ่มที่อุณหภมูิ 37 ซ นาน 16-18 ชม. 
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3.7 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

การวิเคราะห์ผลการทดสอบและความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ โดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติ

แบบอโนวา (ANOVA) ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์มินิแทบ (Minitab system for Window version 

14) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p ≥ 0.05) [51] การทดลองทุกขั้นตอน มีการท้าซ่้าอย่างน้อย 3 ครั้ง 

 

3.8 สถานที่ท างานวิจัย 

- ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

- โรงงานมารีน โกลด์ โปรดักส์ จ้ากัด จังหวัดสมุทรสาคร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

54 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 การศึกษาผลของความร้อนต่อน้้าหนักโมเลกุลของไตโคซาน โดยสภาวะในการฆ่า

เชื้อจุลินทรีย์ในอุตสาหกรรมอาหาร [44]  คือการอบในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดัน 0.1 เมกะปาสคาล เป็นระยะเวลา 15 นาที ผลการศึกษาแบ่งเป็น 3 ส่วน 

ดังนี้  

4.1 การศึกษาลักษณะของตัวอย่างไคโตซานเริ่มต้น 

4.2 การศึกษาลักษณะสมบัติของไคโตซานหลังผ่านกระบวนการให้ความร้อน  

 4.2.1) ร้อยละการได้กลับ 

 4.2.2) การเปลี่ยนแปลงสี 

 4.2.3) โครงสร้างทางเคมี 

 4.2.4) น้้าหนักโมเลกุล 

 4.2.5) ความสามารถในการละลายน้้า 

 4.2.6) ค่าศักย์เซต้า 

4.3 การศึกษาผลการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา (Vibrio cholerae) ของไคโตซาน 

 4.3.1) ผลของสารละลายไคโตซานต่อการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ในกุ้งสด 

 4.3.2) ผลของสารละลายไคโตซานต่อการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ในห้องปฏิบัติการ 
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4.1 การศึกษาลักษณะของตัวอย่างไคโตซานเริ่มต้น 
 การวิเคราะห์ข้อมูล น้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ยจากความหนืด (Viscosity-molecular weight 

average; MV) ด้วยเทคนิคการวัดความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity), น้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดย

จ้านวน (Number average molecular weight; Mn), น้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยน้้าหนัก (Weight 

average molecular weight ; MW) และค่าการกระจายตัว (Polydispersity index; PDI) ของ

น้้าหนักโมเลกุล ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟี (Gel permeation chromatography ; GPC) ท้าโดย

การส่งทดสอบที่ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห่งชาติ  (MTEC)  อ้าเภอคลองหลวง จังหวัด

ปทุมธานี และร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติล (Degree of deacetylation ; % DD ) วิเคราะห์จากการ

ค้านวณค่าการดูดกลืนรังสีอินฟราเรด ที่ได้จากเทคนิค FTIR  

 ผลการทดลองในตารางที่ 4.1 แสดงลักษณะของไคโตซานเริ่มต้นที่ใช้มีน้้าหนักโมเลกุลเฉลี่ย 
(Mw) 11.8 x 105 และ 3.25 x 105 ดาลตัน (ใช้สัญลักษณ์ A0 และ B0 ตามล้าดับ) ซึ่งมีค่า PDI  5.57 
และ 7.46 และร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติล 83.9 และ 82.4 ตามล้าดับ 
 

ตารางท่ี 4.1 ลักษณะของไคโตซานจากโรงงานมารีนไบโอ รีซอสเซส จ้ากัด ที่ถูกวิเคราะห์ซ้้าโดย
ผู้วิจัย 

ตัวอย่างไค
โตซาน 

น  าหนักโมเลกุลของไคโตซาน  

( x 10
5

 ดาลตัน ) 

ค่าการกระจายตัว
ของน  าหนกั

โมเลกุล (PDI)1 

ร้อยละของการ
ก าจัดหมู่อะซิติล 

(%DD)2 

Mw MV Mn  

A0 11.8 11.99  0.09 2.12 5.57 83.85  0.04 
B0 3.25 2.42 ± 0.01 0.44 7.46 82.38  0.03 

1 ค่าการกระจายตัวของไคโตซาน (PDI) = Mw/Mn 

2 ค้านวณจากค่าการดูดกลืนแสง จากเทคนิค FTIR (ดูสมการที่ 3.2 และ 3.3) 
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4.2 การศึกษาลักษณะสมบัติของไคโตซานหลังผ่านกระบวนการให้ความร้อน 

4.2.1) ร้อยละการได้กลับของไคโตซาน 

 สารละลายไคโตซานในกรดอะซิติก (พีเอช 2.0) ผ่านการให้ความร้อนที่จ้านวนรอบต่างๆ และ

ท้าการสะเทินกลับที่ค่าพีเอช 6.5 และ 7.0 ได้ร้อยละการได้กลับของตะกอนไคโตซาน (percentage 

recovery of chitosan) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 เมื่อสะเทินกลับมาที่พีเอช 6.5 ไคโตซานสูตร A0-

A4  มีตะกอนไคโตซานตกกลับมาสูงกว่าไคโตซานสูตร B0-B4  เนื่องจากไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล

ต่้า มีความสามารถในการละลายได้ดี จึงเกิดปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสได้สูงกว่าที่น้้าหนักโมเลกุลสูง [13] 

และตกตะกอนได้ยากกว่า แต่เมื่อสะเทินกลับที่พีเอชเท่ากับ 7.0 พบว่าน้้าหนักโมเลกุลที่แตกต่างกัน

ไม่ส่งผลต่อปริมาณของตะกอนที่เกิดขึ้น เพราะปริมาณตะกอนไคโตซานที่ตกลงมานั้นมีปริมาณ

ค่อนข้างสูงและใกล้เคียงกัน โดยไคโตซานสูตร C0 – C4 และ D0 – D4  มีการตกตะกอนกลับร้อยละ 

91.5 - 96.0 และ 89.8 – 96.3 ตามล้าดับ 

 การสะเทินสารละลายไคโตซานที่ผ่านความร้อน กลับที่พีเอช 6.5 ไคโตซานมีการตกตะกอน

ลงมาน้อยกว่าเมื่อสะเทินกลับที่พีเอช 7.0 เนื่องจากไคโตซานละลายได้ที่พีเอชต่้า เมื่อมีการสะเทิน

กลับที่พีเอชสูงขึ้น จึงเกิดการตกตะกอน เพราะ OH- ในสารละลายเข้าจับกับ –NH3
+ ท้าให้การแตก

ตัวลดลง (สมการที่ 4.1) และยิ่งพีเอชสูงขึ้นตะกอนจะตกลงมาได้มากขึ้น  ซึ่งจุดที่ไคโตซานเริ่ม

ตกตะกอนนั้นเรียกว่าจุดไอโซอิเล็กติก (Isoelectric point; pI) เกิดจากการปรับพีเอช จนท้าให้เกิด

สมดุลทางประจุในสารละลาย (รูปที่ 4.1) ซึ่งค่า pI เป็นค่าเฉลี่ยของค่า pKa [52] โดยในที่นี้ค่า pKa 

คือค่าการแตกตัวของ –NH2  เป็น –NH3
+  จากรายงานของ Li-Ying Huang และคณะ (2013) 

ส้าหรับไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล 2.15 x 105 ดาลตัน ร้อยละของการจ้ากัดหมู่อะซิติล 80 มีค่า pKa 

ประมาณ 6.2 [53]  
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   R - NH2 + H2O  R - NH3
+ + OH-                    (4.1) 

หมายเหต;ุ R – แทนสายโซโ่มเลกลุของไคโตซาน 

 

 

 
 

 
รูปที่ 4. 1 การเกิดจุดไอโซอิเล็กติก (Isoelectric point; pI) ของไคโตซานในสารละลาย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-NH3
+ > OH- 

-NH3
+  OH- -NH3

+ < OH- 
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ตารางท่ี 4. 2 ร้อยละการได้กลับของไคโตซานหลังสะเทินกลับที่พีเอช 6.5 และ 7.0 
 

 
สูตร 

ตะกอนไคโตซาน1) 

(ร้อยละโดยน  าหนัก) 
ไคโตซานส่วนที่ละลายได้2) 

(ร้อยละโดยน  าหนัก) 

สะเทินกลับที่พีเอช 6.5 
A1 69.2 ± 9.2 30.8 ± 9.2 
A2 79.4 ± 16.9 20.6 ± 16.9 

A3 72.2 ± 14.6 20.6 ± 16.9 
A4 68.5 ± 25.4 27.6 ± 14.6 
B1 31.3 ± 9.1 68.7 ± 9.1 

B2 35.6 ± 26.3 64.4 ± 26.3 
B3 43.2 ± 4.7 56.8 ± 4.7 

B4 40.9 ± 5.2 59.1 ± 5.2 
สะเทินกลับที่พีเอช 7.0 

C1 96.0 ± 0.3 4.0 ± 0.3 
C2 94.4 ± 0.2 5.7 ± 0.2  
C3 93.2 ± 1.6 6.8 ± 1.8  

C4 91.5 ± 1.6 8.5 ± 1.6 
D1 96.3 ± 0.3  3.7 ± 2.9  
D2 95.8 ± 0.2 4.2 ± 2.1 
D3 85.3 ± 15.1 14.7 ± 15.1 

D4 89.8 ± 6.1 10.19 ± 6.1  
 

หมายเหตุ ; 2 ร้อยละของไคโตซานท่ีละลายได้  =  100 – 1) 
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4.2.2) การเปลี่ยนแปลงสี 

 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพและการเปลี่ยนแปลงสีของไคโตซานหลังให้ความร้อนจาก

การสังเกตด้วยตาเปล่าและวัดด้วยระบบ L*a*b พบว่าเมื่อไคโตซานได้รับความร้อนที่จ้านวนรอบ

สูงขึ้น สังเกตได้ว่าสารละลายและตะกอนของไคโตซานมีสีน้้าตาลเข้มขึ้น ดังรูปที่ 4.2  

 

  

 

            

รูปที่ 4. 2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของสารละลายและตะกอนไคโตซานหลังผ่านการให้ความ
ร้อน 
 

 เนื่องจากความร้อนที่ให้แก่สารละลายไคโตซานที่ละลายในกรดอะซิติก สามารถเร่งปฎิกิริยา

ไฮโดรไลซิส ตัดสายโซ่โมเลกุลของไคโตซานที่พันธะไกลโคซิดิก และเกิดหมู่ 2, 5 – แอนไฮโดร-ดี-แมน

โนส  (2, 5 – anhydro-D-mannose) ซึ่งสามารถเข้าท้าปฏิกิริยากับหมู่เอมีน (amide group) ที่เป็น

โครงสร้างหลักของไคโตซานส่งผลให้เกิดเป็นสีน้้าตาลเข้มขึ้น โดยเรียกปฏิกิริยานี้ว่า เมลลาร์ด 

(maillard reaction) ดังรูปที่ 4.3 ซึ่งปฏิกิริยานี้พบได้ทั่วไปได้ในสารพอลิแซ็กคาร์ไรด์ทุกชนิดที่ผ่าน

กระบวนให้ความร้อนเมื่อละลายอยู่ในน้้า [7, 54, 55]  
 

1 รอบ 2 รอบ 0 รอบ 

จ ำนวนรอบในกำรให้ควำมร้อน ( 121 องศำเซลเซียส 15 นำที) 

 
1   2             4                6 

น  ำหนักโมเลกุล (Mw) 
เริ่มต้น 3.25 x 105 

ดำลตัน 

4 รอบ 

น  ำหนักโมเลกุล(Mw) 
เริ่มต้น 11.8 x 105 

ดำลตัน 
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R และ R’ แทนสายโซ่ของไคโตซาน 

รูปที่ 4. 3 ปฏิกิริยาเมลลาร์ด (maillard reaction)   

[54] 

  

 สีของไคโตซานถูกวัดด้วยระบบ L*a* b*  โดยที่ค่า L* แสดงถึงความสว่างที่เปลี่ยนแปลงจาก

สีขาว (+L*) จนถึงสีด้า  (–L*)  ค่า a* แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงสีจากสีเขียว (-a*) ไปจนถึงสีแดง 

(+a*)  ค่า b*  แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงจากสีน้้าเงิน (-b*) ไปจนถึงสีเหลือง (+b*) [49] จากผลการ

ทดลองพบว่า ค่า L* a* และ b*  มีค่าที่เป็นบวกทั้งหมด ดังตารางที่ 4.3 โดยค่า L* มีแนวโน้มลดลง

เมื่อจ้านวนรอบในการให้ความร้อนเพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกันไคโตซานเริ่มต้น  ส่วนค่า a* มีแนวโน้ม

เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ค่า b* ที่น้้าหนักโมเลกุลเริ่มต้นเท่ากับ 3.25 x 105 ดาลตัน มีแนวโน้มลดลงซึ่งเข้า

ใกล้สีน้้าเงินมากขึ้น แต่ไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลเริ่มต้น 1.18 x 106 ดาลตัน มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น ซึ่ง

เข้าใกล้สีเหลือง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการสังเกตทางกายภาพ พบว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุ ล

เริ่มต้น 1.18 x 106 ดาลตัน มีสีที่น้้าตาลอ่อนกว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลเริ่มต้น 3.25 x 105 ดาล

ตัน ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเป็นที่ต้องพิจารณา หากมีการน้าไปใช้งานด้านอาหาร เนื่องจากอาจท้าให้

ลักษณะทางกายภาพของอาหารเปลี่ยนไป 

 

 

 

 

 

 

 

สารสีน  าตาล 
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ตารางท่ี 4. 3 การเปลี่ยนแปลงสีของไคโตซานพิจารณาจากค่า L* a* และ b* 
กลุ่มตัวอย่าง L* a* b* 

A0 (Mw 11.8 x105 Da) 53.8  1.75 -0.18  0.31 2.71  0.48 
A1 38.4  0.51 0.95  0.02 10.6  0.05 
A2 38.8  0.92 1.59  0.16 9.63  0.04 
A3 37.5  0.04 1.97  0.03 8.85  0.04 
A4 34.4  0.06 2.87  0.04 8.22  0.01 

B0 (Mw 3.25 x105 Da) 45.4  0.25 -1.39  0.02 9.46  0.14 
B1 28.4  0.01 4.75  0.05 4.59 0.34 
B2 24.8  0.02 5.18  0.02 4.30  0.01 
B3 25.8  0.04 3.69  0.11 2.69  0.27 
B4 25.9  0.05 2.12  0.01 2.81  0.02 
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4.2.3) โครงสร้างทางเคมีของไคโตซานด้วยการวิเคราะห์ FTIR  

 ไคโตซานที่ได้มีหมู่ฟังก์ชันหลักที่เกิดจากค่าการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดที่เลขคลื่นต่างๆ เมื่อ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค FTIR ดังตารางที่ 4.4 ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างไคโตซาน ชนิดต่างๆ แสดงดังรูป

ที่ 4.4  

 

ตารางท่ี 4. 4 ค่าการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดที่เลขคลื่นต่างๆ ของหมู่ฟังก์ชันหลักของไคโตซาน  
[25] 

หมู่ฟังก์ชันหลักของไคโตซาน เลขคลื่น (ต่อเซนติเมตร) 
-OH stretching 3450 
–CH stretching 2870-2920 
–C=O stretching (amide I) 1600 - 1650 
–NH bending (amide II) 1550- 1559 
-CH2 bending 1420 
–NHCO (amide III)   1320 
–CO stretching ของพันธะไกลโคซิดิก 897 

 

การที่ให้ความร้อนกับสารละลายไคโตซานนั้น สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสบนสายโซ่ของไคโต

ซานด้วยกัน 2 ต้าแหน่งคือ พันธะไกลโคซิลและพันธะที่ต้าแหน่งเอ็น – เอ็นอะซิติล [54] การเกิด

ไฮโดรไลซิสที่ต้าแหน่งพันธะไกลโคซิดิก ส่งผลให้เกิด 2, 5 –แอนไฮโดร-ดี-แมนโนสที่ปลายสายโซ่ และ

เข้าท้าปฏิกิริยากับหมู่เอมีนซึ่งอยู่ในสายโซ่ของไคโตซาน ก่อให้เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดดังกล่าวในหัวข้อ 

4.2.2) ส่งผลให้ค่าการดูดกลืนรังสีอินฟราเรด ที่ต้าแหน่งเลขคลื่น 1560 ต่อเซนติเมตร ของ amide II 

เกิดการเคลื่อนไปทางขวา ส่วนค่าการดูดกลืนที่ต้าแหน่ง 1650 ของ –C=O stretching (amide I) มี

ค่าน้อยลง (รูปที่ 4.5) เป็นผลจากการเกิดพันธะ -N=C จากปฏิกิริยาเมลลาร์ด [7, 55, 56]    
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รูปที่ 4. 4 การดูดกลืนรังสีอินฟราเรดที่ต้าแหน่งหมู่ฟังก์ชันหลักต่างๆ ของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล 
(MW) 3.25 x 105 ดาลตัน (ก) และ 11.8 x 105 ดาลตัน (ข)  

 

 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
เลขคลื่น (เซนติเมตร-1) 

ก 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
เลขคลื่น (เซนติเมตร-1 ) 

-OH, 3450 cm-1 

Amide I, 1655 cm-1 

Amide II 1560 cm-1 
Amide III 1320 cm-1 C-O stretch of 

glycoside 
linkage879 cm-1 

6 รอบ 
4 รอบ 
2 รอบ 
1 รอบ 
0 รอบ 

-OH, 3450 cm-1 
-CH2OH, 2920 cm-1 

-CH2OH, 2920 cm-1 

ข 

Amide I, 1655 cm-1 

Amide II 1560 cm-1 

Amide III 1320 cm-1  C-O stretch of 
glycoside linkage 

879 cm-1 

6 รอบ 
4 รอบ 
2 รอบ 
1 รอบ 
0 รอบ 

C-O stretching 1070 cm-1 

C-O stretching 1070 cm-1 

-CH2 bending, 1420cm-1 

-CH2 bending, 1420 cm-1 
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รูปที่ 4. 5 การเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนรังสีอินฟราเรดที่ต้าแหน่ง 1650, 1560, 1420 และ 1320 ต่อ
เซนติเมตร ของไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อน 0 รอบและ1 รอบ 
 

 นอกจากนี้การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยความร้อนที่ต้าแหน่งเอ็น -อะซิติล (amide III) 

หรือปฏิกิริยาดีอะซิติเลชัน ซึ่งเป็นการก้าจัดหมู่อะซิติลออกจากโครงสร้างไคโตซาน (รูปที่ 4.6)  [54] 

ส่งผลให้ค่าการดูดกลืนที่ต้าเลขคลื่น 1320 ต่อเซนติเมตร คือต้าแหน่งของ -NHCO (amide III)  (รูปที่

4.6) เมื่อน้ามาค้านวณร้อยละก้าจัดหมู่อะซิติล ร่วมกับค่าการดูดกลืนที่ต้าแหน่ง 1420  (-CH2 

bending) ตามสมการที่ (3.2) และ (3.3) [25] จึงส่งผลให้ร้อยละก้าจัดหมู่อะซิติลจึงสูงขึ้น (ตารางที่ 

4.5) และเม่ือจ้านวนรอบให้ความร้อนสูงขึ้น จาก 2 ถึง 6 รอบ พบว่าร้อยละการจ้ากัดหมู่อะซิติลไม่มี

ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ ไคโตซานสูตร B2-B4 มีร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลสูงกว่าไคโตซาน

สูตร A2-A4 เนื่องจากไคโตซานน้้าหนักโมเลกุลต่้าสามารถละลายได้มากกว่าไคโตซานน้้าหนักโมเลกุล

สูง จึงสามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้ดีกว่า [13]  

 ไคโตซานที่ให้ความร้อนจ้านวนรอบเท่ากัน ไคโตซานที่น้ากลับของด้วยเอทานอล (สูตร B4e) 

นั้นมีร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่สูงกว่าไคโตซานที่ตกตะกอนทันทีหลังจากสะเทินกลับที่พีเอช 6.5 

(สูตร B4) เนื่องจากไคโตซานส่วนนี้เป็นส่วนที่อยู่ในสารละลายหลังจากสะพีเทินกลับเป็น 6.5 แสดงถึง

2500 2000 1500 1000 500

เลขคลื่น(เซนติเมตร-1) 

1 รอบ 

0 รอบ 

Amide II , 1560 cm-1 

ผลจาก -N=C -CH2 bending , 1420 cm-1 

Amide III , 1320 cm-1 

Amide I, 1650 cm-1 
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การมีปริมาณของหมู่เอมีนที่สามารถแตกตัวเป็น –NH3
+ ได้สูง ดังนั้นเมื่อค้านวณหาร้อยละการก้าจัด

หมู่อะซิติลจึงมีค่าที่สูง  

  

 

รูปที่ 4. 6 ปฏิกิริยาดีอะซิติเลชันที่พันธะของเอ็น-อะซิติล (N-acetyl linkage) [54]                      
มีผลท้าให้หมู่  อะซิติล ของไคโตซานหลุดออกจากสายโซ่และแทนที่ด้วยหมู่เอมีน 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N-acetyl linkage 

N-acetyl group 

 Amide group 
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ตารางท่ี 4. 5 ผลร้อยละการจ้ากัดหมู่อะซิติล (Degree of deacetylation, % DD) ของไคโตซาน
ด้วยเทคนิค FTIR 

กลุ่มตัวอย่าง รอบให้ความร้อน  ร้อยละการก าจัดหมู่อะซิติล  SD 

A0 (Mw 11.8 x105 Da) 0 83.85  0.04a 

A1 1 88.29  0.06b 

A2 2 84.23  0.03a 

A3 4 83.40  0.11a 

A4 6 82.38  0.07a 

B0 (Mw 3.25 x105 Da) 0 81.47  0.03c 

B1 1 85.61  0.12d 

B2 2 85.33  0.11d 

B3 4 86.71  0.06d 

B4 6 85.57  0.10d 

 B4e  6 93.85  0.08f 

S 0 81.42  0.03g 

 

b   มีความแตกต่างอย่างมีนยัส้าคญัทางสถิต ิ(p  0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับทุกกลุม่ตัวอย่างที่ Mw เริม่ต้น 

เท่ากับ 11.8 x 105 ดาลตัน 

c   มีความแตกตา่งอย่างมีนัยส้าคญัทางสถิต ิ(p  0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับทุกกลุม่ตัวอย่างที่ Mw เริม่ต้น 

เท่ากับ 3.25 x 105 ดาลตัน 

a และ d  ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมีนัยส้าคญัทางสถิติ (p  0.05) เมื่อท้าการเปรยีบเทียบกับทุกกลุ่มตัวอย่างที่ Mw 

เริ่มต้น เท่ากับ 11.8 x 105 ดาลตนั และ 3.25 x 105 ดาลตัน 

e แทนไคโตซานท่ียังสารละลายที่พีเอช 6.5 และถูกน้ากลับด้วยเอทานอล สูตร B4 

f มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p  0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับทุกกลุ่มตัวอย่างที่ Mw เริ่มต้น 
เท่ากับ 3.25 x 105 ดาลตัน และแตกต่างจาก c 

g มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p  0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับทุกกลุ่มตัวอย่าง a, b, d, และ f 

 S ไคโตซานน้้าหนักโมเลกุลต่้า (Mw 2.8 x 104 ดาลตัน) จากโรงงานมารีน ไบโอ รีซอสเซส จ้ากัด 
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4.2.4) น  าหนักโมเลกุลของไคโตซานหลังผ่านการให้ความร้อน 

 ในการวิจัยนี้ได้ท้าการวิเคราะห์หาน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานโดยใช้เทคนิคการวัดความ

หนืด เพ่ือประเมินค่าความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity) และหาน้้าหนักโมเลกุล (Mv) ของไคโต

ซานแสดงวิธีการ ตามภาคผนวก ค. รวมทั้งท้าการส่งวิเคราะห์หาน้้าหนักโมเลกุลด้วยเทคนิคโครมา

โตกราฟี  

  ค่าความหนืดภายในตัวและ MV ของไคโตซานหลังผ่านกระบวนการให้ความร้อน มีแนวโน้ม

ลดลงเมื่อจ้านวนรอบในการให้ความร้อนเพ่ิมขึ้น  (รูปที่ 4.7 - 4.8) เมื่อจ้านวนรอบในการให้ความ

ร้อน 1-2 รอบ Mv ของไคโตซาน A0 ลดลงอย่างรวดเร็ว จาก 1.19 x 106 ถึง 7.61 x 105 ดาลตัน 

และไคโตซาน B0 จาก 2.42 x 105 ถึง 1.12 x 105 ดาลตัน แต่เมื่อให้ความร้อน  4 – 6 รอบ พบว่า 

Mv เริ่มคงที่ อยู่ในช่วงระหว่าง  6.79 x 105 – 6.42 x 105 ดาลตัน และ 9.21 x 104 – 8.35 x 104 

ดาลตัน ส้าหรับไคโตซาน A0 และ B0 ตามล้าดับ แสดงว่าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสร่วมกับความร้อนมี

ข้อจ้ากัดในการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน เพราะเมื่อไคโตซานน้้าหนักโมเลกุลสูงสามารถตัด

โมเลกุลได้มาก แต่เม่ือน้้าหนักโมเลกุลต่้าลง เริ่มไม่เห็นการเปลี่ยนแปลงของ MV ซึ่งพิจารณาจากร้อย

ละการลดลงของ Mv แสดงตามตารางที่ 4.6 จากนั้นน้าไคโตซานสูตร B1 ซึ่งผ่านการให้ความร้อน 1 

รอบ เนื่องจากเป็นสภาวะที่ใช้ในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร และไคโตซานสูตร 

B6 ซึ่งเป็นสูตรที่ Mv ลดลงมากที่สุด มาวิเคราะห์ต่อด้วยเทคนิคจีพีซี ผลวิเคราะห์พบว่าไคโตซานเมื่อ

ให้ความร้อน 1 รอบ (สูตร B1) ท้าให้น้้าหนักโมเลกุล Mw ลดลงร้อยละ  27  แต่เมื่อให้ความร้อน 6 

รอบ ท้าให้น้้าหนักโมเลกุล MW ลดลงร้อยละ 85 (สูตร B4) แสดงตามตารางที่ 4.7  ซึ่งแสดงถึง

ระยะเวลาการให้ความร้อนท้าให้น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานลดต่้าลง เนื่องจากความร้อนสามารถ

เพ่ิมอัตราในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

 รายงานวิจัยของ Hong Kyoon No และคณะ (2001) [29] ได้ลด Mv ของไคโตซานน้้าหนัก

โมเลกุลเริ่มต้นที่ 1.11 x 106 ดาลตัน ร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลเท่ากับ 98.2 โดยละลายไคโตซานที่

ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 โดยมวล ในกรดอะซิติก ให้อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และให้ความร้อน

อย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลา 15, 30, 60 นาที  สามารถลด MV ของไคโตซาน ได้ร้อยละ 47, 55, และ 

62 ตามล้าดับ ซึ่งเห็นว่าการให้ความร้อนอย่างต่อเนื่องโดยวิธีของ Hong Kyoon No และคณะ 

(2001) สามารถลดลงน้้าหนักโมเลกุลได้มากกว่าการให้ความร้อนเป็นรอบที่ใช้ในงานวิจัยนี้  
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นอกจากนั้นไคโตซานที่มีน้้าหนักโมเลกุลต่้าแต่ร้อยละการจ้ากัดหมู่อะซิลสูง สามารถลดน้้าหนัก

โมเลกุลได้ดี เพราะสามารถละลายได้ดี จึงส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสตัดสายโซ่ได้มากขึ้น [52] 

 
รูปที่ 4. 7 ผลของการให้ความร้อนที่จ้านวนรอบต่างๆ ต่อค่าความหนืดในตัว (Intrinsic viscosity)  
 

 

 

รูปที่ 4. 8 ผลของการให้ความร้อนที่จ้านวนรอบต่างๆ ต่อการลดลงของน้้าหนักโมเลกุล (Mv)  
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ตารางท่ี 4. 6 ร้อยละการลดลงของ Mv ของไคโตซานหลังผ่านการให้ความร้อน 

กลุ่มตัวอย่าง 
รอบให้ความร้อน 
(15 นาที x รอบ) 

ร้อยละการลดลงของ Mv 

A0 (Mw 11.8 x105 Da) 0 - 
A1 1 26.87 
A2 2 36.59 
A3 4 43.43 
A4 6 46.42 

B0 (Mw 3.25 x105 Da) 0 - 
B1 1 35.87 
B2 2 53.48 
B3 4 62.00 
B4 6 65.55 

 

- แทนไคโตซานเริ่มต้นที่ไม่ผ่านการให้ความร้อนจึงไม่มีร้อยละการลดลงของน้้าหนักโมเลกุลของไคโต

ซาน 

ตารางท่ี 4. 7 ผลการส่งวิเคราะห์น้้าหนักโมเลกุลด้วยเทคนิคเจลเพอร์เมียลเอชันโครมาโตกราฟี 
(GPC) เปรียบเทียบกับการวัดน้้าหนักโมเลกุล (Mv) โดยเทคนิควัดความหนืด ในห้องปฏิบัติการ 

สูตร 
น  าหนักโมเลกุลของไคโตซาน (x 105 ดาลตัน) ร้อยละการ

ลดลง Mw Mw Mv Mn PDI* 

A0 11.8 11.99  0.09 2.12 5.57 - 

B0 3.25 2.42  0.01 0.44 7.46 - 

B1 2.98 1.55  0.04 0.41 5.77 8.31 

B1**  2.36 1.51  0.02 0.41 7.20 27.4 

B4 0.48 0.84  0.02 0.31 2.72 85.2 

B4** 0.46 0.76  0.02 0.35 2.52 85.9 

S 0.28 0.53  0.02 0.11 2.72 - 

* PDI คือ ค่าการกระจายตัวของน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน เท่ากบั Mw/Mn 

** แทนไคโตซานท่ียังสารละลายที่พีเอช 6.5 และถูกน้ากลับด้วยเอทานอล 

- แทนไคโตซานเริ่มต้นที่ไมผ่่านการให้ความร้อนจึงไม่มรี้อยละการลดลงของน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 

S แทนไคโตซานท่ีน้้าหนักโมเลกุลต่้า ของโรงงานมารีบ ไบโอ รีซอสเซส จ้ากัด 
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เมื่อพิจารณาจากค่าการกระจายตัวของน้้าหนักโมเลกุลหรือ ค่า PDI ของไคโตซานที่ผ่านการให้ความ

ร้อน เปรียบเทียบกับไคโตซานเริ่มต้น พบว่าเมื่อน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานลดลง ค่า PDI ของ

น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานลดลง (ตารางที่ 4.7) แสดงถึงขนาดโมเลกุลของไคโตซานที่ค่อนข้าง

สม่้าเสมอ [26] เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และให้ความร้อนที่จ้านวนรอบต่้า สายโซ่ของไค

โตซานถูกตัดสั้นลงบางส่วน จึงมีค่า PDI สูง แต่เมื่อเพ่ิมจ้านวนรอบในการให้ความร้อน สายโซ่ไคโต

ซานที่ยังยาวอยู่จะถูกตัดให้สม่้าเสมอมากขึ้น จึงมีค่า PDI ต่้าลง  

 รายงานวิจัยของ C.Q. Qin และคณะ (2002) มีการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานที่

น้้าหนักโมเลกุลเริ่มต้น 4.98 x 105 ดาลตัน มีค่า PDI เท่ากับ 5.13 ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

ความเข้มข้นร้อยละ 0.45  เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิให้สูงจาก 60 องศาเซลเซียส นาน 1 – 2 ชั่วโมง  พบว่า

น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานลดลง 5.10 x 104 และ 3.5 x 103 ดาลตัน มีค่า PDI เท่ากับ 2.51 และ 

1.29 ตาล้าดับ เนื่องการลดน้้าหนักโมเลกุลในช่วงเริ่มต้น จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันตัดกิ่งของสายโซ่

ไคโตซานก่อนและตามด้วยสายโซ่หลัก ดังนั้นจึงมีความหลากหลายของน้้าหนักโมเลกุล ค่า PDI จึงสูง 

แต่เมื่อเพ่ิมระยะเวลานานขึ้น สายโซ่หลักของไคโตซานถูกตัดให้สั้นลงด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชั นได้

สูงขึ้น จึงท้าให้น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานใกล้เคียงกัน ค่า PDI ต่้าลง [57] แต่งานวิจัยของ C.Q. 

Qin และคณะ (2002) ได้ใช้ปฏิกิริยาออกซิเดชันส้าหรับลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานที่ต่างจาก

งานวิจัยนี้ ที่ใช้ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส แต่ปฏิกิริยาทั้งสองนี้ ท้าหน้าที่ลดน้้าหนักโมเลกุลที่พันธะไกลโค

ซิกเหมือนกัน  
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4.2.5) ความสามารถในการละลายของไคโตซานหลังผ่านการให้ความร้อน 

 ไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อนทุกกลุ่มตัวอย่างมีความสามารถในการละลายที่พีเอช 5.0 ได้

มากกว่าร้อยละ 90 เมื่อเปรียบเทียบกับไคโตซานเริ่มต้น  แต่สามารถละลายลดลงที่พีเอช 5.5 และ 

6.0 (รูปที่ 4.9 – 4.12) เมื่อพิจารณาไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อน 6 รอบ สูตร B4  ซึ่ง Mw อยู่

ในช่วง 4.6- 4.8 x 104 ดาลตัน เปรียบเทียบกับไคโตซานสูตร S ที่ Mw  2.8 x 105 ดาลตัน  ซึ่งเป็นไค

โตซานน้้าหนักโมเลกุลต่้าของโรงงาน ที่พีเอช 5.0 ไคโตซานมีความสามารถในการละลายมากว่าร้อย

ละ 90 ใกล้เคียงกัน แต่ที่ค่าพีเอช 5.5 และ 6.0 พบว่าความสามารถในการละลายต่้ากว่าไคโตซานที่

ผ่านการตัดด้วยความร้อน แสดงดังรูปที่ 4.13 เนื่องจากไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อน  

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ต้าแหน่งเอ็น-อะซิติล ท้าให้ร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่สูงขึ้นและสูงกว่า

ไคโตซานที่มาจากโรงงาน ซึ่งถูกลดน้้าหนักโมเลกุลด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (ตารางที่ 4.4) 

เนื่องจากไฮโดรเจนเปอร์มีประสิทธิภาพในตัดสายโซ่ของไคโตซานที่พันธะไกลโคซิดิก แต่ไม่สามารถ

ก้าจัดหมู่อะซิติลออกจากโครงสร้างของไคโตซานได้ [7] ซึ่งปัจจัยที่ส่งผลต่อการละลายของไคโตซาน

คือร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลและน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน ถ้าหามีร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่

สูง จะมีหมู่เอมีนสูง มีความสามารถในการแตกตัวได้ดีในสารละลายกรดอะซิติก  [58]  และไคโตซาน

ที่น้้าหนักโมเลกุลสูงมีความสามารถในการละลายเข้าใกล้พีเอชที่เป็นกลางน้อยกว่าไคโตซานที่น้้าหนัก

โมเลกุลต่้า เนื่องจากไคโตซานโมเลกุลสูงมีโครงสร้างภายในที่เป็นผลึกที่มากกว่าไคโตซานที่น้้าหนัก

โมเลกุลต่้า เพราะการละลายนั้นจะเริ่มเกิดในส่วนที่เป็นอสัณฐาน (amorphus) ก่อน ดังนั้นถ้า

ปริมาณผลึกต่้าลงความสามารถละลายจึงสูงขึ้น [7] 
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รูปที่ 4. 9 ร้อยละการละลายของไคโตซานสูตร A1 – A4 ที่ค่าพีเอช 5.0 ถึง 6.0 (น้้าหนักโมเลกุล
เริ่มต้นเท่ากับ 11.8 x 105 ดาลตัน หลังจากผ่านการให้ความร้อนแล้วมีการสะเทินกลับที่พีเอช 6.5) 
 

 
รูปที่ 4. 10 ร้อยละการละลายของไคโตซานสูตร C1 – C4 ที่ค่าพีเอช 5.0 ถึง 6.0 (น้้าหนักโมเลกุล
เริ่มต้นเท่ากับ 11.8 x 105 ดาลตัน หลังจากผ่านการให้ความร้อนแล้วมีการสะเทินกลับที่พีเอช 7.0) 
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จ านวนรอบในการให้ความร้อน (15 นาท ีที่อุณหภูมิ 121 ซ)  

pH 5.0, MW 1180  kDa

pH 5.5, MW 1180 kDa

pH 6.0, MW 1180 kDa
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จ านวนรอบในการให้ความร้อน (15 นาที ที่อุณหภูมิ 121 ซ)  

pH 5.0, MW 1180 kDa
pH 5.5, MW 1180 kDa
pH 6.0, MW 1180 kDa

C1 C C3 C4 
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รูปที่ 4. 11 ร้อยละการละลายของไคโตซานสูตร B1 – B4 ที่ค่าพีเอช 5.0 ถึง 6.0 (น้้าหนักโมเลกุล
เริ่มต้นเท่ากับ 3.25 x 105 ดาลตัน หลังจากผ่านการให้ความร้อนแล้วมีการสะเทินกลับที่พีเอช 6.5) 
 

 

รูปที่ 4. 12 ร้อยละการละลายของไคโตซานสูตร D1 – D4 ที่ค่าพีเอช 5.0 ถึง 6.0 (น้้าหนักโมเลกุล
เริ่มต้นเท่ากับ 3.25 x 105 ดาลตัน หลังจากผ่านการให้ความร้อนแล้วมีการสะเทินกลับที่พีเอช 7.0) 
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จ านวนรอบในการให้ความร้อน (15 นาท ีที่อุณหภูมิ 121 C)  

pH 5.0, MW 325 kDa
pH 5.5, MW 325 kDa
pH 6.0, MW 325 kDa
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จ านวนรอบในการให้ความร้อน (15 นาท ีที่อุณหภูมิ 121 C)  

pH 5.0, MW 325 kDa

pH 5.5, MW 325 kDa

pH 6.0, MW 325 kDa
D1 D2 D3 D4 
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หมายเหต ุ; 
S แทนไคโตซานท่ีน้้าหนักโมเลกุลต่้า ของโรงงานมารีบ ไบโอ รีซอสเซส จ้ากัด 

B4* แทนไคโตซานที่ละลายได้ที่พีเอช 6.5 และถูกน้ากลบัเอทานอล  

B4 แทนไคโตซานท่ีตกตะกอนกลบัทันท่ีหลังจากสะเทินกลับท่ีพีเอช 6.5  

รูปที่ 4. 13 ร้อยละการละลายที่พีเอช 5.0 ถึง 6.0 ของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลแตกต่างกัน 
 

4.2.6) ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไคโตซานหลังผ่านการให้ความร้อน 

 ค่าศักย์เซต้า คือค่าผลต่างระหว่างประจุของบริเวณพ้ืนผิวของสายโซ่ไคโตซานกับตัวท้า

ละลาย  [48] โดยไคโตซานที่อยู่ในสารละลายกรด หมู่เอมีนสามารถแตกตัวเป็น –NH3
+ เมื่ออยู่ใน

สารละลาย ดังนั้นค่าศักย์เซต้านั้นย่อมมีค่าเป็นบวก จากผลการวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้าของสารละลาย

ไคโตซานที่ความเข้มข้น 1,250, 2,500 และ 5,000 พีพีเอ็ม (ร้อยละ 0.125, 0.25 และ 0.50 โดย

มวล) ของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลแตกต่างกันที่พีเอชเท่ากับ 5.5  แสดงตามตารางที่ 4.6 ไคโตซาน

ที่ความเข้มข้นต่างกันที่น้้าหนักโมเลกุลเท่ากันที่ความเข้มข้นสูงขึ้น พบว่าค่าศักย์เซต้ามีแนวโน้มจะมี

ค่าเป็นบวกเพ่ิมขึ้น แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ แต่เมื่อพิจารณาที่น้้าหนักโมเลกุลและ

ร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลต่างกัน พบว่าเมื่อน้้าหนักโมเลกุลและร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลเพ่ิมขึ้น 

ค่าศักย์เซต้ามีค่าบวกเพ่ิมขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Min Huang และคณะ (2005) เมื่อ

น้้าหนักโมเลกุลไคโตซานลดลงจาก 2.13 x 105 ดาลตัน ถึง 1.0 x 104 ดาลตัน ที่ร้อยละการก้าจัด
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หมู่อะซิติลเท่ากัน พบว่าค่าศักย์เซต้าลดลงจาก +22.2 มิลลิโวลต์ ถึง +9.4 มิลลิโวลต์ และที่น้้าหนัก

โมเลกุล 2.13 x 105 ดาลตัน แต่ร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลลดลงจากร้อยละ 88 ถึง 61 พบว่าค่าศักย์

เซต้าลดลงจาก +22.2 มิลลิโวต์ ถึง +12.5 มิลลิโวลต์ ทั้งนี้เนื่องจากร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่

ลดลง ย่อมมีหมู่เอมีน (-NH2) น้อยลงซึ่งเมื่ออยู่ในสารละลายสามารถรับโปรตอนเป็นประจุบวก (-

NH3
+)  ที่น้อย ซึ่งส่งผลให้ค่าศักย์เซต้ามีค่าบวกน้อยลง [59] 

ตารางท่ี 4. 8 ค่าศักย์เซต้าของสารละลายไคโตซานในน้้าที่พีเอช 5.5 
น  าหนักโมเลกุลของไคโต

ซาน (Mw)/PDI 
(x 104 ดาลตัน) 

ร้อยละก าจัดหมู่อะซิติล 

 SD 

ความเข้มขน้ของสารลาย 
ไคโตซาน (พีพีเอ็ม) 

ค่าศักย์เซต้าของ
สารละลายไคโตซาน 

(มิลลิโวลต์)  SD 
 

2.8a/2.73 
 1250 +16.98  1.06e 

81.42  0.03 2500 +17.10  0.47e 
 5000 +17.70 0.69e 

 
4.6b/2.52 

 1250 +24.62  1.72 

93.85  0.08 2500 +24.60  1.20 

 5000 +24.42  0.95 
 

4.8c/2.72 
 1250 +26.20  1.70 

85.57  0.10 2500 +22.45  1.39 
 5000 +26.38  1.05 

 
32.5d/7.46 

 1250 +23.56  1.86 

81.47  0.03 2500 +22.98  1.13 
 5000 +27.28  0.99 

หมายเหต;ุ 

a แทนไคโตซานท่ีน้้าหนักโมเลกุลต่้า ของโรงงานมารีบ ไบโอ รีซอสเซส จ้ากัด 

b แทนไคโตซานท่ีละลายได้ที่พีเอช 6.5 และถูกน้ากลับด้วยเอทานอล (สูตร B4) 

c แทนไคโตซานที่ตกตะกอนกลับทันที่หลังจากสะเทินกลับ (สตูร B4) 

e แทนค่าศักย์เซต้ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p  0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทยีบกับทุกกลุ่มตัวอย่าง  
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4.3 ผลการยับยั งเชื อวิบริโอ คลอเลรา (Vibrio cholerae) ของสารละลายไคโตซาน 

4.3.1) ผลของสารละลายไคโตซานต่อการยับยั งเชื อวิบริโอ คลอเรลาในกุ้งสด 

 การหาสภาวะความเข้มข้นของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา เริ่มต้นที่เพาะเลี้ยงเชื้อในกุ้งสด  เพ่ือ

ต้องการหาความเข้มข้นของเชื้อวิบริโอ คลอเรลาต่้าสุด ที่สามารถตรวจพบได้ เนื่องจากมาตรฐานของ

โรงงานมีการตรวจวัดเชื้อและรายงานผลแบบ “พบ (+)” หรือ “ไม่พบ (+)” เท่านั้น ขั้นตอนในการหา

สภาวะนั้น เริ่มจากน้ากุ้งขาวสด ขนาดอยู่ท่ี 50 – 70 มิลลิเมตร ที่ผ่านกระบวนการมาตรฐานเพ่ือการ

บรรจุและส่งออก ของโรงงานมารีน โกลด์ โปรดักส์ จ้ากัด น้ากุ้งสดแช่ในสารละลายเชื้อวิบริโอ คลอเร

ลา ที่ความเข้มข้น 101 และ 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที แล้ววิเคราะห์หาเชื้อทันที และ

น้ากุ้งที่ติดเชื้อเข้มข้น 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร  มาแช่เข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 7 วัน เพ่ือจ้าลองสภาวะของการส่งออกกุ้งแช่แข็งของโรงงาน จากนั้นเจ้าหน้าที่แผนก

ประกันคุณภาพเป็นผู้วิเคราะห์ตรวจหาเชื้อ ตามมาตรฐานของ Bacteriological Analytical 

Manual (BAM.) [47]  

 การทดลองนี้พยายามเลียนแบบสภาวะการติดเชื้อในกุ้งสดและหาปริมาณเชื้อต่้าที่สุด ที่จะ
ตรวจพบ แต่พบว่าผลการทดลองมีการแปรปรวนสูง (ตารางที่ 4.9) แสดงว่าไม่สามารถควบคุมการติด
เชื้อของกุ้งให้เท่ากันได้ แต่สามารถพิจารณาได้เป็นแนวโน้มโดย  ที่ 0 วัน พบว่ากุ้งที่ถูกเพาะเชื้อที่
ความเข้มข้นเริ่มต้น 101 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร โดยมีการตรวจพบเชื้อ 4 ใน 5 ตัวอย่างของกุ้งติดเชื้อ ที่
ค่าการเจือจาง 10-1 แต่ที่ค่าการเจือจางอ่ืนๆ การตรวจพบเชื้อไม่แน่นอน เมื่อเพ่ิมการเพาะเชื้อขึ้นเป็น
ความความเข้มข้น 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร พบการติดเชื้อ  4 ใน 5 และ 3 ใน 5 ตัวอย่างของกุ้งติด
เชื้อที่ค่าการเจือจาง 10-1 และ 10-2 ตามล้าดับ และเมื่อน้ากุ้งติดเชื้อ 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ท้าการ
แช่แข็งที่สภาวะส่งออก เป็นระยะ 7 วัน พบว่าตรวจพบเชื้อที่ทุกค่าการเจือจาง แสดงให้เห็นว่าเชื้อ
สามารถเจริญเติบโตได้แม้ว่าถูกแช่แข็ง และผลการทดลองพบว่าไม่สามารถควบคุมการเพาะเชื้อในกุ้ง
ให้เท่าๆกันได้ แม้จะมีการท้าซ้้าถึง 5 ซ้้าก็ตาม ผู้วิจัยจึงทดลองใช้กุ้งที่ถูกเพาะเชื้อที่ความเข้มข้น 102 
ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร มาทดสอบผลการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ด้วยสารละลายไคโตซาน (ตารางที่ 
4.10) โดยส่งทดสอบในห้องปฏิบัติการต่อไป 
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ตารางท่ี 4. 9 ผลตรวจหาเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ในกุ้งสดหลังจากผ่านการเพาะเชื้อในสารละลายเชื้อที่
ความเข้มข้นเริ่มต้นเป็น 101 และ 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร  

จ านวนเชื อที่เพาะ

ในกุ้งสด (ซีเอฟยู

ต่อมิลลิลิตรใน 25 

กรัมกุ้งสด) 

วันในการ

เก็บรักษา

แช่แข็งกุ้งท่ี

ติดเชื อ 

 

ซ  าท่ี 

การตรวจพบเชื อวิบริโอ คลอเลราในสารละลายกุ้งติดเชื อที่ค่า

การเจือจางต่างๆ 

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 

 

 

101 

 

 

0 

1 + + + + - 

2 + + - - - 

3 + - - - - 

4 + - - - - 

5 - - - - - 

 

 

102 

 

 

0 

1 + + + + + 

2 + + + + - 

3 + + - - - 

4 + - - - - 

5 - - - - - 

 

102 7 

1 + + + + + 

2 + + + + + 

3 + + + + + 

หมำยเหตุ ; (+) แทน การตรวจพบเชื้อ และ (-) แทน การตรวจไม่พบเช้ือ 
 
ตารางท่ี 4. 10 กลุ่มตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลราในกุ้งสด 

น  าหนักโมเลกุลของไค
โตซาน (Mw x 105 

ดาลตัน) 

ชื่อกลุ่มและความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ (พีพีเอ็ม) 

1250 2500 5000 

3.25 (B0) B0-1 B0-2 B0-3 

2.98 (B1) B1-1 B1-2 B1-3 
2.36 (B1*) B1*-1 B1*-2 B1*-3 

Acetate buffer - - - 
หมายเหตุ; มีการควบคุมพีเอชให้เท่ากันทุกกลุ่มตัวอย่างเท่ากับ 5.5 โดยใช้โซเดียมคาร์ไบคาร์บอเนต 
   * ไคโตซานที่ละลายได้ที่พีเอช 6.5 และถูกน้ากลับด้วยเอทานอล สูตร B1 
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 การทดสอบการยับยั้งเชื้อในกุ้งสด ที่ท้าการควบคุมพีเอชของสารละลายทุกสูตรให้เท่ากับ 

5.5 เพ่ือลดผลของพีเอชต่อการยับยั้งเชื้อในกุ้งสด แล้วน้ากุ้งสดที่ถูกเพราะเชื้อมาแช่ในสารละลายไค

โตซานตัวอย่างตามตารางที่ 4.10 เป็นระยะเวลา 20 นาที ตักออกและบรรจุในถุงบรรจุภัณฑ์ของ

โรงงาน แช่แข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน และน้ามาตรวจวิเคราะห์เชื้อตาม

มาตรฐานของโรงงาน  

 ผลการทดลอง (ตารางที่ 4.11) พบว่ากุ้งที่ถูกแช่ในสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ เพียงอย่าง

เดียว ตรวจไม่พบเชื้อ ตั้งแต่ค่าการเจือจาง 10-2 เป็นต้นไป ของทุกกลุ่มตัวอย่าง แสดงว่า

สารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ พีเอช 5.5 มีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อวิบริโอ คลอเรลา ในกุ้งสด 

ซึ่งเหมือนกับกลุ่มตัวอย่าง B0-1 ถึง B0-3 และกลุ่มตัวอย่าง B1-1 และ B1-3 และพบว่ากลุ่มตัวอย่าง 

B1-2 และ B1*-1 ถึง B1*-3 มีแนวโน้มในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเรลาได้ดี เนื่องจากมีกลุ่มตัวอย่าง 

1 ใน 3 กลุ่มตัวอย่างที่ไม่ตรวจพบเชื้อเลย และในสภาวะเดียวกันนี้กุ้งติดเชื้อที่ไม่ผ่านการการยับยั้ง

เชื้อ สามารถตรวจพบเชื้อทุกค่าระดับการเจือจาง (ตารางที่ 4.9) และไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล

เท่ากับ 2.36 x 105 ดาลตัน (สูตร B1*)  ที่ทุกความเข้มข้นมีแนวโน้มที่สามารถยับยั้งเชื้อวิบริโอ 

คลอเลราได้ดีกว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล 3.25 x 105 ดาลตัน (สูตร B0) ที่ทุกความเข้มข้น ร่วมถึง

ไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล  2.98 x 105 ดาลตัน (สูตร B1) ที่ความเข้มข้น 1,250 และ 5000 พีพีเอ็ม 

แต่ยังสรุปผลได้ไม่แน่ชัดในผลของไคโตซานต่อการยับยั้งเชื้อ เนื่องจากไม่สามารถควบคุมการติดเชื้ อ

ในกุ้งสดเริ่มต้นให้สม่้าเสมอได้ และจ้านวนตัวอย่างซ้้าที่น้อยเกินไป  

 เมื่อพิจารณาลักษณะทางกายภาพของกุ้งสดด้วยตา หลังจากการแช่ในสารละลายไคโตซาน 

เป็นระยะเวลา 20 นาทีทุกกลุ่มตัวอย่างตามตารางที่ 4.12 ความเห็นจากเจ้าหน้าที่ประกันคุณภาพ

ของโรงงานด้านลักษณะทางกายภาพของเนื้อกุ้ง พบว่าไม่มีความแตกต่างกันระหว่างก่อนแช่

สารละลายและหลังท้าการแช่สารละลายอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ซึ่งเห็นได้ว่าถ้ามีการน้าสารละลายไค

โตซานมาท้าการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเรลา ในอุตสาหกรรมกุ้งสด จะไม่ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลง

ของเนื้อกุ้ง และเพ่ือแก้ปัญหาที่ยังสรุปไม่ได้ของผลการยับยั้งเชื้อ ผู้วิจัยจึงท้าการทดลองอีกครั้งใน

ห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน ASTM E2149-10 ซึ่งได้รับการยอมรับโดยทั่วไป 
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ตารางท่ี 4.11 ผลการวิเคราะห์ ของกุ้งสดเมื่อผ่านการเติมเชื้อวิบริโอ คลอเรลาที่ความเข้มข้น 102 ซี

เอฟยูต่อมิลลิลิตร และในแช่สารละลายไคโตซานที่สูตรต่างๆ ที่แช่แข็งเป็น ระยะเวลา 7 วัน  

สูตร ซ  าท่ี 
สัดส่วนความเข้มขน้ของเชื อวิบริโอ คลอเรลาที่เจือจาง 

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 

 
Acetate 
buffer 

1 + - - - - 

2 + - - - - 

3 + - - - - 

 
B0-1 

1 + - - - - 

2 + - - - - 

3 + + - - - 

 
B0-2 

1 + - - - - 

2 + + - - - 

3 + - - - - 

 
B1-3 

1 + - - - - 

2 + + - - - 

3 + - - - - 

 
B1-1 

1 + - - - - 

2 + - - - - 

3 + - - - - 

 
B1-2 

1 + - - - - 

2 + - - - - 

3 - - - - - 

 
B1-3 

1 + - - - - 

2 + - - - - 

3 + - - - - 

 
B1*-1 

1 + - - - - 

2 + - - - - 

3 - - - - - 

 
B1*-2 

1 + - - - - 

2 + + - - - 

3 - - - - - 

 
B1*-3 

1 + - - - - 

2 + - - - - 

3 - - - - - 

หมายเหตุ ; (+) แทน การตรวจพบเชื้อ  (-)  แทน การตรวจไม่พบเช้ือ 
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ตารางท่ี 4. 12 ลักษณะทางกายภาพของกุ้งสด แช่ในสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 1,250 – 

5,000 พีพีเอ็มและบัฟเฟอร์ อะซิเตท ที่พีเอช 5.5 เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

กลุ่ม
ตัวอย่าง 

ก่อนแชส่ารละลายไคโตซาน หลังแช่สารละลายไคโตซานนาน 20 นาท ี

B0-1 
 

  

B0-2 

 

 

B0-3 

 

 

B1-1 

 
 

B1-2 

  

B1-3 

  



 

 

81 

ตารางท่ี 4.12 (ต่อ) ลักษณะทางกายภาพของกุ้งสด แช่ในสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 1,250 – 

5,000 พีพีเอ็มและบัฟเฟอร์ อะซิเตท ที่พีเอช 5.5 เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

กลุ่ม
ตัวอย่าง 

ก่อนแชส่ารละลายไคโตซาน หลังแช่สารละลายไคโตซานนาน 20 นาท ี

B1*-1 

  

B1*-2 

  

B1*-3 

  

Acetate 
buffer 
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4.3.2) ผลของสารละลายไคโตซานต่อการยับยั งเชื อวิบริโอ คลอเลราในห้องปฏิบัติการ 

 การทดสอบการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ในห้องปฏิบัติการ เพื่อยืนยันผลการยับยั้งเชื้อวิบริ

โอ คลอเรลาของไคโตซาน เนื่องจากการทดลองการยับยั้งเชื้อในกุ้งสดนั้นให้ผลที่ไม่แน่นอน โดยใช้ไค

โตซานที่น้้าหนักโมเลกุลแตกต่างตามตารางท่ี 4.13 และที่ความเข้มข้นในช่วง 1,250 - 5,000 พีพีเอ็ม 

โดยมีกลุ่มตัวอย่างควบคุมเป็นกลุ่มท่ีเป็นสารละลายอะซิเตทบัฟเฟอร์ พีเอช 5.5 (เท่ากับสารละลายไค

โตซาน) เพ่ือเปรียบเทียบว่าเชื้อวิบริโอ คลอเลรานั้นถูกยับยั้งด้วยกรดหรือด้วยไคโตซาน และมีกลุ่ม

ตัวอย่างเชื้อเริ่มต้นที่ไม่ผ่านการยับยั้งเชื้อ โดยใช้เชื้อวิบริโอ คลอเรลา ที่ความเข้มข้น 105 ซีเอฟยูต่อ

มิลลิลิตร เพียงความเข้มข้นเดียว ระยะเวลาให้เชื้อสัมผัสกับสารละลายที่ไคโตซานและสารละลายอะซิ

เตท บัฟเฟอร์ นาน 20 นาที จากนั้นท้าการค้านวณหาปริมาณเชื้อที่ลดลงตามมาตรฐาน ASTM 

E2149-10 [51] โดยกระบวนการยับยั้งเชื้อในห้องปฏิบัติการ ส่งวิเคราะห์ที่คณะจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

   

ตารางท่ี 4. 13 น้้าหนักโมเลกุล (Mw) และร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลของไคโตซานในการทดสอบ
การยับยั้งเชื้อในห้องปฏิบัติการ 

สูตร น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน  
(ดาลตัน) 

ร้อยละการก้าจดัหมู่อะซิติลของ   
ไคโตซาน 

S 2.8 x 104a 81.42  0.03 
B4 4.8 x 104b 85.57  0.10 
B4* 4.6 x 104b 93.85  0.08 
B1 2.98 x 105c 85.61  0.12 
B1* 2.36 x 105c 89.43  0.83 
B0 3.25 x 105a 81.47  0.03 

หมายเหตุ ; * แทนไคโตซานท่ีละลายที่ได้พีเอช 6.5 และถูกน้ากลับด้วยเอทานอล 

 

จากผลการทดลองพบว่า สารละลายอะซิเตท บัฟเฟอร์ มีผลต่อการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลราน้อย

กว่าอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายไคโตซาน (รูปที่ 4.14) เมื่อพิจารณาไคโตซานที่

น้้าหนักโมเลกุลและร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลแตกต่างกัน ไคโตซานน้้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 3.25 x 

105 (B0), 4.8 x 104 (B4), 4.6 x 104 (B4*) และ 2.8 x 104 (S) ดาลตัน ที่ความเข้มข้น 2500 พีพี
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เอ็ม  มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อได้ไม่แตกต่างกันซึ่งอยู่ในช่วงร้อยละ 46.5 – 50.5 แต่ไคโตซาน

ที่น้้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 2.98 x 105 (B1) และ 2.36 x 105 (B1*) ดาลตัน มีความสามารในการยับยั้ง

เชื้อที่สูงกว่าอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับทุกกลุ่มตัวอย่าง โดยยับยั้งเชื้อได้ร้อยละ 80 – 83 มี

รายงานมาก่อนแล้วว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลและร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลที่สูง มีความสามารถ

ในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลราได้ดี  เช่นจากงานวิจัยของ H. Mellegrad และคณะ (2011) ศึกษา

ผลของน้้าหนักโมเลกุลและร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลของไคโตซานที่แตกกัน ต่อการยับยั้งเชื้อ B. 

cereus และ E. coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ พบว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล 1.63 x 105 - 2.24 

x 105 ดาลตัน เป็นช่วงที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ดีท่ีสุด สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้งสองชนิด 

โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานในช่วง 0.67 – 0.79 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งดีกว่า

ประมาณ 2 เท่า ของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล 1.19 x 104 – 4.25 x 104 ดาลตัน ซึ่งใช้ความเข้มข้น

ในการยับยั้งเชื้อในช่วง 1.33 – 2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลเท่ากัน และ 

H. Mellegrad และคณะ (2011) ศึกษาต่อเมื่อร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลเพ่ิมขึ้น แต่น้้าหนักโมเลกุล

ของไคโตซานคงที่ พบว่าความสามารถในการยับยั้งเชื้อสูงขึ้น [59] จากการงานวิจัย You-Jin Jeon 

และคณะ (2001) [36] ท้าการศึกษาผลของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลแตกต่างกัน พบว่าไคโตซานที่

น้้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 6.85 x 105 ดาลตัน ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 โดยปริมาตร มีความสามารถใน

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Escherichia coli KCTC 1682 , Escherichia coli O-157 

ATCC 11775, Salmonella typhi KCTC 175 และแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Micrococcus 

luteus KCTC 10240, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Staphylococcus aureus 

ATCC 6538P ได้มากกว่าร้อยละ 99 แต่เมื่อใช้ไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล 1.0 x 104 ดาลตัน พบว่ามี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบต่้าลงอยู่ที่ร้อยละ 50  

 งานวิจัยเราสนใจไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลต่้า เพราะมีความสามารถในการละลายที่ค่าพีเอช

เข้าใกล้ค่าที่เป็นกลาง ดีกว่าไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลสูง เนื่องจากในอนาคต จะมีการน้าไป

ประยุกต์ใช้กับน้้ากระบวนการล้างกุ้งในอุตสาหกรรม ดังนั้นจึงเลือกไคโตซานสูตร B4 และ B4* ที่

น้้าหนักโมเลกุล 4.8 x 104 และ 4.6 x 104 ดาลตัน มาทดสอบต่อโดยท้าการปรับความเข้มข้นที่

แตกต่างกัน 
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รูปที่ 4. 14 ปริมาณเชื้อวิบริโอ คลอเลรา บนอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังท้าการทดสอบการยับยั้งเชื้อด้วย 

สารละลายไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลแตกต่างกัน ที่ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซาน 2,500 พีพี
เอ็ม  
* แทน ค่าที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยทางสถิติ (P   0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทียบทุกกลุ่มตัวอย่าง 

ผลจากการศึกษาพบว่าไคโตซานสูตร B4 ที่น้้าหนักโมเลกุล 4.8 x 104 ดาลตัน มีความสามารถในการ

ยับยั้งเชื้อสูงอย่างมีนัยส้าคัญเม่ือเปรียบเทียบกับไคโตซานกลุ่มอ่ืนที่ความเข้มข้น 5,000 พีพีเอ็ม (รูปที่ 

4.15) เนื่องจากมีร้อยละก้าจัดหมู่อะซิติลสูงกว่าไคโตซานสูตร B0 และ S รวมถึงมีน้้าหนักโมเลกุลสูง

กว่า B4* จึงท้าให้มีหมู่เอมีนที่แตกตัวเป็นประจุบวกสูง ซึ่งท้าลายผนังเซลล์ของงเชื้อวิบริโอ คลอเรลา

ได้มากขึ้น [59] เมื่อพิจารณาที่น้้าหนักโมเลกุลเท่ากัน แต่ความเข้มข้นต่างกัน พบว่าไคโตซานที่ความ

เข้มข้นเพ่ิมสูงขึ้น มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลราเพ่ิมขึ้น แสดงดังรูปที่ 4.15 และรูป

ที่ 4.16 ซึ่งจากงานวิจัยของ A. Anas และคณะ (2001) [35] ได้ท้าการศึกษาผลของความเข้มข้นของ

สารละลายไคโตซานในการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ที่น้้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 1.80 x 105 ดาลตัน 

เมื่อความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 0.25 (2,500 พีพีเอ็ม) เป็นร้อยละ 0.50 (5,000 พีพีเอ็ม)  

สามารถยับยั้งเชื้อได้เพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 55.7 เป็น 75.5  ส้าหรับงานวิจัยนี้พบว่าไคโตซานน้้าหนัก

โมเลกุล 4.80 x 104 ดาลตัน ที่ความเข้มเข้น 5,000 พีพีเอ็ม  สามารถยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลรา ได้

สูงสุดถึงร้อยละ 93.3 (ตารางที่ 4.14)   
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รูปที่ 4. 15  ผลของน้้าหนักโมเลกุลและความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานที่มีต่อปริมาณเชื้อวิบริ 
โอ คลอเลรา บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

* แทน ค่าที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p  0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับทุกกลุ่มตัวอย่าง  

** แทน ค่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p  0.05) เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับเฉพาะกลุ่มตัวอย่างที่

ความเข้มข้น 1250 พีพีเอ็ม  

ตารางท่ี 4.14 ร้อยละการยับยั้งการเจริญเติบโตของวิบริโอ คอเรลา ของไคโตซานน้้าหนักโมเลกุล
และความเข้มข้นแตกต่างกัน ในเวลา 24 ชั่วโมง ตามมาตรฐาน ASTM E2149-10 

สูตร 
น  าหนักโมเลกุล 

(ดาลตัน) 
ร้อยละการยับยั งการเจริญเติบโตของวิบริโอ คอเรลา  

1250 พีพีเอ็ม 2500 พีพีเอ็ม 5000 พีพีเอ็ม ควบคุม 

B0 3.25 x 105 52.5 50.5 66.7 

7.0 
B4 4.80 x 104 30.3 48.5 93.3 

B4* 4.60 x 104 29.3 52.5 52.5 
S 2.80 x 104 42.4 46.5 58.6 

  หมายเหตุ ; ร้อยละการยับยั้งเช้ือ = ปริมาณเชื้อในตัวอย่างควบคมุ – ปริมาณเชื้อไคโตซาน 

      ปริมาณเชื้อในตัวอย่างควบคุม   
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รูปที่ 4.16 ตัวอย่างภาพแสดง ปริมาณโคโลนีของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา หลังจากผ่านการยับยั้งการ
เจริญเติบโตด้วยสารละลายไคโตซานที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 

ไคโตซานมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อทั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก เมื่ออยู่ในสภาวะ

สารละลาย ไคโตซานแสดงประจุเป็นบวกซึ่งพิจารณาได้จากค่าศักย์เซต้า ซึ่งมีกลไกในการเข้าท้าลาย

ผนังเซลล์ในส่วนที่แสดงประจุลบและท้าให้เซลล์ตาย โดยต้าแหน่งเข้าท้าปฏิกิริยามีความแตกต่างกัน

ในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ กรณีของแบคทีเรียแกรมลบ สารละลายไคโตซานเข้าท้าปฏิกิริยา

กับไลโบพอลิแซ็คคาไรด์ (lipopolysaccharide) ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์  แต่หากเป็น

แบคทีเรียแกรมบวก สารละลายไคโตซานเข้าท้าปฏิกิริยากับผนังเซลล์ส่วนที่เป็น เพปติโดไกลแคน 

(peptidoglycans) [60]  

 a  b  c d  e 

g h 

i j k 

l m n 

Mw of 

chitosan 

(x 104 

Da) 

Concentration of chitosan 

solution (ppm) 

1,250 2,500 5,000 

32.5 a b c 

2.98 - d  

2.38 - e  

4.8 f g h 

4.6 i j k 

2.8 l m n 

 

o = Acetate buffer, p = No-chitosan 

สัญญาลักษณ์แทนในรปู  

o p 

f
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 

5.1 ผลของความร้อนที่มีผลต่อไคโตซาน 
 งานวิจัยนี้เพ่ือศึกษาผลของการใช้ความร้อนที่อุณหภูมิสูง สภาวะการท้าปลอดเชื้อใน

อุตสาหกรรมอาหาร ต่อกานลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน โดยใช้ตัวอย่างไคโตซานที่มีจ้าหน่าย

ทั่วไปในระดับอุตสาหกรรมคือ (Mw) 11.8 x 105 (A0) และ 3.25 x 105 (B0) ดาลตัน  สารละลายไค

โตซานในกรดอะซิติก พีเอช 2.0 มาให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 

นาที จ้านวนรอบ 1, 2, 4, และ 6 รอบ จากนั้นสะเทินสารละลายกลับที่พีเอช 6.5 และ 7.0 พบว่าเมื่อ

ให้ความร้อน 1 และ 2 รอบ น้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานลดลงอย่างรวดเร็ว จากนั้นน้้าหนักโมเลกุล

เริ่มคงที่หลังจากให้ความร้อน 4 และ 6 รอบ โดยไคโตซาน B0 หลังผ่านการให้ความร้อน 6 รอบ 

น้้าหนักโมเลกุลลดลงเหลือ 4.6 – 4.5 x 105 ดาลตัน ซึ่งเมื่อน้ามาทดสอบการละลาย พบว่าสามารถ

ละลายในสารละลายที่พีเอช 5.0 ได้มากกว่าร้อยละ 90 ซึ่งสูงกว่าไคโตซานเริ่มต้น และไคโตซานหลัง

ผ่านความร้อนจะมีสีน้้าตาลที่เข้มขึ้นเนื่องจากเกิดปฎิกิริยาเมลลาร์ด และร้อยละการจ้ากัดหมู่อะซิติล

หลังผ่านการให้ความร้อน 1 รอบ เพ่ิมขึ้นจาก 83.85 เป็น 88.3 และ 81.4 เป็น 85.6 ของไคโตซาน 

A0 และ B0 ตามล้าดับ แต่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อให้ความร้อน 2 - 6 รอบ  

 การยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเลราในกุ้งสด โดยการแช่ในสารละลายไคโตซานที่ความเข้มข้น 

1,250 – 5,000 พีพีเอ็ม เป็นเวลา 20 นาที นั้นไม่สามารถสรุปผลได้ เนื่องจากความแปรปรวนที่ไม่

สามารถควบคุมการติดเชื้อในกุ้งให้เท่ากันได้ แต่พบว่าไคโตซาน B0 ที่ผ่านการให้ความร้อน 1 รอบ 

ในช่วงความเข้มข้น 1,250 – 5,000 พีพีเอ็ม มีแนวโน้มที่สามารถยับยั้งเชื้อในกุ้งสดได้ โดยที่ลักษณะ

ทางกายภาพของเนื้อกุ้งสดไม่เปลี่ยนแปลง จากนั้นน้ามาทดสอบการยับยั้งเชื้อต่อในห้องปฏิบัติการ

ตามมาตรฐาน ASTM E2149-10 พบว่าสามารถยับยั้งเชื้อได้ร้อยละ 83 โดยใช้ความเข้มข้น 2500 พี

พีเอ็ม และหากใช้ไคโตซานสูตร B0 ที่ผ่านการให้ความร้อน 4 รอบ (Mw เท่ากับ 4.8 x 104 ดาลตัน) ที่

ความเข้มข้น 5,000 พีพีเอ็ม สามารถยับยั้งเชื้อได้ถึงร้อยละ 93 โดยไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล  4.8 x 

104 ดาลตัน นี้สามารถละลายได้ที่พีเอช 5.0 -5.5 ซึ่งจะสามารถน้ามาประยุกต์ใช้ในน้้ากระบวนการ

ส้าหรับ ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียในอุตสาหกรรมกุ้งสดแช่แข็ง เพ่ือหลีกเลี่ยงการใช้

สารเคมีที่จะผลต่อลักษณะทางกายภาพของเนื้อกุ้งสด 
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5.2 ประโยชน์ที่ได้รับ 
 1. ได้วิธีและสภาวะเหมาะสมในการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานจากเปลือกกุ้ง ในสภาวะ

การฆ่าเชื้อในอุตสาหกรรมอาหาร ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 0.1 เมกะปาสคาล 

ระยะเวลา 15 นาที โดยให้ความร้อน 1-2 รอบ 

 2. ไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อนสามารถละลายได้ในอะซิเตทบัฟเฟอร์ ที่พีเอช 5.0 ซึ่ง

มากกว่าร้อยละ 90 เมื่อเปรียบเทียบกับไคโตซานเริ่มต้น ที่ถูกลดน้้าหนักโมเลกุลด้วยไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ 

 3. ได้ทราบวิธีและผลในการทดสอบการยับยั้งเชื้อในกุ้งสดแช่แข็ง เพื่อเป็นแนวทางในการใช้

ประโยชน์การส่งออกกุ้งสดแช่แข็งในระดับอุตสาหกรรม  

 

5.3 ข้อเสนอแนะของการใช้งาน 

 สารละลายไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อน มาใช้ทดแทนหรือให้ร่วมกันกับสารฆ่าเชื้อในกุ้ง

สด เช่น กรดเปอร์อะซิติก หรือคลอรีน ในกระบวนการท้าความสะอาดกุ้งสดของโรงงานงาน

อุตสาหกรรม เพ่ือลดปริมาณการใช้สารเคมี และลดสารเคมีที่ตกค้างในเนื่องกุ้งสด โดยมีแผนผังวิธีการ

ที่สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมดังรูปที่ 5.1 
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รูปที่ 5.1 แผนผังการกระบวนท้าความสะอาดของกุ้งสดในอุตสาหกรรม ก. คือกระบวนการผลิตกุ้งแช่
แข็งทั่วไปของโรงงานอุตสาหกรรมอาหารทะเล และ ข. คือกระบวนการที่มีการน้าไคโตซานมา
ประยุกต์ใช้ร่วมด้วย 

กุ้งสดหลังล้างท้าความสะอาด 

ล้างด้วยน้้าสะอาด 

แช่สารละลาย 

ก. 

กุ้งสดหลังล้างท้าความสะอาด 

ล้างด้วยน้้าสะอาด 

แช่สารละลาย 

แช่สารละลาย 

ข. 

เปอร์อะซิติก ความเข้มข้น 70 พีพีเอ็ม ท่ีอุณหภมูิ 2-3 องศาเซลเซียส 2 นาที 

เปอร์อะซิติก ความเข้มข้น 150 พีพีเอ็ม ท่ีอุณหภูมิ 2-3 องศาเซลเซยีส 2 นาที 

กุ้งสดปลอดเชื้อ 

แช่สารละลาย 

เปอร์อะซิติก ความเข้มข้น 70 พีพีเอ็ม ท่ีอุณหภมู2ิ-3 องศาเซลเซียส 2 นาที 

เปอร์อะซิติก ความเข้มข้น 70 พีพีเอ็ม + สารละลายไคโตซาน 5,000 พีพีเอ็ม ที่

อุณหภูมิ 2-3 องศาเซลเซียส 2 นาที 

กุ้งสดปลอดเชื้อ 
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5.4 งานวิจัยในอนาคต 

 1. ศึกษาผลของอุณหภูมิในการลดน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซานโดยตรง เพราะอุณหภูมิสูง

สามารถเร่งอัตราการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสให้สูงขึ้น โดยอาจใช้ความเข้มข้นของกรดอะซิติกและ

ระยะที่คงเดิมหรือต่้าลง 

 2. เพ่ิมจ้านวนซ้้าของตัวอย่างกุ้งสด หรือลดปริมาณเชื้อเริ่มต้นที่ท้าให้กุ้งติดเชื้อ และท้าการ

เก็บข้อมูลทางสถิติ เพ่ือลดปัญหาความแปรปรวน ไม่สามารถควบคุมปริมาณเชื้อให้เท่ากันในแต่ละ

ตัวอย่าง โดยการทดสอบในสภาวะจริงของโรงงานอุตสาหกรรม 

 3. ปรับวิธีการตรวจการยับยั้งเชื้อในกุ้งสด โดยใช้มาตรฐาน ASTM E2149-10 เพราะให้ผลที่

แม่นย้าเป็นเชิงปริมาณและเห็นความแตกต่างมากกว่ามาตรฐานของ Bacteriological Analytical 

Manual (BAM) ที่รายงานเป็น “พบ (+)” หรือ “ไม่พบ (+)” เท่านั้น 

 4. ศึกษาการยับยั้งเชื้อวิบริโอ คลอเรลา ด้วยไคโตซานน้้าหนักโมเกลุก 2.34 x 105 และ   

2.98 x 105 ดาลตัน แต่มีการปรับเปลี่ยนความเข้มข้นให้แตกต่างกันในการทดสอบ 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก. 
ปฏิกิริยาเมลลาร์ด (maillard reaction) 

 ปฏิกิริยาเมลลาร์ด (maillard reaction) เป็นปฏิกิริยาที่ก่อให้เกิดการเปลี่ยนสีของสาร

คาร์โบไฮเดรต เช่น ไคโตซาน ให้กลายเป็นสีน้้าตาล ขึ้นหลังจากเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในน้้าและ

ได้รับความร้อน โดยปฏิกิริยาเมลลาร์ด เกิดจากการท้าปฏิกิริยาระหว่างหมู่อะมิโน (amino group) 

กับหมู่แอลดีไฮด์ (aldehyde) ซึ่งน้าไปสู่การเปลี่ยนสีของของไคตินและไคโตซาน ในระหว่างการ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จะตัดสายโซ่โมเลกุลที่ต้าแหน่งพันธะไกลโคลซิดิก ท้าให้เกิดหมู่แอลดีไฮด์ ซึ่ง

สามารถเข้าท้าปฏิกิริยากับหมู่เอมีน ที่เป็นหมู่ฟังชันก์ในโครงสร้างของไคโตซาน และก่อให้เกิดสี

น้้าตาลขึ้น ซึ่งกลไกแสดงดังรูปที่ ก.1   โดยปฏิกิริยาเมลลาร์ดจะเกิดได้น้อยลง เมื่อสารคาร์โบไฮเดรต

เกิดปฏิกิริยา polymerization สูงขึ้น อาจสามารถสรุปได้ว่าถ้าสารคาร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่จะเกิด

สีน้้าตาลที่ออ่นกว่าที่โมเลกุลเล็ก  

 

 

รูปที่ ก. 1 ปฏิกิริยาเมลลาร์ด (maillrad reaction) ของสารพอลิแซ็คคาร์ไรด์ 

[ที่มา: http://www.chm.bris.ac.uk] 
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ภาคผนวก ข. 
หลักการวัดสี 

สี (Color) 

สี เป็นคุณสมบัติเชิงแสงที่สามารถใช้บรรยายคุณลักษณะของวัสดุที่มีการเปลี่ยนแปลงทาง

กายภาพ ได้ง่ายที่สุดวิธีหนึ่ง ที่ดีกว่ามองตาเปล่า ซึ่งมาตรฐานของการบรรยายลักษณะสีแตกต่างกัน 

ขึ้นอยู่กับประสบการณ์ ลักษณะทางกายภาพของตาของผู้บรรยาย ลักษณะแสงที่ตกกระทบ ฯลฯ 

ดังนั้นการวัดและบรรยายสีในเชิงวิชาการจึงต้องมีการจัดมาตรฐานเพ่ือเป็นการลดความไม่เป็นกลาง 

(bias) ของผู้บรรยายสีของวัสดุนั้น ๆ 

ปัจจัยที่ท้าให้เกิดสีมีอยู่ 3 ประเภท คือ 

ก. แหล่งก้าเนิดแสง (light source) แหล่งก้าเนิดแสงมีผลอย่างมากในการบรรยายสีของวัตถุ

แหล่งก้าเนิดแสงถ้ามีแสงแตกต่างจากแสงขาว เมื่อตกกระทบกับวัตถุจะท้าให้แสงที่สะท้อนกลับมา

เกิดสีที่แตกต่างไป เช่น แสงจากหลอด incandescent ให้แสงสีส้มในขณะที่ Fluorescent ให้แสง

ขาวเย็น 

ข. วัตถุที่มอง (specimen) วัตถุที่ทึบแสง (opaque) จะให้การสะท้อนของแสงเพ่ือเกิดสี

แตกต่างจากวัตถุที่โปร่งแสง (translucent) และโปร่งใส (transparent) ลักษณะของการตกกระทบ

ของแสงบนวัตถุ 

ค. ผู้สังเกตการณ์ (observer) ผู้สังเกตการณ์นั้นมีผลอย่างยิ่งต่อการบรรยายสีที่มองเห็น ผู้

สังเกตการณ์ต่างคนจะบรรยายลักษณะสีต่างกันขึ้นอยู่กับสรีระทางกายภาพของตาแต่ละคน ใน

ร่างกายคนจะมีเซลล์อยู่ 2 ชนิดที่เกี่ยวข้องกับการรับสี คือ เซลล์รูปแท่งและเซลล์รูปโคน เซลล์รูปแท่ง

จะตอบสนองได้ดีกับการมองเห็นในที่เกี่ยวกับความมืดสว่าง ส่วนเซลล์รูปโคนจะตอบสนองต่อสีที่

มองเห็น 

จากหลักการพ้ืนฐานเรื่องสีข้างต้น จึงได้มีการพัฒนาอุปกรณ์เพ่ือใช้วัดสีที่มีมาตรฐานและลด

ความไม่เป็นกลางเนื่องจากปัจจัยของแหล่งก้าเนิดแสงและผู้สังเกตการณ์ องค์กรที่มีบทบาทส้าคัญใน

การก้าหนดมาตรฐานด้านสี คือ Commission International de l’Eclairage (CIE) หรือในชื่อ

อังกฤษว่า International Commission on Illumination (http://www.cie.co.at/cie/) มี

ส้านักงานใหญ่อยู่ในประเทศฝรั่งเศส องค์กรนี้ได้ก้าหนดมาตรฐานการวัดสีซึ่งเป็นที่ยอมรับอย่างกว้าง
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ในวงการวิชาการและการวิจัย คือระบบ CIE Lab scale ในระยะเริ่มแรก CIE ได้ก้าหนดสเกลการวัด

สีเป็น X-Y-Z ซึ่งใช้ บรรยายสีแดง (Red) เขียว (Green) และ น้้าเงิน (Blue) แต่เนื่องจากระบบสี

ดังกล่าวไม่สามารถบรรยายถึงลักษณะความมืด-สว่างของสีได้ CIEได้พัฒนาต่อมาเป็นระบบ X-Y-L ซึ่ง

บรรยายถึงค่าสีแดง เขียว และความสว่าง (lightness) ตามล้าดับ อย่างไรก็ตามระบบดังกล่าวก็ยัง

ขาดส่วนที่บรรยายถึงค่าสีน้้าเงิน CIE จึงได้พัฒนาระบบสีต่อมาจนเป็นระบบที่ยอมรับและใช้กันอย่าง

แพร่หลายในปัจจุบัน คือระบบ L*-a*-b* ซึ่งเป็นระบบการบรรยายสีแบบ 3 มิติ โดยที่แกน L* จะ

บรรยายถึงความสว่าง (lightness) จากค่า +L* แสดงถึงสีขาว จนไปถึง –L* แสดงถึงสีด้า แกน a*จะ

บรรยายถึงแกนสีจากเขียว (-a*) ไปจนถึงแดง (+a*) ส่วนแกน b* จะบรรยายถึงแกนสีจากน้้าเงิน (-

b*) ไปเหลือง (+b*) ลักษณะการบรรยายสีของ CIE แสดงได้ดังรูป 2.18 และ 2.19 นอกจากนี้ บริษัท 

Hunter lab ในอเมริกาก็เป็นอีกองค์กรหนึ่งซึ่งท้าการวิจัยและพัฒนาระบบการวัดสี จนในที่สุดได้

ระบบของ Hunter lab เอง ซึ่งเรียกว่า การวัดสีระบบ Hunter lab scale ซึ่งบรรยายแกนใน 3 มิติ

เช่นเดียวกับระบบ CIE โดยที่ Hunter lab จะใช้สเกล L-a-b บรรยายลักษณะสีเช่นเดียวกับ L*-a*-

b* ของ CIE ข้อแตกต่างระหว่างระบบสีของ CIE และ Hunter lab คือสูตรการค้านวณค่าสี ซึ่งทั้ง L-

a-b และ L*-a*-b* ล้วนมีพ้ืนฐานการค้านวณมาจากค่าจากระบบ X-Y-Z ทั้งสิ้น 

 

 

 
รูปที่ ข. 1 การบรรยายสีในระบบ CIE Lab มองในระนาบ 2 มิติ: Hue บรรยายถึงเฉดสี และ 
Chroma บรรยายถึงความมันวาวหรือความเข้มของโทนสี. ที่มา: Minolta, 1997. 
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รูปที่ ข. 2 การบรรยายสีพื้นในระบบ CIE Lab ในรูป 3 มิติ. ที่มา: Minolta, 1997 
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ข้อมูลการวัดสีของไคโตซาน 

ตารางท่ี ข. 1 การเปลี่ยนแปลงของค่า L* , a* และ b* ของไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อนและค่า
เริ่มต้นที่น้้าหนักโมเลกุลที่ 3.25 x 105 ดาลตัน  

ไคโตซานที่น  าหนัก
โมเลกุลเร่ิมต้น (ดาล

ตัน) 
รอบในการให้ความร้อน L* a* b* 

3.25 x 105 

0 
45.7 -1.38 9.62 
45.25 -1.38 9.36 
45.27 -1.42 9.39 

ค่าเฉลี่ย 45.41 -1.39 9.46 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.25 0.02 0.14 

1 
28.38 4.7 4.2 
28.37 4.78 4.8 
28.39 4.78 4.78 

ค่าเฉลี่ย 28.38 4.75 4.59 

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.01 0.05 0.34 

2 
24.74 5.17 4.29 
24.77 5.17 4.31 
24.78 5.21 4.31 

ค่าเฉลี่ย 24.76 5.18 4.30 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.02 0.02 0.01 

4 
25.72 3.57 2.38 
25.79 3.74 2.84 
25.78 3.77 2.86 

ค่าเฉลี่ย 25.76 3.69 2.69 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.04 0.11 0.27 

6 
25.85 2.12 2.8 
25.87 2.13 2.81 
25.94 2.12 2.83 

ค่าเฉลี่ย 25.89 2.12 2.81 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.05 0.01 0.02 
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ตารางท่ี ข. 2 การเปลี่ยนแปลงของค่า L* , a* และ b* ของไคโตซานที่ผ่านการให้ความร้อนและค่า
เริ่มต้นที่น้้าหนักโมเลกุลที่ 1.18 x 106 ดาลตัน 

ไคโตซานที่น  าหนัก
โมเลกุลเร่ิมต้น (ดาล

ตัน) 
รอบในการให้ความร้อน L* a* b* 

1.18 x 106 

0 

51.84 0.18 3.26 

55.11 -0.4 2.37 
54.57 -0.31 2.5 

ค่าเฉลี่ย 53.84 -0.17667 2.71 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 1.75 0.31 0.48 

1 
38.15 0.93 10.56 
38.06 0.95 10.59 

38.98 0.96 10.65 
ค่าเฉลี่ย 38.40 0.95 10.6 

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.51 0.02 0.05 

2 
37.81 1.4 9.66 
39.43 1.69 9.65 

39.39 1.68 9.58 
ค่าเฉลี่ย 38.88 1.59 9.63 

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.92 0.16 0.04 

4 

37.5 1.99 8.87 

37.55 1.94 8.87 
37.58 1.97 8.8 

ค่าเฉลี่ย 37.54 1.97 8.85 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.04 0.03 0.04 

6 

34.34 2.91 8.23 

34.24 2.84 8.21 
34.24 2.86 8.21 

ค่าเฉลี่ย 34.27 2.87 8.22 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.06 0.04 0.01 
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ตารางท่ี ข. 3 การเปลี่ยนแปลงของค่า L* , a* และ b* ของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุล 2.8 – 4.8 x 
104 ดาลตัน 

ไคโตซานที่น  าหนักโมเลกลุ 
(x 104 ดาลตัน) 

L* a* b* 

2.8 

41.45 4.21 17.73 

41.39 4.2 17.71 
41.11 4.18 17.63 

ค่าเฉลี่ย 41.32 4.20 17.69 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.18 0.02 0.05 

4.6 

30.03 3.56 9.57 

30.25 3.52 9.59 
30.25 3.48 9.57 

ค่าเฉลี่ย 30.18 3.52 9.58 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.13 0.04 0.01 

4.8 
25.85 2.12 2.8 
25.87 2.13 2.81 

25.94 2.12 2.83 
ค่าเฉลี่ย 25.89 2.12 2.81 

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.05 0.01 0.02 
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ภาคผนวก ค. 
การหาน  าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 

ค.1 การค านวณหาน  าหนักโมเลกุลของไคโตซานโดยการวัดความหนืด 

หลักกำร 

 เขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานกับค่าความหนืด

สัมพัทธ์ (relative viscosity, r) กับค่าความหนืดจ้าเพาะ (specific viscosity, sp)  

 โดยก้าหนด 

 ค่าความหนืดสัมพัทธ์ (relative viscosity, r)  = 
เวลาของสารละลาย 

เวลาของตัวท้าละลาย
 

 ค่าความหนืดจ้าเพาะ (specific viscosity, sp) = r - 1 

 ค่าความหนืดในตัว (intrinsic viscosity, []) = sp/C =ln(r)/C ที่ C เข้าใกล้ศูนย์ 
 เมื่อ C คือ ความเข้มข้นของสารละลายไคโตซาน 
ส้าหรับไคโตซานถูกละลายในกรดอะซิติก  
ผลกำรทดลอง ไคโตซำนหลังจำกให้ควำมร้อนท ำกำรสร้ำงกรำฟ 

 

 

รูปที่ ค. 1 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายไคโตซานกับ ln(r)/C และ sp/C 

 

 

y = -16.423x + 11.789 
R² = 0.9923 

y = 49.241x + 12.722 
R² = 0.9985 
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ควำมเข้มข้นของสำรละลำยไคโตซำน (กรัมต่อเดซิลิตร) 

lnhr/C

hsp/C

เชิงเส้น (lnhr/C) 

เชิงเส้น (hsp/C) 
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การค านวณหา viscosity average molecular weight (Mv) 

จากกราฟรูปที่ ค.1ค้านวณหาค่า [] จากสมการเส้นแนวโน้มของ ln(r)/C และ sp/C ที่ความ

เข้มข้นเข้าใกล้ศูนย์ โดยค้านวณเป็นค่าเฉลี่ยของจุดตัดแกน Y 

 ตัวอย่างการค้านวณ 

[] = (12.722+11.789)/2 = 11.117 เดซิลิตรต่อกรัม 

 จากสูตร            [] =K(Mv) 
a 

 โดยที่ค่า K เท่ากับ 14.0 x 10-5 เดซิลิตรต่อกรัม และค่า a เท่ากับ 0.83 
 แทนค่าตัวแปรลงในสมการ 
   11.117 = (14 x 10-5) x (Mv)

0.83 

     Mv     = 800,611 ดาลตัน       

ค.2 ผลการวิเคราะห์หาน  าหนักโมเลกุลโดยเทคนิคเจลเพอร์มีเอชันโคมาโตกราฟี (Gel 

permeation chromatography; GPC) 

 

 
 

รูปที่ ค. 2 กราฟจีพีซีน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานของไคโตซานเริ่มต้นสูตร A0 
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รูปที่ ค. 3 กราฟจีพีซีของน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานของไคโตซานเริ่มต้นสูตร B0 

 
 

รูปที่ ค. 4 กราฟจีพีซีของน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานของไคโตซานเริ่มต้นสูตร B1 (ส่วนตะกอนที่ตกลง
มาหลังจากสะเทินกลับทันที) 
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รูปที่ ค. 5 กราฟจีพีซีของน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานของไคโตซานเริ่มต้นสูตร B1 (ส่วนตะกอนที่อยู่ใน
สารละลายหลังจากสะเทิน และแยกโดยการเติมเอทานอล) 

 
รูปที่ ค. 6 กราฟจีพีซีของน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานของไคโตซานเริ่มต้นสูตร B4 (ส่วนตะกอนที่ตกลง
มาหลังจากสะเทินกลับทันที) 



 

 

108 

 
 

รูปที่ ค. 7  กราฟจีพีซีของน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานของไคโตซานเริ่มต้นสูตร B4 (ส่วนตะกอนที่อยู่ใน
สารละลายหลังจากสะเทิน และแยกโดยการเติมเอทานอล) 

 

รูปที่ ค. 8 กราฟจีพีซีของน้้าหนักโมเลกุลไคโตซานของไคโตซานน้้าหนักโมเลกุลของไคโตซาน 
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ภาคผนวก ง. 
การทดสอบสมบัติการละลาย (Solubility Test) ของไคโตซาน 

ตารางท่ี ง. 1 ความสามารถในการละลายของไคโตซานที่ค่าพีเอช 6.5 และ 7.0 ที่มีค่าความเป็นกรด
ด่างเท่ากับ 5.0, 5.5 และ 6.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ; * มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับค่าสูตรเริ่มต้น A0 และ B0  ที่ค่า

ความเป็นกรดด่าง คือ 5.0, 5.5 และ 6.0 
 

 
สูตร 

การละลายของไคโตซานในกรดอะซิติก (ร้อยละโดยมวล) 

พีเอช 5.0 พีเอช 5.5  พีเอช 6.0 

A0 45.00  1.00 13.70  2.35  6.15  0.62 

A1 93.03 ± 0.43* 30.13 ± 0.81*  22.91 ± 3.84* 

A2 91.55 ± 1.41* 40.98 ± 1.04*  20.95 ± 0.48* 

A3 98.19 ± 0.45* 41.56 ± 0.38*  20.70 ± 8.95* 

A4 98.96 ± 0.45* 41.90 ± 1.73*  27.19 ± 2.08* 

B0 54.13 ± 0.79 16.39  1.09  8.22 ± 0.60 

B1 95.18 ± 2.00* 29.61 ± 1.07*  28.43 ± 1.76* 

B2 95.07 ± 2.58* 32.07 ± 2.76*  29.43 ± 3.67* 

B3 98.70 ± 0.59* 42.89 ± 2.27*  27.71 ± 3.40* 

B4 99.04 ± 0.03* 43.18 ± 2.16*  30.78 ± 6.67* 

C1 93.03 ± 0.43* 30.13 ± 0.81*  8.80 ± 1.70 

C2 91.55 ± 1.41* 40.98 ± 1.04*  11.30 ± 1.20* 

C3 98.19 ± 0.45* 41.56 ± 0.38*  14.40 ± 1.60* 

C4 98.96 ± 0.45* 41.90 ± 1.73*  15.40 ± 0.50* 

D1 99.01 ± 0.99* 32.70 ± 4.69*  10.84 ± 1.52* 

D2 99.38 ± 0.18* 44.59 ± 2.20*  16.34 ± 1.14* 

D3 99.35 ± 0.19* 44.90 ± 5.94*  16.83 ± 0.71* 

D4 100.00 ± 0.00* 46.95 ± 1.39*  19.46 ± 1.33* 
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ตารางท่ี ง. 2 ความสามารถในการละลายของไคโตซานที่น้้าหนักโมเลกุลต่างกัน ที่ค่าพีเอชเท่ากับ 
5.0, 5.5 และ 6.0 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

น  าหนักโมเลกุล
ของไคโตซาน 

(x 104 ดาลตัน) 

การละลายของไคโตซานในกรดอะซิติก (ร้อยละโดยมวล) 

พีเอช 5.0 พีเอช 5.5  พีเอช 6.0 

2.8 99.0  0.03 43.2  2.16  30.78  6.67 

4.6 98.7  0.59 43.5  3.97  25.6  2.30 
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ภาคผนวก จ. 
การค านวณหาร้อยละการก าจัดหมู่อะซิติล (degree of deacetylation , DD) 

 การวิเคราะห์ร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติล โดยการใช้เทคนิค Fourier Transform Infrared 

Spectrometry (FTIR) โดยโหมด KBr ในช่วงความยาวคลื่น 400 – 4000 เซนติเมตร-1 จากนั้น

ค้านวณหาร้อยละการก้าจัดของการก้าจัดหมู่อะซิติลจากสูตร (จ.1) และ (จ.2) 

 

A1320/A1420 = 0.3822 + 0.03133DA            (จ.1)   
%DD = 100 - %DA     (จ.2) 

โดยที่ 
%DA คือ ร้อยละของการมีอยู่ของหมู่อะซิติล (degree of acetylation) ในโครงสร้างของไคโตซาน 
%DD คือ ร้อยละของการก้าจัดหมู่อะซิติล (degree of deacetylation) ในโครงสร้างของไคโตซาน 
A1320 คือ ต้าแหน่งของการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 1320 เซนติเมตร-1 ของ Amide-III 
A1420 คือ ต้าแหน่งของการดูดกลืนที่ความยาวคลื่น 1420 เซนติเมตร-1 ของ CH2 bending 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ จ. 1 ค่าการดูดกลืนของหมู่ฟังก์ชันหลักของไคโตซาน 
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112 

ตัวอย่างการค านวณ 
ของไคโตซานเริ่มต้นที่น้้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 3.25 x 105 ดาลตัน 
ค่าการดูดกลืน ที่ A1320 เท่ากับ 0.32654 
ค่าการดูดกลืน ที่ A1420 เท่ากับ 0.338848 
จากนั้นเมื่อท้าการ แทนในสมการที่ จ.1 จะได้ 
    0.32654/0.338848 = 0.3822 + 0.03133DA 
       ดังนั้น                         DA      = 18.55974877 
จากนั้นแทน % DA ลงในสมการที่ จ.2 
         
       จะได้        DD      = 100 - 18.55974877 

             = 81.44 % 

ดังนั้นร้อยละการก้าจัดหมู่อะซิติลของไคโตซานทีค่าเท่ากับ 81.44  
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ภาคผนวก ฉ. 

การวัดค่าศักย์เซต้า (Zeta Protentia) 

ศักย์เซต้า (Zeta Potential)   

 ค่าศักย์เซต้าคือ ค่าแตกต่างของค่าศักย์ไฟฟ้าระหว่างบริเวณพ้ืนผิวของอนุภาคกับชั้นของ

สารละลาย ซึ่งค่าศักย์เซต้า สามารถบ่งบอกได้ถึงการกระจายตัวของอนุภาคในสารละลายนั้นๆ โดยถ้า

ค่าศักย์เซต้าเป็นบวกหรือลบมาก แสดงถึงเกิดการกระจายตัวได้ดีของอนุภาค เนื่องจากเกิดการ

หักล้างของประจุทางไฟฟ้าส่งผลให้เกิดความเสถียรภาพของการกระจายตัว หากค่าศักย์เซต้าเป็นบวก

หรือลบน้อย แสดงถึงการไม่มีเสถียรภาพการกระจายตัวหรือเกิดการรวมตัวของอนุภาค และสามารถ

บ่งบอกชนิดประจุของอนุภาคเม่ืออยู่ในสารละลาย 

หลักการท างานของเครื่องวัดค่าศักย์เซต้า 

  การวัดค่าศักย์เซต้า เป็นการวัดอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของอนุภาคเมื่อที่อยู่ภายใต้

สนามไฟฟ้า โดยใช้เลเซอร์ดรอปเปอร์เวโลซิมีตี้ (Laser Doppler Velocimetry (LDV)) โดยเครื่องวัด

ค่าศักย์เซต้า แสดงดังรูปที่ ฉ.1 ซึ่งตัวอย่างที่ใช้วัด อาทิเช่น สารแขวนลอย , ตัวอย่างพอลิเมอร์, 

ตัวอย่างยาและเครื่องส้าอาง, และสี เป็นต้น โดยตัวอย่างต้องเจือจางอยู่ในของเหลว แล้วบรรจุลงใส่

ในภาชนะบรรจุตัวอย่าง ดังรูปที่ ฉ.2 ปิดฝาให้สนิทก่อนน้ามาใส่ในเครื่องวิเคราะห์ค่าศักย์เซต้า  

ผลการวิเคราะห์  

 สารละลายเมื่อมีพีเอชเป็นกรด ค่าศักย์เซต้าจะมีค่าเป็นบวก เนื่องจากในสารละลายมีอนุภาค

ที่แตกตัวให้ประจุบวกอยู่มากกว่าประจุลบ แต่หากค่าพีเอชเป็นด่าง จะให้ผลลัพธ์ในทางตรงกันข้าม 

และเม่ือค่าศักย์เชต้าเป็นศูนย์ แสดงถึงการเกิดสมดุลระหว่างประจุบวกและลบในสารละลาย 
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รูปที่ ฉ. 1 เครื่องวัดค่าศักย์เซต้า 

 

 

รูปที่ ฉ. 2 ภาชนะบรรจุตัวอย่างส้าหรับวัดค่าศักย์เซต้า 
 

 
 

 

 
 

 

ช่องใส่ตัวอย่าง 
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ภาคผนวก ช. 
การทดสอบการยับยั งเชื อวิบริโอ คลอเลรา (vibrio cholera) 

  

รูปของเชื อวิบริโอ คลอเลราในการเพาะเชื อในกุ้งสดเริ่มต้น 

                

                                              
 
 

   

 

 

รูปที่ ช. 1 โคโลนีของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา (vibrio cholerae) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ที่ความ
เข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 10 และ 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ที่ 0 สัปดาห์ และท่ีความเข้มข้นเชื้อ
เริ่มต้น 102 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร ที่ระยะเวลาแช่แข็ง 1 สัปดาห์ 

 

 

 

Vibrio cholerae 102 cfu/ml, 0 week 

Vibrio cholerae 102 cfu/ml, 1 week 

Vibrio cholerae 10 cfu/ml, 0 week 
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รูปของเชื อวิบริโอ คลอเลราหลังจากผ่านการทดสอบยับยั งเชื อด้วยสารละลายไคโตซาน 
 

                 

           

รูปที่ ช. 2 โคโลนีของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา (vibrio cholerae) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังผ่านการ
ยับยั้งในสารละลายไคโตซานสูตร B0-1 ถึง B0-3 ที่แช่แข็งเป็น ระยะเวลา 1 สัปดาห์ 

 

               

          

 
รูปที่ ช. 3 โคโลนีของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา (vibrio cholerae) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังผ่านการ
ยับยั้งในสารละลายไคโตซานสูตร B1-1 ถึง B1-3 ที่แช่แข็งเป็น ระยะเวลา 7 วัน 

 

B0-1 B0-2 B0-3 

B1-2 B1-1 B1-3 
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รูปที่ ช. 4 โคโลนีของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา (vibrio cholerae) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังผ่านการ
ยับยั้งในสารละลายไคโตซานสูตร B1*-1 ถึง B1*-3 ที่แช่แข็งเป็น ระยะเวลา 7 วัน 

 

 

รูปที่ ช. 5 โคโลนีของเชื้อวิบริโอ คลอเลรา (vibrio cholerae) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังผ่านการ
ยับยั้งในสารละลายอะซิเตรท  

 
 
 
 

 

B1*-1 B1*-2 

Acetate Buffer 

B1*-3 
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ตารางท่ี ช. 1 ปริมาณของเชื้อหลังจากการท้ายับยั้งเชื้อด้วยสารละลายไคโตซานในห้องปฏิบัติการ 
น  าหนัก

โมเลกุลของไค

โตซาน (Mw) 

ปริมาณเชื อที่ปรากฏหลังจากการยับยั งเชื อด้วยสารละลายไคโตซานที่ความ

เข้มขน้ต่างๆ (x 105 cfu/ml) 

0 ppm 1,250 ppm 2,500 ppm 5,000 ppm 

3.25 x 105 - 4.73  0.51 4.97  0.37 3.33  0.49 

2.98 x 105 - - 0.67  0.12* - 

2.36 x 105 - - 0.55  0.07* - 

4.8 x 104 - 6.97  2.01 5.10  0.44 0.67  0.23* 

4.6 x 104 - 7.00  1.00 4.77  0.67 4.73  0.12 

2.8 x 104 - 5.70  0.92 5.30  1.08 4.07  0.57 

Acetate 

buffer 

9.27  0.87 - - - 

No-chitosan 
9.93  1.15 - - - 

หมายเหตุ ;   - แทน ไม่ได้ท้าการทดลองที่ความเข้มข้นนั้นๆ 

     * แทนค่ามีความแตกตา่งอย่างมีนัยส้าคญัทางสถิติ (p  0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม่ตัวอย่างท่ี

ความเข้มข้นเท่ากัน 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
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